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RESUME

Pour les applications étendues de Streptomyces lividans et la remarquable exigence du
marché, trouver de nouvelles souches de S. lividans capables de produire de la xylanase avec
de nouvelles propriétés est devenu un des sujets importants dans la
recherche industrielle, bio-alimentaire et environnementale. En particulier, les xylanases
revétent une grande importance pour les industries de bio-blanchiment des pates de papier.
Ainsi, il nous apparaissait intéressant d’élaborer une souche hyper-productrice de cette
enzyme. Certaines études ont montré que la sécrétion de la xylanase A chez S. lividans est
nettement améliorée avec le remplacement du peptide signal (ps) de la xIn A par celui du
long peptide signal de la cellulase A, et ce, grace a la présence de séquences de 6,7 ou 8
nucléotides que ce ps contient et qui présentent une complémentarité a I’ARNr 16S.

Au cours de ce travail, nous avons émis 1I’hypothése que ces séquences d’intérét de 6 a 8 nt,
si elles se retrouvent dans le géne de structure de la xylanase A, elles pourraient influencer la
traduction de cette enzyme. Pour vérifier cette hypothése, nous avons recherché ces
séquences d’intérét dans le gene de structiure de la XInA chez S. lividans par alignement de
la séquence du gene avec celle de I’ARNr 16S. Nous avons ainsi, localisé¢ 4 séquences de 6
nt chacune, que nous gvons appelé “boites”. Celles-ci existent aux positions 181-186, 293-298,
427-432 et 735-740 dans le géne.

Afin d'étudier I’importance de chacune de ces boites dans la production de I’enzyme Xln A
par S.lividans, nous avons mis au point une méthode de transformation génétique
permettant d’optimiser la production de la xylanase A via la mutagenese dirigée en
changeant, une base nucléotidique, dans chacune de ces “boites”, par une autre différente
tout en conservant ’acide aminé produit. Nous avons ainsi essayé de créer 4 nouveaux
mutants de XInA chez S. lividans par mutagenése dirigée par PCR en incorporant les boites
mutées par effet cumulatif. Nous avons réussi a créer 3 nouveaux mutants seulement:
pIAF_907.1 ayant la premiére boite mutée, plAF_907.2 ayant les deux premieres boites
mutées et plAF_907.3 ayant les trois premieres boites mutées. Le quatrieme mutant
plIAF_907.4 n’a pas vu le jour, pourtant la mutation de la quatrieme boite a été générée par
PCR. Les essaies étaient répétés 3 fois consécutives. Le mutant de S. lividans, pIAF_907.3

présente une performance élevée a la production de I’enzyme xylanase A (1150Ul apres



144h) en comparaison avec la structure native du clone plAF_911.A9 (770Ul) chez S.

lividans.

En effet, grace a notre étude, nous avons été en mesure de produire plus de 3g/l de xylanase
obtenue avec la souche dépourvue des trois séquences de 6 nt complémentaires a I’ARNr
16S. Nous avons observé un effet inverse, alors qu’on s’attendait a une baisse remarquable
de la production de la XInA chez plAF_907.3, aprés la destruction de 3 régions de
complémentarité avec I’ARNr 16S. La construction du mutant plAF_907.3 pourvue d’une
complémentarité diminuée a I’ARNr 16S stimule, quand méme, la production de la xylanase
A.

Au cours de ce travail, nous avons montré que la mutation de la premiére boite de
complémentarité de 6nt a I’ARNr 16S, améliore la production de la xylanase A de 15,7%
chez S. lividans. La mutation consécutive dans chacune des deux premieres boites a entrainé
une réduction de 40,26% de l'activité xylanolytique, ce qui montre l'importance de la
séquence de la boite 2 dans Le processus de traduction de Xylanase A dans S. lividans,
lorsqu'il est associé a la boite 3 intacte. D'autre part, la modification des trois premiéres
boites a stimulé la production de xylanase de 48,4% en comparaison avec la construction

native du géne de la XInA.



ABSTRACT

For the extensive applications of Streptomyces lividans and the remarkable market demand,
finding new strains of S. lividans capable of producing xylanase with new properties has
become an important topic in industrial, bio-food and environmental research. In particular,
xylanases are of high importance for the bio-bleaching industries of paper pulp. Thus, it
appeared interesting to develop a hyper-producing strain of this enzyme. Some studies have
shown that the secretion of xylanase A in S. lividans is markedly improved by replacing the
XIn A signal peptide (ps) with that of the long ps of cellulase A by the presence of
sequences of 6, 7 or 8 nucleotides which this ps contains and which exhibit complementarity
to the 16S rRNA.

In this work, we hypothesized that these sequences of interest of 6 to 8 nt, if they occur in
the xylanase A structural gene, could influence the translation of this enzyme. To verify this
hypothesis, we searched these sequences of interest in the XInA structural gene in S. lividans
by aligning the gene sequence with that of 16S rRNA. We have thus located 4 sequences of
6 nt each, which we call "boxes™ which exist at positions 181-186, 293-298, 427-432 and
735-740 in the gene.

In order to study the importance of each of these boxes in the production of the Xin A
enzyme by S. lividans, we have developed a genetic transformation method to optimize the
production of xylanase A via site-directed mutagenesis by changing, a nucleotide base, in
each of these "boxes", to a different one while retaining the produced amino acid. We have
thus tried to create 4 new XInA mutants in S. lividans by PCR-site-directed mutagenesis by
incorporating cumulatively mutated boxes. We managed to create 3 new mutants only:
plIAF_907.1 having the first mutated box, plAF_907.2 having the first two mutated boxes
and plAF_907.3 having the first three mutated boxes. Experiements were not successful
obtaining the fourth mutant plAF_907.4, yet the mutation of the fourth box was generated
by PCR. The trials were repeated 3 times consecutively. PIAF_907.3 showed high
production performance of the xylanase A enzyme (1150 U after 144 h) in comparison with
the native structure of the clone pIAF_911.A9 (770 IU) in S. lividans.

Indeed, thanks to our study, we were able to produce more than 3 g / | of xylanase obtained
with plAF_907.3, strain lacking the three sequences of 6 nt complementary to the 16S

rRNA. We observed an inverse effect, whereas a remarkable decrease in the production of



XInA was expected in plAF_907.3 after the destruction of 3 16S rRNA complementarity
sites. The construction of mutant plAF_907.3 having reduced complementarity to 16S rRNA

still stimulates the production of xylanase A.

In this work, we showed that the mutation of the first 6nt complementarity box to 16S rRNA
improves the production of xylanase A by 15.7% in S. lividans. The subsequent mutation in
each of the first two boxes resulted in a 40.26% reduction in xylanolytic activity, which
demonstrates the importance of the box 2 sequence in the Xylanase A translation process in
S. lividans. On the other hand, the modification of the first three boxes stimulated xylanase

production by 48.4%.
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CHAPITRE | : REVUE DE LITTERATURE

1.  Streptomyces lividans

S. lividans est une bactérie filamenteuse appartenant au genre Streptomyces et a la famille
des Actinomycétes. Les Streptomycétes sont ubiquitaires dans la nature mais surtout
saprophytes du sol (Bouizgarne et al. 2009, Trujillo-Cabrera et al. 2013). Leur croissance
sous forme d'hyphe (Figure 1) leur confére un avantage pour la colonisation de cet habitat
(Zucchi et al., 2012).

Figure 1: Actinomycetes filamenteuses

(https://www.nrcs.usda.gov/Internet/FSE_ MEDIA/nrcs142p2_050427.jpq)

1.1. Le cycle de vie des streptomycétes

Le cycle de vie des Streptomyces est I'une des caractéristiques du genre (Figure 2). Il est
tres complexe alternant myceélium et spores, ainsi, en conditions favorables, un ou deux
tubes germinaux émergent de la spore. La croissance apicale et axillaire de ces tubes permet
la formation d'un mycélium qui, aprés, 2 a 3 jours donne un hyphe aérien. A la fin de cette
phase de croissance aérienne, I'nyphe se divise en compartiments qui donnent a nouveau des
spores. L'extrémité de chaque hyphe forme un syncytium en forme de spirale qui contient
plusieurs dizaines de génomes. A differents stades du cycle, différents génes accomplissent
chacun une fonction différente (Kieser et al., 2000).
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Figure 2:Cycle de vie de Streptomyces coelicolor(Adapté de Kieser et al., 2000)

1.2. Intéréts industrieldes streptomycetes

Les Streptomycétes sont des bactéries non pathogenes et possédent un important potentiel
industriel grace a la diversité des composes générés. lls produisent plus de 50 % des
antibiotiques de la pharmacopée disponible actuellement, parmi lesquels, on peut citer le
Bialaphos (S. hygroscopicus), la Nystatine (S. noursei), la Bléomycine (S. verticillus), la
Kanamycine (S. kanamycetus) et la Streptomycine (S. griseus) (Kieser et al., 2000). Les
Streptomycétes sont également réputés pour un systéeme de sécrétion des protéines trés
efficace. Elles produisent une grande variété¢ de protéines d’importance industrielle en
quantités non négligeables. Ces protéines sont souvent des enzymes extracellulaires comme
les chitinases, les cellulases, les mannanases et les xylanases. Les cellulases sont impliquées
dans la dégradation de nombreux biopolymeéres mais les hémicellulases ont la propriété de
dégrader la lignocellulose. Les xylanases ont la capacité de dégrader I'némicellulose du bois
(Gusek et Kinsella, 1992).

Bien que certaines de ces enzymes puissent étre produites en utilisant Escherichiacoli ou
Bacillus subtilis comme hotes spécifiques, S.lividans peut étre I'néte préférée pour une
sécrétion efficace d'enzymes actives (Kim et al., 2011). Certaines enzymes comme les
xylanases ont la capacité de dégrader spécifiqguement I'hémicellulose du bois. Ces enzymes
sont a la base d'un procédé biotechnologique mis au point pour le bio-blanchiment des pates

a papier en remplacement de produits polluants a base de chlore (Viikari et al., 1991).
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2. La Xylanase

Les xylanases sont des enzymes qui ont la propriété d’hydrolyser le xylane, une composante
majeure de [’hémicellulose des bois durs, pour donner des chaines courtes de xylo-
oligosaccharides de longueur variable. Elles clivent les liaisons B-1,4 présentes dans le
xylane conduisant a la formation des xylooligosaccharides de plus petites tailles (Figure 3)
(Zhu, Y., et al., 2012). Sur la base d’homologie de la structure primaire, la plupart des
xylanases ont été classées en familles d’hydrolases de glycoside 10 et 11 (GH10 et GH11
respectivement) (Henrissat et Bairoch, 1993).Les xylanases sont donc considérées comme
¢tant des B-1,4, xylane xylano-hydrolases (E.C. 3.2.1.8).

Xylanase

'3'11 O oOH
OH

Liaison B-1,4-xvlose

Figure 3: Digestion du xylane par la xylanase au niveau de la liaison Beta-1,4-xylose.

Les xylanases dérivées de champignons et de bactéries ont attiré beaucoup d'attention ces
derniéres années en raison de leur potentiel biotechnologique dans divers procédés
industriels (Polizeli et al., 2005).

2.1. Les xylanases en Biotechnologie industrielle
L’¢étude des xylanases a connu, au cours des cing dernieres décennies, un essor considérable
stimulé par les multiples possibilités d’applications industrielles:

J Au_niveau agro-alimentaire: L’hydrolyse de certaines céréales riches en

hémicelluloses facilite leur digestion par les animaux.

o En industrie alimentaire: Les xylanases sont utilisées comme additifs dans la farine

de blé pour améliorer la manipulation de la pate et la qualité des produits cuits au four (Jiang
et al., 2008). Elles sont également largement utilisées dans la dégradation des
arabinoxylanes dans les ingrédients de la nourriture, pour réduire la viscosité de la matiere
premiére et améliorer la nutrition (Silversides et al., 2006).

o Industrie du carburant: La fermentation de sucres issus de 1I’hydrolyse totale des
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déchets hémicellulosiques par certains microorganismes peut servir a produire de I’éthanol,
un carburant non polluant et renouvelable ainsi que divers produits chimiques.

o Industrie papetiere:I.’application industrielle qui retient davantage 1’attention au

cours des derniéres années est I'utilisation des xylanases comme substances d’intérét a la
base de certains procédés biotechnologiques (biosynthese microbienne) mis au point pour
I’industrie du bio-blanchiment des pates a papier (Vicuna et al., 1995). La xylanase est ainsi
utilisée a la place du chlore pour augmenter I'extractibilité de la lignine pour la fabrication
de papier de haute qualité.

L’utilisation de xylanase pour remplacer ou réduire la quantité de chlore utilisé dans le
blanchiment des pates aurait un effet positif sur I'impact environnemental du processus. La
xylanase utilisée dans les applications de bio-blanchiment est généralement de la famille 11
des xylanases. En effet, une faible masse moléculaire de I'enzyme est souhaitable pour la
pénétration dans la fibre et un manque d'activité de cellulase est nécessaire pour maintenir le
rendement en pate.

Etant donné I’importance de la xylanase A en industrie et la nécessité d’améliorer sa
production chez les Streptomycétes, plusieurs équipes de recherche se sont mis a la

compréhension et I’amélioration du systéme de sécrétion chez S. lividans.
3. Laseécrétion chez les Streptomycetes

Les Streptomycetes bénéficient d’un systeme de sécrétion tres efficace. Ayant pour la
plupart un comportement de saprophytes non pathogénes et étant trés souples au niveau
nutritionnel, les Streptomycétes constituent d’excellents modeles pour 1’expression de
protéines homologues et hétérologues (Anné et Van Mellaert, 1993; Tomotsune et al.,
2014). L'efficacité accrue de la machinerie de sécrétion des Streptomyces est due au fait que
les protéines sont directement relachées dans le milieu extérieur et non retenues au niveau du
périplasme, réduit chez les bactéries a Gram positif (Gilbert et al., 1995). Chez les bactéries
Gram négatives, les protéines produites doivent traverser la membrane interne, le périplasme
puis la membrane externe avant de se retrouver dans le milieu extracellulaire (Gennity et al.,
1990; Dolan and Oliver, 1991; Driessen et al., 1998; de Gier et al., 1996; Ayadi et al., 2007).
L'efficacité de production est donc diminuée car les protéines peuvent rester prisonnieres
dans le périplasme ou dans le cytoplasme sous forme de corps d'inclusion dont la
récupération n'est pas toujours facile (Figure 4).

La translocase Sec bactérienne est composee d'un canal conducteur formé de protéines

intégrées dans la membrane (PCC). Ce canal est constitué de trois protéines membranaires
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intégrées, SecY, SecE et SecG et d’une ATPase associée périphérique, SecA, qui fonctionne
comme un moteur moléculaire pour conduire la translocation des protéines sécrétoires a
travers la membrane (Figure 4). Les sous-unités SecY et SecE du canal, et la sous-unité
motrice SecA sont des composants essentiels de la Sec-translocase et sont hautement
conservées chez les bactéries. SecA s'associe de maniere périphérique au PCC pour accepter
les protéines sécrétoires a partir des chaperonnes SecB (Figure 4(b)) ou du ribosome
(Figure 4(a)), pour enfiler les protéines dépliées a travers un canal transmembranaire étroit
formé par le PCC. L’ATP et la force motrice du proton (PMF) fournissent 1'énergie

nécessaire a ce processus.

Cytoplasme

}
e

SRP

GTPSecA

ONy v S

FtsY

Périplasme

Figure 4 : Systéeme de sévrétion SEC et TAT chez les bactéries (Extrait et adapté de Natale
et al., 2008).

Les systemes fonctionnels de translocation Tat (Twin-argénine-translocation) sont retrouvés
dans les membranes cytoplasmiques de nombreuses bactéries et archées, ainsi que dans les
membranes des thylakoides des plastides végétaux. Il existe également des preuves
génomiques sur la présence des systemes Tat dans les mitochondries végétales. Les

translocases Tat sont constitués de deux ou trois sous-unités intégrées dans la membrane,
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c'est-a-dire TatA et TatC ou TatA, TatB et TatC, qui forment ensemble un récepteur et un
ensemble pour la conduction de protéines pour les substrats de Tat (Figure 4(c)). L'énergie
pour la translocation est assurée par le PMF (force motrice du proton). Les systemes Tat
permettent de transloquer des protéines pliées a travers les membranes biologiques par
opposition des systemes systéme Sec, qui ne permettent de faire transloquer essentiellement
que des protéines dépliees. 1l a été aussi proposé que le systeme Tat ne soit utilisé que dans
les cas ou le pliage cytoplasmique exclut l'utilisation du systéme Sec (Figure 4) (Natale et
al.,2008).

Les protéines sécrétées se retrouvent ainsi directement dans le milieu de culture, ce qui
facilite leur récupération. Ces protéines sont synthétisées sous forme d’un précurseur qui
posseéde a I’extrémité N-terminale une séquence appelée peptide signal (ps) ( Fass and
Engels, 1996). Ce dernier est clivé au niveau de la membrane cellulaire libérant ainsi la
protéine mature destinée a étre sécrétée. Les ps des Streptomycétes ont la particularité d’étre
tres longs. Certains d’entre eux, comme les genes encodant la cellulase A (CelA) et la
mannanase A (ManA), pourraient méme posséder deux codons d’initiation de la traduction,
situés dans le méme cadre de lecture et précédés chacun d’un site d’attachement des
ribosomes (ou RBS) plus ou moins defini. Selon le codon de départ sélectionné, un
précurseur protéique long ou court sera synthétiseé (Morosoli et al., 1997; Geukens et al.,
2001).

Plusieurs études ont démontré 1I’importance de la phase de I’initiation de la traduction dans
le processus de ’expression des enzymes. Pour répondre aux besoins des industries du
papiers et ’industrie alimentaire,plusieurs équipes de recherche ont orienté le processus
d’optimisation de la production de la xylanase A vers la compréhension et la modulation des

parametres qui régulent 1’initiation de la traduction.

4, L’initiation de la traduction

Le processus d’initiation de la traduction se base sur trois grandes étapes principales. La
premiere consiste a la reconnaissance du site d’initiation de la traduction par le ribosome.
Cette étape principale est modulée par I’intervention de trois facteurs nommés les facteurs
IF1, IF2 et IF3. Ce sont des protéines monomériques (Gualerzi et al., 1990) dont le
fonctionnement commence avec la fixation des facteurs IF-1 et IF-3 a la petite sous-unité
30S du ribosome pour prévenir la formation prématurée du complexe 70S (Gualerzi et al.,
2000). Ensuite, le facteur IF-2-GTP se fixe a la sous-unité 30S du ribosome afin de faciliter

la fixation du fMet-ARNt méthylé. Le complexe 30S se fixe avec son interface
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ribonucléique (ARNr 16S) sur ’ARNm au niveau du codon initiateur (5'AUG3') tout en se
joignant a la grande sous-unit¢é 50S du ribosome. Cette interaction est dirigée par
I’appariement des bases complémentaires des séquences d’ARN, une ségquence consensus,
le motif Shine-Dalgarno (SD) riche en bases puriques sur PARNm et la séquence anti-
Shine-Dalgarno (anti-SD) sur I’ARNr 16S (kozak 1983 et 1999).

Pour accéder au centre de décodage du ribosome, I'ARNmM emprunte un tunnel et y rentre a
travers un pore. Ce dernier comprend un loquet (zone encerclée en bleu) (Figure 5)
(Schluenzen et al., 2000) comprenant des hélices H33/H34 et H16/H18 et créant des
connections non covalentes entre la téte et le corps de la sous-unité 30S ce qui lui donne une
conformation active. Ainsi, le loquet se referme donnant lieu a une géométrie spéciale au
ribosome permettant une processivité et une fidélité correcte de I'ARNm. En cas d’un
changement conformationnel au niveau de la téte et/ou de la plateforme causant une
translocation du complexe ARNt-ARNm, le loquet indique la bonne direction a I’ARNm et
empéche la dissociation du complexe 30S (Brian et al., 2000).

Le troisiéme stade de ’initiation de la traduction se fait sous 1’intervention de la sous-unité
50S du ribosome qui joint le complexe d’initiation 30S. Les facteurs IF-1 et IF-3 sont ainsi
détachés et la molécule GTP liée au facteur IF-2 est hydrolysée en GDP. Le complexe IF-2-
GDP et le résidu phosphore sont dissociés.

Ainsi, au début de I’initiation de la traduction, les deux sous-unités 30S et 50S du ribosome
sont dissociées. Puis, la petite sous-unité 30S forme un complexe avec ’ARNm au niveau
du codon initiateur et ’ARNt portant la formyl-méthionine initiale (ARNt initiateur). La
grande sous-unité 50S va alors s’ajouter a cet ensemble. Le ribosome 70S est alors complet.
L’¢longation et la terminaison continuent ensuite le processus de synthése d’une chaine

polypeptidique compléte par la traduction de la séquence d’ARNm.
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Figure 5 : Structure tridimensionnelle du ribosome en cours d'initiation de la traduction
(Belanger et al., 2004).

A: Le centre de décodage est entouré par un cercle rouge. La pénétration de I’ARNm au
tunnel situé entre les deux sous unités est indiquée par une fleche bleue. Les mouvements
relatifs de la téte et de la plateforme qui facilitent I’entrée de I’ARNm sont indiqués par des
fleches rouges. A droite, une image de la région du centre de décodage montre les positions
des boucles anticodons des ARNt et les codons de ’ARNm. D’apres (Cate et al., 1999). La
région haute de I’hélice 44 est visualisée en olive, les deux codons de I’ARNm en bleu et les
bases de I’ARNT situées au site A en vert, au site P en violet et au site E en gris (Schluenzen
et al., 2000). B : Structure cristallographique de la petite sous-unité de T. thermophilus a
montré que I’ARNm au site A est entouré par les hélices de I’ARNr 16S. L’ARNTr est

représenté en gris clair, les protéines ribosomiques sont en gris foncé.

41. L’ARNm

De tous les ¢éléments qui jouent un réle dans ’initiation de la traduction, le plus variable est
sans contredit ’ARNm. Sa composition et sa structure déterminent la force ainsi que la
fréquence de l'interaction avec le reste de la mécanique de traduction (Farmer et Janssen,
1999). Le contact qui s’établit entre ’ARNm et la petite sous-unité ribosomale occupe une
fonction particuliérement importante puisqu’il est grandement responsable de 1’efficacité du
processus de traduction, Ce contact s’effectue sur I’ARNm, au niveau du site d’attachement

des ribosomes : le RBS (de I’anglais «Ribosome Binding Site»).
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4.2. Le site de fixation des ribosomes (RBS)

Le Site de fixation du ribosome (ou RBS) se définit comme étant la région de ’ARNm a
laquelle se fixe le ribosome, au tout premier stade de I’initiation de la traduction. Selon
Steitz et Jakes (1975), un RBS conventionnel s’étend approximativement de —-15 a +15
nucléotides (nt) du codon de départ. La caractéristique principale d’un RBS « fort » ou
efficace est de permettre son attachement fréquent aux ribosomes, ce qui a pour
conséquences de protéger ’ARNm de la dégradation par des ribonucléases (Farmer et
Janssen, 1999). Pour étre efficace, le RBS doit donc comporter des séquences spécifiques
facilitant sa reconnaissance par les ribosomes. Parmi celles-ci figure, bien entendu, le codon
d’initiation de la traduction, un constituant essenticl du RBS. Presque invariablement, le
RBS des ARNm d'E. coli contient également, en amont du codon d’initiation de la
traduction, une séquence Shine-Dalgarno (SD) (AGGAGG) complémentaire a une courte
région de ’ARNr 16S. La distance qui sépare la séquence SD du codon d’initiation de la
traduction joue, elle aussi, un role crucial dans la fixation du ribosome a I’ARNm (Gold et
al., 1981).

La figure 6 représente les liens entre les trois éléments responsables de I’initiation de la
traduction. La DB (représentée par une boite bleue), située sur I' ARNm en aval du codon
d'initiation de la traduction, s’hybride a I' ADB (également en bleu), entre les nt 1469 et 1483
de I'ARNTr 16S. Cette interaction engendre des changements de conformation au niveau de
I'ARNr 16S qui rapprochent I'ASD (boite jaune sur I'ARNr 16S) de la SD (boite jaune sur I
ARNmM). Les interactions DB-ADB et SD-ASD permettent de rapprocher la région
décodante de I'ARNr 16S (en vert) tout prés du codon d'initiation de la traduction
(représenté en rouge, par un AUG) ce qui facilite le processus d'initiation de la synthése
protéique.

La machinerie permettant I'enchainement des acides aminés est trés complexe, elle se réalise
au niveau du ribosome et fait intervenir de nombreux facteurs aussi bien protéiques que

nucléiques (Farabaugh et al., 1993).
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Figure 6 : Modeéle, proposé par Sprengart et son équipe, de l'interaction entre la
«Downstream Box» (DB) de I'ARNm et « I'Anti-Downstream Box» (ADB) de I' ARNr 16S
durant le processus d'initiation de la traduction, en présence d'une séquence Shine-
Dalgarno (SD) (Extrait et adapté de Sprengart et al., 1996)

4.3. Le peptide signal des streptomycetes

Chez les streptomycétes, bactéries Gram positives, les protéines sont sécrétées directement
dans le milieu de culture tandis que la majorité des protéines libérées par les bactéries Gram
négatif sont sécrétées dans le périplasme ou bien intégrées a la membrane externe (Morosoli
et al., 1997). Les protéines a exporter d’abord sont synthétisées sous forme de précurseurs,
comportant, a leur extrémité N-terminale, un peptide signal (ps). Cette séquence, longue
d'environ 25 acides aminés (aa), joue un rdle important dans le processus de sécrétion (Von
Heijne et Abrahmsén, 1989). N’¢étant pas replié, il constitue la séquence nécessaire a la
translocation. Ce ps serait responsable de 1’adressage de la pré-protéine vers la membrane

cytoplasmique ainsi que de son insertion dans cette membrane (Pugsley, 1993 ; Jones et al.,
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1990). Apreés la translocation, le ps est clivé par un signal peptidase livrant ainsi la protéine
mature (Pugsley, 1993).

Malgré que les sequences de ces ps different entre les microorganismes, ils sont caractérisés
par la similitude de leur structure subdivisée en domaines N, H et C (Von Heijne, 1985). La
figure 7 représente 1’organisation de la structure des ps de précurseurs bactériens. La taille
des ps des streptomycétes est particulierement importante et peut atteindre jusqu'a 70 aa.
Cela est dO principalement a I'étendue de leur domaine N. Le domaine N, constitué de 2 a
15 résidus, est polaire et affiche une charge nette positive, le surplus de résidus arginine dans
le domaine N des ps des streptomycetes confere a celui-ci une charge nette positive de 3,5
(Pugsley, 1993). Ce domaine N ou cationique permet l'interaction électrostatique avec la
membrane chargée négativement. De plus, le caractere basique de ce domaine renforce le
contact avec la protéine SecA, un des constituants principaux du systeme de sécrétion
(Lammertyn et Anné, 1998). Ainsi, I'élimination des aa chargés de I'extrémité N-terminale
du ps aurait a pour conséquence de réduire 1' efficacité de sécrétion des protéines (Pugsley,
1993).

Le domaine H ( > 8 résidus) est composé en majeure partie de résidus hydrophobes. Son
contenu élevé en alanine et en leucine lui confére la configuration d'une hélice a. Le
domaine C est la petite région carboxy-terminale qui contient la séquence consensus
reconnue par la « signal peptidase » LepB ou LspA. Ce domaine débute la plupart du temps
par un aa comme la proline ou la glycine, capable de former une boucle J3 qui expose le site
de clivage du ps afin de le rendre plus accessible a la « signal peptidase » (Pugsley, 1993).
Les cercles roses représentent les résidus chargés ou polaires. Les cercles bleus
correspondent aux résidus hydrophobes ou apolaires. Les premiers aa de la protéine mature
sont illustrés par des cercles gris. Les aa les plus souvent retrouvés dans chacun des

domaines sont indiqués par leur lettre correspondante.
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Figure 7 : Schématisation d'un ps de précurseur bactérien (Extrait et adapté de Pugsley,
1993).
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Selon lzard et al. (1996) les domaines N et H agissent de concert, et non pas
indépendamment I'un de l'autre, puisqu'une mutation dans I'une de ces deux régions peut étre
compensée par des changements dans 1' autre domaine. En diminuant la taille du domaine
H, qui dépasse normalement 8 résidus, ou en y introduisant des aa charges ou fortement
polaires, la sécrétion des protéines s'en trouve grandement affectée (Pugsley, 1993).

Outre les caractéristiques communes qui viennent d'étre énumérées, la composition des ps
connait des différences notables. Celles-ci sont résumées a la figure 6. Par exemple, la taille
des ps des streptomycétes atteint en moyenne 35 aa, et elle peut aller jusqu'a 70 aa de long,
alors que les autres bactéries a Gram positif ont des ps moins longs de 29 a 31 aa (Von
Heijne et Abrahamseén, 1989 ; Park et al.,1991 ). Quant aux ps d' E. coli, ils dépassent
rarement les 25 résidus (Gilbert et al., 1995). Si les ps des streptomycetes sont nettement
plus longs que ceux des autres bactéries, c'est principalement a cause de 1'étendue de leur
domaine N et, dans une moindre mesure, & la présence de résidus supplémentaires dans la
région H.

Les aa additionnels localisés dans le domaine N des ps des streptomycétes sont plus souvent
des résidus arginine (Lammertyn et Anné, 1998). La région amino-terminale du ps des
streptomycetes est composée de 35% d'arginines et 3% de lysines contre 10% d'arginines et
35% de lysines pour les autres bactéries. La région cationique des ps des streptomycétes
affiche donc une charge nette de + 3,5 comparativement a +2,9 pour les bactéries Gram
positif et +2 pour E. coli (Tableau 1). Ce surplus de charges positives est attribuable a la
présence des résidus arginine (\Von Heijne et Abrahmsén, 1989).

Tableau 1 : Caractéristiques générales des ps des bactéries a Gram positif, a Gram négatif et
des streptomycetes.

Bacteéries Streptomycetes Gram positives  Gram Négatives
Longueur du ps 30a70aa 29a3laa 22 a25aa
Longueur du domaineN 32430 aa 3al5aa 3a8aa

Charge du domaine N +3,5 +3 +2,9

4.4. La machinerie impliquée dans I'enchainement des acides aminés

4.4.1. Le ribosome des procaryotes

Le ribosome est une macromolécule ribonucléoprotéique (RNP) qui décrypte I’ARNm en

une séquence polypeptidique. Il constitue une veritable usine a protéines. Chez les bactéries,
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il dirige la synthése protéique a la vitesse de 15 a 20 acides aminés par seconde. Sa masse
moléculaire varie, de 25103 Da chez les procaryotes a 45103 Da chez les eucaryotes. Le
ribosome des procaryotes est doté d’une structure trés complexe composée dans un tiers en
protéines, les deux autres tiers sont formés d’ARNr. Il comporte deux sous-unités inégales
décrites par leurs coefficients de sédimentation. Chez les procaryotes, ce facteur est de 30S
pour la petite sous-unité et 50S pour la grande sous-unité (Figure 8). Chaque unité est
constituée d’ARN ribosomiques (ARNr) et de plusieurs protéines. Chez les procaryotes
(exemple: E. coli), trois ARNr et 54 proteines sont impliqués dans la construction du
ribosome fonctionnel. la grande sous-unité est formée des ARNr 23S (2900 bases) et 5S
(120 bases) associes aux 33 protéines ribosomales alors que la petite sous-unité contient
I’ARNr 16S (1540 bases) et 21 protéines.

' ~< 30s subunit proteins
- ey
KBTI oo

- 2

RNA A site
anticodon

tRNA P site
anticodon

- | " - :
/ ‘ V‘ 50s subunit proteins
Growing : B, >
tRNA P site \ -
poli:.;ﬁ‘ﬂde amino acid g ﬁ

4

ADciencia.con | visual life sciences

Figure 8 : Schématisation tridimentionnelle d'un ribosome de bactérie.

(http://3dciencia.com/blog/2011/02/bacterial-ribosome-internal-structure/).

4.4.2. La grande sous-unité du ribosome

La grande sous-unité dirige la formation de la liaison peptidique au cours de la traduction
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(Lafontaine et Tollervey, 2001; Spahn et al., 2001; Yusupova et al., 2001). La structure
tridimensionnelle de la sous-unité 50S (Figure 8) a permis de définir le ribosome en tant
qu’un grand ribozyme dont 1’activité catalytique est essentiellement dirigée par I’ARNr 23S
et ses protéines sont surtout responsables de maintenir sa structure (Noller, 1991; Green et
Noller, 1997; Yusupova et al., 2001; Nissen et al., 2001; Wilson et Nierhaus, 2003).

4.4.3. La petite sous-unité du ribosome

La petite sous-unité du ribosome, chez les procaryotes organise la translocation de 'ARNmM
et de I'ARNLt et contrble la fidélité de l'interaction codon-anticodon. L’observation de la
structure en trois dimensions (3D) (Figure 8) de la petite sous unité du ribosome montre la
présence d’un sillon conservé sur sa surface qui représente le tunnel d’entrée. Ce tunnel
permet & I’ARNm de pénétrer facilement dans le ribosome. Trente nucléotides d’ARNm
sont enfouis dans le ribosome. La structure tridimensionnelle de la sous-unité 30S, en
processus de la traduction montre que I’ARNm interagit directement avec ’ARNr 16S
(Wimberly et al., 2000; Ogle et al., 2005). Ce dernier, joue un rble important dans le
processus de la traduction. La structure secondaire de ’ARNm a un effet considérable
I’efficacité de sa fonction. La structure secondaire de ’ARNm chez S.lividans est trés riche
en épingles a cheveuxvu la richesse du génome de cette bactérie en bases G et I'épingle a
cheveux n'est cependant pas le seul motif de structure secondaire chez les ARNm mais, bien
d'autres structures existent comme par exemple la boucle interne ou le coude.

L’étude de la structure secondaire de I’ARNr 16S (Figure 9) peut nous aider a expliquer les
causes de certains faits dans la traduction comme sa diminution voir méme son arrét. En
effet, I'emprisonnement du site de fixation du ribosome dans une structure secondaire
d'ARNm engendre une nette diminution, voire méme I’arrét, de la traduction (Ganoza et al.,
1987; De Smit & Duin, 199; De Smit, 1998), notamment quand il s’agit d’un degré de
repliement plus élevé de ’ARN.
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Figure 9 : Structure secondaire de I'ARNr 16S de la petite sous-unité du ribosome des
procaryotes.(www.rna.icmb.utexas.edu)
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Le role de ce dernier est en effet déterminant dans 1’¢laboration de la structure globale du
ribosome ainsi que dans sa capacité a positionner les ARNt sur I’ARNm et la formation des
liaisons peptidiques covalentes grace a son activité catalytique. Ceci, par exemple, est
élucidé dans le cas des structures parfaitement tridimensionnelles provenant du repliement
des ARN ribosomaux de fagcon fortement compacte donnant lieu a un cceur au ribosome. Ce
dernier confére au ribosome sa forme globale preécise.

La structure tertiaire de I’ARNr 16S dans la petite sous-unité du ribosome (Figures 10 et
Figure 11) représente un niveau de repliement supérieur de I'ARN, vis & vis la structure
secondaire. Elle est constituée essentiellement de l'interaction de motifs secondaires (Figure
12) sur courtes ou longues distances. L'ensemble forme une structure en 3 dimensions plus

complexe que celle amorcée par la structure secondaire.

Figure 10 : Schématisation de la structure tertiaire de I'ARNr 16S dans la petite sous-
unité du ribosome d’E.coli (configuration en bleu a
droite).(http://rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome_images.html)

28


http://rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome_images.html

CHAPITRE | : REVUE DE LITTERATURE

A
1090 “’A_gc o
= 110 39
720 10800 "¢ 1100 cax, 38 .20 1o
R gedtitae Sereoreane ey
Atvoe :ffmfo“sf“o%g?f% 36 Yaccavocucg ‘oc}lo :kocuu% é]ouccoé:
D600, |, GAGICTCUUARGT,, . A CO N o 1000 35 107G, g % 1150 & 1140
50 o0 = 730 ~E1odaa’- 1160
23 i g:g .‘,’AOA'{ % 8! * 1180 st 40
22 A¢;5 ™ A=t =8 10w L= o 0% Ya
3 §:§] 1020 ° 34 0;;:;\ aa?
" Fhwo  gcciee®t o, a2 o
= U A -ri-ind ,cccu Tosou -
= mA%-s\ USOACCCAN TG =% 1210
=50 di3:8 24 1010 7%, Y§s
=4 = 33 1000 G’ AcAS=Cy 1
oI = et O M
a0 UA < 70 L= 810 =
A of 760 = > =
oo SAo0N000 Mssov0aitacuctott B, 20 TAAS=Ce g SEEE 2o

c S
IR RS <
YCOOCACC ) GUGUACCCURC 0AaUCCS i .% v 26 '~ v :2.’.?" 1550 Ac&c:fﬁ
Oan o 590 S A 5 ACCUEA S 1200 2C0  12m0
610 Vo s 2 &0 4% - <
21 20 s 3 > 31 9 PR
N ~: = 1250 e

o A \OAG
o 820 AN @ N vz AAx
ac ~ 19 °‘£°¢°¢ o, c°°§dy‘ﬂ“ ? P R
coan 17 0 i 25 4 Fe 9% 1o £ g
A G o4 480 520 ‘.‘§° °§:§c°°°°c<i &0 4. *cor"  sso g &, A 280
028G 18 & % smEctegau, fuva%l X 30 g= SpEAA
% 1240
e 2 S A fo? 908 80 Gocco " 262 29 #3% rolngtlize 41
c caa 3 A 004 Goce G3haAYK
& ’ v -CA < cuc, 20 UCooa 20 [ S
AAD "\ 490 5'og:§m 3 AA‘AA‘%N 27 Se0 28 9-0(01:‘{::‘_'\ 1340 3
whoie il wh  mlmmadimedesicnca G T S
7 U, C - Yce, 2 e U v
A = ACUGUUCCO C R <.
16 st i s ot d ~ £ e B cepry
- ~ P ] A A
@ 5 & A 1350 -
Svis- m‘if'.’?? 200 A\:;“)c““ 0 2:0 W0 C_ aAo, 1810 “Aaynlp Tan o X T
oy ] 8800, e\ 235, VAGCUGUACCS, 9~ 107
20 porordaednge® 3 1 Gogd sitiiicuin B Oj =
Aoccuarcaaadcd, Nct w0 o =g guesocavasXasrgoAu) Y 42
2 Pee VARL Nu 4 WS G B I5X0 451520 Y A L
9O ! LCy o o G- ¢ e CA
% o A £= Granot
15 ACA o K33 ¢
Tk H
: 5 gi e 6 - ¢ é 1540
Ry A4 gu@dcBaaccacacaou 1420?; ¥}
14 c%oad Varaion-ii-itt-11 s 5T 1480 I
Al COOCOACUOIUOCCUCAY g:b
A a " =
coo:::%iﬁc‘ CA ¥E§ 44
13 g oltblo, o0 10 iz o
Aguc 3!i-§ (f: el
Qorl Caas A a
e 11-1008 ‘s Ao
12 Agucusgccs ¥ y:%
A 120 1‘40?:
280 co%‘)??‘ ] E38 ve0
o S Pt
oot z %=
210 AU z §-3
AN Mgh - Ac
oc‘c:“ 250 . 130 1450
&Ny z0 8= ¢
A 11 - N B g
A A
Yoo § <

]

120 150 8

210 mg a ACa
yacce *aoad®” “Aacccoana, 160
10 CALIT i1 eifri-1 2
OG0 cco COGGCUTA
A A CCUAAU
204 d1s0 170
<, _gau

Eaniciel
BONOEO0
©

90

Figure 11 : Schématisation de la structure tertiaire de I'ARNr 16S dans la petite sous-unité

du ribosome des prokaryotes (configuration en bas au coin  droit).
(http://rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome_images.html).

Un exemple de motif tertiaire est le pseudonoeud (Figure 12). Un pseudonoeud isole une
boucle (comme un noeud) sans qu'un brin traverse une boucle comme dans un vrai nceud. Il
est constitué de l'interaction d'une boucle d'une structure secondaire avec une séquence
complémentaire située en dehors de la boucle. Cette séquence ne traversant pas la boucle, la
structure est dénommée pseudonoeud. Les pseudonoeuds sont trés souvent présents dans les
ARN. IIs fournissent souvent un point d'ancrage aux protéines, notamment dans I’ARNm et
I’ARNTr 16S. Un exemple intéressant d'un de leur rdle est le changement de cadre de lecture
traductionnelle des messagers vers la gauche qu'ils peuvent induire. Un tel changement de
cadre se produit lorsque le ribosome "dérape™ d'un nucléotide vers la gauche (changement de
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cadre -1), changeant ainsi le cadre de lecture et donc induisant une protéine complétement
differente. Ce changement peut étre "programmé” dans la structure de I'ARNmM en cours de
traduction. Il suffit qu'un pseudonoeud soit présent en amont d'une séquence hexa-
nucléotidique composée d’une série de 4 a 6 nt identiques dite de "glissement". Le
pseudonoeud va, par sa structure tertiaire, induire une pause du ribosome. Cette pause
permet le dérapage d'un nucléotide vers la gauche avant la poursuite de la traduction de
I'ARNm (Plant et al., 2003).

GGCG o
(olololelole AG

c Ay
U [ efelere
CAAAAGCCCG

Figure 12 : Un exemple de pseudonoeud (extrait et modifié de Plant et al., 2003).

5. Travaux antérieurs pour ’amélioration de la traduction de la

xylanase A chez S. lividans

Les streptomycétes sont connus pour la production d’enzymes extracellulaires telles que des
protéases, des agarases, des xylanases, des chitinases, etc. (Gusek et Kinsella, 1992). Le
systéeme de sécrétion des Streptomycétes se distingue également par 1’importance du taux
d’expression de certaines protéines homologues comme la TNF a 20 mg/l (Bender et al.,
1998) et I’Hirudine a 250-500 ng/ml (Chang et Chang, 1988). Les Streptomycétes
constituent un excellent modéle pour 1’étude des mécanismes de sécrétion (Gilbert et al.,
1996) etde les exploiter donc pour 1’¢laboration d’une souche bactérienne hyperproductrice.
En effet, depuis quelques années, de nombreuses expériences de mutagenese dirigée ont été
menées a bien sur les ps des Streptomycetes pour faire de celles-ci des compétiteurs pour la
production de protéines homologues ou hétérologues (Kutzner et al., 1981; Gilbert et al.,
1995; Giannotta et al., 2003; Tomotsune et al., 2014).
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5.1. Echange des différents peptides signaux des Streptomycétes

L’équipe de Pagé, (1996) s’est interrogée si la substitution d’un ps par celui d’une autre
enzyme peut optimiser les taux de sécrétion d’une protéine particuliére. Pour tester leur
hypothése, le groupe de chercheurs s’est servi du gene de la xylanase A de S. lividans
comme modele. Le ps de cette enzyme fut remplacé successivement par six ps homologues
provenant de S. lividans soient les ps de la xylanase B, la xylanase C, la mannanase A, la
cellulase A, la cellulase B et ’acétyl-xylane estérase.

L’approche de Pagé et ses collaborateurs se réveéle un succes en ce qui concerne les
précurseurs de I’acétyl-xylane estérase, la xylanase B, la mannanase A et la cellulase A

pour lesquels les taux de xylanase A produite atteignent respectivement 120%, 90%o, 87.5%

et 75% de ceux du ps sauvage (Pagé et al., 1996). Mais bien qu’en interchangeant les ps, les
chercheurs parviennent a fréler les niveaux des protéines obtenus grace au ps sauvage et
aucun des remplacements opérés n’augmente de facon significative la production de
xylanase A (Morosoli et Dupont, 1999).

Une attention un peu plus soutenue aux seéquences des ps des Streptomycetes a permis de
constater qu’en amont du ps de plusieurs genes, il est possible de trouver un autre codon
d’initiation de la traduction, en phase avec le premier, et précédé¢ d’une séquence Shine-
Dalgarno plus ou moins bien conservée. Une telle organisation est notamment retrouvée
dans les ps des génes encodant la mannanase A (ManA), la cellulase A (CelA), la
chitosanase, I’inhibiteur de subtilisine et 1’estérase (Pagé et al., 1996). La présence de deux
codons d’initiation de la traduction, situés dans le méme cadre de lecture, pourrait supposer
une forte augmentation des taux de production d’enzyme si ces codons sont utilisés
simultanément lors de la traduction. Afin de Vérifier cette hypothese, les séquences codant
les ps de la Man A et celui de la CelA ont été fusionnées avec le géne de la xylanase A de S.

lividans (Figure 13).
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Construction Native 80U/l
Court ps Cel A Tk G [um | 80U/ ml

Court ps Man A ETE i 80U/l

La.,gﬁuam 5D P Ml |XmA | 160U1/ml .i

Longps Cel A | B |D

Figure 13 : Echange du ps(XInA) par le court ps(CelA), le court ps(ManA), le long
ps(ManA) puis par le long ps (CelA) de S.lividans.

Dans la construction native du gene de la XInA, la boite bleue représente le ps sauvage de la
XInA. La boite verte représente le gene de la XInA dans toutes les constructions. Le gene de
la XInA est précédé du ps de la XInA et du codon d’initiation de la traduction, ATG. En
amont de ce dernier, on retrouve la séquence Shine-Dalgarno (SD) et le promoteur de la
XInA (PxInA, représenté par la boite grise). Les boites roses représentent les courts ps de la
CelA et de la ManA. Les boites de couleur orange représentent la partie courte du long ps de
la ManA et de la CelA, ces deux derniéres précédées par deux codons d’initiation de la

traduction (ATG) en phase. En amont de chacun de ces codons, il existe une séquence SD.
5.2.  Alignement du peptide signal de la CelA avec I’ARNr 16S

Un alignement du long peptide signal de la celA avec I’ARNr 16S de S. lividans montre la
présence d’une séquence de 5 nucléotides (TCCCA) complémentaire a une séquence
d’ARNr 16S (AGGGU a la position 1461-1465) (Figure 14). Cette boite de 5 nucléotides
s’est avérée, selon 1’équipe de Pagé (1996), étre responsable de quadrupler le taux de
production de 1’enzyme par rapport a la construction native de la xInA, mais également par
rapport au long ps de la Mannanase A. Comme I’illustre la figure 14, cet alignement de
séquences a permis d’identifier une complémentarité de séquence de 5 nt (TCCCA) entre

I’ARNr 168 (entre les nt 1461 et 1465) et ’ARNm.
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ARNr 168¢

AUG GGC UUU GGG AACG GCGUUU ARNm Lps Cel

Figure 14 : Alignement de I'"ARNm du ps (CelA) avec I'ARNr 16S.

Une complémentarité de séquences de 5 nt améliore la production de la xylanase d’un
facteur 4, qu’adviendra-t-il alors si le nombre de nucléotides complémentaires par mutations

est augmenté ou diminue.
5.3. Mutations au niveau du ps CelA en amont du géne XInA

Kébir et ses collaborateurs (2000) ont procédé a des mutations au niveau du long peptide
signal de la CelA en amont du gene de la xylanase A en changeant, par mutagenese dirigée,
le nombre de nucléotides complémentaires a I’ARNr 16S. Une séquence de 17 nucléotides
complémentaires a I’ARNr 16S entre les positions 1454 et 1470 diminue fortement la
production de xylanase A. Les résultats suggérent que I’appariement de ces séquences
complémentaires est trop important pour permettre au ribosome d’effectuer normalement la
traduction de cet ARN messager.

L’étude de cette longue séquence par étapes (Tableau 2) montre que les meilleures
productions sont obtenues avec des séquences complémentaires de 6 a 8 nucléotides
comprises a I’intérieur de la séquence de 17 nt décrite précédemment (Kébir et al., 2000).
L’optimisation de la séquence de complémentarité entre I’ARNr 16S et ’ARNm du ps de la
CelA en amont du gene de la xylanase A est une étape fondamentale pour améliorer la
production de la xylanase A chez S. lividans. L’élaboration d’une souche bactérienne hyper-
productrice d’enzymes et pouvant servir d’hote de choix pour la production de protéines
homologues et hétérologues passe par une bonne compréhension des processus qui modulent

I’expression des genes codant pour ces protéines (Tomotsune et al., 2014).
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Tableau 2 : Mutations dans ps(CelA) en amont du géne XInA (Kebir et al., 2000).

Nom Séquence ul/mi L
ARNTr 16S TTC GTC CCA ATC GCC AGT CCC ACC TTC GAC TCC

911-A.2 ATC GGC TTT ATC GCC AGT CCC ACC TTC TTG TGT CCG CTT | 43 17
911-A.8 ATC GGC TTT GGA AAC AGT CCCATCGCGTTGTGTCCGCTT | 928 | 8
911-A.7 ATCGGCTTT GGG AAC AGT CCCATCGCGTTGTGT CCGCTT | 886 7
911-A.9 ATC GGC TTT GGG AAC GCG CCC ACC GCG TTG TGT CCGCTT | 758 | 6
911-A ATC GGC TTT GGG AAC GCT CCC ATCGCG TTG TGTCCGCTT | 300 |5
911-A.3 ATC GGC TTT GGG AAC GCT CCCGTCGCG TTGTGTCCGCTT | 96 | 4

L’évolution a justement mis en place toute une série de mécanismes subtils qui permettent
aux bactéries d’ajuster la production de certaines de leurs protéines. Cet ajustement peut €tre
fait a n’importe quelle étape du trajet suivi par I’acheminement de 1’information biologique,
mais il a été mis surtout au niveau de I’étape de la transcription. Par contre, méme si le
contrdle transcriptionnel est prééminent, la régulation des génes s’effectue aussi
fréguemment au niveau de la traduction (Horton et al., 1994). Toutes les étapes menant a la
synthése protéique représentent des lieux ou I’activité traductionnelle peut étre régulée.
Ainsi, la traduction d’'un ARNm peut étre contrdlée aussi bien a la phase d’initiation que
pendant 1’allongement de la chaine ou au moment de sa terminaison. Toutefois, comme la
phase d’initiation est limitante, la régulation a lieu le plus souvent durant cette premicre

étape.
6. Hypothese de travail et objectifs

6.1. Problematique

Pour répondre aux exigences de l'industrie des pates et papiers, beaucoup de travaux ont été
consacrés a l'identification de nouvelles xylanases et afin d'améliorer les propriétés des
xylanases de type sauvage. De nombreux genes de xylanase ont été clonés et exprimés dans
E. coli. Certaines xylanases recombinantes ont été caractérisées et largement utilisées. Pour
ses applications étendues et sa remarquable exigence de marché, trouver de nouvelles
souches capables de produire de la xylanase ou de cloner et d'exprimer les genes de xylanase
avec de nouvelles propriétés est devenu un des sujets importants dans la recherche bio-

alimentaire et environnementale (Polizeli et al., 2005).
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Afin d’optimiser la production de la xylanase, Arhin et son équipe en 1994, ont étudié 1’effet
de la suppression d'un ou de plusieurs génes de xylanase et ont observé la réduction des taux
de croissance et des activités de xylanases totales lorsque la souche a été cultivée en
présence de xylane. L’optimisation de la sécrétion de la xylanase A par S. lividans a été
étudiée par Pageé et son équipe (1996) qui ont étudié I’effet de la délétion du peptide signal
(ps) de la xylanase puis son remplacement par d’autres peptides signaux. Il a été démontré
que le taux de synthése de cette enzyme dépendait directement du type de peptide signal
ajouté. En 1995, Pagé et son équipe avaient trouve que le précurseur long de la Cellulase A
fait plus que tripler la production de xylanase, celle-ci passant de 80 a 300 Ul/ml.

En 2000, Kébir et son équipe, apres avoir aligné ce long peptide signal de la CelA et le long
ps de la ManA avec ’ARNr 16S de S. lividans, ils ont montré la présence d’une séquence,
uniquement dans le ps de la CelA, de 5 nucléotides (TCCCA), complémentaire a une
séquence d’ARNr 16S (AGGGU) a la position 1461-1465. lls ont montré que cette
complémentarité de séquences de 5 nt augmenterait la traduction de la xylanase A de quatre
fois. lls ont aussi trouvé queles mutants contenant uniquement des séquences de 6, 7 et 8 nt

ont favorisé la production de xylanase, celle-ci atteignant un niveau optimal de plus de 3g/I.

6.2. Hypothese

Dans ce travail, et suite a la démonstration par Kébir et ses collaborateurs, en 2000, que les
boites de 6 a 8 nt, de ’ARNm du peptide signal de la cellulase A, complémentaires a
I’ARNr 16S, augmentent la production de la XInA, nous avons émis I'hypothése que ces
séquences pourraient se retrouver dans le gene de structure de la xylanase A et serviraient
alors & augmenter ou a fideliser la traduction de I’ARN de la Xylanase A. Pour vérifier cette

hypothése, nous avons fixé trois objectifs.

6.3. Objectifs

6.3.1. Objectif 1: Identification des boites

Localiser les boites de 6 a 8 nt complémentaires a ’ARNr 16S par alignement de la
séquence du gene de structure de la XInA avec celle de I’ARNr 16S. Nous avons utilisé le
logiciel BLASTN 2.2.6. (Altschul et al., 1997) pour mettre en évidence ces boites dans le

geéne.
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6.3.2. Objectif 2: Modification des boites

Etudier I’importance de chacune de ces“boites” dans la production de 1’enzyme XIn A par
S.lividans en :
e changeant une base nucléotidique par une autre différente dans chacune de ces
“boites” tout en conservant 1I’acide aminé produit.
Plusieurs mutants de XInA seraient créés par mutagenese dirigée par PCR en :

e incorporant les boites mutées par effet cumulatif.
6.3.3. Objectif 3: Etude des nouveaux mutants

Analyser I’influence de chacune des mutations sur D’effet éventuel de la rupture de
complémentarit¢ de séquences avec I’ARNr 16S sur la production de la XInA chez
S.lividans.

e Les nouvelles souches de S. lividans incorporant les mutants de XIn A sont vérifiées
en testant la capacité d’hydrolyse enzymatique du xylane aprés culture sur milieu de
RBB-Xylane (Arhin et al., 1994).

e L’activité xylanasiquesera testée par la meéthode des sucres réducteurs (Miller et al.,
1959).

Des Outils de bioinformatique seront utilisés pour 1’analyse des données :
e Chromas (Klatte, 1996)(version 1.45) pour la lecture des séquences d’ADN.

e Clone Manager 5 (www.scied.com) pour établir des simulations de clonage et

explorer les séquences

e DNAman (Lynnon Corp., Quebec, Canada), (Feng et Doolittle, 1987; Thompson et
al., 1994) pour I’alignement de plusieurs séquences en parallele, la conception des
amorces PCR ainsi que I’analyse de séquences de génes obtenus apres la création des

mutations.
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7. Matériel, souches, vecteurs et conditions de culture

Les premiéres expériences de mutagenese dirigée ont été réalisées directement dans des
plasmides et des protoplastes de Streptomyces, sauf que transformer directement chez S.
lividans s’est avéré une opération assez longue pour aboutir a un nouveau mutant. Ceci est
incriminé d’une part, a la longueur de la période d’incubation de Streptomyces de 7 jours
aux moins, et d’autre part, a la richesse du génome de Streptomyces en bases puriques G et
C (plus que 75%) ce qui génere souvent des modifications de la structure secondaire de
I’ARNm lors de I’induction des mutations par mutagenese dirigée (Pagé et al., 1995- 1996;
Chen et Westpheling., 1998).

Les différentes mises au point des expériences nous ont permis de générer les mutations
d’abord chez E.coli, en raison de la simplicité de ce modéle bactérien puis transférer les

cassettes de clonage chez S. lividans (Sprengart et al., 1996).
7.1. E.coli

Les sous-clonages du gene xInA et de ses versions modifiées que nous avons effectués, ont
été réalisés dans la souche DH11S d’E.coli (Tableau 3). Les opérations de mutagenése
dirigée selon les différentes méthodes, adoptées par Pagé et son équipe (1996), nécessitent
l'utilisation des souches IAF 806 et IAF 811-A ainsi que des dérivés de cette derniére
(Kebir et al., 2000).

Tableau 3 : Caractéristiques de la souche DHI11S d’E. coli utilisée.

Souche Description et/ou Génotype Fournisseur  Souche
DH11S F' mcrA A(mrrhsdRMS mrcBC) A(lac-proAB) | GIBCO DH11S
A(recA1398) deoR supE rpsL srl thi/F' | BRL®
proAB*lacl'ZAMI15 (18307-

017)

Tous les plasmides utilisés pour transformer E. coli lors de cette étude dérivent du
phagemide pTZ19U (Bio-Rad) (2862 pb) par I’insertion d’un fragment HindIII-Sacl de 1.2
Kb. Ce dernier doit contenir entre autres, le géne muté de la xylanase A codant pour le
domaine catalytique de I’enzyme. En effet, méme si elle est dépourvue de son site de
fixation au substrat, la forme tronquée de la xylanase A est bien active. En plus du géne de
structure de la xylanase A, le fragment de 1.2 Kb comprend le peptide signal de la cellulase
A cloné également entre les sites Hindlll et Sacl. Ce dernier est un long peptide signal
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contenant le peptide signal de la cellulase A ainsi qu’une séquence de 57 nt, en amont du
codon d’initiation du peptide signal court de la celA (Kébir et al., 2000).

De plus, le pTZ19U contient l'origine de réplication double brin d'origine bactérienne colE1
ainsi que l'origine de réplication simple brin du phage f1, activable apres une co-infection
par un phage auxiliaire M13KO07 . Il contient également le gene de résistance a I'ampicilline,
I'opérateur et le promoteur du gene lac, le promoteur de I'ARN polymérase T7 et le fragment
lacZ' (codant pour les 145 premiers a.a. de la B-galactosidase) au sein duquel on retrouve un

site multiple de clonage (Annexe D).
7.2. S. lividans

Le géne de la xylanase A a été isolé a partir d'une banque génomique de S. lividans 1326. Le
géne sauvage complet de la XInA se trouve dans le plasmide pIAF906 (Pagé et al., 1996).
La souche que nous avons utilisée pour les transformations chez S. lividans est la souche 10-
164. C’est un mutant de la souche sauvage 1326 dans laquelle le systéme de transport du
cellobiose et du xylobiose est inhibé. Le cellobiose et le xylobiose sont connus pour étre des
effecteurs positifs de I'expression des genes codant respectivement pour les cellulases et les
xylanases de S. lividans. Ainsi, la souche 10-164 est un mutant pléitropique
cellulase/xylanase négatif (Hurtubise et al., 1995; Mondou et al., 1986). Elle porte une
mutation affectant la protéine msiK, responsable de la liaison a ’ATP. L’hydrolyse de
I’ATP fournit I’énergie nécessaire au transport des xylo-oligosaccharides tels le cellobiose et
le xylobiose, a I’intérieur des cellules. Notons que ces premiers sont les inducteurs respectifs
de la cellulase et de la xylanase (Hertubise et al., 1995).

Ainsi la souche S. lividans 10-164 est dépourvue de ces deux activités enzymatiques et de
toute activité xylanolytique. Ces critéres nous ont amené a utiliser cette souche pour la
transformation des plasmides portant les mutations dans le peptide signal et le gene de la
xylanase A. De plus, le défaut de I’expression de ces deux enzymes se présente comme un
critere supplémentaire pour 1’analyse de 1’activité xylanolytique des nouveaux clones
obtenus par les différentes mutations dirigées, sachant que les génes de xylanase d’origine
chromosomique ne sont pas exprimeés.

Les plasmides utilisés pour transformer S. lividans 10-164 sont tous dérivés du plasmide
multicopies plJ702 (40 a 300 copies par cellule). Ce plasmide de 5.8 kb (voir Annexe F)
contient plusieurs sites uniques de restriction ainsi que le géne de résistance au thiostrepton,

un antibiotique utilisé comme crible de sélection.
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7.3. Les milieux de culture

Les compositions des milieux de culture utilisés lors de nos travaux sont identifiées en

Annexe H.
7.3.1. Les milieux liquides

7.3.1.1. Milieu liquide pour la croissance E. coli

Les milieux de culture utilisée pour les travaux effectués avec E. coli sont le LB ou le 2XTY
(Sambrook et al.,, 1989). Pour les expérimentations préliminaires, on utilise
préférentiellement le 2XTY. Pour obtenir des milieux solides, 15 g d'Agar par litre de milieu
sont ajoutés. Aprés autoclavage, ces milieux sont additionnés de 100 ug.ml™ d'ampicilline
afin de permettre la sélection des clones bactériens transformés par pTZ19U.

7.3.1.2. Milieu liquide pour I’isolement d’ADN plasmidique

Le milieu riche TB (Terrific Broth) sert a stimuler la croissance des clones d’E. coli pour
I’isolement de leur ADN plasmidique. L’antibiotique ampicilline y est ajoutée, en
concentration de 100 pg/ml. Par ailleurs, les cultures d’E. coli sont toujours incubées a 37°C

et sous agitation de 240 rpm.
7.3.1.3. Milieu liquide minimal pour la croissance de S. lividans

La croissance des transformants de S. lividans 10-164 se fait dans un flacon erlenmeyer de
125 ml contenant 20 ml de milieu minimal et 4 petites billes de verre, d’un diameétre
d’environs 3 mm, limitant ’agrégation potentielle de mycélium.

Comme le vecteur d’expression de S. lividans contient le géne de résistance au thiostrepton,
5ug/ml de cet antibiotique sont ajoutés automatiquement a toutes les cultures liquides
(Hopwood et al., 1985). Le milieu est alors prét a I’inoculation avec 2 x 106 spores/ml.
Cependant avant d’étre introduites dans 1’erlenmeyer, les spores doivent étre soigneusement
lavées a deux reprises avec du milieu M14 stérile pour éliminer toute trace de glycérol
(section 3). Les cultures sont incubées a 34°C dans un agitateur rotatif a 240 rpm. La
croissance optimale de croissance des Streptomycetes est de 30°C, mais la production de
xylanase est favorisée par des températures d’environs de 40°C. La température 34°C

représente, un optimum entre une croissance convenable et une bonne production
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d’enzymes. A des intervalles réguliers de 24h, des échantillons de 1 ml sont prélevés a partir

de chaque culture pour 1’analyse subséquente de I’activité xylanolytique (Hopwood et al.,

1985).

7.3.2. Les milieux solides

7.3.2.1. Milieu solide pour la croissance

Le milieu SFM (Soya Flour Mannitol) a servi comme support solide pour la croissance, la
sporulation et ’entreposage des transformants de S. lividans. Le milieu est stérilisé a
I’autoclave pendant 20 mn a 121°C. Apres stérilisation, du thiostrepton est ajouté au milieu a
une concentration finale de 50ug/ml. 1l est important de souligner que la concentration de
thiostrepton requise pour les milieux solides est 10 fois plus importante que celle des

milieux liquides. L’incubation des géloses SFM+Thiostrepton se fait a 30°C.
7.3.2.2. Milieu solide pour la régénération des protoplastes

La paroi des bactéries a Gram positif, notamment celle des streptomyceétes, est assez épaisse
et rend la transformation de ces cellules difficiles. Pour pallier a ce probleme, il est donc
nécessaire de recourir a I’utilisation de protoplastes, c’est a dire des bactéries dépourvues de
paroi, de formes sphériques et osmotiquement sensibles.

Les protoplastes de S. lividans sont préparés selon la méthode de Hopwood et son équipe
(1985) basée sur le traitement des cellules avec une solution contenant des lysozymes, ces
derniers hydrolysent les peptidoglycanes de la paroi cellulaire et liberent ainsi les
protoplastes. Méme complétement dépourvus de leur paroi, les protoplastes sont capables de
continuer & se développer normalement tant que 1’isotonie du milieu est maintenue. A cet
effet, on étale les transformants de S. lividans sur les boites de gélose R5. Ce milieu est de
nature tres riche en sucres et en minéraux, permettant la régénération des protoplastes suite a
une transformation. Il contient tous les éléments qui permettent a S. lividans de reconstituer

une paroi membranaire.
7.3.2.3. Milieu solide pour la détection de I’activité xylanolytique

Le RBB-Xylane est un milieu minimal solide qui permet de visualiser de maniere rapide

I'activité xylanasique éventuelle des transformants de S. lividans. Le substrat, du xylane de
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I'épeautre d'avoine, est lié de maniere covalente au colorant Remazol Brilliant Blue formant
ainsi le complexe RBB-Xylane. Comme les xylanases sont des enzymes extracellulaires,
elles sont sécrétées et diffusent dans le milieu. La présence d'activité xylanasique se traduit
par l'apparition d'une zone d'éclaircissement autour des colonies productrices de xylanase
suite a I'hydrolyse enzymatique du xylane alors que le reste de la boite demeure bleu (Biely
etal., 1988).

8. Meéthodes

8.1. Préparation des spores

Une fois la sélection des bons transformants est faite, les clones jugés les plus intéressants de
S. lividans sont inoculés séparément a 1’aide d’une once de platine sur le milieu solide
SFM+Thio. Les boites de pétri sont ensuite incubées dans une étuve a 30°C pendant 7 jours
(le temps minimum requis pour la formation des spores a la surface des colonies). A 1’aide
de I’once de platine, on gratte délicatement les spores a la surface de chaque boite et on les
étale de la méme fagon sur quatre autres boites de SFM+Thio. Une incubation minimale de 7
jours dans les mémes conditions que précédemment est également requise, jusqu’a
I’obtention d’une couche de couleur grisatre a la surface des colonies, propre a la
sporulation. C’est a partir de ce moment qu’on peut effectuer la récolte des spores. 10 ml
d’une solution stérile de glycérol 20% sont versés délicatement (sous hotte laminaire) dans
un premier plat de pétri. Avec ’extrémité d’une pipette 10 ml a bout rond, on gratte
délicatement la surface de la gélose afin de détacher les spores. La suspension de spores
résultante de la premiére boite de pétri est aspirée puis transférée dans une seconde boite de
pétri qui sera grattée a son tour dans les mémes conditions et de la méme facon. Les 10 ml
de glycérol peuvent servir pour la récolte de trois boites de pétri. La suspension de spores est
ensuite introduite dans un tube stérile de 35 ml muni d’un bouchon et contenant des billes de
verre d’environs 3 mm de diametre. On agite vigoureusement le tube afin de disperser les
amas de myceélium. La suspension de spores est par la suite filtrée sur laine de verre sterile.
Cette derniere agit comme une barriére pour retenir les débris cellulaires et les fragments
d’hyphes. La concentration des spores est estimée par mesure de la densité¢ a 660nm. La
conservation des spores pourrait se faire pour une tres longue période au congélateur a -20°C

grace au glycérol.
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8.2. Manipulations de I'ADN

Les techniques de manipulation de I'ADN utilisées au cours de ce travail sont décrites au

cours des prochains paragraphes.
8.2.1. Isolement de plasmides d’E. coli

L'ADN plasmidique d'E. coli est extrait selon la technique de lyse par ébullition (Holmes et
Quigley, 1981 ; Liu et Mishra, 1995). Elle consiste a lyser la paroi des cellules par I'emploi
de Triton X-100 et de lysozymes puis a dénaturer les protéines et '’ADN chromosomique par
ébullition. L'ADN plasmidique, de par sa conformation super-enroulée, est résistant a ce
traitement.

En effet, les clones obtenus par mutagenese dirigée sont repiqués successivement sur un
milieu solide 2xTY-ampicilline et dans un microtube contenant 200ul du milieu liquide
riche en TB-ampicilline. Aprés une incubation de 16 heures, a 37°C avec agitation de 225-
250 RPM, ces derniers sont centrifugés pendant un maximum de 15 secondes a 13 000 rpm
afin de casser les peptidoglycanes de la paroi cellulaire des cellules en suspension et libérer
les plasmides. Ainsi, le surnageant est retiré délicatement par aspiration puis le culot est
resuspendu dans 40 pl de solution lysozyme-STT (2 mg de lysozyme dissous dans 1 ml de
tampon STT : sucrose 8%, Tris-HCI 50 mM de pH ajusté a 8, Triton 100X 5%). Les tubes
Eppendorf sont vigoureusement vortexés, par la suite, les échantillons sont bouillis pendant
60 secondes. Finalement, une centrifugation des tubes pendant 5 min a 13 000 rpm permet la
récupération de I’ADN plasmidique dans le surnageant. La concentration de I’ADN dans le
surnageant doit €tre aux environs de 150 pg/ml pour les vecteurs Puc: 2 pl sont digérés selon
les conditions normales pour la vérification d’insert et 1 pl est déposé sur plaque de
nitrocellulose afin de vérifier la mutagenése par hybridation au 3’P. Cette méthode rapide est
utilisée lorsqu’on souhaite tester rapidement 1'ADN de plusieurs dizaines de clones

simultanément (300 clones par jour).
8.2.2. Purification d’ADN plasmidique sur gradient de chlorure de césium

La purification d’ADN d’E. coli est rendue possible grace a la technique du gradient de
chlorure de césium (Sambrook et al., 1989). Cette méthode est initiée avec la mise en culture
d’un clone d’E. coli sélectionné dans un flacon contenant 100 ml de milieu 2xTY-

ampicilline. Aprés une incubation a 37°C durant au moins 16 heures, la suspension cellulaire
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est centrifugée pendant 5 minutes a 5000 rpm (centrifugeuse Sorvall RC-5B, rotor GSA). Le
culot de cellules obtenu est resuspendu dans 2.5 ml de tampon glucose (glucose 50 mM
ajusté¢ a pH 8, EDTA 10 mM). 5.5 ml d’une solution de sodium dodécyl sulfate (SDS) 1% et
NaOH 0.2 N est ajoutée. Le mélange est mis en agitation doucement puis incubé dans la
glace pendant 5 minutes. A froid, on ajoute 2.5 ml de tampon d’acétate de potassium (60 ml
d’acétate de potassium 5 M, 11.5 ml d’acide acétique et 28.5 ml d’eau) et on laisse incuber
encore 5 minutes sur la glace (4°C). L’échantillon est centrifugé pendant 10 minutes a 10
000 rpm. Le surnageant récolté dans un tube de 50ml subit successivement une extraction au
phénol: chloroforme: alcool isoamylique et une centrifugation de 5 minutes a 6000 rpm
(centrifugeuse Sorvall RC-B5, rotor SA6000) afin d’¢éliminer les protéines emprisonnées
dans la phase phénolique et conserver uniquement la phase aqueuse. Au volume de cette
derniere, 0.6 volume d’isopropanol est additionné puis, le mélange est mis au repos pendant
30 minutes a la température de la piéce. On centrifuge, par la suite pendant 15 minutes a 10
000 rpm. Le surnageant est par ailleurs décanté minutieusement et le précipité est
resuspendu dans 1 ml de tampon TE (Tris 10mM, EDTA 1mM a pH 8) et transféré dans un
tube contenant 0.5 ml d’eau et 2.625 g de chlorure de césium, donnant un volume final de 2
ml & une densité de 1.84. Finalement, 7.5 pl de bromure d’éthidium, a une concentration de
0.5 pg/ml, sont ajoutés.

Parallelement, le gradient de chlorure de césium est préparé dans un tube spécial, compatible
avec l'ultra-centrifugeuse. Dans le fond de ce tube, on dépose 1.8 ml de chlorure de césium
65%. Puis I’échantillon d’ADN préparé précédemment est chargé avec précaution au-dessus.
Le tube est centrifugé dans une centrifugeuse Beckman TL-100 (rotor TLN-100) a 100 000
rpm pendant 3 heures. Au cours de 'ultracentrifugation, un gradient de chlorure de césium
se forme et les différents composants du mélange se répartissent selon leur densité. Le
bromure d’éthidium se lie a I’ADN et il se forme des bandes distinctes dans le tube qui
fluorescent sous un faisceau de lumiere ultraviolette. La bande correspondant a ’ADN
plasmidique est récupérée au moyen d’une seringue et le bromure d’éthidium qu’elle
contient est retiré a 1’aide de butanol saturé d’eau. Cette étape d’extraction est répétée tant
que I’échantillon n’est pas complétement débarrassé du bromure d’éthidium. Finalement,
I’ADN plasmidique pur est précipité toute une nuit a -20°C avec 2 volumes d’éthanol 70%.
Le lendemain, le mélange est centrifugé 15 minutes a 13 000 rpm. Le culot est resuspendu
dans 400 pl de tampon TE. Puis ’ADN est précipité par ajout de 0.1 volume d’acétate de
sodium a 13 000 rpm. Le culot d’ADN est séché a I’air libre et resuspendu dans un volume

final de 50 pl d’eau. La concentration d’ADN est déterminée par I’absorbance a 260 um.
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Une unité de DO est équivalente a 50 pg/ml d’ADN.
8.2.3. Isolement de plasmides de S. lividans

La purification de I'ADN plasmidique de S. lividans est effectuée selon une variante de la
méthode de lyse alcaline en présence de SDS (Birnboim et Doly, 1979). Elle a été modifiée
dans le but de I'appliquer aux Streptomyces (Kieser et al., 2000). La principale différence
avec le kit est que la purification de I'ADN se fait par une extraction phénol/chloroforme

suivie d'une précipitation a I'éthanol.
8.2.4. Digestion de I’ADN avec des enzymes de restriction

On admet qu'une unité d'enzyme de restriction est suffisante pour digérer 1 ug d'/ADN. La
digestion s’effectue a une température de 37°C pendant une a deux heures selon I’enzyme de
restriction utilisée et ce dans un volume final de 20ul en présence d’un tampon "One Phor
all Plus 10X" (Pharmacia) (Tris-acétate 100 mM a pH 7.5, acétate de magnésium 100 mM et
acetate de potassium 500 mM) utilisé a une concentration optimale (1X, 2X ou 3X) définie
spécifiquement pour chaque enzyme. L’inactivation de 1’enzyme est une opération jugée
nécessaire afin d’étre certains que cette enzyme ne continue pas a agir plus tard.
L’inactivation se fait sous 1’effet d’une exposition thermique ainsi, on expose le produit de
digestion de 5 a 30 minutes a une température variant également de 50 a 85°C, selon
I’enzyme en question. Lors de digestion par plus d’une enzyme, on fait une digestion
séquentielle entrecoupée et suivie chaque fois d’une séparation des fragments sur gel

d’agarose afin de vérifier I’opération du clonage.

8.2.5. Séparation des fragments d’ADN par électrophorése en gel

d’agarose

A la fin de la digestion, on ajoute 4pl de tampon de charge 4X (Annexe 1) puis on dépose les
échantillons sur un gel d'agarose de 0.7% a 1.5% (p/v) selon la taille du fragment a séparer,
le tampon TAE 1X (Annexe I) constitue le tampon d'électrophorése. Dans I'un des puits, on
dépose un standard d'’ADN (1kb ou 1Kb PLUS, selon la taille du fragment a visualiser). Le
gel d'agarose contient en plus 0.5 ug.ml™ de bromure d'éthidium additionné & la solution du
gel d’agarose juste avant 1’écoulement du gel. Cet agent s'intercale entre les bases
complémentaires de I'ADN qui, lorsqu'il est excité par les ultraviolets (U.V.), émet de la
fluorescence. Les gels sont illuminés par les UV afin de visualiser les bandes d’ADN. Une
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photographie est prise avec un Gel Doc 1000 (Bio-Rad).
8.2.6. Extraction des fragments d’ADN a partir de gel d’agarose

Apres digestion enzymatique et migration sur gel, il est possible de découper le gel d'agarose
afin de récupérer un fragment d'intérét. Ce dernier peut étre ensuite extrait de l'agarose a
I'aide du kit QIAEX®II de Qiagen. Apres solubilisation de I'agarose et en présence de fortes
concentrations de sels, le fragment d’ADN est adsorbé de maniére sélective sur des billes de
silica-gel. L'élution de I'ADN est réalisée en employant une solution faiblement concentrée
en sels.

Un tampon de chargement est ajouté, dans un rapport de 1:5, a tous les échantillons d’ADN
doivent étre analysés. Ce tampon 6X comprend 0.25% de bleu de bromophénol, 0.25% de
xyléne cyanol et 30% de glycérol. Les échantillons sont alors déposés dans les puits du gel
d’agarose. Le premier puits est exclusivement réservé au marqueur de poids moléculaire 1
Kb ladder qui permettra d’évaluer la longueur des fragments d’ADN ayant migré dans le
gel, le second puits est réservé a un petit échantillon de la solution d’ADN a purifier. Le gel
est ensuite soumis a une tension constante d’environ 100 V pendant 3 a 4 heures. Aprés
migration, les gels sont coupés au niveau de la bande d’intérét. Une vérification de la
séparation de la bande cible est effectuée par incubation du gel d’agarose restant dans un
bain de bromure d’éthidium pendant 30 minutes afin de ’exposer par la suite aux rayons

UVv.
8.2.7. Ligation d’un fragment d’ADN dans un vecteur

La réaction de ligation demande la présence de quantité équimolaire du fragment inséré et
du plasmide (environ 25 a 200 ng d’ADN plasmidique). On procede a une quantification de
I’ADN sur gel d’agarose a I’aide des marqueurs de poids moléculaire en respectant le ratio
vecteur/insert. Cependant, on digere deux fois plus d'insert que de vecteur. La quantité de
vecteur utilisée est de 25-30 ng dans le cas d'une transformation dans E. coli et de 100-200
ng dans le cas d'une transformation dans S. lividans. Le vecteur et l'insert d'intérét sont
digérés par les mémes endonucleases afin de générer des extrémités cohésives identiques.
Les fragments d’ADN génerés sont alors récupérés par séparation et extraction sur gel
d’agarose. L’ADN du vecteur ainsi que celui de I’insert sont précipités a I’éthanol en
ajoutant 0.1 volume d’acétate de sodium 3M et deux volumes d’éthanol 95%. Les deux

échantillons sont incubés pendant 10 minutes dans un congélateur a -80°C puis ensuite
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centrifugés a 13 000 tpm pendant 30 minutes. On récupére ainsi les culots a sec puis, on
resuspend le vecteur dans 7ul d’eau et on mélange les deux échantillons ensemble
délicatement. Enfin, la réaction de ligation se fait dans un volume final de 10 pl, apres
addition de 1pl de tampon One Phor All 10X, 1ul d'ATP 10 mM et 1ul d'ADN Ligase du
phage T4 (I’équivalent de 2.5 unités d’enzyme). Le mélange de ligation est incubé pendant

16 heures dans un bain-marie a 14°C sous agitation modérée.
8.3. Mutageneése dirigée

La mutagenese dirigée est une technique indispensable en génie génétique et en biologie
moléculaire. Elle est souvent utilisée pour 1’étude des relations structuro-fonctionnelles de
certaines protéines ainsi qu’elle permet de créer des mutations volontaires au sein de
certaines séquences d’ADN. Depuis la découverte de son principe de base en 1978,
différentes méthodes de mutagenese dirigée ont été développées moyennant la méthode
PCR. Un oligonucléotide prealablement synthétisé et portant la mutation désirée, va
s’hybrider spécifiquement avec une région de I’ADN matrice. Il sert comme amorce pour
I’initiation de la synthése d’ADN in vitro. L’extension de I’amorce avec une ADN
polymérase génere de I’ADN double brin qui porte, la mutation désirée. L’efficacité de la
réaction de mutagenése par PCR est optimisée avec la mise au point de plusieurs paramétres

dont I’optimisation de la réaction PCR et la conception des oligonucléotides mutagéniques.
8.3.1. Conception des oligonucléotides

La conception des oligos est une étape cruciale et son optimisation est primordiale pour la
réussite de la mutagenése par PCR. Elle dépend de trois parametres qui doivent étre
absolument optimisés pour chaque nouvelle amorce:

Par définition, la séquence d’un oligo doit porter au minimum une base changée.

La longueur de I’oligo est par ailleurs déterminée par la complexité de la mutation. Une
séquence dont le premier nucléotide est un G ou un C risquerait de rendre 1’amplification
plus difficile, d’autant plus que le génome des Streptomycetes est treés riche en séquences
puriques.

Un autre parametre qu’il faut surveiller est le choix des codons les plus fréquents et si
possible ceux qui contiennent le moins de bases G et C.

L’optimisation de tous ces parametres permettrait de controler la formation des structures

secondaires, la température et le temps d’hybridation et d’¢longation de I’amorce. Apres
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études des maintes possibilités, les oligonucléotides optimisés et utilisés pour créer les
différentes mutations au sein de ce travail ont été tous synthétisés par Biopharma. Le
tableau 4 représente les séquences completes de ces différents oligonucléotides
respectivement au niveau du gene de structure de la xylanase A et du peptide signal de la
cellulase A.

Tableau 4 : Liste des amorces pour les mutants du gene de la XInA

Matrice Amorce Séquences Mutant

TGCCCGAGGCAATGGCGGT XInA 183c

907.1 GAACCGCAGCGGGGACAGTTCAACTTCAGC | XInA 279 907.2
GCTGAAGTTGAACTGTCCCCGCTGCGGTTC | XInA 279c

907.2 GGCAGCGCGCTGCGGCAGGCGATGATCGAC | XInA 414 907.3
GTCGATCATCGCCTGCCGCAGCGCGCTGCC | XInA 414c

907.3 TGCGTCGGCTTCCAATCGCACTTCAACAGC | XInA 724 907.4
GCTGTTGAAGTGCGATTGGAAGCCGACGCA | XInA 724c

Une fois que les oligos sont synthétisés, 1’optimisation de la mutagenese dirigée est
complétée par le choix de la méthode la plus convenable, un facteur ayant autant de poids

que la conception des oligos.
8.3.2. Les méthodes de mutageneése testées

Il existe plusieurs méthodes, a concept de base unique, de mutagenése dirigée par PCR.
Certaines ont été testées pour leur facilité de manipulation ainsi que pour leur efficacité a
produire les mutations au sein du plasmide de S. lividans et/ou E.coli.

Les méthodes de mutagenése dirigée les plus utilisées sont: la mutagenése recombinante
(dite aussi "emboitée"), la mutagenése dirigée circulaire a une seule étape de Zheng et ses
collaborateurs (2004), la mutagenese dirigée QuickChange™ de Stratagene®, la mutagenése
dirigee par extension de recouvrement et ¢galement la méthode du “Mégaprimer”.

Au cours de ce travail, seulement deux methodes seront optimisées : la mutagenese
recombinante et la mutagenese dirigee circulaire.La meilleure est utilisée pour la création

des nouveaux mutants.
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8.3.2.1. Mutagenese dirigee circulaire

Cette methode développée par Zheng et son equipe (2004), est inspirée de la méthode de
mutageneése dirigée QuickChange TM de Stratagene® tout en assurant une tres bonne
efficacit¢ d’amplification. La conception de cette méthode minimise la dimérisation des
amorces et favorise la formation d’hybrides amorce-matrice pendant la réaction PCR. Elle
est également applicable méme pour de trés petites amorces (7 bases et plus) et pour des
vecteurs de grande taille (4 a 12 Kb). La restriction se présente au niveau de la conception
des amorces, qui doivent étre partiellement complémentaires et non complétement. La
réaction d’amplification par PCR (Figure 15) est effectuée dans un volume final de 100 ul
en additionnant a 70ul de H20, 10 pl de tampon (PFU), 8 ul de dANTP (200 pM), 4ul de
MgSO04, 1ul de matrice (50ng/ul de E.coli), 3ul de chacune des amorces (25 pmol/ pl) et 1l
de PFU (1.25U). La réaction est initiée par une étape de pré-chauffage du mélange de la
réaction a 94°C pendant 3 minutes, suivie de 16 cycles a 94°C pendant 1 min, 52°C pendant
1 min et 68°C pendant 8, 12, 16 ou 24 min selon la longueur de la matrice (matrice de
2.8Kb, 8 min) poursuivi par une incubation a 68°C pendant 1 h. Cette derniere étape donne
le temps pour une élongation douce. Les produits d’amplification par PCR sont évalués par
¢lectrophorése sur gel d’agarose et sont ensuite purifiés avec le kit QIAquick TM de
purification des produits PCR (Qiagen). Un aliquot de 5 ul de produit final de PCR traité a la
Dpnl est transformé dans 50ul de cellules compétentes d’E. coli (DH5-11S), le mélange est
inoculé sur milieu 2xTY solide enrichi d’ampicilline. 4 colonies sont ensuite sélectionnées
et leurs plasmides sont isolés par miniprep. Les mutants positifs sont sélectionnés par
digestion avec les enzymes correspondantes et les séquences sont vérifiées par sequencage.

Plasmide original méthylé

2 amorces

I

o Purification
Produit de PCR non méthylé

Ligation
Transformation

Figure 15 : Mutagenése dirigée circulaire.
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8.3.2.2. Mutagenese dirigée par PCR recombinante ou “emboitée”

Cette méthode a été utilisée pour la création de mutants dans le peptide signal de la xylanase
A en moyennant deux réactions PCR (Figure 16). Dans un tube eppendorf de 200ul, on met
64ul d’eau mQ stérilisée, 10ul de tampon Pfu 10X, 8ul d’un mélange contenant 2.5mM de
chaque dNTP, 8 ul de propionamide 50%, 4pl de MgSO4 25 mM, 1ul de Tween 20 5%,
3ul de ’amorce interne a 25 pmol.ul-1, 1yl de matrice de concentration 100 ng.pl-1, 1 pl
d’enzyme polymérase Pfu Turbo® a 2.5 U.ul-1. Le thermocycleur utilisé est le Techne
Genius. Le programme utilisé pour réaliser les PCR simples est le suivant : 3 min a 94°C,
puis 30 cycles de 1 min a 94°C, 1 min a 52°C, 3 min a 68°C, et une incubation de 10 min a
68 °C. Un programme portant des parametres différents a été optimisé pour effectuer les
PCR emboitées. Des étapes de traitement de I’ADN résultant des PCR simples sont
nécessaires afin de préparer la matrice pour la PCR emboitée : les produits des deux PCR
simples du méme mutant sont mélangés dans un tube eppendorf de 1.5ml, le mélange est
chauffé a 98°C pendant 10 min. 10ul du tampon Pfu 10X est ajouté a chaud, le pool est ainsi
laissé refroidir a la température de la piece. Les mémes proportions de dNTP, propionamide,
MgSO4, Tween 20 et Pfu sont utilisées avec les 40ul de préparation d’ADN et 32ul d’eau
mQ stérilisée. On met 3ul de chacune des deux amorces externes CD101 et Aflll de
concentration 25 pmol.ul-1 pour emboiter les deux petits fragments simples et amplifier le
résultat étant un fragment de 1400 pb. La réaction est alors réalisée selon le programme
suivant : 8 min a 68°C, puis 30 cycles de 1 min a 94°C, 1 min a 52°C, 3 min a 68°C, et une
incubation de 10 min & 68 °C.
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Figure 16 :Mutagenese dirigée recombinante ou “emboitée” par PCR, (Higuchi, 1990).

8.3.3. Reéaction de polymerisation en chaine (PCR)

Dans un tube Eppendorf de 0.2 ml, on place 32.5 ul d'eau stérile, 4 pl d'un mélange

contenant 2.5 mM de chaque dNTP, 5 pl de tampon Pfu 10X, 4 pl de propionamide 50 %,

0.5 pl de Tween 20 5%, 1.5 pl de chacune des deux amorces & une concentration de 25

pmol.ul-1 (soit 37.5 pmol au total), 0.5 pl d’ADN matrice a une concentration de 0.1 pg.ul-1
(soit 50 ng), 0.5 ul de Pfu Turbo ® a 2.5 U.pl-1 (soit 1.25 U). Le thermocycleur employé est

le Techne Genius. Le programme utilisé pour amplifier le géne de la xInC se déroule dans
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les conditions suivantes : 5 min a 95°C, 5 min a 55°C, 3 min a 72°C puis 30 cycles de 1 min
a 94°C, 1 min a 55°C, 3 min a 72°C. Une variante de ce programme, comportant moins de
cycles, a été utilisée pour les opérations de PCR recombinantes ou PCR emboitées (Higuchi,
1990). Le principe de cette méthode est expliqué a la figure 7. Dans certains cas, avant de
procéder aux cycles d'amplification, la matrice est chauffée pendant 5 min a 100°C.
L'amplification est ensuite réalisée dans les conditions suivantes : 5 min a 95°C, 5 min a
55°C, 3 min a 72°C avant d'enchainer par 15 cycles de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C, 3 min a
72°C. Une fois que la réaction de mutagenese par PCR est réalisée, des étapes post PCR sont

indispensables afin d’affiner les produits PCR.
8.3.4. Etapes post-PCR

La réaction de mutagenese dirigée par PCR peut étre réussie comme elle peut ne pas I’étre et
ce, en fonction de I’acheminement du produit final de la PCR. Les étapes suivantes sont
simples mais primordiales pour I’augmentation des chances de réussite de la mutagenése et
doivent étre incluses dans tous les cas des mutations de S. lividans, selon nos optimisations.
Les étapes sont ainsi décrites dans 1’ordre, on commence par nettoyer I’ADN, le purifier
avec le kit de Qiagene et le concentrer par une précipitation a 1’éthanol ensuite, les amorces
de PCR sont ¢éliminées par filtration sur colonnes de Qiagen. L’ADN est alors séparé sur gel
d’agarose et les bandes sélectionnées selon leur taille sont extraites en utilisant le kit
QIAEX®II de Qiagen. Une extraction Phénol/Chloroforme et une nouvelle précipitation a
I’¢thanol sont ensuite essentielles pour le nettoyage et la concentration de 1I’ADN,
respectivement. C’est ainsi que I’ADN pourrait étre considéré de bonne qualité et prét a étre

digéré et inséré au vecteur.
8.4. Transformation des cellules

Aprés mutagenese, la nouvelle séquence mutee du géne est introduite dans une cellule hote
en moyennant un vecteur pour que la recombinaison homologue puisse remplacer la copie
existante dans le géne par la version modifiée. La transformation est réalisée a deux niveaux,

premiérement chez E.coli pour vérifier la sequence au niveau moléculaire par le sequencage
8.4.1. Transformations chezE. coli

La transformation d’E.coli nécessite ainsi la préparation de cellules compétentes. La

préparation des cellules et leur transformation sont deux étapes réalisées d'apres la méthode
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de Hanahan (1983). Les cellules sont, tout d'abord rendues compétentes par un traitement au
CacCl,, ce qui rend perméable la membrane des bactéries. Par la suite, ces bactéries peuvent
étre conservées a -80°C dans une solution de glycérol 15 %. En régle générale, 10 pl de
mélange de ligation servent a transformer 100 ul de bactéries compétentes. L'insertion de
I'ADN exogéne est déclenchée par un choc thermique de 2 min a 42°C. Les bactéries sont
ensuite incubées pendant 1h & 37°C sous une agitation de 250 rpm afin de permettre
I'expression phénotypique de la résistance a l'ampicilline. La sélection des bactéries
recombinantes se fait sur un milieu contenant de I'ampicilline comme le 2xTY ou LB. Les

bactéries transformees apparaissent apres environ 16h a 37°C (Wei et al., 2010).
8.4.2. Transformation chezS. lividans

La transformation de S. lividans se fait au moyen de protoplastes de la souche 10-164,
préparés d'apres la technique de Kieser et al. (2000). 10 ul de mélange de ligation servent a
transformer 50 pl de protoplastes (10% & 10° protoplastes.ml™). Les protoplastes sont étalés
sur un milieu R5. Aprés 16h de régénération a 30°C, la sélection des transformants est
effectuée en recouvrant le milieu R5 par 1.5 ml d'une solution de thiostrepton a 0.33 mg/ml.

Incubés a 30°C, les transformants apparaissent 2-3 jours apres l'addition de I'antibiotique.
8.5. Méthodes de detection des mutants

Le phagemide utilisé pour 1’étude de ces boites du géne de structure de la XInA était le
pTZ19U dans lequel fut inséré un fragment Hindlll-Sacl de 1.2 Kb comprenant le ps long de
la CelA et le géne de structure de la XInA tronqué, qui ne code que pour le domaine
catalytique de ’enzyme. Aprés mutagenése, les clones furent sélectionnés par hybridation
avec l’oligonucléotide contenant la mutation. Les clones furent ensuite séquencés afin de
s’assurer de la présence effective de la mutation et de vérifier si d’autres mutations
indésirables n’auraient pas été introduites dans la construction. Le fragment HindIII-Sacl
contenant la mutation a ensuite été cloné dans le plasmide pIAF 911 A.9 et ses versions
modifiées, se répliquant chez S. lividans. Ce vecteur est dérivé du plasmide a copies
multiples plJ702, dans lequel le géne de la xylanase A a été introduit. Les plasmides
résultants ont alors servi a transformer les protoplastes de la souche héte 10-164 de S.
lividans, qui est xylanase et cellulase négative. Cette transformation est ainsi réalisée sur

milieu solide R5 en présence de I’antibiotique Thiostrepton (50mg/ml).
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8.5.1. Hybridation de colonies par des sondes radioactives

La vérification des mutations est effectuée par hybridation a l'aide de sondes marquées au
%2p_ Cette méthode rapide est utilisée lorsqu’on souhaite tester rapidement 'ADN de
plusieurs clones simultanément. Ainsi, comme sondes, on utilise I'amorce ayant servie a la
réaction de mutagenése qu’on marque préalablement au *?P. La réaction de marquage est
réalisée en présence de 1ul d'amorce & une concentration de 100-200 ng.pl™, 10ul de y-3P
ATP & 4500 Ci.mmole™, 5 unités de polynucléotide kinase et 5ul de tampon kinase 10X
(Tris-HCI 0.5M pH 7.6, MgCl, 0.1M, DTT 50 mM, spermidine HCI 1mM, EDTA 1mM pH
8.0) pour un volume final de 50 pl. Le marquage se déroule pendant 1h a 37°C. La sonde est
conservée a -20°C jusqu'a utilisation. Dans un tube Eppendorf, on place 2 pl de miniprep
plasmidique avec 2 pl de solution dénaturante (EDTA 20 mM, NaOH 0.8 M). On incube 10
min a température ambiante puis on dépose 2 pl sur une membrane de Nylon. L'ADN est
ensuite fixé sur la membrane par un traitement aux U.V. a l'aide du GS Gene Linker UV
Chamber de Bio-Rad (programme C-L, 125 mJ). La membrane est pré-hybridée pendant 1h
a 42°C dans le tampon d'hybridation contenant du SSC 6X, du Na;HPO, 50 mM pH 7.0,
SDS 0.1 %, Denhardt 5X et 0.1 mg.ml™ d’ADN de sperme de saumon. La membrane est
ensuite hybridée avec 10 pmol de sonde radioactive en présence de tampon d'hybridation et
pendant 16h a 42°C. La membrane est ensuite lavée 3 fois 20 min & température ambiante
dans une solution de SSC6X (0.9 M NaCl; 0.09 M citrate de sodium, SDS 0.1 %. Elle est
ensuite rincée par une solution de chlorure de tétraméthylammonium (Mes;NCI 3M, Tris-HCI
50 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, SDS 0.1 %) puis lavée une derniere fois dans du Me;NCIl 3M
seul a une température inférieure de 2 a 4 degrés a la température de dénaturation de la
sonde. Cette technique d'hybridation repose sur les propriétés du MesNCI qui permet une
hybridation indépendante de la composition en bases de I'amorce, cela signifie que la
température de lavage dépend exclusivement de la longueur de I'amorce et non pas de sa
composition en G+C (Wood et al., 1985). La membrane est séchée puis placée dans une
cassette sensible a la radioactivité (Storage Phosphor Screen, Molecular Dynamics). Apres
24h d'exposition a température ambiante, 1'écran est scanné (Phospho Imager™ SI,

Molecular Dynamics) et analysé par le logiciel ImageQuant®5.0 (Molecular Dynamics).
8.5.2. Séquencage de ’ADN

Les séquences des différentes constructions ont été vérifiées par la méthode de terminaison

de chaines aux didésoxynucléotides (Sanger et al., 1977) en présence de 4% de
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propionamide pour éviter les compressions dues a la forte proportion de GC du génome de
S. lividans. Chaque didésoxynucléotide est couplé a un fluorochrome différent. Les réactions
sont réalisées par le service de séquencage offert par les laboratoires Génome de I’université
McGill a l'aide du séquenceur automatique ABI PRISM 3700 DNA Analyser.

8.6. Tests biologiques

8.6.1. Mesure de I'activité enzymatique par la méthode des sucres

réducteurs

Les clones de S. lividans 10-164 obtenus par mutagenese dirigée sont analysés en milieu
liquide in vivo pour la production de xylanase. 2 x 10° spores/ml sont inoculés dans un
milieu minimal M14. Des échantillons de 1 ml de culture sont prélevés a intervalles de
temps réguliers afin d’évaluer 1’activité enzymatique et la courbe de croissance des souches
mutantes. Comme la xylanase est une enzyme extracellulaire, c’est a partir du surnageant de
culture qu’est déterminée la quantité d’enzyme produite par chaque clone. Le surnageant de
culture est incubé en présence de xylane de bouleau. L’hydrolyse de ce substrat libére des
sucres réducteurs qui sont ensuite dosés, au moyen de 1’acide dinitrosalicylique (DNS),
selon la méthode de Miller (1959). Les xylanases de S. lividans hydrolysent le xylane de
bouleau en oligo-xylosides de tailles variables dont les extrémités réductrices réagissent
avec l'acide dinitrosalycilique (acide hydroxy-2-dinitro 3,5-benzoique ou DNS) pour donner
un composé de couleur jaune orangee. Le phénol contenu dans la solution de DNS accentue
le niveau de coloration de la réaction tandis que le bisulfite de sodium stabilise la couleur
obtenue. L'intensité de la coloration est un indicateur direct de la quantité de sucres
réducteurs présents et donc de la quantité de xylanase produite dans le milieu. La mesure est
donc effectuée a I’aide d’un spectrophotométre lecteur de plaque (Microplate autoreader EL
309, BIO TEK Instruments) a une absorbance de 540 nm.

La procédure a suivre pour le test des sucres réducteurs est la suivante : 1’échantillon de 1 ml
de culture est d’abord centrifugé a 13 000 rpm pendant 5 minutes. Le surnageant est recueilli
dans un tube eppendorf et le culot contenant le mycélium est conservé pour le test de dosage
de ’ADN. Par ailleurs, un tube contenant 300 pl d’eau, 100 pl de tampon citrate-phosphate
et 500 pl de xylane de bouleau 1% est pré-incubé dans un bain marie a 60°C pendant 3
minutes. Le tampon citrate-phosphate se compose de 17.22 g de Na;HPO,.7H,0 et 3.43 g

d'acide citrique dissous dans 100ml d’eau. Le pH est ajust¢ a 6.0 en ajoutant de 1’un ou
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I’autre des composés solides. La réaction enzymatique est déclenchée par addition de 0.1 ml
d'une dilution appropriée du surnageant de culture, la solution est incubée a 60°C pendant 10
min. 60°C représente la température optimale de la xylanase A de S. lividans Pour arréter la
réaction d’hydrolyse, 1 ml de solution de DNS est introduit dans tous les tubes refroidis
immeédiatement sur glace. La solution de DNS contient 10 g d'acide dinitrosalycilique, 10 g
de NaOH, 2 g de phénol et 200 g de tartrate de sodium et potassium a laquelle on rajoute au
dernier moment 0.5 ml de méta-bisulfite de sodium 10 % pour un volume final de 1 litre.
Tous les tubes sont ensuite chauffés au bain Marie bouillant (100°C) pendant 15 min afin
d’induire la réaction de coloration expliquée ci-dessus, puis refroidis sur glace. 300 ul de
chaque échantillon sont déposés dans les puits d'une plaque Elisa de 96 puits, dont
I’absorbance est lue a 540 nm. Pour chaque échantillon testé, un témoin correspondant est
établi. Ce témoin mesure la quantité de sucres réducteurs présents dans le surnageant, avant
I’incubation de 10 minutes a 60°C. Cette seconde valeur est soustraite de la quantité¢ de
sucres réducteurs de I’échantillon. Le témoin est préparé et analysé exactement de la méme
facon que 1’échantillon sauf que les 100 pl de dilution d’enzyme ne lui sont ajoutés qu’une
fois que le DNS a ét¢é introduit dans le tube. Pour convertir la DO a 540 nm de 1’échantillon
et du témoin en unité internationale (Ul) de xylanase produite, une courbe standard est
effectuée a 1’aide de concentrations connues de xylose. Une unité enzymatique
internationale (Ul) est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour libérer une
pmole de substrat (en l'occurrence des oligo-xylosides ou sucres réducteurs) par minute a
60°C.

8.6.2. Mesure de la croissance du mycélium par dosage de I'’ADN total

Le dosage de I'ADN est effectué pour chaque échantillon afin d'estimer la croissance
bactérienne selon la méthode décrite par Burton (1956). Apres avoir prélevé et centrifugé 1
ml de culture, le surnageant est décanté puis le culot est repris par 500 pl de SSC 1X froid
(préparé a partir d’une solution mere de SSC 20X composée de 175.3 g de NaCl et 88.2 g
de citrate de sodium par litre d’eau et ajustée a pH 7), puis dispersé avec un potter avant de
rajouter 500 pl supplémentaires de SSC 1X. A chaque tube, on ajoute successivement 1.0 ml
d'acide perchlorique, 2.0 ml de diphénylamine a 4% dissous dans de I’acide acétique glacial
et 0.2 ml dacétaldéhyde a 0.16 %, puis on mélange a l'aide du vortex. Un témoin est
également préparé en additionnant les mémes solutions, mais exempt d’ADN. Recouverts de

parafilm, les tubes échantillon et contréle sont incubés a 30°C pendant 16h sans agitation. 1
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ml de suspension est centrifugé pendant 2 min a 14 000 rpm puis I’absorbance du surnageant
est lue au spectrophotomeétre a 595 nm et a 700 nm. La différence DO595nm - DO700nm

permet de projeter la croissance des souches bactériennes en mesurant le contenu en ADN.
8.7. Outils de bioinformatique utilisés

8.7.1. Le logiciel Chromas

La version 1.45 du logiciel Chromas (Klatte, 1996), permet d’extraire du chromatogramme,
résultant du séquencage, la séquence d’ADN sous forme de lettres ATCG et de sélectionner

la partie fiable de la séquence, celle ou le chromatogramme présente des pics de couleur bien

marqués sans signal parasite (www.technelysium.com) (Figure 17).

Lip1-i1.ab1 - Chromas Lite
File Edit Options Help

@ L i == S0 N T — e
JpEn Export | Prink Mext  Find EOTEIS L] RS L
100 110 120 130

TCCCCG TGCCGEGGTCCATCACACTCAACACCACAT AAGGLGCAG

Figure 17 : Exemple de Chromatogramme pour I'analyse de séquences.

8.7.2. Le logiciel BLAST

Le logiciel BLASTN version 2.2.6. (Altschul et al., 1997) est utilisé pour aligner deux
séquences d’ADN afin de trouver des régions de séquences similaires ce qui permettrait
d’analyser la complémentarité entre I’ARNr 16 dans la petite sous unité du ribosome et les
séquences responsables de 1’augmentation de la traduction sur le gene de la xylanase A chez

S. lividans.
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8.7.3. Le logiciel DNAman

C’est un logiciel multifonction pour des fins d’applications en biologie moléculaire. Cet
outil permet d’effectuer un alignement de plusieurs séquences en paralléle, la conception
d’amorces PCR, I’analyse de séquences de protéines ainsi que la construction virtuelle de

plasmides (www.lynnon.com).

8.7.4. Le logiciel Clone Manager 5

La version Clone Manager 5 permet d’établir des simulations de clonage et d’opérations
enzymatiques ainsi que de dessiner des cartes graphiques. On peut également utiliser ce
logiciel pour explorer ou éditer des séquences, chercher ou lire des cadres de lecture ainsi

que traduire des genes (www.scied.com) (Figure 18).
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Figure 18: Exemple de de carte graphique et d’édition de séquences qu’on peut établir
avec le logiciel Clone Manager.

8.7.5. Analyses Statistiques

Chaque expérience a eté faite en trois exemplaires (n = 3). Analyse de variance (ANOVA),
Duncan a été réalisee pour 1’analyse statistique a 1’aide du logiciel SPSS 18,0 (SPSS Inc, USA).
Les différences entre les moyennes ont été considérées significatives lorsque I’intervalle de

confiance était inférieur a 5 % (P < 0,05).
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9. Alignement de la séquence de ’ARNm de la XInA avec
IPARNr 16S de S. lividans

Des séquences de 6 a 8 nt, que nous avons appelé “boites d’activation”, complémentaires a
I’ARNr 16S et qui stimulent le processus d’initiation de la traduction ont été mises en
évidence dans ’ARNm du long ps. de la CelA en amont du gene de structure de la XInA
chez S. lividans (Kébir et al., 2000; Barendt,et al., 2012).

Pour satisfaire les objectifs de la présente étude, quant a savoir si des séquences de
complémentarité entre ’ARNr 16S et ’ARNm du géne de la XInA pourraient exister, un
alignement de séquence de ce géne avec I’ARNr 16S de S. lividans a été effectué. Le
Tableau 5 représente les boites de 6 nt qui existent dans le géne de structure de la XIn A et

qui sont complémentaires a I’ARNr 16S.

Tableau 5 : Les boites de 6nt, dans le géne de la XInA, complémentaires a ’ARNr 168.

Nom Position sur le géne Séquence
Boite 1 181-186 ATCGCC
Boite 2 293-298 GCCCAG
Boite 3 427-432 CGCCAG
Boite 4 735-740 CCAGTC

Une investigation de la séquence du gene de structure de la xInA a permis de localiser 4
“boites” de 6 nucléotides chacune qui sont complémentaires a I’ARNr 16S et que nous
pensons qu’elles pourraient avoir un effet sur le taux de traduction de I’ARN de la XInA.
Ces boites sont situées auxpositions 181-186, 293-298, 427-432et 735-740 respectivement.
Les trois premieres boites sont réparties régulierement sur le géne puisqu’elles sont espacées
de plus ou moins 100 a 200 nt.La quatriéme boite désobéit a cette régularité et se trouve a
environs 300 nt plus loin que la troisieme boite (Figure 19).

La Figure 19 représente la séquence du gene de structure de la xylanase A chez
S.lividansavec en couleurs les séquences qui représentent une complémentarité a 1’ARNr
16S. Les 4 boites de 6nt sont représentées en bleu. Le méme alignement a été fait pour une
détection de séquences de 5 nucléotides, 11 séquences de 5 nt qui sont complémentaires a

I’ARNr 16S ont été découvertes et sont représentées en vert sur la figure 19. Les
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soulignements en vert font allusion & la présence de deux sequences de 5 nt qui se partagent

une ou deux bases.

+1
GCCGAGAGCACGCTCGGTACCGCGGCGGCGCAGAGCGGCCGCTA
CTTCGGCACCGCC TCGGGCAGGCTGCGAGCGACTCGACGTACACGTCGA
TCGCGGGCCGTGAGTTCAACATGGTGACGGCCGAGAACGAGATGAAGATCGAC
TCAACTTCAGCTCCGCCGACCGCGTCTA
CAACTGCGGCGGCGGTGCAGAACGGCAAGCAGGTGCGCGGCCACACCCTGGCCTGG
CACTCCCAGCAGCCCGGCTGGATGCAGAGCCTCAGCGGCAGCGCGCTG
GCGATGATCGACCACATCAACGGCGTGATGGCCCACTACAAGGGCAAGATC
GTCCAGTGGGACGTCGTGAACGAGGCCTTCGCCGACGGCAGTTCGGGAGCGC
GGCGGGACTCCAACCTGCAACGCAGCGGCAACGACTGGATCGAGGTCGCCTT
CCGCACCGCGCGCGCCGCCGACCCGTCCGCCAAGCTCTGCTACACGACTACA
ACGTCGAGAACTGGACCTGGGCCAAGACCCAGGCCATGTACAACATGGTGCGG
GACTTCAAGCAGCGCGCGGCGTGCCGATCGACTGCGTCGGCTT GCACTT
CAACGCGGCAGCCCCTACAACAGCAACTTCCGCACCACACTGCAGAACTTCGC
CGCCCTCGGCGTCGACGTGGCCATCACCGAGCTGGACATCCAGGGCGCCCCG
GCCTCGACCTACGCCAACGTGACCAACGACTGCCTGGCCGTCTCGCGCTGCCT
CGGCATCACCGTCTGGGGTGTGCGCGACAGCGACTCCTGGCGGTCGGAGCAG

ACCGCCGTTGCTGTTCAACAACGACGGCAGCAAGA

Figure 19 : Séquence du géne de structure de la XInA.

Afin de vérifier si la complémentarité de séquence ARNm-ARNr 16S est un phénomene
commun aux genes de la bactérie, les génes de la xylanase B (XInl B) et de la xylanase C
(XIn C) ont été soumis au méme examen de séquences. Une complémentarité a
effectivement été trouvée dans chacun de ces cas. L’analyse des séquences des génes de la
XInA, de la XInB et de la XInC révele toutefois un profil commun malgré qu’elle n’implique
pas nécessairement les mémes nt, la complémentarité entre I’ARNr 16S et les différents
genes se trouve toujours dans la région de I’ARNr comprise entre les nt 1456 et 1473.

10. Mutagenése des boites contenues dans le gene de structure
de la XInA

Le role des séquences,«boites »,contenues dans le gene de structure de la XInA et qui sont
complémentaires a I’ARNr 16S a été analyséaprés mutation d’une seule base nucléotidique
au centre de chacune des quatre boites tout en conservant les acides aminés afin de ne pas
toucher la structure de la protéine (Tableau 6). Un phagemide, le pTZ19U, est utilisé et
dans lequel fut inséré un fragment HindllI-Sacl de 1.2 Kb comprenant le long ps. de la Cel
A avec le géne de structure la XIn A tronqué, qui ne code que pour le domaine catalytique

de I’enzyme.
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Tableau 6 : Liste des mutations ponctuelles dans le géne de structure de la XInA

Position Séquence originale Séquence mutée
911 A8 - - -
907.1 181-186 ATC GCC ATT GCC
| A | A
907.2 293-298 GC  CAG GCA CAG
G Q G Q
907.3 427-432 CGC CAG CGG CAG
R Q R Q
907.4 735-740 TTCCA TC TTC CAATC
F Q F Q

Les bases originales sont représentées par la couleur orange et les mutations en rouge. Les

acides aminés sont ainsi conserves et représentés en bleu et vert.

Deux méthodes de mutagenése dirigée ont été utilisées pour générer les nouveaux mutants,
la mutagenése dirigée recombinante et la circulaire. Afin de les adapter a la souche de S.
lividans, une série d’expériences d’optimisation des parameétres temps et températures a été

réalisée.
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11. Optimisation des méthodes de mutagenese dirigée par PCR

La méthode de mutagenése a été fixée en se basant sur les critéres suivants: la longueur et le
degré de complexité, le nombre et la longueur des amorces et le pourcentage des mutants
réussis. Les résultats obtenus sont représentés au Tableau 7 montrant que la méthode
circulaire est efficace quantitativement pour [’obtention de nouveaux mutants,
essentiellement la mutation de la quatriéme boite. Cependant, afin d’avoir des traces, nous

avons choisi la méthode de mutagenése recombinante.

Une optimisation des programmes d’amplification par PCR s’estavérée une étape
primordiale afin de maximiser la quantité de produit PCR. Afin d’améliorer la qualité et la
quantité du produit PCR, nous avons optimisé les températures d’hybridation ainsi que le
nombre de cycles utilisés. Ce dernier parameétre s’est avéré le plus influent dans notre

expérimentation.
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Tableau 7: Comparaison des deux méthodes de mutagenése par PCR utilisées au cours de ces
travaux

Méthode Efficacité Complémentarité  Caractéristiques Description

des oligos internes

Sl Treés efficace | Partielle, 2 amorces Tres facile
(80%) min 7 bases 1 réaction PCR Treés rapide
Recombinante Efficace Totale, 4 amorces Compliquée
(40%) min 7 bases 2 réactions PCR Longue

Des PCR avec 18, 23, 38 et 33 cycles ont été testées selon le programme PCR cité dans
I’annexe K puis comparées entre la mutagenése recombinante et la mutagenése circulaire par
la détermination des concentrations des produits amplifiés par PCR. Les produits PCR de

chacune de ces expériences ont été soumis a une électrophorese (Figure 20).

Les résultats obtenus nous aménent a utiliser un organigramme PCR de 33 cycles pour les
deux méthodes de mutagenése employées. L’amplification n’est obtenue qu’avec le
programme PCR ayant effectué 33 cycles. La température d’hybridation et la température

d’¢longation étant fixées a 52°C et 68°C respectivement pour les deux méthodes.

Iiéthode | : recombinante Méthode 2 - cireulaite
M 1= 23 38 33 18 3 3R 32 M

Figure 20 : Optimisation du nombre des cycles de la PCR donnant une meilleure
amplification des fragments PCR pour les deux méthodes de mutagenese dirigée par PCR
utilisées: la circulaire et la recombinante.Les deux réactions ont été réalisées dans les
mémes conditions. Le nombre de cycles PCR est varié : 18, 23, 28 et 33 cycles. M :
marqueur moléculaire. 5 ul de produit d’amplification par PCR du fragment digéré
HindlIl1-Sacl.

64



Chapitre 111 : RESULTATS

La mutagenése recombinante passe par 3 étapes d’amplification par PCR :

° L'amplification du brin 5’-3’ avec une amorce externe et une amorce interne portant
la mutation,
° L’amplification du brin complémentaire par une amorce externe et une amorce

interne complémentaire portant la mutation et enfin,

° L'amplification par PCR pour la recombinaison des deux premiers brins.

La taille des fragments obtenus par les deux premieres PCR varie selon la position de la

mutation.

Pour le premier mutant, la taille du fragment obtenu par PCR, utilisant 1’amorce interne
portant la mutation, est de 838 pb. La taille du fragment obtenu par PCR en utilisant
I’amorce interne complémentaire portant la mutation est de 569 pb. La taille du fragment

produit par recombinaison est d’environ 1000 pb aprés digestion HindIII-Sacl (Figure 21).
N B c

1Kb g - XInA183 emboite
- XInSA1E3

. }ClnAISBC

1Kb pluas

Figure 21 : Electrophorése sur gel des fragments obtenus par PCR aprés mutagenése
dirigée recombinante du premier mutant du gene de structure de la XInA au niveau de la
position 181-186. A : amplification du brin 5°-3" avec les amorces NP20bis- XInA183 (838
pb). ; B : amplification du brin complémentaire avec les amorces 183c-CD101 (569pb). ;
C : Amplification du produit de recombinaison Hindlll-Sacl (1.2Kb).

Pour le deuxiéme mutant, le fragment obtenu par I’amorce interne portant la mutation est de
729 pb et de 300 pb par ’amorce interne complémentaire portant la mutation (Figure 22).
La taille du fragment produit par recombinaison est également de 1000 pb aprés digestion
HindlI1I-Sacl.
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1Kbplus B A c

1K —a —— XIS 295 emboité

- I S295

- XInS295 o

Figure 22 : Electrophorése sur gel des fragments obtenus par PCR aprés mutagenése
dirigée recombinante du second mutant du gene de structure de la XInA au niveau de la
position 293-298. A : amplification du brin 5°-3" avec les amorces NP20bis- XInA 295 (729
pb). ; B : amplification du brin complémentaire avec les amorces 295c- CD101- (300 pb). ;
C : Amplification du produit de recombinaison HindllI-Sacl (1.2Kb)

Pour le troisieme mutant les fragments obtenus sont de tailles respectives 606 pb et 457pb.
La taille du fragment produit par recombinaison est également de 1000 pb apres digestion
Hindlll-Sac (Figure 23).

A 429 emboité —pe —

Xinsd429 —m
Xins429, —w

Figure 23 : Electrophorése sur gel des fragments obtenus par PCR aprés mutagenése
dirigée recombinante du troisiéme mutant du gene de structure de la XInA au niveau de la
position 427-432.A : amplification du brin 53’ avec les amorces NP20bis- XInA429
(606pb); B : amplification du brin complémentaire avec les amorces 429c-CD101 (457pb);
C : Amplification du produit de recombinaison HindllI-Sacl (1.2Kb).
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Aprés mutagenese, les clones sont sélectionnés par hybridation avec 1’oligonucléotide
contenant la mutation puis séquencés afin de s’assurer de la présence effective de la
mutation et de vérifier si d’autres mutations indésirables n’auraient pas €té introduites dans
la construction. Le fragment Hindlll-Sacl contenant la mutation a été cloné dans le plasmide
pIAF 906 et ses versions modifiées (Tableau 8) pouvant se répliquer chez S. lividans. Ce
vecteur est dérivé du plasmide a copies multiples plJ 702, dans lequel le géne de la XInA a
été introduit. Les plasmides résultants ont alors servi a transformer les protoplastes de la
souche hote 10-164 de S. lividans, qui est “xylanase et cellulase négative ”. Les
transformants de S. lividans sont étalés sur milieu riche R5 en présence de thiostrepton pour
la régénération des protoplastes. Afin de distinguer les clones producteurs, une premiere

ronde de sélection a été effectuée sur le milieu solide RBB-xylane.

Tableau 7 : Liste des plasmides utilisés pour la création des nouveaux mutants de S.lividans.

Mutant Caractéristiques du plasmide mutant Matrice
plAF911_A.9 | Long ps. de la CelA + Géne de structure sauvage XInA.

PIAF07.1 Long ps. de la CelA + Gene XInA (mutation boite 1 de 6ént : PIAFO1L_A.9
position 183).

AT Long ps. de la CelA + Géne XInA (mutation boite 1 de 6nt : PLARA
position 295).

PIAF907.3 Long ps. de la CelA +Géne XInA (mutation boite 1 de 6ént: PIAFS07.2
position 429).

PUARELT Long ps. de la CelA + Géne XInA (mutation boite 1 de 6nt : PUAIREI
position 738).

Certaines colonies qui ont poussé sur milieu R5 ont été repiquées sur milieu de RBB-xylane
pour voir si elles ont acquis le géne de la xylanase. Au bout de 24 h d’incubation a 30°C, au
moins 40% des clones positifs devraient montrer une zone d’éclaircissement, révélatrice de
la présence d'activité xylanasique sur cette gélose de coloration bleue. Selon notre
expérience, dans la majorité des cas, un pourtour clair de la zone d’éclaircissement révele la
présence du géne complet. Si la zone de lyse est floue, c’est que le géne de la xylanase est

tronqué (Figure 24).
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| 2 3 4 5

6 7 8 9 10

Figure 24 : Recherche d'activité xylanasique sur RBB-Xylane.

La photo est prise aprés 24h d'incubation du gel a 30°C pour 8 colonies du mutant
plAF907 1. 1: contréle vide; 2: repiquat de protoplastes de la souche 10-164 non
transformee; 3 jusqu’a 10:repiquét de8 colonies testéesde plAF907_1. Dans ce cas, seules

les colonies plAF907_1 col. 4et plAF907_1 col. 9 sont positives.

Pour permettre les études en milieu liquide, des cultures de spores des cing meilleurs

mutants choisis sur RBB-xylane ont été préparées sur milieu SFM.

12.  Effet des mutations sur I’Activité xylanolytique et sur la croissance

mycelienne

L’activité xylanolytique et la croissance mycélienne des différents mutants générés au cours
de cette étude ont été mesurées a partir des surnageants de culture en milieu minimal M14.
Ce milieu a été choisi parce qu’il ne contient aucun élément qui pourrait éventuellement
affecter la production de xylanase. Pour pouvoir comparer la production de xylanase de
chacun des clones, les milieux de culture ont tous été inoculés avec la méme quantité de
spores, soit 2 X 10° spores/ml. De plus, avant d’étre introduites dans le milieu, les spores ont
été soigneusement lavées afin de les débarrasser du glycérol qui a servi a leur conservation.
Ce substrat pourrait agir en tant que source de carbone additionnelle et par le fait méme,
influencer la production de xylanase. Les cultures ont été incubées durant 144 heures a 34°C
et des échantillons de 1 ml en ont été prélevés a intervalles de temps réguliers pour permettre
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d’effectuer les tests d’activité enzymatique et de mesurer la croissance des clones.

Comme le développement des streptomycetes passe par la formation de mycélium, il était
absolument inconcevable de mesurer la croissance des souches en prenant la densité optique
des cultures. La croissance du mycélium aurait pu étre évaluée par le dosage des protéines
totales mais cette méthode requiert une étape embarrassante de cassage des cellules aux
ultrasons. Nous avons opté pour le dosage de I’ADN total a la diphénylamine. Le test de
dosage de ’ADN permet de s’assurer que les différences observées au niveau de la
production de xylanase des souches ne sont pas dues a des variations de la croissance des
clones mais bien a I’effet des mutations qui ont ét¢ introduites. Le contenu en ADN de
chaque clone fat évalué a 24 h, 48h, 72h, 96h, 120h et 144h. La production de xylanase de
chaque clone a été évaluée grace a la méthode des sucres réducteurs. Les courbes bleues
représentées sur les figures 25, 26 et 27 illustrent les quantités de xylanases sécrétées dans
les surnageant de cultures par chacun des clones plAF907_1, plAF907_2 et plAF907_3
respectivement, en fonction du temps. Les essaies de création du mutant plAF907_4 ont
tous échoué, nous n’avons donc pas obtenu des résultats pour ce mutant.

L’allure générale des différentes courbes d’activité pour les 3 mutants obtenues se ressemble
mais avec des profils propres a chaque clone.Tous les mutants du géne de structure de la
XInA sont comparés a la souche contréle IAF 911 _A.9. Ce clone de référence possede le
long ps de la CelA contenant une séquence de complémentarité de 6nt. avec I’ARNr 16S.
Cette souche posséde une activité xylanolytique de 770 Ul/ml a 144h, soit environ 10 fois

plus importante que celle d’TAF 906, qui contient le ps sauvage de la XInA.

La production de xylanase des différents clones continue a augmenter jusqu’au temps 144h
sans atteindre une phase stationnaire (figures 25, 26 et 27). Le nouveau mutant plAF 907_1
et plAF 907 _3, contrairement au pIAF 907 _2, ont une production xylanolytique qui dépasse
celle de la souche controle IAF 911 _A.9.
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Figure 25: Croissance du mycélium et mesure de Dactivité xylanolytique dans le surnageant de
culture des différents clones du mutant plAF_907.1au cours du temps.
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Figure 26 : Croissance du mycélium et mesure de ’activité xylanolytique dans le surnageant de
culture des différents clones du mutant plAF_907.2au cours du temps.
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Figure 27: Croissance du mycélium et mesure de activité xylanolytique dans le surnageant de
culture des différents clones du mutant plAF_907.3au cours du temps.

D’apres Pactivité spécifique de la xylanase, qui est de 400 Ul/mg, 100 Ul/ml correspondent
a 250 mg de xylanase par litre, ce qui donne une idée de la production obtenue par chaque
clone, en termes de quantité de protéine.

Le changement de séquence 6 nt contenues dans le gene de structure de la XIn A, et qui
complémentaires a I’ARNr 16S, par introduction de mutations ponctuelles a ’intérieur de
ces séquences résultant des mutants plAF_907.1, plAF_907.3 et plAF_907.2, a permis
d’obtenir une activité enzymatique de 15.7% et de 48.44 % (P < 0.05) pour les deux
premiers mutants respectivement, et ce par rapport a I’activité de la xylanase A produite par
la souche controle IAF911_A.9. Pour le mutant plAF_907.2, I’activité a baissé de 40.26%
(P <0.05) (Figure 28).
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Figure 28. Variation de Uactivité de la xylanase pour les quatre souches étudiées.

L’expérience a été répétée trois fois de maniére indépendante (n=3) avec chaque condition
en triplicata pour chaque expérience. Les barres d’erreur représentent les erreurs types des
moyennes. Les lettres a, b, ¢ et d représentent les résultats d’analyse de variance (ANOVA),

Duncan. Les difféerences entre les moyennes ont été considérées significatives (P < 0,05).

La croissance bactérienne est représentée par la croissance du mycélium récupéré dans le
culot du surnageant de culture. La croissance bactérienne est latente et tres faible pendant les
48h premieres heures pour les trois mutants, puis la biomasse évolue remarquablement
pendant les 96 heures qui suivent. La phase de latence peut étre expliquée par une phase
d’adaptation des bactéries a leur nouveau milieu de culture. En comparaison avec 1’allure de
la courbe de croissance de la souche contrble, le méme profil est observé pour les trois
souches bactériennes 1a ou la croissance des mutants commence a se stabiliser, voir méme
décliner a partir de 124h jusqu’a la fin de la période de culture, en parallé¢le avec le contrdle,
sauf pour le mutant pIAF_907.3 ou la croissance continue a augmenter jusqu’a 144h. Pour le
mutant plAF_907.3, I’évolution de la courbe de croissance microbienne semble suivre la
méme allure que celle de ’activité xylanolytique.

Une autre observation découle de 1’analyse des courbes de croissance (Figures 25, 26 et 27)
montrant que les clones qui produisent le plus de xylanase semblent aussi étre ceux dont la
croissance est la plus faible. Cela pourrait étre attribué au fait que le métabolisme de ces
clones est davantage orienté vers la production de xylanase et que les cellules disposent alors

de moins d’énergie pour leur croissance en milieu minimal (Krishnan et al., 2010).
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13. Role des “boites” du gene de la xylanase A

Pour comprendre le role des « boites » de 6nt existant dans le gene de structure de la XInA
et qui sont complémentaires a I’ARNr 16S dans I’amélioration de I’expression du gene de la
xylanase A, nous avons analysé les résultats émanant des trois nouveaux mutants chez S.
lividans obtenus plAF_907.1, plAF_907.2 et plAF_907.3 aprés interruption de cette
complémentarité a I’ARNr 16S aux positions 183, 295 et 429, et pouvant influencer la
production de la XInA. Nous avons ainsi créé un mutant de S. lividans, plAF_907.3
acquérant une complémentarité accrue a I’ARNr 16S, et ce au niveau de 3 sequences
spécifiques du gene XInA.Ce nouveau mutant acquiert une performance élevee a la
production de I’enzyme xylanase A.

Nous avons également montré que la modification de la premiére séquence (ATC GCC par
ATT GCC) induit une augmentation de 30% de la production de la xylanase. 1l semble que
cette augmentation de production est due a la variation de structure secondaire de I’ARNm
par le changement de la base purique (C) par une base pyrimidique (T) ce qui pourrait
favoriser le processus de la traduction (Figure29).

De méme, la mutagenése de la troisieme séquence (CGC CAG par CGG CAG), nous a
permis d’augmenter le taux de production de xylanase de 50%. Il s’avére que ces deux
mutations consécutives favorisent le déplacement du ribosome sur ’ARNm.

Le changement de la seconde séquence (GCC AGT par GCA AGT) dans le mutant de la
premiere séquence nous a permis d’obtentenir une baisse importante du niveau de la
xylanase, démontrant ainsi le réle évident qu’elle jouerait dans la stimulation des taux de
production de I’enzyme. Ainsi, nous avons démontré que la DB joue un rdle important dans
la stimulation du taux de production de xylanase. Cela nous aide a mieux comprendre
comment certains ARNm dépourvus de séquence de téte (ou « leader ») sont tout de méme
traduits de facon tres efficace.

En outre, nous avons été en mesure de produire plus de 3g/l de xylanase obtenue avec la
souche dépourvue des trois séquences de 6 nt complémentaires a ’ARNr 16S. Un effet
inverse a été obtenu alors qu’on s’attendait a une baisse remarquable de la production

par la destruction des régions de complémentarité avec I’ARNr 16S.
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Figure 29. Structures secondaires desséquences d’ARNm avant et aprés mutations des
boites de 6nt (1, 2 et 3) dans le gene XInA ; A, C et E: Structures nativesdes clones
IAF911 A9, plAF_907.1 et plAF_907.2 incorporant les séquences des boite 1, 2 et 3
respectivement; B, D et F : Structures des nouveaux mutants plAF_907.1, plAF_907.2 et
pIAF_907.3 des boites 1, 2 et 3 respectivement.
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L’étude des séquences de 6nt par mutations ponctuelles montre que celles-ci influencent la
production de la xylanase. Cependant, certains points concernant le réle que joue chacune de
ces séquences dans la stimulation ou la réduction des taux de production d’enzyme,

demeurent inexpliqués. En ce qui suit, nous proposons trois analyses hypothétiques.

14. Influence des séquences de 6 nt complémentaires a ’ARNr 16S sur

la production de la XInA chez S. lividans

Le changement de séquence complémentaires a I’ARNr 16S qui sont contenues dans le géne
de structure de ’ARNr 16S par introduction de mutations ponctuelles a 1’intérieur de ces
quatre séquences de 6 nt (mutants plAF_907.1, plAF _907.2 et plAF_907.3), a augmenté
de 15% D’activité xylanolytique dans le surnageant de culture pour le premier mutant et de
50% pour le mutant portant les trois séquences modifiées, et ce par rapport a la souche
contrble IAF911 A.9. Pour le mutant pIAF_907.2, I’activité a baissé de 40%.

Si pour les mutants pIAF_907.1et plIAF_907.3, la production de la xylanase a augmenté par
rapport a celle du contréle, pour le mutant plAF_907.2, cette production a diminué. Ces
résultats prouvent que les hauts niveaux de production de xylanase obtenus avec le géne de
structure natif, contenant les quatre séquences de 6nt complémentaires a I’ARNr 16S, est
attribuable a la DB (TCCCA). Ces résultats corroborent ceux de I’équipe de Sprengart, qui
rapporte que I’élimination de la DB du gene 0,3 du bactériophage T7 abolit presque
enticrement ’activité traductionnelle de I’ARNm (Sprengart et al., 1990 et 1996). Il a été
démontré que la présence de la DB est également requise pour I’induction des hauts niveaux
de traduction du géne rpoH d’E. coli (Nagai et al., 1991). De la méme fagon, il a été proposé

qu’une DB stimule I’expression des génes gInS et lysU d’E. coli (Faxén et al., 1991).
15. Influence des mutations sur la structure secondaire de ’ARNm

La structure secondaire de I’ARNm chez S.lividans est trés riche en épingles a cheveux vue
la richesse du génome de cette bactérie en bases G et C. Des nouvelles souches portant des
mutations ponctuelles (par 1’insertion ou I’¢limination d’une base purique) pIAF_907.1,
pIAF_907.2 et plAF_907.3 montrent une interaction entre I’ARNm et ’ARNr 16S au sein
de la petite sous-unité du ribosome.

D’aprés Yoshizawa et son équipe (1999), les positions N-terminales (position 1492-1493) de

I’ARNr 16S qui sont associées avec les 2’0OH du codon de ’ARNm et ayant une liaison
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correcte codon — anticodon entre ’ARNm et I’ARNt cognate déplace le codon dans une
bonne orientation ce qui favorise sa liaison avec I’ARNr. Une interaction incorrecte entre
I’ARNm et I’ARNt proche cognat entraine une paire de bases non appariée dans les deux
premiéres positions de I’hélice codon-anticodon, ce qui modifie ces structures, altere le
contact N1 et diminue le signal de conformation correcte.

Dresios et son équipe (2006) ont étudié le mécanisme de complémentarité des bases
appariees ARNmM-ARNTr intervenant dans I’initiation de la traduction chez les eucaryotes en
comparaison avec l'appariement de bases entre I'ARNmM et I'ARNTr. Bien que l'appariement
de bases analogues ait été suggéré pour affecter la traduction de divers ARNm eucaryotes,
des preuves directes ont manqué. Pour tester cet appariement de bases, ils ont développé un
systeme de levure qui utilise des ribosomes contenant un ARNr 18S hybride de levure et de
souris. En utilisant ce systeme, ils ont démontré qu'un élément de 9 nucléotides trouvé dans
I'ARNm de I’homéodomaine de Gtx de souris facilite Il'initiation de la traduction par
appariement de bases a I'ARNr de 18S. Diverses mutations ponctuelles dans I'élément Gtx et
dans I'ARNr de 18S de levure hybride ou de type sauvage ont confirmé I'exigence d'une
correspondance complémentaire intacte. La présence de I'élément Gtx dans divers ARNm
suggere que cet élément affecte la traduction de groupes d'’ARNm.

Le role de la complémentarité du contexte des sites de liaison du ribosome non-Shine-
Dalgarno a I'ARNr d'E. coli (RBS) a été étudié par Barendt et son équipe en 2012. Quarante-
deux bases ont été supprimées de I'UTR 5° constant pour créer une construction avec une
longueur de leader plus représentative des longueurs de leader trouvées naturellement dans
E. coli, typiquement de 20-40 bases. La molécule d'’ARNm utilisée avait seulement 21 bases
en amont du RBS randomisé a 18 bases pour permettre la récupération par RT-PCR. La
plupart des motifs non-SD ont été révélés par le séquencage a haut débit apres trois cycles de
sélection de plus en plus stricte pour assurer une traduction tres efficace. Cependant, la
nature de ces motifs non-SD différe beaucoup des motifs non SD observés. Le leader plus
court a permis la sélection de motifs riches en G et en U, dont beaucoup présentait une
complémentarité parfaite avec des motifs riches en C et en A de I'ARNr 16S de E. coli. De
plus, le leader le plus court a permis la sélection des RBS ayant une similitude frappante
avec les RBS naturels d’E. coli et certains d'entre eux se sont tres bien comportés in vivo.
L’équipe de Barendt (2012) a conclu que la complémentarité de motifs courts dans 'UTR 5'
a des motifs courts dans I'ARNr 16S facilite probablement 1’efficacité traductionnelle et ont
démontré que des contacts transitoires entre I'ARNmM et I'ARNr de la petite sous-unité

ribosomale permettraient a I'ARNm d'augmenter la concentration locale de ribosomes dans
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son voisinage et de se re-positionner pour former un complexe de préinitiation productif
capable de rejoindre la grande sous-unité ribosomale et de commencer 1’élongation. Ils ont
ainsi conclu que I'association de bases entre les motifs courts et riches en C des RBS non SD
et I'ARNr riche en G de la sous-unité ribosomale petite permet une traduction rapide, trés
probablement grace au repositionnement rapide de L'ARNm sur la petite sous-unité
ribosomale pour former un complexe de préinitiation productif qui peut ensuite rejoindre la

grande sous-unité ribosomale et procéder rapidement a I'allongement.
16. Refus de la fixation de la quatrieme boite de 6 nt chez S. lividans

Au cours de ce travail, il était prévu de quantifier I’effet de la mutagenése de la quatrieme
séquence de 6nt en utilisant comme matrice le mutant plAF_907.3. L’obtention de ce mutant
n’était cependant pas possible. Le séquencage des fragments obtenus par PCR de l'insert
avant clonage montre la présence de la mutation, sauf que le produit de séquencage du
plasmide extrait aprées clonage et transformation dans les protoplastes 10-46 de S.lividans est
négatif. Les essais également réalisés dans le but de fixer la mutation chez E. coli en premier
ont ét¢ vains. C’est pourquoi on pense que la bactérie refuse plus de mutations dans la
séquence du gene de structure de la XInA.

Chez certaines bactéries, la traduction de certains génes peut étre instable a cause de la
présence d’une mutation. La Figure 30 ci-dessous (Chatterjee et al., 2011; Mehra et al.,
2008) représente un exemple d’une expression instable du géne de biosynthése des

antibiotiotiques chez S. coelicolor.
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Figure 30: Diagramme schématique du systéme ScbA/ScbR du Butyrolactone Regulon
chez S. coelicolor responsable d’une expression instable du gene de biosynthese des
antibiotiques (Extrait et adapté de Mehra et al., 2008).
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Dans la figure 30, les deux brins d’ADN sont représentés en noir. Le gene scbA est présent
sur le brin positif (montré en rouge) tandis que le scbR est présent sur le brin opposé
(représenté en noir). La protéine ScbR (R) peut se lier au site opérateur OU réprimer la
transcription a partir du gene scbR. ScbR lié a I'OA réprime la transcription a partir du géne
SCbA, tandis qu'un complexe protéine-protéine ScbhA-ScbR (AR) active la transcription a
partir du géne scbA. La fleche émoussée indique la répression et la fleche pointue désigne
I'activation. Les deux ARNm, scbR et scbA sont représentés par r et a, respectivement. Le
SCB1 intracellulaire (représenté par C) est formé a partir de dérivés de glycérol et de B-
cétoacide par action enzymatique de ScbA (A). SCB1 peut former un complexe avec la

protéine ScbR (CR), et aussi diffuse hors de la cellule (Ce).

17. Recherche d’autres séquences complémentaires a I’ARNr 16S dans

le gene de la XInA

L’équipe de Kébir (2000) a démontré que la présence, dans ce méme ps long du geéne de la
Cellulase, d’une courte séquence de 5 nt complémentaire aux nt 1461 a 1465 de I’ARNr 16S
de S. lividans, contribue, elle aussi, a stimuler la production de la xylanase. Le retrait de
cette sequence du ps long de la celA a conduit en une baisse importante du niveau de
xylanase. De méme, une complémentarité trés forte (17 nt) entre cette séquence et I’ARNr
16S empécherait le ribosome de se détacher de I’ARNmM pour poursuivre le processus de
traduction. D’apres Kébir et al. (2000), il semble que la longueur optimale de la séquence du
ps long de la CelA soit de 6, 7 ou 8 nt. Une telle longueur de séquence de complémentarité
avec I’ARNTr 16S permet d’obtenir une production 10 fois plus que celle obtenue avec le ps
sauvage de la XInA (kébir et al., 2000).

Une investigation de la séquence du géne de structure de la XInA montre la présence de 11
séquences de 5 nt qui sont complémentaires a I’ARNr 16S et qui pourraient justement avoir
un effet sur la traduction. Justement, des mutations ponctuelles au niveau des nt 183, 295 et
429 dans le gene a laissé penser qu’il serait probable que 1’augmentation du taux de la
traduction de la XInA de 48.44% dans le troisieme mutant, obtenue aprés une élimination
des trois premiéres séquences de 6nt, soit le résultat de I’intervention des séquences de 5 nt
dans XInA, complementaires a I’ARNr16S, afin de couvrir ce changement.

Ce résultat affirme celui obtenu avec I’équipe de Kébir (2000) qui ont prouvé que méme des

complémentarités de séquences de 5nt stimuleraient la traduction de la XInA et une
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production de I’ordre de 1.6g/1 est quand méme obtenue avec le mutant 911A (Kébir et al.,
2000).

D’un autre c6té, la DB a été décrite comme un élément stimulateur de la traduction qui
agirait en s'appariant avec I’extrémité 3’ de I’ARNr 16S (Sprengart et al., 1990). Les
résultats obtenus dans notre étude suite a I’interruption de la complémentarité a I’ARNr 168,
semblent apporter des probabilités additionnelles de I’existence et du réle de la DB dans le
processus d’initiation de la traduction. Les bases moléculaires et biochimiques de
I'interaction DB-ADB restent cependant a élucider. Les expériences de protection d’ARN
tentant de prouver directement la présence de l'interaction DB-ADB se sont toutes soldees
par des échecs (Etchegary et Inouye, 1999).

La seconde séquence présente des caractéristiques analogues a celles de la «downstream
box» ou (DB) découverte un peu plus tot par I’équipe de Sprengart, dans certains ARNm de
la bactérie E. coli (Sprengart et al., 1996).

Il est également probable que la DB ne soit pas le seul élément qui stimule la production de
la xylanase dans ce cas. Le changement de la base C par A dans ce cas crée une interaction
non correcte entre I’ARNm et I’ ARNr proche, ce qui entraine une paire de base non appariée
dans leur position de 1’hélice codon-anticodon et modifie ainsi la structure. Ce phénomene
pourrait altérer le contact entre ’ARNm et I’ARNr 16S et diminuer le signal de
conformation correcte (Barendt, et al., 2012).

D’autre part, Barendt et al.(2012) ont étudié la spécificité de la complémentarité de certaines
séquences de ’ARNm avec des séquences de I’ARNr dans la traduction des protéines. Ils
ont utilisé un systeme de traduction minimal, reconstitué a partir d’E. colipour identifier des
sites de liaison efficaces aux ribosomes (RBS) sans biais et a haut débit. Ils ont appliqué une
puissante méthode de sélection in vitro de ribosomes et permettant d’enrichir seulement les
séquences d’ARNm qui pourraient diriger la traduction rapide des protéines. En plus des
motifs canoniques Shine-Dalgarno (SD), ils ont récupéré des séquences riches en cytosine
hautement efficaces (riches en C) qui présentent une complémentarité sans équivoque a
I'ARNr 16S de la petite sous-unité du ribosome, ce qui indique que l'appariement de bases
de spécificité large peut étre un mécanisme général inhérent a une traduction efficace. En
outre, compte tenu de la conservation de la structure et de la fonction ribosomiques entre les
especes, la plus grande pertinence des séquences RBS riches en C identifiées par cette
approche d'évolution in vitro est appuyée par de multiples exemples variés dans la nature, y
compris les RBS riches en C chez plusieurs bactériophages et plantes, un consensus de poly-

C avant le codon d'initiation chez les eucaryotes inférieurs et des séquences de type Kozak
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chez des vertebrés.

Basé sur des analyses statistiques rigoureuses, Barendt et al.ont conclu que la
complémentarité de motifs courts dans 'UTR 5 'a des motifs courts dans I'ARNr 16S facilite
probablement la traduction la plus efficace. Les contacts transitoires entre TARNmM et 'ARNr
de la petite sous-unité ribosomale peuvent permettre a I'ARNm d'augmenter la concentration
locale de ribosomes dans son voisinage et de se repositionner comme nécessaire pour former
un complexe de préinitiation productif capable de rejoindre la grande sous-unité ribosomale
et de commencer 1’¢longation.

En comparant cette étude avec le présent travail, il est évident que la longueur et / ou la
composition en séquences de I'UTR 5’ affecte les identités spécifiques des séquences
complémentaires qui sont les plus efficaces pour traduire un transcrit particulier. Cependant,
les résultats expérimentaux et computationnels soutiennent la complémentarité ARNmM-
ARNr en tant que mécanisme général, de large spécificité pour une traduction efficace,
influencé aussi bien par la nature que par la longueur du peptide signal.

En perspectives, il serait également intéressant d’étudier de plus prés la modification des
structures secondaires engendrée par les mutations ponctuelles créées.

L’optimisation des caractéristiques de la séquence de ’ARNr 16S exposée a ’ARNm afin
de mieux déchiffrer les complémentarités de séquence avec I’ARNm, ainsi, il serait
convenable de mieux définir en premier les limites 5’ et 3” de la séquence de I’ARNr 16S
exposée a ’ARNm et qui stimulerait la production de la XInA, mais aussi de définir la
position par rapport au premier codon d’initiation de la traduction des séquences dans

I’ARNm qui sont complémentaires a I’ARNr 16S.

Notons que onze séquences de 5 nucléotides également complémentaires a I’ARNr 16S ont
été localisées dans le gene de structure et réparties entre les boites de 6nt. Ces séquences
jouent un réle important dans la production de 1’enzyme, ceci suggere que la présence de ces
boites de 5nt pourrait compenser les effets de la modification des boites de 6nt. En
perspective, nous envisageons également de modifier ces boites de 5 nt afin de vérifier cette

hypothése de compensation des boites de 6 nt.
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Les protéines secrétées par des bactéries Gram-positives sont libérées dans le milieu de
culture tout en conservent habituellement leur conformation native. Cette propriété rend ces
cellules hétes potentiellement intéressantes pour la production de protéines recombinantes,
car on peut tirer pleinement profit des protocoles établis pour la purification des protéines
actives. Etant donné I’importance des xylanases pour les industries de bio-blanchiment des
pates de papier, il apparaissait intéressant d’élaborer une souche hyper-productrice de cette
enzyme. Cette presente étude a permis de mettre au point une méthode de transformation
génétique pour améliorer la production de la xylanase A chez S. lividans via la mutagenése
dirigée au niveau du géne de structure de la XInA.

Nous avons ainsi créé un mutant de S. lividans, pIAF_907.3 ayant une complémentarité
réduite a I’ARNr 168, et ce au niveau de 3 séquences spécifiques du gene XInA. Ce nouveau
mutant posséde une performance élevée a la production de I’enzyme Xylanase A.

Notre présente étude a montré également que cette surproduction d’enzyme était due
également en partie a la présence de séquence codant pour le ps long de la CelA renfermant
deux codons d’initiation de la traduction dans le géne de structure de la XInA et qui sont
complémentaires a I’ARNr 16S. Nous avons mis en évidence quatre séquences de 6 nt dans
le géne de la XInA, aux positions 181-186, 293-298, 427-432 et 735-740, influengant ainsi la
production de la XInA.

La rupture de cette complémentarité de séquences avec I’ARNr 16S par mutagenese dirigée
a Pintérieur de ces séquences par effet cumulatif influence la production de la XInA. Nous
avons également montré que la modification de la premiére séquence (ATC GCC par ATT
GCC) induit une augmentation assez importante de la production de la xylanase. 1l semble
que cette augmentation de production est due a la variation de structure secondaire de
I’ARNm par le changement de la base purique (C) par une base pyrimidique (T) ce qui
pourrait favoriser le processus de la traduction.

De méme, la mutagenese de la troisieme séquence (CGC CAG par CGG CAG) a permis
d’augmenter remarquablement la production de la xylanase A. Pour expliquer cela, nous
mettons ainsi I’hypothése que ces deux mutations conséecutives favorisent le déplacement du
ribosome sur I’ARNm.

Le changement de la seconde séquence (GCC AGT par GCA AGT) dans le mutant de la
premiére séquence nous a conduits a I’obtention d’une baisse importante du niveau de la

xylanase, déemontrant ainsi le role évident qu’elle jouerait dans la stimulation des taux de
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production de I’enzyme. Nous mettons ainsi 1I’hypothése que le changement de la base C par
la base A pourrait avoir crée une structure secondaire engendrant ainsi un ralentissement du
le déplacement du ribosome sur I’ARNm.
En somme, nos travaux nous ont permis de prouver que la DB occupe une fonction
prépondérante dans la stimulation du taux de production de xylanase. Cela nous aide a
mieux comprendre comment certains ARNm dépourvus de séquence de téte (ou « leader »)
sont tout de méme traduits de fagon trés efficace.
En effet, grace a notre étude, nous avons été en mesure de produire plus de 3g/l de xylanase
obtenue avec la souche dépourvue des trois séquences de 6 nt complémentaires a I’ARNr
16S. Un effet inverse a été¢ obtenu alors qu’on s’attendait a une baisse remarquable de la
production par la destruction des régions de complémentarité avec I’ ARNr 16S.
En perspectives, plusieurs stratégies de pointe pourraient étre explorées pour déterminer les
meilleures conditions @ méme d’augmenter le rendement des protéines sécrétées par
Streptomyces lividans. Différentes approches pourraient étre utilisées pour augmenter les
niveaux d'expression et de traduction de la xylanase, et ce particulierement :
e En approfondissant 1’étude du role de la région de I’ARNr 16S exposée a ’ARNm et
particulierement sa capacité de stimuler ou inhiber la traduction,
e En jouant sur le choix de la voie de secrétion et la modulation des protéines
e En explorant par des approches multi-omiques le fond génétique des voies de
synthese et de sécrétion de la xylanase,
e En utilisant les méthodes permettant de modéliser le systeme de sécrétion et son
rendement chez S. lividans afin de faire le scaling-up nécessaire a une production de

protéines recombinantes de maniere économiquement viable.

Une étude de I’effet des mutations des boite 2, 3 et 4 chacune a part, pourrait étre réalisée
pour une comparaison judicieuse de I’'importance de chaque boite dans la traduction de la
xylanase. Une comparaison avec les résultats obtenus dans ce travail considérant les
constructions avec des mutations successives des boites donnerqit des résultqts d’intérét.

La thermostabilité pourrait étre déterminée pour les enzymes mutantes exprimees en

mesurant lI'activite résiduelle aprés le choc thermique a des températures variables.
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Annexe A :
Séquence nucléotidique du gene de la XInA

S’ATGGGCTCCTACGCCCTTCCCAGATCAGGTGTCCGCAGGAGCATTCGCGTCCT
GCTGCTGGCGCTGGTCGTCGGCGTACTCGGCACGGCCACCGCACTGATCGCGCC
GCCGGGGGCACACGCCGCCGAGAGCACGCTCGGTACCGCGGCGGCGCAGAGCG
GCCGCTACTTCGGCACCGCCATCGCCTCGGGCAGGCTGAGCGACTCGACGTACA
CGTCGATCGCGGGCCGTGAGTTCAACATGGTGACGGCCGAGAACGAGATGAAG
ATCGACGCCACCGAACCGCAGCGGGGCCAGTTCAACTTCAGCTCCGCCGACCGC
GTCTACAACTGGGCGGTGCAGAACGGCAAGCAGGTGCGCGGCCACACCCTGGC
CTGGCACTCCCAGCAGCCCGGCTGGATGCAGAGCCTCAGCGGCAGCGCGCTGCG
CCAGGCGATGATCGACCACATCAACGGCGTGATGGCCCACTACAAGGGCAAGA
TCGTCCAGTGGGACGTCGTGAACGAGGCCTTCGCCGACGGCAGTTCGGGAGCGC
GGCGGGACTCCAACCTGCAACGCAGCGGCAACGACTGGATCGAGGTCGCCTTCC
GCACCGCGCGCGCCGCCGACCCGTCCGCCAAGCTCTGCTACACGACTACAACGT
CGAGAACTGGACCTGGGCCAAGACCCAGGCCATGTACAACATGGTGCGGGACT
TCAAGCAGCGCGGCGTGCCGATCGACTGCGTCGGCTTCCAGTCGCACTTCAACG
CGGCAGCCCCTACAACAGCAACTTCCGCACCACACTGCAGAACTTCGCCGCCCT
CGGCGTCGACGTGGCCATCACCGAGCTGGACATCCAGGGCGCCCCGGLCTCGAC
CTACGCCAACGTGACCAACGACTGCCTGGCCGTCTCGCGCTGCCTCGGCATCAC
CGTCTGGGGTGTGCGCGACAGCGACTCCTGGCGGTCGGAGCAGACGCCGTTGCT
GTTCAACAACGACGGCAGCAAGAAGGCCGCGTACACCGCCGTCCTCGACGCACT
CAACGGCGGCGACTCCTCGGAGCCCCCCGCGGACGGGGGACAGATCAAGGGCG
TCGGTTCGGGCCGCTGCCTCGACGTGCCCGACGCCAGCACCTCCGACGGCACCC
AGCTCCAGCTGTGGGACTGCCACAGCGGCACCAACCAGCAGTGGGCCGCCACTG
A3
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Annexe B .

Symboles des acides aminés

° Acides aminés hydrophobes
Symbole ‘ Nom
A-Ala Alanine
F - Phe Phénylalanine
I -lle Isoleucine
L - Leu Leucine
P -Pro Proline
M - Met Méthionine
V - Val Valine
W -Trp Tryptophane
° Acides aminés polaires mais non chargés
Symbole Nom
C-Cys Cysteine
G-Gly Glycine
N - Asn Asparagine
Q-Gln Glutamine
S - Ser Serine
T-Thr Thréonine
Y - Tyr Tyrosine
° Acides aminés chargés négativement
Symbole ‘ Nom
D - Asp Acide aspartique
E-Glu Acide glutamique
° Acides aminés chargés positivement
H - His Histidine
K- Lys Lysine
R - Arg Arginine




Annexe C :
Code génétique et fréquence de I’emploi des codons chez Streptomyces

12.0 TGT C 5.0 TAT Y 11 TCT S 1.6 TTT F—
88.0 TGC C 95.0 TAC Y 39.1 TCC S 984 | TTC F
81.0 TGA Stop | 4.0 TAA Stop 24 TCA S 0.4 TTA L
100.0 TGG W 150 | TAG Stop 274 TCG S 2.6 TTG L
7.3 CGT R 6.5 CAT H 2.7 CCT P 2.0 CTT L
45.0 CGC R 93.5 CAC H 42.4 CccC P 385 | CTC L
3.7 CGA R 6.1 CAA Q 1.6 CCA P 0.3 CTA L
37.7 CGG R 93.9 CAG Q 53.3 CCG P 56.1 | CTG L
2.9 AGT S 4.6 AAT N 2.2 ACT T 4.4 ATT |
27.1 AGC S 95.4 AAC N 65.2 ACC T 92.0 | ATC |
11 AGA R 5.8 AAA K 24 ACA T 3.6 ATA |
5.2 AGG R 94.2 AAG K 30.2 ACG T 100 | ATG M
8.7 GGT G 4.7 GAT D 2.3 GCT A 2.8 GTT \Y
64.2 GGC G 95.3 GAC D 58.7 GCC A 56.0 | GTC \Y
8.9 GGA G 17.7 GAA E 4.3 GCA A 25 GTA \Y%
18.2 GGG G 82.3 GAG E 34.7 GCC A 38.8 | GTG \Y
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Annexe D
Carte du phagemide pTZ19U

261 Hind Il
267 Sph |
272 $se8387 |
273 Pstl
275BspM |
279 Acc |
279 Hinc Il
279 Sal |
285 Xba |
291 BamH|I
296 Ava |
296 Cfr9 |
296 gma :

Afl I 2738 ggg Ar::718
300 Kpn |
306 Sac |

y, 312 EcoR |

AlwN 12324

601 Nae |

704 BsaAl

— 704 Dra Il

HgiE 11 2151 +

2863 base pairs
Unique Sites

Eam1105 | 1845

1243 Bbs |
1303 Bbi Il
1309 Hin1 |
1367 Sca l
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Annexe E :
Caractéristiques des plasmides utilises chez E.coli et construits a partir du
pTZ19U

Référence Caractéristiques essentielles Plasmide

Pagé et al.,1995 Vecteur dérivé du pTZ19U contenant le gene | plAF806
de structure de la XInAdépourvu de son
promoteur et dans lequel la séquence du
peptide signal de la XInA est entourée des

sites de restriction Hindlll et Kpnl
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Annexe F :
Carte du plasmide p1J702
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Annexe G :

Caracteristiques des plasmides utilisés chez S. lividans et construits a partir

Référence

Kendall et Cohen,
1988

du p1J702

Caractéristiques essentielles

Vecteur contenant les marqueurs mel et tsr

Plasmide

plJ702

Pagé et al., 1995

Vecteur dérivé du plJ702 contenant le  géne

complet xInA et son promoteur

pIAF20

Pagé et al.,1996

Vecteur dérivé du plAF20 contenant entre ses sites Sphl et
Sacl, la séquence codante de 2 kb correspondant a xInA.
Des sites de restriction HinDIII et Sacl ont également été
introduit de chaque c6té de la séquence du peptide signal.

PIAF906

Pagé al., 1996

Vecteur dérivé du plAF906 contenant le géne de la XInA,
ainsi que la séquence du long peptide signal de la CelA
(court ps. CelA + 57nt en amont du second ATG), contenant

une séquence de 5 nt complémentaire a I’ARNr 16S

PIAFI11_A

Kébir et al.,2000

Vecteur dérivé du plAF911 A contenant la séquence du
peptide signal de la CelA modifiée au niveau de la position
19 a partir du premier ATG, et portant une séquence de

complémentarité de 6 nt avec I’ARNr 16S.

PIAF911_A.9

Ce travail

Vecteur dérivé du plAF911 A.9 dans lequel le géne de

structure de la XInA a été muté au niveau de la base 183.

pIAF 907.1

Ce travail

Vecteur dérivé du plAF907.1 dans lequel le gene de

structure de la XInA a été muté au niveau de la base 295.

PIAF 907.2

Ce travail

Vecteur dérivé du plAF907.2 dans lequel le géne de

structure de la XInA a été muté au niveau de la base 429.

pIAF 907.3

Ce travail

Vecteur dérivé du plAF907.3 dans lequel le gene de

structure de la XInA a été muté au niveau de la base 738.

pIAF 907.4

98




Annexe H :
Compositions des milieux de culture solides et liquides utilisés

Milieu 2xTY

Produit Mesure
Bactotryptone 16 g
Extrait de levure 109
NaCl 59

Eau gsp 1L
Agar 159

Ampicilline (solution stock 25 mg/ml

Produit Mesure
NaCl 109
Bactotryptone 10g
Extrait de levure 59
Eau gsp 1L
Agar 15¢
Ampicilline (solution stock 25 mg/ml) 4 ml
TB (Terrific Broth
Produit Mesure
Bactotryptone 129
Extrait de levure 24 g
Glycérol 4 ml
Eau gsp 1L
Am;lgicilline isolution stock 25 mi/mli 4 ml
Produit Mesure
Tryptic Soy Broth w/o dextrose 2759
Eau gsp 1L
Milieu M14 (Pagé et al., 1996 adapté
Produit Mesure
(NH,)2SO, 149
K,HPO, 5.09
KH,PO, 109
Sels de Mandel 1ml
Tween 80 2 mi
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Ajuster lepHa 7

Produit Mesure
Eau gsp 1L
CaCl2 (solution stock 3 %) 200 pl
MgSO4 (solution stock 5%) 120 pl
Thiostrepton (solution stock 5 mg.ml™) 20 pl

Sels de Mandel (pour 100 ml

Produit Mesure
ZnS04.7H,0 0.14 ¢
MnSQO,.H,0 0.16 g
FeS0,4.7H,0 0.5 g
CoCI2.6H,0 02 g

Ces minéraux sont dissous progressivementdans 100ml d’eau distillée. Le pH est ajusté

Milieu RBB Xylan et RBB Xylan contenant 15 % de glucose

Produit Mesure
Solution 1 RBB xylane 109
Eau 125 ml
Brasser et bouillir 30 minutes
Produit Mesure
Sels Mandel 0.5 ml
(NH4)2S049 109
KH,PO, 0.75¢g
K2HPO, 259
Solution 2 Extrait de levure 0.25¢g
KCI 0.25¢g
Eau 375 ml
Ajuster lepH a 7.2
Agar 850

Stériliser 20 minutes et refroidir a 55°C

Mélanger les solutions 1 et 2 (pour éviter la précipitation du colorant)

Rajouter stérilement

Solution 3

Farine de soja

5ml

Thiostrepton (50 mg.ml™)

Milieu SFM

0.5 ml

209

Mannitol

209
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Agar 209

Eau qsp 1L
Milieu R5 (recette pour 2 L)

Préparer séparément

KH2PO4 0.5 % (autoclaver) 10 ml
CaCl2 5M (autoclaver) 4 ml
CuS0O4 5 mg.ml-1 (autoclaver) 1ml
L-proline 20 % (filtrer) 15 mi
L-méthionine (filtrer) 10 mi
L-tyrosine 0.4 g repris dans 5 ml NaOH 1N (filtrer)
Sucrose 103 g
K2HPO4 0.25¢g
MgCI2 10.12 g
Et la solution Glucose 109
(Autoclaver) Casamino acides 0.1g
Eléments traces* 2ml
Extrait de levure 509
Tampon TES 5.73 ¢
Ajouter d'eau 955 ml
Agar 119

Laisser refroidir puis ajouter les 6 solutions préparées individuellement.

Faire sécher les boites pendant 5 jours (perte de 15 % de leur poids)

*Les éléments traces (Hopwood et al., 1985) :

ZnCl, 0.04¢g
FeCI3 .6H20 0.20¢g
CuCl2 . 2H20 0,01g
MnCI2 . 4H20 0.01g
Na2B407 . 10H20 0.01g

(NH4)6 M07024 . 4H20 0.0l g
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Annexe I:
Compositions des tampons d’électrophorése

Tampon de charge 4X pour *"échantillon ADN"*

Bleu de bromophénol 25 mg
Xyléne cyanol 25 mg
Glycérol 3ml
Eau 3ml

Tampon TAE (Tris Acétate EDTA) 50 X pour électrophorese en gel d'agarose

Tris base 242 g
Acide acétique glacial 57.1 ml
EDTA 0.5M (pH 8.0) 100 ml
Eau gsp 1L

Diluer 1/50 avant utilisation
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Annexe J:
Compositions des solutions d’hybridation

Tampon Kinase (10X) sans ATP :

Pour préparer un stock de 50ml

Tris-HCI pH7.6 0.7M 35ml du stock
MgCl, 0.1M 5ml du stock
Dithiotréitol 50mM 2.5ml du stock

Solution de Me4NCI

Me4NClI 3M Iml du stock
Préparation de solution stock de MgCI2 1M

PM du MgCI2 =203.30

Peser 20.33g de MgClI2 pour 100 ml de solution

Préparation de solution stock de Dithiothréitol 1M

PM du Dithiothréitol =154.3 ¢

Peser 0.7715g pour 5 ml de solution
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Annexe K:
Programme PCR emboité optimisé au cours de ce courant travail

8min 68°C
1 min 94°C
1 min 52°C
3 min 68°C Refaire les étapes 2 a 4 pendant 29 fois
10min 68°C
Pause 4°C
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Annexe L:
Liste des résultats de I’étude des structures secondaires probables avant et
apres mutagenese des trois sequences de 6 nt mutées dans le gene de
structure de la XInA chez S.lividans

(Resultats du travail courant)

1) Boite 1 : Séguence originale

a) Séquence directe d’ADN (brin transcrit)

194 bp;
Composition 25 A; 75 C; 66 G; 28 T; 0 OTHER
Percentage: 12.9% A, 38.7% C; 34.0% G; 14.4% T, 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 59.73 dsDNA: 119.65

ORIGIN

1 ATGGGCTCCT ACGCCCTTCC CAGATCAGGT GTCCGCAGGA GCATTCGCGT CCTGCTGCTG
61 GCGCTGGTCG TCGGCGTACT CGGCACGGCC ACCGCACTGA TCGCGCCGCC GGGGGCACAC
121 GCCGCCGAGA GCACGCTCGG TACCGCGGCG GCGCAGAGCG GCCGCTACTT CGGCACCGCC
181 ATCGCCTCGG GCAG

b) Séquence complémentaire et antiparalléle d’ADN (brin non transcrit ou codant)

194 bp;
Composition 28 A; 66 C; 75 G; 25 T; 0 OTHER
Percentage: 14.4% A, 34.0% C; 38.7% G; 12.9% T, 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 60.11 dsDNA: 119.65

ORIGIN
1 CTGCCCGAGG CGATGGCGGT GCCGAAGTAG CGGCCGCTCT GCGCCGCCGC GGTACCGAGC
61 GTGCTCTCGG CGGCGTGTGC CCCCGGCGGC GCGATCAGTG CGGTGGCCGTGCCGAGTACG
121 CCGACGACCA GCGCCAGCAG CAGGACGCGA ATGCTCCTGC GGACACCTGA TCTGGGAAGG
181 GCGTAGGAGC CCAT

c) Brin d’ARN
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194 bases;
Composition 28 A; 66 C; 75 G; 25 U; 0 OTHER

Percentage: 14.4% A; 34.0% C; 38.7% G; 12.9% U; 0.0%OTHER

Molecular Weight: 62.87 kDa

ORIGIN

1 CUGCCCGAGG CGAUGGCGGU GCCGAAGUAG CGGCCGCUCU GCGCCGCCGCGGUACCGAGC

61 GUGCUCUCGG CGGCGUGUGC CCCCGGCGGC GCGAUCAGUG CGGUGGCCGUGCCGAGUACG

121 CCGACGACCA GCGCCAGCAG CAGGACGCGA AUGCUCCUGC GGACACCUGAUCUGGGAAGG

181 GCGUAGGAGC CCAU

d) Structure secondaire de PARN

Minimum free energy of the structure= -95.60 kcal/mol
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2) Boite 1 L : Sequence mutée (ATCGCC----ATTGCC)
a) Séquence directe d’ADN (brin transcrit)
194 bp;

Composition 25 A; 74C; 66 G; 29 T; 0 OTHER
Percentage: 12.9% A; 38.1% C; 34.0% G; 14.9% T; 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): sSDNA: 59.74 dsDNA: 119.64

ORIGIN
1 ATGGGCTCCT ACGCCCTTCC CAGATCAGGT GTCCGCAGGA GCATTCGCGT CCTGCTGCTG
61 GCGCTGGTCG TCGGCGTACT CGGCACGGCC ACCGCACTGA TCGCGCCGCC GGGGGCACAC

121 GCCGCCGAGA GCACGCTCGG TACCGCGGCG GCGCAGAGCG GCCGCTACTT CGGCACCGCC

181 ATTGCCTCGG GCAG

b) Séquence complémentaire et antiparalléle d’ADN (brin non transcrit ou codant)
194 bp;

Composition 29 A; 66 C; 74 G; 25 T; 0 OTHER
Percentage: 14.9% A; 34.0% C; 38.1% G; 12.9% T; 0.0%OTHER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 60.10 dsDNA: 119.64

ORIGIN
1 CTGCCCGAGG CAATGGCGGT GCCGAAGTAG CGGCCGCTCT GCGCCGCCGC GGTACCGAGC
61 GTGCTCTCGG CGGCGTGTGC CCCCGGCGGC GCGATCAGTG CGGTGGCCGT GCCGAGTACG

121 CCGACGACCA GCGCCAGCAG CAGGACGCGA ATGCTCCTGC GGACACCTGA TCTGGGAAGG
181 GCGTAGGAGC CCAT
c) Brin d’ARN
194 bases;
Composition 29 A; 66 C; 74 G; 25 U; 0 OTHER
Percentage: 14.9% A; 34.0% C; 38.1% G; 12.9% U; 0.0%OTHER

Molecular Weight: 62.85 kDa

ORIGIN
1 CUGCCCGAGGCAAUGGCGGU GCCGAAGUAG CGGCCGCUCU GCGCCGLCLCGC GGUACCGAGC
61 GUGCUCUCGG CGGCGUGUGC CCCCGGCGGC GCGAUCAGUG CGGUGGCCGUGCCGAGUACG

121 CCGACGACCA GCGCCAGCAG CAGGACGCGA AUGCUCCUGC GGACACCUGA UCUGGGAAGG

181 GCGUAGGAGC CCAU
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d) Structure secondaire de PARN
Minimum free energy of the structure= -93.20 kcal/mol
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3) Boite 2 :Séquence originale

a) Séquence directe d’ADN (brin transcrit)
54 bp;

Composition 10 A;23C; 14 G; 7T; 0 OTHER

Percentage: 18.5% A, 42.6% C; 25.9% G; 13.0% T, 0.0%0THER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 16.51 dsDNA: 33.30

ORIGIN

1 CGCCACCGAA CCGCAGCGGG GCCAGTTCAA CTTCAGCTCC GCCGACCGCG TCTA

b) Séquence complémentaire et antiparallele d’ADN (brin non transcrit ou codant)
54 bp;

Composition 7 A; 14 C; 23 G; 10 T; 0 OTHER

Percentage: 13.0% A; 25.9% C; 42.6% G; 18.5% T, 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 16.84 dsDNA: 33.30

ORIGIN

1 TAGACGCGGT CGGCGGAGCT GAAGTTGAAC TGGCCCCGCT GCGGTTCGGT GGCG
c) Brin d’ARN

54 bases;

Composition 7 A; 14 C; 23 G; 10 U; 0 OTHER

Percentage: 13.0% A; 25.9% C; 42.6% G; 18.5% U; 0.0%0THER

Molecular Weight: 17.57 kDa

ORIGIN

1 UAGACGCGGU CGGCGGAGCU GAAGUUGAAC UGGCCCCGCU GCGGUUCGGUGGCG

d) Structure secondaire de ’ARN

Minimum free energy of the structure= -14.80 kcal/mol
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4) Sequence boite 2 mutée (GCCAGT----GCAAGT)

a) Séquence directe d’ADN (brin transcrit)
54 bp;
Composition 11 A; 22 C; 14 G; 7T; 0 OTHER
Percentage: 20.4% A; 40.7% C; 25.9% G; 13.0% T; 0.0%0THER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 16.54 dsDNA: 33.30
ORIGIN
1 CGCCACCGAA CCGCAGCGGG GCAAGTTCAA CTTCAGCTCC GCCGACCGCG TCTA

b) Séquence complémentaire et antiparallele d’ADN (brin non transcrit ou codant)
54 bp;

Composition 7 A; 14 C;22 G; 11 T; 0 OTHER

Percentage: 13.0% A; 25.9% C; 40.7% G; 20.4% T; 0.0%0OTHER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 16.82 dsDNA: 33.30

ORIGIN

1 TAGACGCGGT CGGCGGAGCT GAAGTTGAAC TTGCCCCGCT GCGGTTCGGT GGCG
c) Brin d’ARN

54 bases;

Composition 7 A; 14 C; 22 G; 11 U; 0 OTHER

Percentage: 13.0% A; 25.9% C; 40.7% G; 20.4% U, 0.0%OTHER

Molecular Weight: 17.53 kDa

ORIGIN

1 UAGACGCGGU CGGCGGAGCU GAAGUUGAAC UUGCCCCGCU GCGGUUCGGU GGCG

d) Structure secondaire de PARN
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Minimum free energy of the structure= -14.90 kcal/mol
UAGACGCGGUCGGCGGAGCUGAAGUUGAACUUGCCCCGLCUGCGGUUCGGUGGECG

O O O S O O G O (PP (0w DD EDEDDEDEEDE I

5) Boite 3 : Séquence originale

a) Séquence directe d’ADN (brin transcrit)
61 bp;

Composition 12 A;22C;19G; 7T; 1 OTHER

Percentage: 19.7% A; 36.1% C;31.1% G; 11.5% T; 1.6%OTHER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 18.80 dsDNA: 37.62

ORIGIN

1 GCCTCAGCGG CAGCGCGCTG CGCCAGGCGA TGATCGACCA CATCAACGGC PTGATGGCCC

61 A

b) Séquence complémentaire et antiparallele d’ADN (brin non transcrit ou codant)
61 bp;

Composition 7 A;19C;22G; 12 T; 1 OTHER
Percentage: 11.5% A; 31.1% C; 36.1% G; 19.7% T; 1.6%0OTHER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 18.88 dsDNA: 37.62
ORIGIN
1 TGGGCCATCA PGCCGTTGAT GTGGTCGATC ATCGCCTGGC GCAGCGCGCT GCCGCTGAGG

61 C

c) Brin d’ARN
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61 bases;
Composition 7 A; 19 C; 22 G; 12 U; 1 OTHER
Percentage: 11.5% A; 31.1% C; 36.1% G; 19.7% U; 1.6%0THER

Molecular Weight: 19.69 kDa

ORIGIN

1 UGGGCCAUCAPGCCGUUGAU GUGGUCGAUC AUCGCCUGGC GCAGCGCGCU
GCCGCUGAGG

61 C

d) Structure secondaire de PARN

Minimum free energy of the structure= —-17.50 kcal/mol
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6) Boite 3 : Séquence mutée (CGCCAG ---- CGGCAG)
a) Séquence directe d’ADN (brin transcrit)
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61 bp;
Composition 12 A; 21 C;20G; 7T; 1 OTHER
Percentage: 19.7% A, 34.4% C; 32.8% G; 11.5% T, 1.6%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 18.84 dsDNA: 37.62

ORIGIN
1 GCCTCAGCGG CAGCGCGCTG CGGCAGGCGA TGATCGACCA CATCAACGGC PTGATGGCCC
61 A

b) Séquence complémentaire et antiparalléle d’ADN (brin non transcrit ou codant)

61 bp;
Composition 7 A;20C;21G; 12 T; 1 OTHER
Percentage: 11.5% A, 32.8% C; 34.4% G; 19.7% T, 1.6%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 18.84 dsDNA: 37.62

ORIGIN
1 TGGGCCATCA PGCCGTTGAT GTGGTCGATC ATCGCCTGCC GCAGCGCGCT GCCGCTGAGG
61 C

c) Brin d’ARN

61 bases;
Composition 7 A; 20 C; 21 G; 12 U; 1 OTHER
Percentage: 11.5% A; 32.8% C; 34.4% G; 19.7% U; 1.6%00OTHER

Molecular Weight: 19.65 kDa

ORIGIN

1 UGGGCCAUCA PGCCGUUGAU GUGGUCGAUC
GCCGCUGAGG

61 C

d) Structure secondaire de ’ARN

AUCGCCUGCC

GCAGCGCGCU
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Minimum free energy of the structure= -19.60 kcal/mol
UGGGCCAUCAPGCCCEUUGAUGUGGUCGAUCAUCGCCUGCCGCAGCGCGCUGCCGCUGAGGT
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