
Université du Québec 
Institut National de la Recherche Scientifique 

Institut Armand-Frappier 
 
 
 

ÉTUDE DU POTENTIEL SYNERGIQUE DES MUTATIONS DE 
RÉSISTANCE AUX INHIBITEURS DE LA β-LACTAMASE BLAC DE 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
 
 
 

Par 

Philippe Egesborg 

 
 
 

Mémoire présenté pour l’obtention du grade de 
Maître ès sciences (M.Sc.) 
en microbiologie appliquée 

 
 
 

Jury d’évaluation 

 
Président du jury et Peter Tijssen 

examinateur interne INRS-Institut Armand-Frappier 
  
Examinateur externe Alexis Vallée-Bélisle 
 Département de chimie 
 Université de Montréal 

  
Directeur de recherche Nicolas Doucet 
 INRS-Institut Armand-Frappier 

 
 
© Droits réservés de (Philippe Egesborg), 2014





iii 
 

REMERCIEMENTS 

J’aimerais d’abord remercier Nicolas de m’avoir donné une chance comme stagiaire alors que 

j’étais au baccalauréat. Depuis, j’ai passé les années les plus intéressantes de mon 

cheminement d’apprentissage dans son labo, j’ai rencontré un groupe tissé serré et découvert 

la très belle communauté de l’INRS-Institut Armand-Frappier. La flexibilité qu’il laisse à ses 

étudiants et sa porte constamment ouverte sont très appréciés. Aussi, sans lui, je ne connaîtrais 

pas la vraie définition de ce qu’est une image HD. 

Je voudrais également remercier les membres du laboratoire, autant les anciens que les 

nouveaux. Merci à Hélène, ma partenaire de lab et complice durant une bonne partie de mon 

temps à l’institut ; ton amitié est précieuse et le projet de BlaC n’aurait pas avancé si vite sans 

notre collaboration quasi-symbiotique. Merci à Donald, présent au labo du lever au coucher du 

soleil, qui s’en va bientôt ; le labo sera étrangement vide quand tu seras parti. Merci à David, 

qui a toujours raison (jusqu’à maintenant…). Merci à Guillaume, qui nous amène faire des 

sorties dont on se souvient longtemps. Merci à Chitra, Yossef, Georgios et Jacinthe : vous 

n’avez pas été présent au labo depuis longtemps mais vous faîtes déjà partie de la famille. 

Merci à Aïssa, Félix, Carol-Anne et Bruno, nos stagiaires de l’été 2013 et 2014 avec qui on a 

passé de supers étés. 

Merci également aux professeurs de l’axe microbiologie et biotechnologie qui ont su créer une 

superbe communauté scientifique où les différents laboratoires collaborent ensemble 

facilement ; je sais aujourd’hui que nous sommes privilégiés. Je voudrais également remercier 

l’INRS-Institut Armand-Frappier pour leur soutien financier qui nous permet de nous concentrer 

sur notre recherche. 

En dernier lieu, merci à mes parents de m’avoir soutenu dans les périodes plus difficiles. Une 

autre étape de franchie ! 

 





v 
 

RÉSUMÉ 

La résistance bactérienne aux antibiotiques de type β-lactame est un problème majeur 
menaçant le succès des traitements contre les maladies infectieuses à travers le monde. 
Mycobacterium tuberculosis a toujours été particulièrement résiliente contre les β-lactames en 
raison de sa β-lactamase BlaC, une hydrolase à spectre large encodée dans son chromosome 
pouvant inactiver la vaste majorité des β-lactames utilisés en clinique. Néanmoins, de récentes 
études ont montré que certaines combinaisons de β-lactames et d’inhibiteurs de β-lactamases 
peuvent être utilisés pour inhiber la croissance des souches extrêmement résistantes aux 
médicaments (XDR) de M. tuberculosis, procurant avec succès de nouveaux outils à employer 
contre les souches résistantes. Dans la présente étude, nous avons effectué des substitutions 
combinatoires dans le site actif de BlaC pour démontrer que des mutations spécifiques aux 
positions 69, 130, 220 et/ou 234 peuvent agir de manière synergique pour générer des 
variantes possédant une résistance au clavulanate plusieurs milliers de fois supérieure in vitro. 
Alors que la plupart des mutants simples et doubles demeurent sensible au clavulanate, les 
variantes double R220S-K234R et S130G-K234R sont substantiellement moins affectées par 
l’inactivation par le clavulanate, montrant une activité hydrolytique résiduelle de 46% et 83% 
après 24 h d’incubation avec l’inhibiteur. Ces résultats démontrent que des altérations dans le 
site actif de BlaC peuvent générer des mutants résistants qui demeurent actifs et stables pour 
une durée de temps compatible avec la prolifération de M. tuberculosis. Ces résultats mettent 
en emphase le formidable potentiel d’adaptation des mutations de résistance aux inhibiteurs 
chez les β-lactamases, jetant potentiellement une ombre sur certaines combinaisons de β-
lactames et d’inhibiteur de BlaC étant utilisées comme traitement contre M. tuberculosis. 

 

Mots clés : β-lactamases de classe A ; β-lactames ; résistance aux antibiotiques ; 
Mycobacterium tuberculosis ; mutagénèse dirigée ; clavulanate ; mutagénèse combinatoire ; 
BlaC ; cinétique enzymatique ; cinétique d’inhibition. 





vii 
 

ABSTRACT 

Bacterial resistance to β-lactam antibiotics is a global issue threatening the success of infectious 
disease treatments worldwide. Mycobacterium tuberculosis has been particularly resilient to β-
lactam treatment, primarily due to the chromosomally encoded BlaC β-lactamase, a 
broadspectrum hydrolase that renders ineffective the vast majority of relevant β-lactam 
compounds currently in use. Recent laboratory and clinical studies have nevertheless shown 
that specific β-lactam–BlaC inhibitor combinations can be used to inhibit the growth of 
extensively drug-resistant strains of M. tuberculosis, effectively offering new tools for combined 
treatment regimens against resistant strains. In the present work, we performed combinatorial 
active-site replacements in BlaC to demonstrate that specific inhibitor-resistant substitutions at 
positions 69, 130, 220 and/or 234 can act synergistically to yield active-site variants with several 
thousand fold greater in vitro resistance to clavulanate, the most common clinical β-lactamase 
inhibitor. While most single and double variants remain sensitive to clavulanate, double mutants 
R220S-K234R and S130G-K234R are substantially less affected by time-dependent clavulanate 
inactivation, showing residual β-lactam hydrolytic activities of 46% and 83% after 24h incubation 
with the inhibitor. These results demonstrate that active site alterations in BlaC yield resistant 
variants that remain active and stable over prolonged bacterial generation times compatible with 
mycobacterial proliferation. These results emphasize the formidable adaptive potential of 
inhibitor-resistant substitutions in β-lactamases, potentially casting a shadow on specific β-
lactam–BlaC inhibitor combination treatments against M. tuberculosis. 

 

Keywords : Class A β-lactamases; β-lactam; antibiotic resistance; Mycobacterium tuberculosis; 
site-directed mutagenesis; clavulanate; combinatorial mutagenesis; BlaC; enzyme kinetics; 
inhibition kinetics. 
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CHAPITRE 1.  
INTRODUCTION 

 

1.1 La tuberculose 

La tuberculose est une maladie infectieuse causée par la bactérie Mycobacterium tuberculosis 

ayant longtemps été une cause de mortalité pour l’être humain.1 Des écrits datant de la Grèce 

antique détaillaient déjà une maladie similaire à la tuberculose, pouvant emporter les membres 

les plus jeunes et talentueux de la société, contrairement à plusieurs autres maladies qui 

semblaient s’en prendre davantage aux individus âgés ou affaiblis.2 Encore aujourd’hui, bien 

qu’elle soit beaucoup moins présente dans les pays industrialisés qu’elle ne l’ait été vers le 

milieu des années 1980, la tuberculose demeure un enjeu de santé majeur dans les pays du 

tiers-monde ainsi que dans plusieurs pays en voie de développement, étant responsable de 

près de 2 millions de morts par année.2,3 La présence de M. tuberculosis est pandémique, 

l’OMS estimant que le tiers de la population mondiale (principalement en Afrique, en Asie et en 

Europe de l’est) est infectée par la bactérie.3 La très grande majorité des individus demeurent 

asymptomatiques, leur système immunitaire étant en mesure de confiner la bactérie.2,3 

Cependant, une personne possédant une infection latente par M. tuberculosis demeure 

vulnérable à une résurgence de la maladie s’il advient que son système immunitaire soit 

affaibli.2,3 

1.1.1 Mycobacterium tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis est une bactérie aérophile découverte par Robert Koch en 1882.4 

Comme les autres espèces du genre Mycobacterium, elle possède une épaisse paroi 

bactérienne composée de lipides, d’acide mycolique et de peptidoglycane ayant des propriétés 

uniques telle qu’une résistance accrue à plusieurs antibiotiques et antiseptiques.4,5 Cette paroi 

possède notamment la propriété de résister à la coloration de Gram (génère le résultat Gram 

négatif) malgré le fait que la physionomie de M. tuberculosis s’apparente davantage à celle 

d’une bactérie Gram positif.4,5  

Les principales caractéristiques de M. tuberculosis comprennent entre autres son rythme de 

division particulièrement lent lorsque comparé à celui d’autres espèces bactériennes. Une 
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cellule de M. tuberculosis met généralement 15 à 20 heures pour se diviser lorsque les 

conditions sont optimales alors qu’une cellule d’Escherichia coli en met 20 minutes.5 Aussi, M. 

tuberculosis requiert beaucoup d’oxygène pour sa croissance ce qui la rend hautement 

aérophile.2 Cette caractéristique la rend très résistante aux espèces réactives de l’oxygène 

parfois utilisé comme armes de défense par le système immunitaire et influence grandement les 

organes pouvant être affectés par une infection par M. tuberculosis.2 Le principal foyer 

d’infection est généralement situé dans le haut des poumons, plus riches en oxygène. Sa 

capacité à survivre la phagocytose lui offre également la possibilité d’infiltrer la circulation 

sanguine et d’infecter d’autres organes tels que les os, le système digestif ou le système 

nerveux. En revanche, il est très peu commun de retrouver M. tuberculosis dans le cœur ou les 

muscles squelettiques étant donné la très forte consommation d’oxygène dans ces organes.2 

1.1.2 Pathogénèse de la tuberculose 

La tuberculose débute par la transmission d’une charge bactérienne par un individu déjà infecté 

par la bactérie, généralement si celui-ci souffre d’une infection active alors que le nombre 

cellules de M. tuberculosis présent chez l’hôte est élevé.2 Dans cette situation, l’individu infecté 

est à risque de projeter des bactéries par la voie des airs sous la forme d’aérosols 

(principalement par la toux mais aussi par des éternuements ou encore la parole) qui peuvent 

ensuite être inhalé par des individus sains.2,3 La transmission de la bactérie s’effectue de 

manière efficace lorsque les aérosols atteignent les alvéoles pulmonaires, ce qui se produit 

généralement lorsque les aérosols sont d’une taille de 1 à 5 µm, les aérosols plus volumineux 

se logeant au niveau des voies respiratoires et étant expulsés facilement par le mouvement 

ciliaires des cellules épithéliales de la trachée et des bronches.2 

Une fois à l’intérieur des alvéoles pulmonaires, M. tuberculosis est habituellement rapidement 

phagocytée par les macrophages alvéolaires chargés de l’immunité innée des poumons.2 Ce 

processus est normalement efficace pour empêcher une infection bactérienne des poumons 

mais M. tuberculosis possède plusieurs mécanismes de résistance permettant d’éviter le 

processus de digestion du macrophage.2,6,7 Notamment, M. tuberculosis possède la protéine 

EEA1 sur sa paroi bactérienne qui interfère avec la fusion des lysosomes avec le phagosome, 

empêchant ainsi le macrophage d’exposer la bactérie à ses enzymes digestives.6 La bactérie 

possède également le gène ureC, qui interfère avec l’acidification du phagosome.7 Ce 

phénomène permet à M. tuberculosis de se reproduire à l’abri du système immunitaire ou 

même d’infecter d’autres organes riches en oxygène en infiltrant la circulation sanguine par 
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l’intermédiaire du macrophage.2 La reproduction de M. tuberculosis à l’intérieur du macrophage 

cause éventuellement sa mort par nécrose (lyse du macrophage due à la surabondance de 

bactéries), ce qui déclenche une réponse inflammatoire emmenant de nouveaux macrophages 

aux lieux de l’infection, permettant à M. tuberculosis de recommencer le cycle.2  

La réponse du système immunitaire à l’infection est grandement responsable de la progression 

de la maladie en phase active ou latente.2 Une réponse efficace du système immunitaire 

implique l’intervention de lymphocytes T faisant partie de l’immunité acquise possédant la 

capacité d’éliminer par apoptose les cellules infectées, ainsi qu’une grande production d’IFNγ, 

importante pour la stimulation du système immunitaire. Suite à une intervention efficace, la 

population bactérienne chute pour ensuite entrer en phase latente en se cachant dans 

l’organisme. En contrepartie, une réponse inefficace échoue à empêcher la prolifération de M. 

tuberculosis et entraîne une inflammation croissante des poumons due à la nécrose des 

macrophages. L’intervention des granulocytes génère une accumulation de toxines qui se 

révèle être aussi dommageable pour la population bactérienne que celle des cellules 

pulmonaires. La destruction du parenchyme pulmonaire entraîne ainsi une inflammation 

chronique et la nécrose progressive des poumons, ce qui mène souvent à la mort de la 

personne infectée si celle-ci n’est pas prise en charge par du personnel médical.2 

1.1.3 Traitement de la tuberculose 

M. tuberculosis est une bactérie infectieuse notoirement difficile à éliminer par l’usage 

d’antibiotiques en raison de sa paroi bactérienne, plus épaisse, hydrophobe, cireuse et riche en 

acide mycolique, particulière au genre Mycobacterium.4,5 De plus, sa possession de nombreux 

gènes de résistances (dont une β-lactamase) et sa capacité à se reproduire à l’intérieur même 

de cellules humaines contribuent à sa capacité à déjouer les traitements par antibiotiques.2,8 

Depuis les années 1950, plusieurs antibiotiques possédant des propriétés antituberculeuses ont 

été découverts, ce qui a mené au traitement en quadruple thérapie comprenant l’isoniazide, la 

rifampicine, le pyrazinamide et l’éthambutol (Figure 1.1) pris quotidiennement pendant 2 mois, 

suivi de 4 mois de prise d’isoniazide et de rifampicine.3 Malheureusement, depuis le milieu des 

années 1980, le milieu médical à été témoin de l’apparition de souches résistantes à cette 

combinaison d’antibiotiques, nommées MDR (multi-drug resistant).9,10 En réponse à cette 

résistance au traitement classique, plusieurs autres antibiotiques ont été approuvés pour 

l’usage contre M. tuberculosis.3,9,10 La plupart de ces antibiotiques de deuxième et troisième 
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ligne possèdent des désavantages lorsque comparés à ceux de première ligne tels qu’une 

efficacité moindre, une toxicité accrue, un coût d’utilisation plus élevé ou encore une 

indisponibilité dans les pays plus démunis.3,9,10 Malgré les précautions du milieu médical pour 

prévenir l’apparition de résistance aux antibiotiques, de plus en plus de cas de tuberculose sont 

causés par des souches de M. tuberculosis résistants aux antibiotiques de second recours, 

nommées XDR (extensively drug resistant) lorsque la souche résiste à au moins un des 

antibiotiques de seconde ligne et TDR (totally drug resistant) pour les quelques cas découverts 

récemment pour lesquelles aucun traitement ne s’est révélé efficace.3  

 

 

 

Figure 1.1.  Structure chimique des antibiotiques de première ligne employés pour traiter une infection par 
M. tuberculosis. (A) L’isoniazide, un inhibiteur de la synthèse de l’acide mycolique présent dans 
la paroi mycobactérienne. (B) L’éthambutol, un inhibiteur de la synthèse de la paroi 
mycobactérienne. (C) Le pyrazinamide, un inhibiteur de la synthèse des acides gras. (D) La 
rifampicine, un inhibiteur de l’ARN polymérase de M. tuberculosis. Les structures ont été 
générées avec le logiciel ChemDraw (Cambridge, USA).  

 

 

Depuis, la recherche sur la tuberculose s’intéresse à la possibilité de traiter l’infection par M. 

tuberculosis à l’aide de nouvelles méthodes. En 2009, Hugonnet et al. ont montré l’efficacité 

d’une combinaison de méropénème (un antibiotique de type β-lactame) et de clavulanate (un 
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inhibiteur de β-lactamases) à inhiber la croissance de plusieurs souches de M. tuberculosis 

correspondant à un profil XDR.11 Le succès de cette combinaison réside dans la 

complémentarité des deux antibiotiques et de la susceptibilité de la β-lactamase BlaC de M. 

tuberculosis à l’action du clavulanate. Le mécanisme de cette combinaison est détaillé de 

manière plus complète au chapitre 1.3. Le succès d’une nouvelle méthode pour traiter les 

souches les plus résistantes de M. tuberculosis est une excellente nouvelle. Cependant, comme 

l’histoire l’a démontré depuis les années 1980, les bactéries ont une formidable capacité 

d’adaptation aux antibiotiques et il devient nécessaire de tenter de prédire la direction que 

prendra l’évolution et possiblement permettre une adaptation plus rapide des traitements 

médicaux à l’acquisition de résistances par les bactéries infectieuses. 

1.2 La résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques origine de la guerre biologique que se livrent les 

microorganismes.12 Dans un contexte de compétition pour la colonisation d’un écosystème, 

plusieurs microorganismes ont développé au cours de leur évolution des antibiotiques pour 

interférer avec leurs rivaux naturels. De la même façon, les organismes soumis à ce type 

d’attaques ont obtenu par évolution des moyens de défense contre ces armes.12 

1.2.1 Historique des antibiotiques 

L’utilisation des antibiotiques en médecine a débuté avec la découverte de la pénicilline par 

Alexander Fleming en 1928 et sa purification en 1942 par Ernst Chain et Howard Florey.13,14 Le 

succès thérapeutique de la pénicilline, combinant à la fois efficacité et innocuité, a propulsé la 

recherche dans le domaine des antibiotiques ainsi que leur utilisation massive en médecine.14 

L’efficacité des premiers antibiotiques n’a cependant pas tardé à diminuer en raison de 

l’émergence de nouvelles souches de pathogènes résistants aux traitements. Depuis, de 

nombreuses générations d’antibiotiques ont vu le jour. Chacune a bénéficié d’une bonne 

efficacité pour un certain temps avant de rencontrer des difficultés dû à l’émergence de 

nouvelles résistances.15 
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1.2.2 La pression sélective 

Le phénomène de l’apparition rapide de résistance aux antibiotiques provient du même concept 

de sélection naturelle qui fut décrit par Charles Darwin en 1859 dans l’ouvrage « On the Origin 

of Species ».16 Les mutations génétiques apparaissent relativement rapidement dans une 

population bactérienne compte-tenu de leur vitesse de reproduction très élevée et une grande 

variété de caractères est créée par la même occasion.17 Lorsque cette population est exposée à 

un danger     une pression sélective     de l’environnement, les individus mal adaptés à ce danger 

périssent alors que ceux possédant un trait ou une caractéristique les protégeant survivent.16 

Les survivants de cette pression sélective transmettent alors cette caractéristique à leur 

descendance, créant une nouvelle population qui, à présent, est entièrement adaptée à la 

pression de leur environnement grâce aux premiers survivants de la pression sélective.16 Dans 

le cas des bactéries infectieuses, la pression sélective prend la forme du traitement par 

antibiotiques. 

Les bactéries possèdent de nombreux moyens leur permettant d’acquérir des facteurs de 

résistances aux antibiotiques et d’ainsi survivre à la pression sélective. Le premier mécanisme 

est commun à l’ensemble des êtres vivants et consiste uniquement en des mutations 

ponctuelles du génome. Ces mutations se produisent lors de la réplication de l’ADN et peuvent 

introduire une modification à l’intérieur de gènes.17 Ces modifications au code génétique 

peuvent être sans effet, néfaste ou bien bénéfique. Les mutations néfastes génèrent 

généralement des maladies génétiques et sont régulièrement létales. Ces mutations sont 

habituellement appelées à disparaître dans un contexte naturel étant donné le désavantage 

qu’ont les individus atteints par des maladies résultant de ces mutations. Les mutations 

bénéfiques, quant à elles, offrent aux individus les possédant un avantage de survie et ainsi une 

meilleure chance de transmission de leur bagage génétique à leur descendance. Dans le cas 

d’une pression sélective exercée par un antibiotique, ces mutations peuvent alors devenir 

l’unique moyen disponible pour survivre.17  

En plus des mutations ponctuelles spontanées, les bactéries possèdent également trois façons 

d’acquérir du matériel génétique par transfert horizontal (qui n’est pas acquis par hérédité 

génétique) susceptible de leur conférer un avantage évolutif : la transformation, la conjugaison 

et la transduction.18 La transformation d’une bactérie se produit lorsque celle-ci assimile de 

l’ADN étranger laissé libre dans son environnement par la nécrose d’une autre cellule.19,20,21 

Dans le cas de la conjugaison, l’échange de matériel génétique s’effectue entre deux bactéries 
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vivantes.4,22 Les bactéries donneuses et receveuses génèrent des structures nommées pili à la 

surface de leur paroi bactérienne qui une fois liées, génère un pont permettant le transfert de 

matériel génétique.4,22 La conjugaison entre deux bactéries est un lien relativement instable, 

permettant uniquement le transfert de courts fragments d’ADN, tels que les plasmides et les 

transposons.4,22 La troisième méthode, la transduction, implique quant à elle le transfert de 

matériel génétique par l’intermédiaire de virus, les bactériophages.23 L’encapsidation d’ADN 

bactérien peut survenir de différentes façons. En premier lieu, l’ADN bactérien peut être capturé 

sans ADN viral au cours de l’encapsidation du virus lorsque celui-ci entre en phase lytique.23 

Lors de l’assemblage des capsides, le matériel génétique répliqué est capturé pour former de 

nouveaux virus mais cette capture n’est pas toujours effectuée de manière spécifique, résultant 

parfois en l’encapsidation de gènes bactériens. Aussi, si le virus était entré en phase 

lysogénique (phase d’inactivité au sein de l’hôte infecté) en s’insérant dans le génome de son 

hôte, son excision lors de son entrée en phase lytique s’effectue parfois de manière imprécise, 

retirant possiblement un ou des gènes bactériens adjacents à son site d’insertion.23 Dans ce 

cas, les gènes bactériens sont répliqués avec le reste du matériel génétique viral puis 

encapsidés. Peu importe le processus d’encapsidation, le matériel génétique bactérien peut 

alors être transmis à une bactérie étrangère lorsque celle-ci se trouve attaquée par les capsides 

virales. Dans tous les cas, une fois assimilé, le fragment d’ADN peut être introduit à l’intérieur 

d’un chromosome ou d’un plasmide ; si tous les éléments nécessaires pour l’expression du ou 

des gènes étrangers ont correctement été intégré, la bactérie possède alors de nouveaux 

gènes qu’elle peut transmettre à sa descendance.  

1.2.3 Les mécanismes de résistance aux antibiotiques 

Il existe plusieurs stratégies par lesquelles les bactéries parviennent à résister et à échapper 

aux antibiotiques.24 La plupart des mécanismes correspondent à l’une des stratégies suivantes : 

 par l’altération de la cible de l’antibiotique, généralement possible par la mutation du ou 

des gènes affectés par l’action de l’antibiotique de manière à ce que ceux-ci ne puissent 

plus interagir ensemble (p. ex. : changement dans la topographie du site actif d’une 

enzyme, disparition d’un groupe actif important dans le mécanisme réactionnel de 

l’antibiotique, modification de la dynamique d’un site allostérique, etc.) ; 

 par la modification ou l’adaptation d’une voie métabolique (p. ex. : utilisation d’un 

substrat alternatif, etc.) ; 
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 par la réduction de l’accumulation de l’antibiotique dans la cellule, possible par une 

réduction de la perméabilité de la cellule (p. ex. : mutation d’un pore) ou encore 

l’acquisition d’une pompe à efflux propulsant l’antibiotique à l’extérieur de la cellule ; 

 par l’altération ou la destruction de l’antibiotique lui-même, possible par l’acquisition 

d’une enzyme capable d’intercepter l’antibiotique avant qu’il n’atteigne sa cible et de 

l’inactiver de quelconque manière. 

L’enzyme faisant l’objet de ce mémoire, la β-lactamase BlaC de M. tuberculosis, fait d’ailleurs 

partie de la dernière catégorie de mécanisme de résistance, étant responsable de l’inactivation 

des antibiotiques de type β-lactame. 

1.3 Les β-lactames et les β-lactamases 

Comme mentionné précédemment, une nouvelle solution pour le traitement de la tuberculose 

réside dans l’emploi d’une combinaison d’un β-lactame et d’un inhibiteur de β-lactamase, plus 

précisément l’ampicilline (proposée comme alternative au méropénème qui doit être administré 

par intraveineuse) et le clavulanate (Figure 1.2).25  

 

 

 

Figure 1.2.  Structure chimique de (A) l’ampicilline, un β-lactame, et du (B) clavulanate, un inhibiteur de β-
lactamases. Les structures ont été générées avec le logiciel ChemDraw (Cambridge, USA). 
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1.3.1 Mécanisme d’action des β-lactames 

Les β-lactames, qui comprennent la pénicilline découverte par Alexander Flemming, ont été le 

premier type d’antibiotique utilisé massivement en clinique. Ces antibiotiques à action 

bactéricide agissent en inhibant la synthèse de la paroi de peptidoglycane, prévenant ainsi la 

croissance, la reproduction et l’intégrité structurelle de la bactérie.26 Spécifiquement, les β-

lactames agissent par mimétisme moléculaire (Figure 1.3) sur les DD-transpeptidases, mieux 

connues sous le nom de penicillin-binding proteins (PBP), responsables d’effectuer les 

dernières étapes de la synthèse de la paroi de peptidoglycane. La structure moléculaire des β-

lactames s’apparente à celle du substrat naturel des PBPs, le D-alanyl-D-alanine, les acides 

aminés terminaux des peptides servant de liens entre les chaînes glycosidiques de NAG (N-

acétylglucosamine) et de NAM (acide N-acétylmuramique). Les β-lactames agissent en se liant 

de façon covalente au site actif des PBPs en réagissant avec leur sérine catalytique. Dû à leur 

nature intrinsèque différente de celle des D-alanyl-D-alanine, l’enzyme PBP est incapable de 

retirer l’antibiotique de son site actif, laissant l’enzyme inhibée de façon permanente.26 

 

 

 

Figure 1.3.  Comparaison de la structure chimique du (A) D-alanyl-D-alanine et d’un (B) β-lactame de type 
péname. Les structures colorées en rouge mettent en évidence le mimétisme moléculaire des β-
lactames. Les structures ont été générées avec le logiciel ChemDraw (Cambridge, USA). 

 

 

1.3.2 Les β-lactamases 

Les β-lactamases sont des enzymes similaires aux PBPs réagissant avec les β-lactames. Elles 

sont exprimées au niveau de la membrane plasmique des bactéries de façon à protéger les 



10 
 

PBPs chargé de synthétiser la paroi de peptidoglycane. Les β-lactamases se divisent en quatre 

classes (A, B, C et D) selon leur homologie structurelle et fonctionnelle.27 À l’exception des β-

lactamases de classe B qui sont des métallo-enzymes, les β-lactamases possèdent une sérine 

catalytique dans leur site actif qui leur permet de réagir avec les β-lactames de la même façon 

que les PBPs. Cependant, contrairement aux PBPs, les β-lactamases possède la capacité de 

retirer le β-lactame ayant réagit de leur site actif, produisant ainsi une molécule inactive et sans 

danger pour la bactérie (Figure 1.4).28 

Parmi les quatre différentes classes, les β-lactamases de classe A sont les plus connues et les 

plus répandues, en particulier chez bactéries Gram négatif. Cette classe comprend les β-

lactamases TEM, SHV et BlaC et se caractérise particulièrement par sa spécificité pour 

l’hydrolyse des β-lactames de type péname (Figure 1.5A) tels que la pénicilline.29 Initialement, 

une stratégie qui a été employée pour contrer l’action de ces β-lactamases a été de développer 

de nouveaux types de β-lactames tels que les céphèmes (Figure 1.5B). La stratégie s’est révélé 

efficace à ses débuts mais a rencontré des difficultés lorsqu’un certain nombre de mutations 

sont apparues dans l’environnement, générant des β-lactamases à spectre large connues sous 

le nom d’ESBL (extended spectrum β-lactamases) capables d’hydrolyser une grande variété de 

substrats avec efficacité.30,31 Par la suite, la découverte du clavulanate, un inhibiteur de β-

lactamase particulièrement efficace contre les β-lactamases de classe A, a permis l’élaboration 

de nouvelles thérapies combinant l’utilisation d’un β-lactame et de clavulanate pour inhiber 

l’action protectrice des β-lactamases.32 Encore une fois, un succès initial a été interrompu par 

l’apparition de nouvelles mutations, créant cette fois-ci des enzymes connues sous le nom 

d’IRT (inhibitor-resistant TEM, en raison de la découverte initiale de ces mutants chez TEM) 

possédant la propriété de résister à l’inhibition par le clavulanate tout en conservant leur pouvoir 

d’hydrolyse contre les β-lactames.33 Aujourd’hui, la principale solution contre ces enzymes de 

classe A repose sur l’utilisation des carbapénèmes ou des monobactames (Figure 1.5C-D), des 

β-lactames hydrolysés avec difficulté par la plupart des β-lactamases de cette classe.34 
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Figure 1.4.  Mécanisme réactionnel de l’hydrolyse d’un péname par BlaC. (A) La lysine 74 active la sérine 70 
pour lui permettre (B) d’effectuer une attaque nucléophile sur le β-lactame, ce qui a pour effet 
(C) d’ouvrir le β-lactame. (D-H) Le glutamate 166 permet la régénération de l’enzyme en 
délogeant l’antibiotique maintenant inactif. Les structures ont été générées avec le logiciel 
ChemDraw (Cambridge, USA). 
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Figure 1.5.  Structure de base des différents types d’antibiotiques β-lactames. (A) Les pénames, famille des 
pénicillines (p. ex. : benzylpénicilline, ampicilline, amoxicilline, etc.), (B) les céphèmes, famille 
des céphalosporines (p. ex. : céfalotine, céfoxitine, ceftriaxone, etc.), (C) les carbapénèmes (p. 
ex. : méropénème, imipénème, etc.) et (D) les monobactames (p. ex. : aztréoname, tigémoname, 
etc.). Noter le cycle β-lactame commun à tous les antibiotiques β-lactames. Les structures ont 
été générées avec le logiciel ChemDraw (Cambridge, USA). 

 

 

1.3.3 BlaC, la β-lactamase de Mycobacterium tuberculosis 

Comme mentionné précédemment, BlaC est une β-lactamase de classe A similaire à TEM-1 et 

SHV-1 (Figure 1.6), des β-lactamases largement répandues chez les bactéries Gram négatif.29 

Contrairement à TEM souvent retrouvée sur un plasmide, BlaC est une enzyme encodée sur le 

chromosome de M. tuberculosis et est un caractère intrinsèque à l’espèce tuberculosis.35  

Malgré ses similitudes avec le reste des β-lactamases de la classe A, BlaC (Figure 1.7) 

possède des caractéristiques qui lui sont particulières.8 La protéine BlaC possède 40% et 44% 

d’identité de séquence avec TEM-1 et SHV-1, respectivement (Figure 1.8). Contrairement à ces 

enzymes, BlaC possède un site actif particulièrement large qui lui permet d’accommoder une 

grande variété de β-lactames, allant des pénames, substrats classiques de la classe A, aux 

carbapénèmes, substrats rarement hydrolysé par ces mêmes enzymes.8 Cette caractéristique 

de BlaC fait d’elle une β-lactamase de type ESBL, ce qui est remarquable étant donné que M. 

tuberculosis n’a jamais été traité intensivement à l’aide de β-lactames et n’a donc pas été 

soumise à une pression sélective pour en arriver là.   
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Figure 1.6.  Superposition de la structure obtenue par cristallographie de BlaC (bleu), TEM-1 (cyan) et SHV-
1 (vert), des homologues structuraux de la classe A des β-lactamases. PDB : BlaC (2GDN) ; 
TEM-1 (1BTL) ; SHV-1 (1SHV). 
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Figure 1.7.  Structure de la β-lactamase BlaC et de son site actif. (A) L’enroulement de la protéine est suivi 
par le gradient de bleu à rouge. (B) Surface de l’enzyme ; la poche du site actif est colorée en 
jaune et la sérine catalytique en orange. (C) Résidus catalytiques de BlaC, communs aux β-
lactamases de classe A. PDB : 2GDN.  
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SHV-1_K._pneumoniae         ------MRYIRLCIISLLATLPLAVHASPQPLEQIKLSESQLSGRVGMIE 48 

TEM-1_E._coli               ----MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIE 48 

BlaC_M._tuberculosis        MAMLVSVTGCAR-HASGARPASTTLPAGADLADRFAELERRYDARLGVYV 49 

                                  :        .   .      . ..   :.   * . ..*:*    

 

SHV-1_K._pneumoniae         MDLASGRTLTAWRADERFPMMSTFKVVLCGAVLARVDAGDEQLERKIHYR 98 

TEM-1_E._coli               LDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYS 98 

BlaC_M._tuberculosis        PATGTT-AAIEYRADERFAFCSTFKAPLVAAVLHQN--PLTHLDKLITYT 98 

                                .      :*. :**.: ****  * .*** :       * : * *  

 

SHV-1_K._pneumoniae         QQDLVDYSPVSEKHLADGMTVGELCAAAITMSDNSAANLLLATVGGP--- 145 

TEM-1_E._coli               QNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGP--- 145 

BlaC_M._tuberculosis        SDDIRSISPVAQQHVQTGMTIGQLCDAAIRYSDGTAANLLLADLGGPGGG 145C 

                            ..*: . :*::.:::  ***: :** *:*  **.:*****:  :**     

 

SHV-1_K._pneumoniae         -AGLTAFLRQIGDNVTRLDRWETELNEALPGDARDTTTPASMAATLRKLL 194 

TEM-1_E._coli               -KELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPAAMATTLRKLL 194 

BlaC_M._tuberculosis        TAAFTGYLRSLGDTVSRLDAEEPELNRDPPGDERDTTTPHAIALVLQQLV 194 

                               .. : :.:** : ***  *.:**   *.* **** * ::*  :.:*: 

 

SHV-1_K._pneumoniae         TSQRLSARSQRQLLQWMVDDRVAGPLIRSVLPAGWFIADKTGAGERGARG 245 

TEM-1_E._coli               TGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGERGSRG 245 

BlaC_M._tuberculosis        LGNALPPDKRALLTDWMARNTTGAKRIRAGFPADWKVIDKTGTGDYGRAN 245 

                             .: *   .:  *  *:  : ..   :*:  *:.* : **:*:*: *  . 

 

SHV-1_K._pneumoniae         IVALLGPNNKAERIVVIYLRDTPASMAERNQQ--IAGIGAALIEHWQR 292 

TEM-1_E._coli               IIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQ--IAEIGASLIKHW-- 290 

BlaC_M._tuberculosis        DIAVVWSPTGVPYVVAVMSDRAGGGYDAEPREALLAEAATCVAGVLA- 293 

                             :*::.   .  .:*::.. :  :: ..: ::  :*.::..::      

Figure 1.8.  Alignement de séquences des β-lactamases de classe A BlaC, TEM-1 et SHV-1. Les résidus 
catalytiques sont mis en évidence. Les étoiles (*) indiquent les résidus conservés, les deux-
points (:) indiquent une conservation de fonction et les points (.) indiquent une similitude ; 
l’absence de caractère indique les résidus variables. L’alignement a été généré à l’aide de 
ClustalW2. La numérotation des résidus suit le système de numérotation standardisé des β-
lactamases de classe A de Ambler. 

 

 

Toutefois, comme démontré par Hugonnet et al. (2009),11 BlaC demeure sensible à l’action 

inhibitrice du clavulanate et permet l’utilisation d’une combinaison β-lactame et inhibiteur de β-

lactamase pour le traitement de l’infection par M. tuberculosis. 

1.3.4 Inhibition des β-lactamases par le clavulanate 

Le clavulanate est un β-lactame particulier produit par Streptomyces clavuligerus ayant la 

propriété d’inhiber de façon permanente les β-lactamases, celles de la classe A en particulier.32 

Sa découverte vers la fin des années 1970 a permis un renouveau de l’utilisation des 

antibiotiques β-lactames en clinique étant donné sa forte synergie avec ceux-ci. 

  



16 
 

 

Figure 1.9.  Mécanisme réactionnel proposé de l’inactivation de BlaC par le clavulanate. (A) L’inactivation 
débute par l’activation de la sérine 70 par la lysine 74 et (B) l’ouverture du cycle β-lactame 
comme lors d’une hydrolyse normale. (C-F) Une réorganisation de l’inhibiteur possible à cause 
d’une résonance et d’une molécule d’eau maintenue en place par l’arginine 220 mène à (G-I) 
trois adduits différents possibles, lesquels sont permanents. L’un d’eux (G) implique la 
participation de la sérine 130, les deux autres (H-I), une molécule d’eau. L’existence des adduits 
(F), (H) et (I) a été démontré par spectrométrie de masse et cristallographie.

36
 L’existence de (G) 

est suspectée par homologie à TEM.
32
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Par sa capacité à former un adduit permanent dans le site actif des β-lactamases, le 

clavulanate correspond exactement à ce que les β-lactames sont aux PBPs. Le clavulanate est 

un inhibiteur correspondant au modèle des substrats suicides étant donné qu’il interagit avec 

l’enzyme de la même manière que son substrat mais qu’une fois à l’intérieur du site actif, il 

effectue une série de modifications altérant le site actif de l’enzyme, la rendant non-

fonctionnelle de manière permanente (Figure 1.9).32,36 

1.4 Projet de recherche 

Tel qu’exposé maintes fois précédemment, l’emploi d’antibiotiques en clinique a toujours 

inévitablement mené à l’apparition de facteurs de résistance chez les microorganismes ciblés 

par les traitements. Connaissant ce problème, il convient maintenant de prévoir cette apparition 

de facteurs de résistance pour élaborer de nouveaux traitements avant même l’apparition de 

ces résistances en clinique pour éviter de se retrouver dans une impasse en terme de 

traitements. 

1.4.1 Problématique 

L’utilisation d’une combinaison de β-lactames et d’inhibiteur de β-lactamase n’est pas une 

stratégie nouvelle pour traiter les infections bactériennes. En effet, l’augmentine (combinaison 

amoxicilline/clavulanate) et la timentine (combinaison ticarcilline/clavulanate) sont disponible sur 

le marché depuis près de 20 ans et ont été employés pour traiter de nombreux types 

d’infections par des bactéries telles qu’Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae.37 L’exposition 

à ces combinaisons a mené à la sélection de facteurs de résistance sous la forme de mutations 

dans les gènes de β-lactamases de classe A chez les bactéries ciblées par le clavulanate. Ces 

mutations ont engendré des β-lactamases IRT (résistantes aux inhibiteurs) toujours efficace 

dans l’hydrolyse des pénames employés en combinaison avec le clavulanate.33 Ces mutations 

ont été documentées chez les β-lactamases TEM (E. coli) et SHV (K. pneumoniae) et il s’est 

révélé que les mutations procurant une résistance à l’inhibition était les mêmes dans la plupart 

des cas.33 Considérant cette information, il est pertinent de se questionner sur la possibilité que 

BlaC puisse évoluer de façon similaire lorsqu’exposé à la pression sélective du clavulanate 

étant donné qu’elle partage une forte homologie de structure avec TEM et SHV. 

En 2013, Kurz et al. ont répondu à cette question en introduisant certaines des mutations 

causant les hausses les plus importantes de résistance à l’inhibition présentes dans les β-
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lactamases de classe A chez BlaC.25 Ils montrèrent que, in vitro, les variantes IRT de BlaC se 

comportent globalement de la même façon que les enzymes IRT de TEM et SHV, prédisant 

l’apparition de résistance au clavulanate par le même chemin évolutif. Cependant, lorsque ces 

variantes IRT furent intégrées au génome de M. tuberculosis, aucune augmentation de la 

résistance ne fut observée dans ce contexte in vivo. Pour tenter d’expliquer cette contradiction 

entre les expériences in vitro et in vivo, les auteurs ont montré que malgré la résistance accrue 

des mutants IRT de BlaC, ceux-ci étaient totalement inactivés in vitro au bout de quelques 

heures. Dans le contexte d’une bactérie telle qu’E. coli, se reproduisant tous les 20 minutes en 

conditions optimales, la résistance contre le clavulanate de l’enzyme de quelques heures est 

largement suffisante. Toutefois, dans une bactérie au rythme de reproduction très lent comme 

M. tuberculosis (15 à 20 heures), la résistance de quelques heures de BlaC est insuffisante 

pour assurer la survie de la cellule jusqu’à la fin de son cycle de reproduction. Ainsi, bien que 

normalement suffisantes, les mutations IRT semblent insuffisantes pour permettre l’apparition 

de résistance au clavulanate chez M. tuberculosis.  

1.4.2 Hypothèse et objectifs de recherche 

En partant de la prémisse que M. tuberculosis n’a jamais été soumise de façon intensive à des 

traitements combinant β-lactames et inhibiteurs de β-lactamases et que BlaC, la β-lactamase 

de M. tuberculosis, fait partie de la classe A et partage une forte homologie structurale avec 

TEM et SHV, nous avions émis l’hypothèse que BlaC évoluerait de la même façon que les 

autres β-lactamases de classe A lorsqu’elle serait exposée aux traitements intégrant le 

clavulanate. Kurz et al. ont infirmé la possibilité que l’introduction d’une seule mutation IRT soit 

suffisante pour permettre l’apparition d’un phénotype de résistance au clavulanate.25 

Cependant, comme il a été observé dans le cas des mutations ayant généré des β-lactamases 

ESBL chez la classe A, il a souvent été nécessaire pour la survie de la bactérie d’inclure plus 

d’une mutation pour développer complètement le potentiel ESBL de l’enzyme. Nous avons donc 

suggéré que BlaC pourrait acquérir une résistance supérieure à l’inhibition par le clavulanate si 

plus d’une mutation IRT était introduite à l’intérieur de son site actif. 

Pour répondre à cette hypothèse, nous nous sommes donné les objectifs suivants : 

1. générer les mutants IRT de BlaC ainsi que des mutants combinant les différentes 

mutations IRT par mutagénèse dirigée ; 
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2. exprimer et purifier les mutants simples et combinatoires de BlaC ainsi que l’enzyme 

sauvage ; 

3. caractériser leur activité cinétique contre différents β-lactames ainsi que l’inhibition 

exercée par le clavulanate. 

1.5 Méthodologie 

 

1.5.1 Objectif 1 : Génération des mutants IRT de BlaC 

Le choix des mutations s’est effectuée sur la base de ce qui avait été observé en clinique et en 

laboratoire chez les β-lactamases TEM et SHV. Quatre mutations ont été choisies : C69L, 

S130G, R220S et K234R (Figure 1.10).33,38, Chacune implique la modification d’un résidu du 

site actif mais ceux-ci ne sont pas tous impliqués dans le mécanisme de réaction avec le 

clavulanate.33 C’est le cas de la cystéine (méthionine chez TEM et SHV) 69 qui est la voisine de 

la sérine 70. Il a été observé chez TEM que lorsque ce résidu est muté en leucine, isoleucine ou 

valine, une augmentation de la résistance au clavulanate en résulte.33,39 Il a été suggéré que 

l’effet hydrophobe des substitutions puisse avoir la capacité de repousser les petits β-lactames 

comme le clavulanate sans trop affecter l’affinité de l’enzyme mutante pour les autres β-

lactames.40 Il a également été observé que cette mutation engendre un changement de 

l’orientation de la sérine 70, affectant possiblement le mécanisme d’inhibition du clavulanate en 

rendant difficile l’attaque nucléophile de la sérine 130.40 Cette sérine 130 est d’ailleurs une cible 

logique de mutation pour prévenir l’inhibition par le clavulanate étant donné son rôle crucial 

dans le mécanisme réactionnel.33,41 En l’absence de la sérine 130 comme dans le cas de la 

mutation S130G, une molécule d’eau prend la position de la chaîne latérale absente.41 Cette 

molécule d’eau permet au clavulanate d’effectuer tout de même son action inhibitrice, mais 

avec une efficacité très réduite.41 L’arginine 220 a la particularité d’être absente chez TEM-1 et 

SHV-1 et d’être remplacée par l’arginine 244.8 Malgré leur origine différente au sein du site actif, 

le groupement guanidinium de leur chaîne latérale respective terminent au même endroit dans 

le site actif.8 L’arginine 244 joue un rôle dans le mécanisme d’inhibition en coordonnant une 

molécule d’eau qui déstabilise la molécule de clavulanate.25,42-44 En l’absence de l’arginine 244, 

une molécule d’eau peut encore participer à la réaction, bien que de façon beaucoup moins 

efficace. Le dernier résidu, la lysine 234, est quant à lui impliqué dans la reconnaissance des 
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substrats et la stabilisation de l’état de transition.45 Cette mutation a été observée seule dans un 

isolat clinique unique, identifié SHV-84.46 

 

 

 

Figure 1.10.  Superposition du site actif de BlaC (bleu), TEM-1 (cyan) et SHV-1 (vert). La sérine catalytique 
des trois β-lactamases est colorée en rouge. Les quatre positions sélectionnées pour une 
substitution IRT sont affichées autour de la sérine 70. 

 

 

Pour introduire ces mutations à l’intérieur du gène blaC, nous avons procédé par mutagénèse 

dirigée en employant la technique de la PCR QuikChange. Cette technique implique l’utilisation 

d’amorces complémentaires qui superpose le codon à modifier. La séquence des amorces 

correspond à celle du gène à l’exception de celle du codon : les amorces contiennent la 

mutation à être insérée. Avec la PCR, le gène est répliqué en grand nombre à partir des 
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amorces employées, ce qui résulte en un grand nombre de copies du gène contenant la 

mutation désirée. Les quatre mutants sélectionnés ont été générés, puis des mutants 

combinatoires ont été générés à leur tour, à savoir : C69L-S130G, C69L-R220S, C69L-K234R, 

S130G-R220S, S130G-K234R et R220S-K234R. 

1.5.2 Objectif 2 : Expression et purification des variantes de BlaC 

Pour effectuer l’expression et la purification des variantes de BlaC, les différents gènes ont été 

sous-clonés dans le vecteur d’expression pET28a et ceux-ci transformés dans E. coli BL21 

(DE3). L’inclusion des gènes dans pET28a permet le contrôle de l’expression du gène par 

l’intermédiaire d’un opéron lac modifié. L’ajout d’isopropyl β-D-1-thiogalactoside (IPTG), un 

analogue non-métabolisable du lactose, au milieu de culture induit l’expression sous le contrôle 

de l’opérateur lac en liant la protéine LacI qui empêche la transcription du gène. Ce contrôle 

permet le déclenchement de l’expression de la protéine recombinante à un moment opportun 

de la croissance, c’est-à-dire dans la phase exponentielle de croissance lorsque le métabolisme 

de la bactérie est à son maximum.  

L’introduction des variantes de BlaC dans le vecteur pET28a permet aussi l’ajout d’une 

étiquette histidine, utilisée pour la purification de la protéine. La séquence d’acides aminés 

ajoutée, longue d’une dizaine de résidus, comporte six histidines consécutives qui possèdent 

une forte affinité pour les ions métalliques divalents. Son addition à la protéine à purifier permet 

l’utilisation d’une colonne de chromatographie d’affinité, composée d’une résine chargée 

d’atomes de nickel(II) avec lesquels l’étiquette histidine interagit suffisamment fort pour 

accrocher les protéines la possédant alors que les autres protéines sont évacuées hors de la 

colonne. Après plusieurs lavages successifs de la colonne afin d’éliminer toutes les protéines 

s’étant accrochées de manière non-spécifique, la protéine étiquetée est éluée à l’aide d’un 

gradient d’imidazole, une molécule fortement similaire aux histidines, qui prennent alors la place 

des protéines sur la colonne de nickel. 

1.5.3 Objectif 3 : Caractérisation cinétique des variantes de BlaC 

Pour évaluer l’activité enzymatique des variantes de BlaC, nous avons observé la dégradation 

des substrats β-lactames par les enzymes à l’aide de la spectrophotométrie. En effet, les β-

lactames ont la propriété d’absorber la lumière dans l’ultra-violet, ce qui permet de déterminer 

leur concentration en solution. Lorsque ceux-ci sont hydrolysés par l’action d’une β-lactamase, 
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ils cessent d’absorber la lumière et un changement dans l’absorbance de solution peut être 

détecté. Comme expliqué par la loi de Beer-Lambert : 

       (1) 

où A représente l’absorbance d’une solution ; 

 ε représente le coefficient d’extinction molaire d’une molécule à 

une longueur d’onde donnée exprimée en cm-1M-1 ; 

 l représente la longueur parcourue par la lumière dans la solution 

exprimée en cm ; 

 c représente la concentration de la molécule absorbant la lumière 

exprimée en M. 

Grâce à la loi de Beer-Lambert démontrant que l’absorbance de la solution est directement 

proportionnelle à sa concentration en molécule, il est possible de convertir la vitesse de la 

variation de l’absorbance en vitesse d’hydrolyse des β-lactames. 

La cinétique de l’activité enzymatique des variantes de BlaC a été étudiée selon le modèle de 

Michaelis-Menten, qui met en relation la vitesse d’une réaction enzymatique à la concentration 

en enzyme et en substrat d’une solution : 

   
          

      
 (2) 

où v représente la vitesse de la réaction enzymatique exprimée en 

M.s-1 ; 

 kcat représente la constante catalytique de l’enzyme pour son 

substrat exprimée en s-1 ; 

 Km représente la constante d’affinité de l’enzyme pour son substrat 

exprimée en M ; 

 [E] représente la concentration d’enzyme dans le milieu 

réactionnel exprimée en M ; 

 [S] représente la concentration initiale de substrat dans le milieu 

réactionnel exprimée en M. 

Les constantes obtenues par l’équation de Michaelis-Menten permettent de comparer l’activité 

enzymatique des différentes enzymes. La constante catalytique (kcat) exprime la vitesse à 
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laquelle l’enzyme convertit son substrat en produit, la constante d’affinité (Km) exprime la qualité 

de l’affinité avec laquelle l’enzyme lie son substrat et le rapport kcat/Km donne une appréciation 

générale de l’efficacité enzymatique de l’enzyme. 

En dernier lieu, l’inhibition des variantes de BlaC a été évaluée avec le modèle d’inhibition 

irréversible décrit par Krippendorff et al. mettant en relation la concentration d’inhibiteur lorsque 

l’activité enzymatique atteint 50% d’inhibition (IC50) au temps d’incubation de l’enzyme avec 

l’inhibiteur :47 

                   
 

  
   

                  

             
         (3) 

      
       

     
 

  
          

 ; 

où IC50(t) représente la variation de l’IC50 en fonction du temps 

exprimée en M ; 

 t représente le temps d’incubation de l’enzyme avec son inhibiteur 

exprimé en s ; 

 kinac représente la constante d’inactivation de l’enzyme par son 

inhibiteur exprimé en s-1 ; 

 Ki représente la constante d’affinité de l’enzyme pour son inhibiteur 

exprimée en M ; 

 Km représente la constante d’affinité de l’enzyme pour son substrat 

exprimée en M ; 

 S représente la concentration initiale de substrat dans le milieu 

réactionnel exprimée en M. 

Comme dans le cas des constantes cinétiques de l’équation de Michaelis-Menten, les 

constantes obtenues par le modèle d’inhibition de Krippendorf et al. permettent de comparer les 

variantes de BlaC en terme d’inhibition par le clavulanate. La constante d’inactivation (kinac) 

exprime la vitesse à laquelle l’enzyme est inactivée par son inhibiteur, la constante d’affinité (Ki) 

exprime la qualité de l’affinité avec laquelle l’enzyme lie son inhibiteur et le rapport kinac/Ki donne 

une appréciation générale de l’efficacité inhibitrice du clavulanate sur l’enzyme. 
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CHAPITRE 2.  
ARTICLE 

L’article suivant a été soumis le 30 septembre 2014 au Journal Protein Science et a été accepté 

le 3 décembre 2014.  

2.1 Contribution des auteurs 

Philippe Egesborg a effectué la cinétique enzymatique des mutants IRT de BlaC avec les 

différents substrats étudiés. Il a mis au point la cinétique d’inhibition irréversible de Krippendorf 

pour BlaC et ses mutants conjointement avec Hélène Carlettini puis a effectué les expériences 

d’inhibition sur les différents variants de BlaC. Il a aussi effectué la mutagénèse dirigée 

nécessaires pour l’obtention des mutants doubles IRT de BlaC. Il a également participé à 

l’écriture de l’article dans sa forme final. 

Hélène Carlettini a mis au point la cinétique enzymatique de Michaelis-Menten pour l’enzyme 

BlaC puis a effectué sa cinétique avec les différents substrats étudiés. Elle a effectué la 

mutagénèse dirigée nécessaire pour l’obtention de plusieurs mutants simples IRT de BlaC 

(C69L, R220S, K234R). Elle a effectué la majeure partie de la revue de littérature entourant le 

sujet de BlaC et des β-lactamases et est la principale responsable de la rédaction de la 

première forme de l’article tel qu’il était en fin de l’année 2013. 

Jordan P. Volpato a démarré le projet de BlaC. Il a mis au point la purification de BlaC et a 

effectué la mutagénèse dirigée pour l’obtention du mutant simple S130G. 

Nicolas Doucet a dirigé l’ensemble du projet de BlaC. Il a été responsable du financement du 

projet. Il a participé à la rédaction de l’article de BlaC et a été le principal correcteur de celui-ci. 

2.2 Résumé de l’article 

Pour le résumé en français de l’article, voir la page v de la section liminaire du mémoire. 
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CHAPITRE 3.  
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Les maladies infectieuses ont depuis toujours été une source importante de mortalité dans les 

populations humaines, particulièrement lorsque celles-ci on adopté un mode vie sédentaire et 

que leur nombre s’est mis à croître de façon exponentielle. Depuis, les progrès de la médecine 

moderne et des conditions sanitaires ont permis de limiter la propagation de ces maladies et 

d’améliorer grandement les chances de survie des individus atteints. Cependant, de nombreux 

nouveaux défis à relever par la communauté scientifique demeurent présents. 

Les résistances aux antibiotiques ont toujours existé à côté des antibiotiques eux-mêmes, mais 

leur présence s’est répandue dans l’ensemble du microbiome à une vitesse grandement 

accélérée depuis le début de l’utilisation des antibiotiques vers 1950. De nombreuses 

générations d’antibiotiques ont vu le jour depuis, ciblant une grande variété de processus 

essentiels aux bactéries infectieuses, et toutes ont éventuellement rencontré une augmentation 

importante de la résistance chez les pathogènes ciblés à l’intérieur de quelques décennies 

d’utilisation. Le problème grandissant de la résistance aux antibiotiques a éventuellement forcé 

l’OMS à émettre des recommandations sur une utilisation plus responsable des antibiotiques, 

encourageant les professionnels de la santé à prescrire des antibiotiques de façon vigilante 

ainsi qu’à instruire leurs patients sur l’importance de respecter la posologie de leur traitement. 

Ces mesures ont pour but de ralentir la propagation des facteurs de résistance dans la 

population bactérienne mais ne constituent pas une solution à long terme, la pression sélective 

ne pouvant être contrée de cette simple façon.  

Étant donné que le phénomène de pression sélective ne peut être évité, il convient de tenter de 

prévoir sa direction et d’adopter une attitude proactive plutôt que réactive. Dans le cas des β-

lactamases telles que BlaC, l’histoire nous a montré leur grande stabilité structurelle qui leur 

permet de supporter une grande variété de mutations. La grande majorité de ces mutations 

affecte directement la topologie du site actif, permettant l’accommodation des volumineux 

céphèmes et carbapénèmes dans le cas des β-lactamases ESBL, ou encore l’élimination 

d’éléments clés aux mécanismes d’inhibitions dans le cas des β-lactamases IRT. En raison de 

leur forte homologie structurelle et de plusieurs résidus conservés à travers la famille des β-

lactamases de classe A, il devient possible de prédire les modifications génétiques qui seront 

privilégiées par les microorganismes ciblés par les traitements actuels et prévoir des traitements 
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qui vaincront ces mêmes modifications, accélérant ainsi nos connaissances de plusieurs 

années. 

BlaC est une β-lactamase ESBL à l’état sauvage malgré le fait que M. tuberculosis n’ait jamais 

été traitée de façon intensive à l’aide de β-lactames. Néanmoins, comme les autres β-

lactamases de classe A, elle est sensible à l’inhibition irréversible par le clavulanate. Suite à 

leur exposition aux combinaisons β-lactame et inhibiteur de β-lactamases, de nombreuses 

espèces bactériennes ont développé de nouvelles β-lactamases de classe A (TEM, SHV) 

pouvant résister à l’action du clavulanate. Les positions mutées, nommées IRT, se sont 

révélées être des résidus conservés chez les β-lactamases de classe A. Conséquemment, nous 

avons émis l’hypothèse que BlaC pourrait acquérir un phénotype de résistance au clavulanate 

par les mêmes mutations à l’intérieur de sa structure. Comme l’ont montré nos résultats et ceux 

de Kurz et al., les essais cinétiques in vitro montre une acquisition marquée de résistance à 

l’action du clavulanate chez plusieurs mutants IRT de BlaC, notamment S130G, R220S et 

K234R. Cependant, il a été montré que, contrairement à ce qui est observé chez des espèces 

telles que E. coli et K. pneumoniae, ces mutants IRT sont insuffisants pour permettre à M. 

tuberculosis d’acquérir une résistance à la combinaison ampicilline/clavulanate en raison de son 

métabolisme inhabituellement lent. 

Bien que cela n’ait jamais été observé chez des β-lactamases de classe A, nous avons alors 

émis l’hypothèse qu’une combinaison de mutations IRT pourrait conférer à BlaC une résistance 

accrue au clavulanate. Nous avons montré dans cette étude que les combinaisons S130G-

K234R et R220S-K234R conféraient non-seulement une résistance supérieure au clavulanate 

que leurs mutants simples respectifs, mais également une activité significative au-delà du 

temps de reproduction de M. tuberculosis avoisinant 24 heures. Ceci montre qu’il est possible 

d’obtenir une β-lactamase possédant un temps d’inactivation par le clavulanate compatible avec 

le lent métabolisme de M. tuberculosis et pouvant possiblement procurer une résistance réelle 

in vivo. Cette acquisition de résistance par BlaC se fait cependant au coût d’une activité 

hydrolytique réduite, et plus particulièrement au coût de son large spectre d’action. En effet, en 

se spécialisant dans la résistance au clavulanate, les variantes IRT doubles ont perdu la 

capacité d’hydrolyser les céphèmes tel que la céphalotine, une céphalosporine aisément 

hydrolysée par la forme sauvage de BlaC.  

L’obtention d’une bactérie qui possèderait la double mutation S130G-K234R ou R220S-K234R 

serait un évènement extrêmement rare si ces deux mutations devaient survenir au même 

moment. Toutefois, celle-ci devient davantage possible si ces mutations peuvent apparaître de 
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façon séquentielle. En effet, si une mutation ne s’effectue pas au détriment du fonctionnement 

de l’enzyme, celle-ci peut se répandre au sein de la population bactérienne. Comme montré 

dans l’étude de Kurz et al.25 et par nos résultats in vitro, l’acquisition d’une mutation simple IRT 

ne se fait pas au détriment de la survie de M. tuberculosis en présence de β-lactames et de 

l’efficacité cinétique de BlaC. Ainsi, la possibilité d’observer ces mutants doubles IRT capable 

de résistance soutenue face au clavulanate est relativement plausible, d’autant plus qu’il existe 

possiblement d’autres combinaisons de mutations générant de tels effets. Aussi, si l’on 

considère simplement la grande quantité de cellules de M. tuberculosis à travers le monde 

(plusieurs dizaines de millier ou plus de bactéries par personne affectée multiplié par le tiers de 

la population mondiale), on en vient à l’évidence qu’une bactérie possédant les caractères 

requis pour résister au clavulanate va apparaître éventuellement, considérant qu’environ une 

cellule de M. tuberculosis sur mille va faire une erreur dans son génome en se divisant en 

conditions normales. 

En conclusion, la combinaison suggérée d’ampicilline/clavulanate pourrait être modifiée par une 

combinaison céphalosporine/clavulanate, qui pourrait contrer une évolution vers les mutants de 

BlaC décrits dans cette étude. Cette étude montre aussi la pertinence des études de 

mutagénèse dirigée et semi-aléatoire, permettant de prévoir les chemins évolutifs qui risqueront 

d’être favorisé par la pression sélective des traitements par antibiotiques contre les infections 

bactériennes. 
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ANNEXE 1. 
ARTICLE SUPPORTING INFORMATION 

Table S1.  Percentage sequence identity between BlaC (M. tuberculosis), BlaA (Y. enterocolitica), TEM-1 (E. 
coli) and SHV-1 (K. penumoniae) β-lactamases.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Table S2.  Substrate and inhibitor concentrations used in the present study. See Materials and Methods for 

details. 

BlaC WT kinetics studies 

BZ: [E] = 5nM [BZ] = 85 - 850µM 

AMP:  [E] = 60nM [AMP] = 75 - 1500µM 

CF: [E] = 35nM [CF] = 150 - 500µM 

FOX: [E] = 50nM [FOX] = 50 - 300µM 

CRO: [E] = 70nM [CRO] = 90 - 260µM 

 

BlaC WT Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 15nM [BZ] = 750µM [CLA] = 0 - 12µM t = 0 - 5min 

Inhibition over 24h: [E] = 25nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

BlaC C69L kinetics studies 

BZ: [E] = 15nM [BZ] = 50 - 1000µM 

AMP:  [E] = 60nM [AMP] = 75 - 1500µM 

CF: [E] = 35nM [CF] = 150 - 500µM 

FOX: [E] = 750nM [FOX] = 40 - 250µM 

CRO: [E] = 1000nM [CRO] = 40 - 290µM 

 

BlaC C69L Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 15nM [BZ] = 700µM [CLA] = 0 - 21µM t = 0 - 5min 

Inhibition over 24h: [E] = 100nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

 

Identity (%) 

  BlaC TEM-1 SHV-1 BlaA 

BlaC 100 40 44 47 

TEM-1 

 

100 65 39 

SHV-1 

  

100 41 

BlaA       100 
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BlaC S130G kinetics studies 

BZ: [E] = 20nM [BZ] = 175 - 3600µM 

AMP:  [E] = 160nM [AMP] = 370 - 4700µM 

CF: [E] = 1000nM [CF] = 50 - 500µM 

FOX: [E] = n/m [FOX] = n/m 

CRO: [E] = n/m [CRO] = n/m 

 

BlaC S130G Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 20nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 0 - 500µM t = 0 - 60min 

Inhibition over 24h: [E] = 40nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

BlaC R220S kinetics studies 

BZ: [E] = 15nM [BZ] = 400 - 6000µM 

AMP:  [E] = 150nM [AMP] = 500 - 4000µM 

CF: [E] = 2000nM [CF] = 150 - 500µM 

FOX: [E] = n/m [FOX] = n/m 

CRO: [E] = n/m [CRO] = n/m 

 

BlaC R220S Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 15nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 0 - 500µM t = 0 - 40min 

Inhibition over 24h: [E] = 25nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

BlaC K234R kinetics studies 

BZ: [E] = 5nM [BZ] = 350 - 3500µM 

AMP:  [E] = 5nM [AMP] = 200 - 4000µM 

CF: [E] = 50nM [CF] = 50 - 500µM 

FOX: [E] = 220nM [FOX] = 70 - 400µM 

CRO: [E] = n/m [CRO] = n/m 

 

BlaC K234R Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 5nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 0 - 120µM t = 0 - 10min 

Inhibition over 24h: [E] = 10nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

BlaC C69L+K234R kinetics studies 

BZ: [E] = 5nM [BZ] = 500 - 4000µM 

AMP:  [E] = 10nM [AMP] = 400 - 4000µM 

CF: [E] = 1800nM [CF] = 40 - 400µM 

FOX: [E] = 2400nM [FOX] = 50 - 400µM 

CRO: [E] = n/m [CRO] = n/m 
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BlaC C69L+K234R Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 5nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 0 - 140µM t = 0 - 20min 

Inhibition over 24h: [E] = 5nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

BlaC S130G+K234R kinetics studies 

BZ: [E] = 500nM [BZ] = 450 - 4000µM 

AMP:  [E] = 3000nM [AMP] = 500 - 4500µM 

CF: [E] = n/m [CF] = n/m 

FOX: [E] = n/m [FOX] = n/m 

CRO: [E] = n/m [CRO] = n/m 

 

BlaC S130G+K234R Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 500nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 0 - 600µM t = 0 - 300min 

Inhibition over 24h: [E] = 130nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 

 

BlaC R220S+K234R kinetics studies 

BZ: [E] = 100nM [BZ] = 400 - 4000µM 

AMP:  [E] = 650nM [AMP] = 500 - 4000µM 

CF: [E] = n/m [CF] = n/m 

FOX: [E] = n/m [FOX] = n/m 

CRO: [E] = n/m [CRO] = n/m 

 

BlaC R220S+K234R Inhibition studies 

Krippendorff: [E] = 100nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 0 - 1000µM t = 0 - 60min 

Inhibition over 24h: [E] = 100nM [BZ] = 1000µM [CLA] = 25µM 
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SHV-1_K._pneumoniae         ------MRYIRLCIISLLATLPLAVHASPQPLEQIKLSESQLSGRVGMIE 48 

TEM-1_E._coli               ----MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIE 48 

BlaC_M._tuberculosis        MAMLVSVTGCAR-HASGARPASTTLPAGADLADRFAELERRYDARLGVYV 49 

BlaA_Y._enterocolitica      LRRSLLLAGITLPLVSFALPAWANALP-ASVDKQLAELERNANGRLGVAM 49 

                                  :        .   .      . ..   :.   * . ..*:*    

 

SHV-1_K._pneumoniae         MDLASGRTLTAWRADERFPMMSTFKVVLCGAVLARVDAGDEQLERKIHYR 98 

TEM-1_E._coli               LDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYS 98 

BlaC_M._tuberculosis        PATGTT-AAIEYRADERFAFCSTFKAPLVAAVLHQN--PLTHLDKLITYT 98 

BlaA_Y._enterocolitica      INTGNG-TKILYRAAQRFPFCSTFKFMLAAAVLDQSQSQPNLLNKHINYH 98 

                                .      :*. :**.: ****  * .*** :       * : * *  

 

SHV-1_K._pneumoniae         QQDLVDYSPVSEKHLADGMTVGELCAAAITMSDNSAANLLLATVGGP--- 145 

TEM-1_E._coli               QNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGP--- 145 

BlaC_M._tuberculosis        SDDIRSISPVAQQHVQTGMTIGQLCDAAIRYSDGTAANLLLADLGGPGGG 145C 

BlaA_Y._enterocolitica      ESDLLSYAPITRKNLAHGMTVSELCAATIQYSDNTAANLLIKELGG---- 144 

                            ..*: . :*::.:::  ***: :** *:*  **.:*****:  :**     

 

SHV-1_K._pneumoniae         -AGLTAFLRQIGDNVTRLDRWETELNEALPGDARDTTTPASMAATLRKLL 194 

TEM-1_E._coli               -KELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPAAMATTLRKLL 194 

BlaC_M._tuberculosis        TAAFTGYLRSLGDTVSRLDAEEPELNRDPPGDERDTTTPHAIALVLQQLV 194 

BlaA_Y._enterocolitica      LAAVNQFARSIGDQMFRLDRWEPDLNTARPNDPRDTTTPAAMAASMNKLV 194 

                               .. : :.:** : ***  *.:**   *.* **** * ::*  :.:*: 

 

SHV-1_K._pneumoniae         TSQRLSARSQRQLLQWMVDDRVAGPLIRSVLPAGWFIADKTGAGERGARG 245 

TEM-1_E._coli               TGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGERGSRG 245 

BlaC_M._tuberculosis        LGNALPPDKRALLTDWMARNTTGAKRIRAGFPADWKVIDKTGTGDYGRAN 245 

BlaA_Y._enterocolitica      LGDALRPAQRSQLAVWLKGNTTGDATIRAGAPTDWIVGDKTGSGDYGTTN 245 

                             .: *   .:  *  *:  : ..   :*:  *:.* : **:*:*: *  . 

 

SHV-1_K._pneumoniae         IVALLGPNNKAERIVVIYLRDTPASMAERNQQ--IAGIGAALIEHWQR 292 

TEM-1_E._coli               IIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQ--IAEIGASLIKHW-- 290 

BlaC_M._tuberculosis        DIAVVWSPTGVPYVVAVMSDRAGGGYDAEPREALLAEAATCVAGVLA- 293 

BlaA_Y._enterocolitica      DIAVLWPTKGAPIVLVVYFTQREK--DAKPRRDVLASVTKIILSQIS- 291 

 

Figure S1.  Sequence alignment between SHV-1 (K. penumoniae), TEM-1 (E. coli), BlaC (M. tuberculosis) and 
BlaA (Y. enterocolitica) β-lactamases. The catalytic serine nucleophile (S70) is colored yellow and 
the mutated IRT positions 69, 130, 220, and 234 are colored cyan. Alignment was performed with 
ClustalW2. Residues are numbered according to the standardized class A β-lactamases 
numbering system proposed by Ambler et al.  
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Figure S2.  Examples of inhibition data and fits to the Krippendorf equation. The left column shows the 
decreasing activity of the enzymes when exposed to an increasing concentration of CLA. The 
data also show the inactivation effect of CLA when the enzymes are incubated with the inhibitor 
for an increasing amount of time. The concentrations of CLA when the enzyme reaches 50% 
activity (IC50) are then plotted against time in the 3D fit of the Krippendorff equation, allowing 
the calculation of Ki and kinac by extrapolation. 
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Figure S3.  Examples of linear plots from the titration data. The value of [I0]/[E0] at the X-axis intercept is 
equal to the partition ratio kcat/kinac of the enzyme versus CLA, the inhibitor studied in the 
present work. 
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ANNEXE 2. 
SÉQUENCE DU GÈNE blaC OPTIMISÉ POUR E. COLI 

blaC (sans peptide signal) avec étiquette histidine (his-tag). 

 

ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG CCG 

CGC GGC AGC CAT ATG GAC CTG GCA GAT CGC TTC GCA GAA CTG GAA CGC 

CGT TAC GAC GCA CGC CTG GGT GTC TAT GTT CCG GCA ACG GGC ACG ACC 

GCA GCA ATT GAA TAT CGT GCA GAT GAA CGC TTT GCT TTC TGC AGC ACG 

TTT AAA GCA CCG CTG GTT GCG GCA GTC CTG CAT CAG AAC CCG CTG ACC 

CAC CTG GAT AAA CTG ATC ACG TAC ACC TCT GAT GAC ATT CGT AGC ATC 

TCT CCG GTG GCG CAG CAA CAT GTT CAG ACG GGC ATG ACC ATT GGT CAA 

CTG TGT GAT GCA GCT ATC CGC TAT TCC GAC GGT ACG GCA GCA AAC CTG 

CTG CTG GCA GAT CTG GGC GGT CCG GGC GGT GGC ACG GCA GCT TTT ACC 

GGT TAC CTG CGT AGT CTG GGT GAT ACC GTG TCC CGT CTG GAC GCA GAA 

GAA CCG GAA CTG AAT CGT GAT CCG CCG GGT GAT GAA CGT GAC ACC ACG 

ACC CCG CAC GCA ATT GCA CTG GTC CTG CAG CAA CTG GTG CTG GGT AAC 

GCG CTG CCG CCG GAT AAA CGT GCA CTG CTG ACC GAC TGG ATG GCA CGT 

AAT ACG ACC GGC GCC AAA CGT ATT CGC GCA GGT TTC CCG GCT GAT TGG 

AAA GTT ATC GAC AAA ACG GGC ACC GGT GAT TAT GGC CGT GCG AAT GAC 

ATC GCC GTG GTT TGG TCA CCG ACC GGT GTT CCG TAT GTC GTG GCA GTC 

ATG TCG GAT CGT GCG GGT GGC GGC TAC GAC GCA GAA CCG CGT GAA GCT 

CTG CTG GCT GAA GCG GCG ACC TGC GTT GCT GGT GTG CTG GCA TAA 

HIS-TAG 

NdeI 


