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SOMMAIRE

Le transport du xylobiose et du cellobiose chez le mutant pléiotropique, S. lividans 10-
164 est défectueux. Ceci est la conséquence de la mutation au niveau du géne msiK. Afin de
faciliter la caractérisation de la protéine MsiK, codée par ce géne msiK, un systéme d’expression

et de purification a été mis au point chez Escherichia coli.

L'objet de cette étude est donc la protéine MsiK de S. /ividans. La purification des
protéines mutantes et fonctionnelles a été facilitée en amplifiant respectivement, le géne msiK
de la souche 10-164 et du plasmide pIAF48, par amplification élective in vitro (PCR) dans le
but d'insérer une queue de six résidus histidine a I'extrémité 5' des génes. Les amplicons ont été
clonés dans les vecteurs d’expression pT7-5 et pIJ702 afin de permettre une sur-expression des
geénes codant les protéines chez les souches E. coli BL21(DE3) et S. lividans 10-164,
respectivement. Les protéines exprimées chez E. coli ont ensuite été purifiées par

chromatographie d’affinité sur une colonne de résine Ni-NTA.

L'expression de la protéine recombinante chez S. lividans 10-164 nous a permis de
vérifier sur milieu RBB-xylane, I'effet de la queue de polyhistidine sur la protéine recombinante
MsiK quant a son activité. Des zones d’éclaircissements (hydrolyse du xylane par les xylanases
sécrétées dans le milieu) semblables a celle produite par la souche sauvage sont présentes autour

des clones positifs. Ceci démontre donc que la queue de polyhistidine n’affecte pas I'activité de
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INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le groupe de recherche sur les streptomycétes de I'Institut Armand-Frappier étudie la
régulation, la sécrétion et la structure des enzymes hémicellulolytiques de Streptomyces
lividans. Par mutagénése au NTG, le mutant pléiotropique cellulase et xylanase négatif, S.
lividans 10-164, a été obtenu dans les laboratoires des Dr D. Kluepfel, R. Morosoli et F.

Shareck de I'Institut Armand-Frappier (Québec, Canada).

Tout récemment, Hurtubise ef al. (1995) ont isolé le géne reconférant le phénotype
sauvage au mutant 10-164. Ce géne, nommé msiK (“multiple sugar import™) code pour une
protéine qui lie I’ ATP. Cette protéine a de fortes homologies avec les protéines MalK, UgpC,
SfuC et MsmK, des protéines faisant partie de systémes de transport énergie-dépendant (Ames,
1986; Kuan et al., 1995). Plus précisément, la protéine MsiK fait partie de la classe I de la
famille des transporteurs ABC. La protéine MsiK serait donc responsable de la liaison et
I'hydrolyse d'ATP afin de fournir !'énergie requise & une perméase qui transporte les

disaccharides inducteurs des génes cel et xin.

La mutation au niveau du géne msiK de la souche S. lividans 10-164 se situe dans le
motif Walker B, un des deux sites consensus de cette protéine. Ces motifs Walker (A et B) sont
conservés chez les protéines qui lient I'ATP. Selon la littérature, une mutation dans un de ces

deux sites rend la protéine inactive.
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Afin de mieux comprendre le transport des sucres inducteurs des génes ce/ et x/n, il est
nécessaire de connaitre les caractéristiques des protéines impliquées dans celui-ci. Ce travail
consiste donc & exprimer, purifier et caractériser la protéine MsiK de . /ividans, une protéine

essentielle au transport du xylobiose et cellobiose chez cette souche.



REVUE DE LITTERATURE



1. LES STREPTOMYCETES

1.1 Généralités

Les streptomycétes sont des bactéries Gram positive de l'ordre des Actinomycetales. Ces
bactéries filamenteuses sont non-pathogénes et retrouvées majoritairement dans le sol. Elles
obtiennent leur source de carbone par la sécrétion de divers enzymes extra-cellulaires
hydrolytiques telles que les hémicellulases qui dégradent I'hémicellulose. Ces bactéries ont un
cycle de vie complexe; a partir d'une spore se développe un mycélium végétatif branché et non
cloisonné qui se cannibalise pour former un mycélium aérien (figure 1). C'est a partir d'un
fractionnement du mycélium aérien qu'on obtient & nouveau des spores (Chater, 1984). Les
streptomycétes ont une autre caractéristique bien particuliére, soit un contenu génétique riche
en guanine (G) et cytosine (C) (70-73%). Cette particularité augmente leur résistance aux
rayons ultra-violets et peut méme étre un facteur important permettant a la bactérie de transcrire

une variété de génes hétérologues (Hopwood, 1989).

1.2 Importance industrielle des streptomycétes

Du point de vue industriel, les streptomycétes sont bien connus pour leur capacité &
produire une grande quantité de métabolites secondaires ainsi que divers antibiotiques
diimportance médicale. Egalement, les streptomycétes possédent tous les enzymes nécessaires
a la dégradation de la biomasse lignocellulosique. Parmi ces enzymes, on retrouve les cellulases

et les xylanases (Ishaque et Kluepfel, 1981; Kluepfel ez al., 1986). Ces enzymes ont gagné



/ o germination
) 01

libération de spores
"t mycélium basal
s.. H
'al o
-
Lor”
début de la phase
secondaire
A (fragmentation du
mycélium basal)
épaississement des parois
et formation de spores
/ 8 -.". . .:l'.z
mycélium aérien
enroulement

Figure 1 : Le cycle de vie des streptomycétes.



7
beaucoup d'intérét depuis les derniéres années a cause de leur potentiel industriel. Par exemple,
un mélange de cellulases, de xylanases et de pectinases pourrait étre utilisé dans la clarification
des jus (Biely, 1985; Sreenath ef al., 1994). D'un autre cité, les cellulases seules pourraient
servir dans la transformation des déchets agricoles en produits chimiques tels que I'éthanol ou
en moulée pour les animaux d'élevage (Coughlan, 1985; Lynd ef a/., 1991). Aussi, un mélange
de cellulases et de xylanases, auraient une application dans la prédigestion de la moulée ce qui
faciliterait la digestibilité de cette derniére par des animaux d'élevage (Seale, 1987). En outre,
des études récentes ont démontré le potentiel d'utilisation des cellulases dans le désencrage des
papiers recyclés (Flandroy, 1991; Woodward et al., 1994). Par ailleurs, les xylanases ont un
avenir important assuré dans le bioblanchiment des pites de papier réduisant ainsi la pollution
créée par l'industrie papetiére (Viikari ef al., 1986; Paice ef al., 1988; Paice et al., 1992; Yang
et al., 1992; Gilbert et Hazlewood, 1993). Les avantages de l'utilisation de ces enzymes pour
le bioblanchiment des pates de papiers sont: (1) la haute spécificité des réactions enzymatiques,
(2) les conditions de réactions enzymatiques plus douces que celles chimiques et (3) I'absence

de perte de modification chimique des substrats (Wong et al., 1988).

Afin de réaliser ces diverses applications, les enzymes d'intérét doivent étre produites
en grande quantité et de fagon rentable. L'industrie détient déja beaucoup d'expérience sur la
fermentation a grande échelle des streptomycétes pour la production d'antibiotiques et de
métabolites secondaires. Il est donc concevable de produire ces enzymes hémicellulolytiques de
la méme fagon, étant donné que les conditions de fermentation pour la production d'enzymes

sont les mémes que celles pour la production d'antibiotiques déja mise au point.



1.3 Streptomyces lividans

1l existe plusieurs microorganismes, procaryotes et eucaryotes, capables de sécréter des
hémicellulases d'intérét; par exemple, les genres Bacillus (Simonen et Palva, 1993),
Streptomyces (Kluepfel et al., 1986, Gilbert ef al., 1995) et le genre de champignon le plus

étudié, Trichoderma (Buchert et al., 1994).

L'avantage d'utiliser S. lividans, comparativement & d'autres microorganismes, est non
seulement di au fait que les techniques de fermentations sont au point, mais aussi parce que
cette bactérie est bien connue génétiquement, Par ailleurs, S. /ividans pousse relativement vite
et produit une bonne quantité d’enzymes hémicellulolytiques. En plus de sécréter de grandes
quantités d'hémicellulases, S. lividans est un microorganisme idéal en tant qu'héte pour le
clonage génétique gréce a sa capacité a reconnaitre un grand nombre de promoteurs (Gusek et

Kinsella, 1992).

Pour introduire un gene chez S. /ividans, le vecteur plJ702 peut étre employé (figure
2). Ce vecteur a haut nombre de copie est fréquemment utilisé car il permet une sur-expression
du geéne cloné et maintient la stabilité du clone (Gusek et Kinsella, 1992). Ce vecteur peut étre
transmis dans plusieurs hotes et facilite le clonage grace a ses sites de restriction uniques. Il
contient également un géne codant pour la résistance au thiostreptone ce qui permet la sélection
des transformants. Ce marqueur est important car la plupart des streptomycétes sont sensibles

au thiostreptone. Un autre marqueur retrouvé sur plJ702 est le géne de la tyrosinase qui code



ORF438

Figure 2 : La carte génétique du plasmide p1J702
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pour la biosynthése de la mélanine. L'inactivation de la tyrosinase par insertion d'un géne permet
de différencier les transformants contenant plJ702 avec ou sans insert puisque ces premiers
n'auront pas de pigmentation. De plus, les génes clonés dans ce vecteur sont exprimés grice au

promoteur du géne melC qui code pour la tyrosinase.

1.4 Streptomyces lividans 10-164

S. lividans 10-164 est un mutant pléiotropique cellulase et xylanase négatif. Il a été
obtenu par mutagénése au N-méthyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) dans les laboratoires
des Docteurs D. Kluepfel, R. Morosoli et F. Shareck de I'Institut Armand-Frappier (Mondou
et al., 1986). Ce mutant a permis la construction d'une banque génomique de . lividans dans
cette souche ce qui diminue les problémes du clonage hétérologue. D'abord, les premiéres
expériences de production d’une banque génomique de S. /ividans chez E. coli, afin d'obtenir
le géne de la xylanase A, furent décevantes car l'activité xylanasique des transformants n'était
pas visible (Mondou et al., 1986). Ceci s'explique par le fait que lors du clonage hétérologue,
les promoteurs des génes clonés n’étaient pas reconnus par I'ARN polymérase de la cellule hote.
La création d'une banque génomique chez S. /ividans fut donc la meilleure approche afin de
minimiser ces problémes. Ceci assurait la reconnaissance des promoteurs des génes par I'hdte
ainsi que la reconnaissance des peptides signaux nécessaires pour l'exportation des protéines
extra-cellulaires. La mutagénése au NTG pour l'obtention d'une souche de S. lividans ne
sécrétant pas ou peu d'enzymes hémicellulolytiques fut donc entrepris. L'obtention de la souche

S. lividans 10-164 était un résultat trés prometteur car la détection des transformants était facile
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et trés visible, étant donné son phénotype cellulase et xylanase négatif (Mondou et al., 1986).
Ce mutant était également trés stable et donc un bon outil de travail pour la construction de la
banque génomique et le clonage homologue des génes x/n et cel de S. lividans ainsi que pour

I'étude du contrdle de l'expression et de la régulation de ceux-ci.

Malgré la grande importance de la souche 10-164, la nature de la mutation a été
inconnue pendant prés de dix ans. En effet, ce n'est que tout récemment que ce mutant a été
caractérisé par Hurtubise ef al. (1995). Cette souche contient une mutation au niveau d’un géne
codant pour une protéine qui lie ’ATP (section 4.0). Le transport des sucres (xylobiose,
cellobiose, xylose et glucose) a été étudié et les résultats obtenus ont démontré que la mutation
présente chez la souche 10-164 inhibe le transport du xylobiose et du celiobiose. Le transport
du xylose est également affecté car il est dix fois moins efficace chez le mutant comparativement
a la souche sauvage. Par contre, le transport de glucose n’est pas touché par la mutation. Par
ailleurs, on observe une accumulation de xylose ou de glucose dans les milieux de culture
ensemencé avec le mutant 10-164 comportant le xylobiose ou cellobiose comme source de
carbone, respectivement. Cette accumulation est attribuable a I’activité de la B-xylosidase ou

f-glucosidase qui est toujours présente chez le mutant.

Hurtubise et al. (1995) ont donc mis en évidence une deuxiéme voie d’utilisation du
cellobiose via la B-glucosidase chez S. lividans qui explique sa croissance en présence de
cellobiose. Cette croissance est par contre plus lente chez le mutant comparativement a celle

de la souche sauvage (Shareck et al., 1987). Il existe donc une voie majeure, via un systéme de
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transport de cellobiose qui nécessite de I’énergie, et une voie mineure via la présence d’une -
glucosidase extra-cellulaire, induite en présence de cellobiose, qui hydrolyse ce dernier en deux
molécules de glucose. Le glucose est ensuite transporté par cette voie mineure qui ne requiert
pas d’énergie. Les mémes observations ont été faites concenant le xylobiose. La souche 10-164
croit en présence de xylobiose méme si cette molécule n’est pas transportée dans la cellule. Le
xylobiose est hydrolysé en deux molécules de xylose par une $-xylosidase extra-cellulaire. Le
xylose est ensuite métabolisé, mais de fagon plus lente, afin d’assurer la croissance de la souche.
Le xylose serait transporté via un systéme de transport autre que celui utilisé pour le transport
du xylobiose et du cellobiose. Le phénotype du mutant 10-164 peut donc s’expliquer par le fait
que le xylobiose et le cellobiose sont les inducteurs des xylanases et cellulases. Puisque ces
molécules ne sont pas transportées dans la cellule, elles ne peuvent induire les génes des

xylanases et des cellulases (Hurtubise, 1994).

2.0 L'HEMICELLULOSE ET SA STRUCTURE

La dégradation de la biomasse lignocellulosique par des enzymes lignocellulolytiques
produits par des microorganismes tel que S. lividans, fait I'objet de plusieurs études. Cette
matiére est une ressource abondante et renouvelable qui est retrouvée dans les parois des
cellules végétales. Le matériel lignocellulosique est principalement composé de trois

constituants polymériques, soit la cellulose, les hémicelluloses et la lignine (Flandroy, 1991).



TABLEAU 1 : Comparaison des caractéristiques phénotypiques du mutant
S. lividans 10-164 avec celles de 1a souche sauvage.
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Caractéristiques S. lividans 1326 S. lividans 10-164
phénotypiques
Cellulases' + -
Xylanases' + .
B-mannanase’ + %
Arabinofuranosidases® - -
B-glucosidase* + +
B-xylosidase* + .
Chitinase® + "
Métalloprotéase(s)® + ++
Undecylprodigiosine* + i
Actinorhodine* + .
Sporulation* + -

1 Mondou et al., 1986.

2 Arcand et al., 1993.

* Manin ef al., 1994,

* Hurtubise, 1994.

* Brzezinski, communication personnelle.
¢ Paradis, communication personnelle.
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2.1 La cellulose

La cellulose est la matiére organique la plus abondante de la biosphére, représentant de
30 a 40 % de la biomasse (Bisaria et Ghose, 1981). C'est un polymére linéaire de 100 a 10 000
unités de D-glucose reliées entre-elles par une liaison B-1,4 (figure 3). L'unité de base est le
cetlobiose qui est lui-méme composé de deux unités de D-glucose. Les chaines de cellulose
s'associent parallélement pour former des microfibrilles insolubles retrouvées dans les parois
primaire et secondaire des cellules végétales. A lintérieur de ces fibres, il y a des régions bien
structurées et non-hydrolysables par des cellulases appelées cristalline et des régions hydrophiles
plus relachées dites amorphes (Bisaria et Ghose, 1981). La cellulose est toujours associée avec

une variété d'hémicelluloses et de polysaccharides et forme I'armature du bois (Flandroy, 1991).

2.2 Les hémicelluloses

L’hémicellulose est le second composé le plus abondant dans la biosphére. Les
hémicelluloses sont des hétéropolyméres de D-galactose, de D-mannose, de D-xylose, de L-
arabinose ou autres sucres simples. Ils sont trés hydrophiles et relient la cellulose a la lignine
pour former un réseau de liaisons souples (Flandroy, 1991). L'hémicellulose la plus répandue
est le xylane qui comprend environ 200 unités de D-xylose reliées entre-elles par des liens B-1,4.
Le xylane est principalement retrouvé dans le bois dur. Contrairement 2 la cellulose, la structure
du xylane est plus complexe du fait qu'elle varie d'une plante & l'autre. Plusieurs substituts

peuvent étre retrouvés attachés a la structure de base du xylane (figure 4). Quelques substituts
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qui peuvent étre présents sont des L-arabinofuranoses, des groupements acétylés et/ou des

acides uroniques telle que l'acide D-glucuronique (Biely, 1985).

Un autre type dhémicellulose retrouvé fréquemment dans la nature est le mannane. Ce
polymére est retrouvé dans les bois mous et les graines des légumineuses. Il est composé
dunités de mannose reliées entre-elles par des liens 8-1,4. Comme le xylane, le mannane peut

avoir diverses chaines latérales rattachées & son ossature, tout dépendant de l'origine végétale.

2.3 La lignine

Le troisiéme composé de la biomasse lignocellulosique est la lignine qui est étroitement
liée avec la cellulose et les hémicelluloses au niveau des parois des végétaux. Ce polymére trés
complexe est constitué d'unités de phénylpropane liées par une grande variété de liaisons éther
ou C-C (Flandroy, 1991). La lignine est trés résistante aux produits chimiques et aux attaques

de microorganismes.

3.0 HISTORIQUE DES ENZYMES HEMICELLULOLYTIQUES DE S. lividans

Le groupe de recherche sur les streptomycétes de I'Institut Armand-Frappier étudie la
biodégradation de la lignocellulose depuis de nombreuses années. Plus précisément, ils étudient
la régulation, la sécrétion et la structure des enzymes hémicellulolytiques de S. /ividans. Jusqu'a

présent, trois xylanases (Mondou ef al., 1986; Morosoli ef al., 1986; Kluepfel et al., 1990;
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Vats-Mehta et al., 1990; Shareck et al., 1991; Kluepfel ef al., 1992), deux cellulases (Théberge
et al., 1992; Wittmann ef al., 1994), une B-mannanase (Arcand ef al, 1993) et deux

arabinofuranosidases (Manin ef al., 1994) ont été identifiées et caractérisées.

L'emplacement de la plupart de ces génes sur le chromosome de S. lividans a ensuite
été déterminé par Hopwood et Kieser (communication personnelle). A I'époque, la nature de
la mutation de la souche S. /ividans 10-164 n'était pas encore connue, mais on pensait que celle-
ci affectait un polypeptide impliqué dans l'utilisation de cellulose et d'hémicellulose comme
source de carbone puisque les génes codant les hémicellulases ne sont pas retrouvés dans un
opéron (figure 5). Hurtubise e al. (1995) ont par la suite démontré que le mutant 10-164 était
incapable de transporter le cellobiose et le xylobiose & I'intérieur de la cellule. Le géne msiK
reconférant le phénotype sauvage a la souche 10-164 a ensuite été isolé par Hurtubise et al.
(1995), et récemment localisé sur le chromosome. Afin de connaitre le réle de cette protéine,

il faut d'abord comprendre les mécanismes de régulation des enzymes hémicellulolytiques.

3.1 Les xylanases

Les xylanases sont des enzymes qui dégradent le xylane en coupant les liens 3-1,4 pour
former des xylooligosaccharides de plus petite taille (Biely ef al., 1993). Les trois xylanases
identifiées chez S. /ividans 1326 agissent en coopération pour éventuellement donner du
xylobiose et du xylose (Kluepfel ez al., 1992). Les xylanases B et C attaquent le xylane et des

xylooligosaccharides ayant un degré de polymérisation plus élevé que 5 (figure 6). Les
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Figure 5 : Emplacement des génes hémicellulolytiques et du géne msiK sur le chromosome
de S. lividans 1326. Les fragments Dral sont représentés de A a H.
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Figure 6 :
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xylopentaoses (X5) libérés sont ensuite dégradés en xylobiose (X2) et xylotriose (X3) par la
xylanase A. Le xylotriose semble étre attaqué par une (-xylosidase extra-cellulaire pour former

du xylobiose et du xylose (Hurtubise et al., 1995).

Le xylobiose est transporté & l'intérieur de la cellule par transport actif via un systéme
de perméase qui nécessite de I'énergie. Il est connu que le xylobiose induit I'expression des genes
des xylanases (Godden ez al., 1989; Hrmova et al., 1991). Par contre, des études de dislocation
génétique décrites par Arhin ef al. (1994) semblent indiquer que le xylobiose induit la xylanase
A, mais pas les xylanases B et C. Ces deux enzymes seraient induits par des
xylooligosaccharides ayant un degré de polymérisation plus élevé que dix. Ces
xylooligosaccharides se lieraient 4 la membrane externe (ne peuvent étre transportés dans la

cellule) et stimuleraient indirectement les génes des xylanases B et C.

Les xylanases B et C sont exprimées & un niveau basal en absence de substrat et
sécrétées dans le milieu en tant qu'éclaireurs. La dégradation du xylane par ces deux enzymes
menant a la formation de xylooligosaccharides de degré de polymérisation élevé induirait ensuite
I'expression les xylanases B et C. Les produits d’hydrolyse de ces enzymes induisent les génes
des xylanases B et C. Ces produits sont ensuite dégradés par la xylanase A en xylotriose et
xylobiose. Ce dernier induit a son tour la production de la xylanase A. Cependant, le xylobiose
et le xylotriose peuvent étre attaqués par la B-xylosidase dont le produit, le xylose, réprimerait

la production des xylanases. Les mécanismes de régulation a ce niveau sont encore mal connus.



22

3.2 Les cellulases

Les cellulases sont des enzymes qui dégradent le cellulose en hydrolysant les liens p-1,4
au niveau des régions amorphes de la fibre. Le systéme cellulolytique ressemble beaucoup au
systéme xylanolytique. Les endoglucanases s'attaquent a la cellulose pour produire de plus
petites molécules qui sont ensuite dégradées par des exocellulases pour donner du cellobiose.
Le cellobiose, tout comme le xylobiose, est transporté a l'intérieur de la cellule par transport
actif via une perméase (Jiresova, 1987). Le cellobiose induit ensuite la synthése des cellulases
ou, lorsque présent en grande quantité, est scindé par une B-glucosidase en deux molécules de
glucose qui réprime l'expression des génes. Les cellulases sont aussi produites de fagon
constitutive et par la suite induites en présence de cellulose par l'intermédiaire de dégradation,

le cellobiose.

3.3 La B-mannanase et les arabinofuranosidases

Chez le mutant 10-164, contrairement aux xylanases et aux cellulases, la f-mannanase
est toujours sécrétée et n’est donc pas affectée par la mutation au niveau du géne msiK. La -
mannanase hydrolyse les liens $-1,4 du mannane pour donner des oligomannosides de taille
variée. Ceux-ci peuvent ensuite étre scindés en mannose par lintermédiaire d'une B-mannosidase
(Arcand et al., 1993). La B-mannanase cloné chez le mutant 10-164 hydrolyse le mannohexaose
principalement en mannobiose et en petites quantités de mannotriose et de mannotétraose.

Puisque cet enzyme est toujours produit chez le mutant 10-164, on peut penser que le
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mannobiose pénétre la cellule via une perméase d'un autre systéme de transport actif pour

induire la production de f-mannanases.

Les arabinofuranosidases, de leur coté, sont des enzymes qui jouent un réle important
dans la dégradation d'hémicellulose contenant des résidus arabinoses. C'est-a-dire que leur
action est nécessaire pour hydrolyser les chaines latérales comportant des arabinoses ce qui
permet la dégradation compléte de I'hétéropolymére (figure 4). L’arabinofuranosidase A,
localisée dans le cytoplasme de la cellule, est induite par I'arabinose. Cette enzyme hydrolyse
les arabino-oligoxylosides lorsqu’induite par I’arabinose (Manin et al., 1994). Cette enzyme
n’est pas détectée chez le mutant 10-164. Il semble que seul l'arabinoxylobiose peut étre
transporté a l'intérieur de la cellule possiblement par le méme systéme de transport que le
xylobiose et le cellobiose. Par conséquent, une défectuosité dans le transport de
l'arabinoxylobiose empécherait I'expression du géne abfA. L'arabinofuranosidase B 4 son tour

a été clonée et est en voie de caractérisation.

4.0 LE GENE msiK ET LA PROTEINE MsiK

Le géne reconférant le phénotype sauvage au mutant 10-164 a été isolé du plasmide
PIAF48 par Hurtubise ef al. (1995) et porte pour nom msiK (multiple sugar import). La
séquence du géne msiK est retrouvée a la figure 7. Cette séquence a un cadre de lecture ouvert
(ORF) de 942 paires de bases débutant par un codon ATG (nucléotide 406) et terminant avec

un codon TGA (nucléotide 1540) codant pour une protéine de 378 acides aminés dont la masse
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GGCTGGGGCGCCGCGTACAGTTCGGGCATGACCGATCCGACGCCGCGTCCGCGCCCCGTTCAAGCCGGTCGT
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GGGCCCGGACCCCCGATCATCGGCATA

nt#

72
144
216
288
360
432
504
576
648
720
792

864

936
1008
1080
1152
1224
1296
1368
1440
1512
1584

1656

1728
1800
1872
1944
2016
2088
2160
2232
2304
2376
2403

24

Figure 7 : La séquence du géne msiK de S. lividans. Les régions ombragées sont les motifs

Walker.La mutation, retrouvée dans le motif B au nucléotide 883, est indiquée par
la lettre miniscule dans le nouveau codon au dessus de la séquence nucléotidique. La
séquence palindromique est soulignée.
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moléculaire prédite serait de 40 438 daltons. A I'extrémité 3' du géne msiK, on retrouve une
séquence palindromique (AG= -38.5 kcal) qui suggére un rdle dans la terminaison de la
transcription (Hurtubise et al,, 1995). La comparaison de cette séquence avec d’autres
séquences dans Genbank a révélé de fortes homologies avec une super-famille de protéines qui
lient I’ ATP (Higgins ef al., 1986). Par contre, le géne msiK n’est pas organisé en opéron comme

la plupart des génes avec lesquels I’homologie a été retrouvée.

4.1 Caractéristiques des transporteurs ABC ("ATP-binding cassette')

Il existe trois super-familles de protéines capables de lier 'ATP et d'utiliser I'énergie
générée par 'hydrolyse de cette molécule pour activer divers processus biologiques (Higgins
et al., 1988; Bishop et al., 1989; Dean et al., 1989; Joshi ef al., 1989; Mimmack et al., 1989).
Ces trois familles sont les ATPases, les "traffic ATPases" et les transporteurs ABC (Palmen ef
al., 1994). La protéine MsiK fait partie de la super-famille des transporteurs ABC. Ces trois
familles ont en commun, deux sites hautement conservés appelés les motifs Walker A (G-x-x-G-
x-G-K-T) et B (x-I-I-D-E-P) (Walker ef al., 1982; Pugsley, 1992; Higgins, 1992). Les motifs
Walker forment le site de fixation impliqué dans la liaison et I'hydrolyse de 'ATP. Plus
précisément, un résidu aspartique (D), conservé a 100% dans le site B, serait directement
impliqué dans la liaison de MgATP (Karkaria, ef al., 1990; Turner ef al., 1993). Un troisiéme
motif bien conservé est la séquence LSGGQRQRVA. Ce motif ressemble 4 un peptide de liaison
qui lie deux domaines protéiques ensemble, fe domaine hélicoidal et le domaine qui forme le site

de fixation impliquée dans la liaison et I’hydrolyse d’ATP (Shyamala et al., 1991).
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Les transporteurs ABC ("ATP-binding cassette") sont une super-famille de protéines

qui lient 'ATP et sont impliqués dans les systémes de transports actifs. Ces systémes requiérent
plusieurs composantes protéiques pour leur fonctionnement. Les transporteurs ABC sont
retrouvés tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes. Basé sur leur origine et leur
fonction générale, cette super-famille de protéines peut étre sub-divisée en trois sous-classes :
les transporteurs ABC eucaryotiques, les exporteurs ABC bactériens (exportation de
polysaccharides ou de toxines) et les importeurs ABC bactériens (importation de nutriments)
(Fath et Kolter, 1993; Saurin et Dassa, 1994; Kuan et al., 1995). Ces systémes de transport
énergie-dépendant différent d'autres systémes de transports bactériens par le fait qu'ils sont
sensibles aux chocs osmotiques et aux inhibiteurs métaboliques (Higgins ef a/., 1886; Higgins
etal., 1988; Mimmack et al., 1989; Higgins ef al., 1990b). Ce qui différencie également cette
super-famille d’autres protéines liant I'ATP est un domaine d'environ 200 acides aminés
hautement conservés appelé le complexe de liaison d’ATP ou “ATP-binding cassette” (Higgins,
1990b). Seule la sous-classe de transporteurs ABC impliqués dans l'importation de nutriments
(importeurs bactériens) sera discutée plus en détails étant donné que la protéine MsiK fait partie

de celle-ci.

Les transporteurs ABC bactériens jouent un rdle important dans les systémes de
transport énergie-dépendant en fournissant I'énergie 4 une perméase (Ames et Joshi, 1990). La
plupart des transporteurs ABC connus jusqu'a présent ont été caractérisés chez des bactéries
Gram négatif. Ces systémes sont composés dune protéine de liaison au substrat, d’une paire de

protéines hydrophobes intégrées dans la membrane formant la perméase et d'une paire de
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transporteurs ABC (Higgins, 1992; Saurin et Dassa, 1994, Kuan et al., 1995).

La protéine de liaison au substrat est retrouvée dans I’espace périplasmique chez les
bactéries Gram négatif ou ancrée a la membrane cytoplasmique externe via une lipoprotéine
chez les bactéries Gram positif (Higgins, 1992; Schneider ef al., 1994). Elles ont une trés haute
affinité envers leur substrat et leur présence est nécessaire au transport du celui-ci. La perméase
est habituellement formée de deux polypeptides codés par un méme géne ou par deux génes
distincts, retrouvés dans un méme opéron (Higgins ef al., 1990b). Les transporteurs ABC, &
leur tour, sont des protéines hydrophiles cytoplasmiques associées a la perméase via une boucle
hydrophobe (Hyde et al., 1990). Ils peuvent étre retrouvés seuls ou en paire fonctionnant
comme homodimeére (Higgins, 1990; Higgins ef al., 1990a). Récemment, Schneider ef al.
(1994) ont démontré que la liaison et I'hydrolyse d’ATP par MalK de S. typhimurium
accompagne un changement global dans la conformation de la protéine. C’est la boucle

hydrophobe qui serait impliquée dans ce changement de conformation en présence d’ATP.

Peu importe le genre de substrat transporté (ie. sucres, acides aminés, vitamines, ions,
etc.), ces systémes se ressemblent énormément du point de vue fonction et structure. Par
conséquent, ceci laisse croire que les composantes du systéme ont évolué en tant qu’ensemble
(Saurin et Dassa, 1994; Kuan et al., 1995). Les transporteurs ABC de bactéries jouent un rdle
important dans le transport de nutriments nécessaire  la survie de la bactérie. Basé sur le type
de nutriment transporté, Kuan ef al. (1995) ont sub-divisé cette sous-famille de transporteurs

ABC bactériens en huit groupes (tableau 2). De plus, I'analyse des masses moléculaires des
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Tableau 2 : Groupement phylogénétique des protéines ABC de bactéries de la super-
famille de transporteurs ABC selon les récepteurs solubles
extra-cytoplasmiques

Groupement spécificité des perméases énergisées # de résidus

1 sucres, glycérol phosphate, fer 364 + 13 résidus
2 2° famille des sucres 504 £ 3 résidus

3 transport d'acides aminés polaires 250 £ 10 résidus
4 transport d'acides aminés hydrophobiques 245 + 12 résidus
5% peptides 329 + 13 résidus

nickel 260 % 8 résidus
6 sulfate et autres variable (355 % 48 résidus:
257 a 404 résidus)

e acides organiques ND

8 complexes ferriques et vitamine B-12 260 £ 10 résidus

*! groupe ayant diverses fonctions
*2 peu d'information publiée sur les transporteurs ABC faisant partie de ce groupe.

Cette classification tirée de Kuan et al. (1995) est définie selon la classification des récepteurs
solubles extra-cytoplasmiques de Tam et Saier (1993).
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protéines parmi chaque groupement démontre peu de variation malgré que cela varie

énormément entre les groupements phylogénétiques.

Le premier groupe constitue les transporteurs ABC impliqués dans le transport de sucres
spécifiques, de glycérol phosphate ou de fer. Le second groupe comprend les transporteurs qui
font partie d'un systéme de perméase de divers sucres. La masse moléculaire des transporteurs
ABC de cette classe est relativement plus élevée que celle du groupement 1. Les transporteurs
ABC faisant partie du groupement 3 énergisent des perméases spécifiques envers des acides
aminés polaires tandis que ceux du groupement 4 jouent un rdle dans le transport d’acides
aminés hydrophobes. Les masses moléculaires des transporteurs ABC sont trés semblable entre
les membres de ces deux groupements. Le groupement 5 comprend les transporteurs ABC qui
énergisent des perméases qui transportent soit des peptides ou du nickel. Les protéines du
groupement 6, a leur tour, varient en fonction et en taille, car elles fournissent I'énergie a des
permeéases spécifiques envers des sulfates ou autres substrats. Le groupement 7 inclut les
transporteurs impliqués dans les systémes de transport d'acides organiques, cependant il y a peu
d'information disponible dans la littérature. Finalement, le groupement phylogénétique 8
comprend les transporteurs ABC qui énergisent les perméases spécifiques envers des complexes

ferriques ou la vitamine B,.
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4.2 Comparaison de la protéine MsiK avec d'autres transporteurs ABC

Prés d'une quarantaine de transporteurs ABC ont été caractérisés chez les bactéries
(tableau 3). La protéine MsiK ayant de fortes homologies avec les protéines MalK, MsmK,
SfuC et UgpC, ferait donc partie du groupement 1 des transporteurs ABC bactériens. Les
séquences des deux régions hautement conservées en acides aminés de ces protéines faisant
partie de la classe I ont donc été alignées et comparées a la figure 8. Selon Kuan et al. (1995),
ces deux régions ne sont qu'une approximation des motifs Walker di a la variation retrouvée.
Par exemple, 1a premiére région consensus est [LIVMF],GX[NST]G[ASC]GK{ST], ou les
résidus entre parenthéses représentent les possibilités a cette position et ou X représente
n'importe quel résidu. La deuxiéme région consensus est [LIVFMAC],D[ED][PA]X,L. Cette
région ressemble moins au motif Walker B, mais on note la conservation du résidu aspartate.

Ces deux régions consensus chez les transporteurs ABC sont impliquées dans !a liaison d'ATP.

La mutation au niveau du géne msiK est située dans le motif Walker B au nucléotide 883
ou un résidu guanine a été remplacé par un résidu adénosine (figure 7). Le résultat de cette
mutation est le remplacement de I'acide aspartique (D) invariable chez le géne sauvage par une
asparagine (N) chez le mutant 10-164. Selon diverses études citées dans la littérature, une
mutation dans I'un de ces deux sites consensus inhibe l'activité de la protéine (Higgins et al.,
1988; Karkaria et al., 1990; Kashiwagi et al., 1993; Covitz et al., 1994, Singh et Maurizi, 1994;
Koronakis et al., 1995). Egalement, Shyamala et al. (1991) ont remplacé par mutagénése

dirigée, le résidu aspartate invariable dans le site B par une lysine ainsi qu'une arginine ce qui



Tableau 3 : Liste des transporteurs ABC caractérisés chez les procaryotes

Groupement Transporteurs # derésidus  Spécificité Microorganismes Référence
ABC
1 SfuC 345 fer Serratia marcescens Angerer et al. (1990)
1 MbpX 370 inconnue Marchantia polymorpha Ohyama et al. (1986)
1 MalK 37N maltose Escherichia coli Dahl et al. (1989)
1 UgpC 356 B-glycérol phosphate E. coli Overduin et al. (1988)
1 MsmK 377 plusieurs sucres Streptococcus mutans Russell ef al. (1992)
1 MsiK* 378 plusieurs sucres Streptomyces lividans Hurtubise et al. (1995)
2 MglA 506 galactose E. coli Hogg et al. (1991)
2 AraG 504 arabinose E. coli Scripture ef al. (1987)
2 RbsA 501 ribose E. coli Burland et al. (1993)
3 HisP 258 histidine Salmonella typhimurium Higgins et al. (1982)
3 NocP 257 nopaline Agrobacterium tumefaciens Zanker et al. (1992)
3 OccP 262 octopine A. tumefaciens Valdivia et al. (1991)
3 GInQ 242 glutamine Bacillus stearothermophilus Wu et al. (1991)
3 GInQ 240 glutamine E. coli Nohno et al. (1986)
3 ArtP 242 arginine E. coli Wissenbach et Unden (1992)
EMBL/Genbank/DDBG
4 BraG 233  isoleucine, leucine, valine Pseudomonas aeruginosa  Hoshino et al. (1990)
4 BraF 255  isoleucine, leucine, valine  P. aeruginosa Hoshino ef al. (1990)
4 LivG 255  isoleucine, leucine, valine S. typhimurium Matsubara et al. (1992)
4 LivF 237  isoleucine, leucine, valine  E. coli Adams ef al. (1990)
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Tableau 3 : (suite...)

Groupement Transporteurs # derésidus  Spécificité Microorganismes Référence
ABC
5 NikE 268 nickel E. coli Navarro et al. (1993)
5 NikD 253 nickel E. coli Navarro et al. (1993)
5 OppF 334 oligopeptide S. typhimurium Hiles et al. (1987)
5 OppD 335 oligopeptide S. typhimurium Hiles et al. (1987)
5 OppF 307 oligopeptide Bacillus subtilis Perego et al. (1991)
5 OppD 336 oligopeptide B. subtilis Perego et al. (1991)
5 DciD 335 dipeptide B. subtilis Mathiopouloseral. (1991)
6 CysA 344 sulfate Synechococcus sp. Green et al. (1989)
6 CysA 365 sulfate E. coli Sirko et al. (1990)
6 PotA 378 polyamines E. coli Furuchi ef al. (1991)
6 PotG 404 polyamines E. coli Pistocchi et al. (1993)
6 ModC 300 molybdate E. coli Johann et al. (1987)
6 MolC 380 molybdate Azotobacter vinelandii Luque et al. (1993)
6 ModC 363 molybdate Rhodobacter capsulatus Wang et al. (1993)
6 PstB 257 phosphate E. coli Burland ez al. (1993)
6 ProV 400 proline, betaine E. coli Gowrishankereral. (1989)
8 FecE 255 complexes ferriques E. coli Staudenmaier et al. (1989)
8 FepC 271 complexes ferriques E. coli Shea et al. (1991)
8 FhuC 265 complexes ferriques E. coli Coulton er al. (1987)
8 BtuD 249 vitamine B-12 E. coli Friedrich et al. (1986)

Informations tirées de Kuan ez al. (1995).

* : cette protéine a été insérée dans le tableau de Kuan ef al. (1995) selon les caractéristiques des groupements phylogénétiques

décrits.

[43



Région 1

MalK (018)
UgpC (019)
MsmK (020)
MsiK (020)

consensus:

Région 2

MalK (133)
UgpC (134)
MsmK (135)
MsiK (135)

consensus:

Motif Walker A
VSKDINLDIHEGEFVVFVGPS8GCGKS8TLLRMIAGL
VIKPLTLDVADGEFIVMVGPS8GCGKSTLLRMVAGL
SVEDFDLDIKNKEFIVFVGPS8GCGKSTTLRMVAGL
AVDGLDIDIADGEFLVLVGPS8GCGKSTSLRMLAGL

—————— LDI--GEF-V-VGPSGCGKSTLLRM-AGL
* * % khkkkhkhkhkkhd *k

Motif Walker B

(052)
(053)
(054)
(054)

ALSGGQRQRVAIGRTLVAEPSVFLLDEPLSNLDAALRVQMRIE
ELSGGQRQRVAMGRAIVRDPAVFLFDEPLSNLDAKLRVSMRAE
DLSGGQRQRVAMGRAIVRDAKVFLMDEPLSNLDAKLRVSMRAE
ALSGGQRQRVAMGRAIVREPQVFLMDEPLSNLDAKLRLSTRTQ

~LSGGQRQRVAMGRAIVR~P-VFL-DEPLSNLDAKLRVSMR-E

kkkhkk hhkk *k * * kkk * %

33

(175)
(176)
(177)
(127)

Figure 8 : Alignement des deux régions hautement conservées chez les transporteurs ABC
faisant partie du groupement 1. Le numéro de résidu est donné entre parenthéses.
Les acides aminés en gras font partie des motifs Walker. Les acides aminés dits
consensus sont ceux conservés parmis toutes les séquences des transporteurs
ABC du groupe 1 du tableau 3. Par ailleurs, les astérisques indiquent les acides

aminés conservés parmi tous les transporteurs ABC du tableau 3.
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a eu pour conséquence, la perte de liaison d'ATP par la protéine HisP (protéine de liaison &
I'ATP impliquée dans le transport d'histidine chez Salmonella typhimurium). Donc, basée sur
ces études, la mutation au niveau de la protéine MsiK empécherait la liaison d'ATP qui est
nécessaire au systéme de transport actif des disaccharides inducteurs des cellulases et des

xylanases chez S. lividans.

4.3 Description d’un systéme de transport énergie-dépendant

Les systémes de transport énergisés par des transporteurs ABC les plus étudiés jusqu’a
présent sont ceux du maltose chez Escherichia coli (Schwartz, 1987; Joshi et al., 1989, Dean
et al., 1989; Mimmack ef al., 1989; Dassa, 1990; Davidson et Nikaido, 1990; Davidson et
Nikaido, 1991; Hor et Shuman, 1993 Covitz ef al., 1994; Schneider ef al., 1994), de I’histidine
chez Salmonella typhimurium (Joshi et al., 1989, Bishop ef al., 1989; Mimura ef al., 1990;
Shyamala et al., 1991; Petronilli et Ames, 1991; Kerppola et al., 1991; Hobson et al., 1994) et

des oligopeptides chez Salmonella typhimurium (Higgins et al., 1986; Gallagher e al., 1989).

Le systéme de transport de maltose chez E. coli permet le transport uni-directionnel des
maltodextrines linéaires via I’hydrolyse d’ATP (Covitz et al., 1994). Ce systéme est composé
de cing polypeptides, LamB, MalE, MalF, MalG et MalK qui sont codés par les génes lamB,
malE, malF, malG et malK, respectivement (figure 9). Ces génes sont retrouvés sur deux
opérons séparés, soient malEFG et malK-lamB-malM (Dahl et al., 1989). La protéine LamB

permet la diffusion des maltodextrines a travers la membrane externe. Par la suite, la protéine
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Figure 9 : Schéma du transport des maltodextrines chez E, coli
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périplasmique, MalE, forme un complexe avec le substrat et présente celui-ci 4 la perméase

formée des protéines hydrophobes MalF et MalG (Schwartz, 1987; Gilson ef al., 1988).

L’interaction entre le complexe MalE-substrat et MalF-MalG est rendu possible par la
protéine MalK qui fournit I’énergie nécessaire 8 MalF et MalG (Dassa, 1990). L’hydrolyse de
I’ATP par la protéine MalK permet un changement de conformation au niveau du complexe
permettant ainsi la translocation du substrat (Schwartz, 1987; Dahl ef a/., 1989; Davidson et
Nikaido, 1990). Récemment, des études de modélisation ont été effectuées pour le systéme de
transport du maltose afin de permettre I’évaluation des paramétres cinétiques et de mieux
comprendre les interactions entre les composantes protéiques d’un tel systéme (Shilton et
Mowbray, 1995). Selon un des modéles proposés, I'étape de ’hydrolyse de I’ ATP serait I’étape
limitante et irréversible. Selon un autre modéle, il semblerait que le substrat en état libre dans
I’espace périplasmique pourrait interagir avec la perméase, autant que le substrat formant un
complexe avec la protéine de liaison MalE (Shilton et Mowbray, 1995). Cette compétition est
importante dans les systémes ou la protéine de liaison est induite car cela permet au systéme de
réagir aux changements de la concentration du substrat. Les trois modéles proposés par Shilton
et Mowbray (1995) méneront a des études approfondies de modélisation afin de trouver le
modéele propice au systéme de transport énergie-dépendant. Un tel modéle permettra de
distinguer les paramétres utilisés dans un systéme ainsi que de suggérer les propriétés affectées
par une mutation quelconque. Ce n’est que récemment qu’il a été démontré que ’hydrolyse de
I’ATP est la source d’énergie qui permet le transport de nutriment dans ces systémes (Dean ef

al., 1989).
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Malgré que la plupart des travaux effectués jusqu’a présent ont ¢té réalisés chez les
bactéries Gram négatif, ces systémes de transport ont été mis en évidence chez les Gram positif
(Gilson et al., 1988). Par exemple des études de recyclage d’oligopeptides chez Bacillus
subtilis, un Gram positif, ont mis en évidence la présence d’un systéme de transport similaire
a celui retrouvé chez les bactéries Gram négatif (Perego et al., 1991). Et plus récemment, des
travaux effectués chez Streptococcus mutans par Russell et al. (1992) ont caractérisé un
systéme de transport des sucres melibiose, raffinose et isomaltose, dont les génes sont retrouvés
dans un opéron et codent pour des protéines ayant de fortes homologies avec celles impliquées
dans les systémes de transport énergie-dépendant des bactéries Gram négatif. Curieusement,
jusqu’a présent, les protéines impliquées dans un tel systéme sont codés par des génes retrouvés
dans un opéron (Schwartz, 1987, Hiles ef al. 1987, Russell et al., 1992; Liong et Ferenci,

1994).

Mise a part les études de Jiresova ef al. (1987) sur la cinétique du transport de
cellobiose chez Streptomyces granaticolor, aucun systéme de transport énergie-dépendant n’a
€té caractérisé chez Streptomyces jusqu’a présent. Hurtubise ef al. (1995) sont les premiers a
avoir caracténsé un tel systéme chez les streptomycétes. Basé sur I’homologie du géne msiK
avec d’autres génes codant des transporteurs ABC et sur les études citées sur ces systémes dans
lesquels le produit des génes sont impliqués, I’emplacement théorique de la protéine MsiK,

produit du géne msiK, est schématisé a la figure 10.

L’étude de la protéine MsiK permettra de mieux comprendre le systéme de transport
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Figure 10: Emplacement théorique de la protéine MsiK chez Streptomyces lividans.
DP : degré de polymérisation
X1, X2 et X3 : xylose, xylobiose et xylotriose, respectivement
G1, G2 et G3 : glucose, cellobiose et cellotriose
P : perméase
? : protéine de liaison au substrat
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des disaccharides chez S. /ividans et ménera a une connaissance approfondie de larégulation des

genes.

5.0 SYSTEMES D'EXPRESSION HETEROLOGUES CHEZ Escherichia coli

De nombreux systémes d'expression existent sur le marché pour sur-exprimer des
protéines. La plupart ont été développés pour I'expression soit chez E. coli, chez des cellules
d'insectes (utilisant les vecteurs de baculovirus) ou bien chez des cellules de mammiféres.
Chaque systéme a ses avantages et désavantages qui doivent étre pris en considération lors du

choix du systéme d'expression.

5.1 Expression chez E. coli utilisant le systéme promoteur/T7 ARN polymérase

Pour I'étude de la protéine MsiK, un systéme d'expression chez E. coli a été choisi pour
la sur-expression et la purification de cette protéine. Ce systéme d'expression a été choisi car
il est relativement simple, rapide et ne nécessite que des techniques de base de clonage d'ADN.
La manipulation de cette souche est facilitée par le fait qu’elle est bien connue génétiquement.
Un autre avantage est qu’E. coli croit rapidement dans un milieu peu coliteux. Par contre,
I'expression protéique chez E. coli offre les désavantages de production d'agrégats insolubles
nommés corps d'inclusions lorsque la protéine est sur-exprimée en grande quantité. Cependant,
il est possible de récupérer les protéines des corps d'inclusions par des méthodes dénaturantes

et de les renaturer par la suite.
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L'approche utilisée pour exprimer un géne hétérologue chez E. coli débute par
I'insertion du géne dans un vecteur d'expression. Le vecteur choisi pour ce faire est le plasmide
pT7-5 dérivé du vecteur a copie multiple, pPBR322 (Tabor et Richardson, 1985; Studier et
Moffatt, 1986). Comme tout vecteur d'expression, celui-ci contient un marqueur de sélection,
un promoteur fort et spécifique et un site de clonage multiple (figure 11A). Ce vecteur contient
comme marqueur de sélection, le géne de résistance envers l'ampicilline qui assure le maintien
des plasmides dans les clones. Le promoteur est pr, qui est trés spécifique a la T7 ARN
polymérase. Le géne cloné en aval de ce promoteur sera exprimé seulement lorsque cette
enzyme sera présente dans la cellule. La beauté de l'utilisation de cette enzyme est qu'elle ne
transcrit aucun geéne retrouvé sur I'ADN chromosomique et synthétise 'ARNm 4 une vitesse

supérieure a I'ARN polymérase d'E. coli.

Une fois la construction obtenue, le plasmide est introduit par transformation, dans une
souche d'E. coli appropriée. Dans cette étude, deux souches d'E. coli ont été utilisées, soit

K38/pGp1-2 (Tabor et Richardson, 1985) et BL21(DE3) (Studier et al., 1990).

5.2 Systéme de deux plasmides chez E. coli K38

La souche E. coli K38 contient le plasmide pGP1-2 nécessaire pour I'expression
protéique puisque le géne de la T7 ARN polymérase est retrouvé sur ce plasmide (figure 11B).
Ce géne est sous le contrdle du promoteur Ap; qui est réprimé par un répresseur thermo-

sensible (cI857). Le géne de la T7 ARN polymérase est donc induit & 42 °C, suite & une
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croissance cellulaire 4 30 °C. La production de la T7 ARN polymérase induit, & son tour,
I'expression du géne sous le contrdle du promoteur py, du vecteur d'expression, aussi transformé
dans cette souche. Le plasmide pGP1-2 contient l'origine de réplication p15A qui est compatible
avec celle de ColE1 de pT7-5 (vecteur d'expression). Les deux plasmides sont maintenus dans

la cellule K38 avec I'ampicilline et la kanamycine.

5.3 Systéme d'expression chez E. coli BL21(DE3)

La souche E. coli BL21(DE3) est couramment utilisée comme héte pour I'expression
protéique. Les souches B, comparées aux souches K (tel qu’E. coli K38), ont un avantage du
fait qu'elles ne possédent pas la protéase Lon ni la protéase OmpT qui peuvent dégrader les
protéines lors de la purification. Puisqu'il y a moins de protéases retrouvées chez les souches
B, tel qu’'E. coli BL21(DE3), on peut penser que les protéines exprimées seront plus stables.
DE3 est un phage dérivé de A portant sur son ADN le géne /acl, le promoteur lacUVS5, le début
du gene lacZ et le gene de la T7 ARN polymérase (Studier et al., 1990). Ce fragment est inséré
dans le géne int du chromosome de la souche. Par conséquent, le géne de la T7 ARN
polymérase est sous le controle du promoteur lacUVS qui est induit & son tour par l'ajout

dTPTG. Ceci permet I'expression de protéines pouvant étre toxiques pour la cellule.
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6.0 PURIFICATION PROTEIQUE SUR COLONNE D'AFFINITE Ni-NTA

Le systéme de purification utilisé pour purifier la protéine MsiK est QlAexpress de
QIAGEN (manuel le QlAexpressionist). Ce systéme permet la purification rapide de protéines
ayant une queue de six résidus histidine par chromatographie d'affinité sur une colonne de résine
Ni-NTA (acide nitrilo-triacétique). L'affinité de cette résine est trés forte et spécifique pour la
queue de polyhistidine ce qui permet des étapes de lavages assez stringents sans toutefois éluée
la protéine recombinante portant la queue de polyhistidine, soit & I'extrémité N-terminale ou C-
terminale (manuel le QIAexpressionist). De plus, la capacité de liaison de la résine NTA est de

5 a 10 mg de protéine recombinante par mL de résine.

Ce systéme de purification est utilisé pour purifier des protéines produites dans un
systéme d'expression tel que celui décrit a la section 5. Il s'agit d'insérer une séquence
nucléotidique codant une queue de polyhistidine a une des deux extrémités de la protéine a
purifier et de cloner ce géne recombinant dans un vecteur d'expression de la série pT7. Une
autre alternative couramment utilisée est l'insertion du géne a exprimer dans un vecteur
d'expression qui contient déja la séquence codant pour la queue d'histidine en amont ou en aval

du site de clonage multiple du vecteur; par exemple, un vecteur de la série pEQ (QIAGEN).

La purification peut se faire soit en condition native ou dénaturante. Le systéme de
purification de QIAexpress emploie la résine Ni-NTA, un chélateur de métal adsorbant (figure

12). Le ligand NTA contient quatre sites chélateurs pouvant interagir avec des ions métalliques.



Q
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protéine + 6 his résine Ni-NTA

Figure 12 : Schéma de l'interaction entre la queue de polyhistidine et la résine
Ni-NTA. Tiré du manuel d'instruction "The QIAexpressionist”.



45
Puisque le NTA occupe quatre des six sites disponibles sur l'ions Ni**, les deux autres sites sont
libres pour interagir avec la queue de polyhistidine (figure 12). Cette liaison permet une forte
stabilité et donc une purification protéique efficace a plus de 95% de pureté. Il est possible que
des protéines ayant un doigt de zinc puissent se lier a cette résine, cependant la liaison est

beaucoup plus faible que celle de la queue de polyhistidine.

La protéine recombinante portant la queue de six résidus histidine est éluée de la résine
par un abaissement de pH qui protone les résidus d'histidine ou bien par compétition avec
l'imidazole qui se lie a la résine Ni-NTA pour déplacer la protéine recombinante. Par ailleurs,

I'ajout dEDTA chélate les ions Ni** pour libérer la protéine recombinante de la résine NTA.
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OBJECTIFS

Le mutant pléiotropique S. /ividans 10-164 est incapable de transporter le cellobiose et
le xylobiose & I’intérieur de la cellule via le systéme de transport des dissaccharides di a la
mutation au niveau du géne msiK. La protéine MsiK est une des composantes de ce systéme
de transport et interagirait avec d’autres composantes dont une perméase. Afin de mieux
comprendre ce systéme de transport énergie-dépendant, I’étude de la protéine MsiK a été
entreprise. La purification de la protéine MsiK constitue la premiére étape afin d’étudier son

interaction avec les autres protéines. Les objectifs de ce projet de recherche étaient les suivants:

(1) Mise au point d'un systéme d'expression et de purification & haut rendement chez
Escherichia coli afin de produire une quantité suffisante de protéine MsiK portant une queue
de six résidus histidine.

(2) Production des anticorps anti-MsiK qui serviront & la détection par immuno-détection de
la protéine MsiK dans des extraits cytoplasmiques de Streptomyces lividans. Les anticorps
serviront aussi comme outils d'analyse futurs.

(3) Séquencage des premiers acides aminés de l'extrémité NH,-terminale de la protéine afin de
confirmer la séquence en acides aminés avec celle en acides nucléiques du géne.

(4) Caractérisation de la protéine du point de vue biochimique (M, pl).

(5) Détection de l'activité de la protéine MsiK versus la protéine mutante afin de vérifier si la

premiére lie I'ATP.



MATERIELS ET METHODES



1. LISTE DES PRODUITS

Acétate de sodium (Sigma)

Acétate de potassium (Sigma)
Acide acétique glacial (A & C)
Acide B-[cyclohexylamino] propane
sulfonique (CAPS) (Sigma)

Acide citrique (Fisher)

Acide éthylénediaminetétracétique
(Fisher)

Acide hydrochlorique (J.T. Baker)
Acide Ni-nitrilo-triacétique (QIAGEN)
Acide phosphorique (J.T. Baker)
Acide trichloroacétique (J.T. Baker)
Acrylamide (Bio-Rad)

Adénosine triphosphate (Pharmacia
LKB)

Adjuvant de RIBI (Cedar Lane)
Agar (Difco)

Agarose (Bio-Rad)

Albumine de sérum bovin (Sigma)
Ampicilline (Boehringer Mannheim)
Anti-{apin d'dne conjugué 4 la
peroxydase de raifort (Amersham)
Anti-lapin de chévre conjugué a
I'alcaline phosphatase (Boehringer
Mannheim)

Bacto casamino acid (Difco)
Bactotryptone (Difco)
B-mercaptoéthanol (BDH)
B-hydroxyquinoline (Sigma)

Bleu Brillant de Rémazol (Sigma)
Bleu de bromophénol (BDH)

Bleu de Coomassie (Bio-Rad)
Bouillon de tryptone de soya (Difco)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-
galactopyranoside (Boehringer
Mannheim)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
(Boehringer Mannheim)

Bromure d'éthidium (Bio-Rad)
Butanol (BDH)

Carbonate de sodium (Fisher)

48

Chloroforme (J.T. Baker)

Chlorure d'ammonium (J.T. Baker)
Chiorure de calcium (Fisher)

Chlorure de cuivre (J.T. Baker)
Chlorure de fer (Fisher)

Chlorure de magnésium (J.T. Baker)
Chlorure de manganése (J.T. Baker)
Chlorure de 4-nitrobleu tétrazolium
(Boehringer Mannheim)

Chlorure de sodium (J.T. Baker)
Chlorure de zinc (J.T. Baker)
Dithiothréitol (Bio-Rad)
Diméthylsulfoxide (J.T. Baker)
Enzymes de restriction (Pharmacia LKB)
Enzyme pfu (Stratagene)

Ethanol

Extrait de boeuf (Difco)

Extrait de levure (Difco)

Gélatine (Bio-Rad)

Glucose (Fisher)

Glutaraldéhyde (BDH)

Glycérol (Fisher)

Glycine (ICN)

Hydrochlorure de guanidium (ICN)
Hydroxyde de potassium (BDH)
Hydroxyde de sodium (BDH)
Imidazole (A & C)

Isopropanol (BDH)

Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG)
(Boehringer Mannheim)

Kanamycine (Boehringer Mannheim)
Ligase (Pharmacia LKB)

Maltose (Fisher)

Méthanol

N,N'-méthyléne bis-acrylamide (Bio-Rad)
Nucléotides (Pharmacia LKB)

NZ amine A (Sheffield Products)
Peroxydase, solution B (Kirkegaard & Perry
Laboratories Inc.)

Peroxydase triméthylbenzidine (TMB)
(Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.)



Persulfate d’ammonium (Bio-Rad)

Phosphate de potassium monobasique (Sigma)
Phénol (BDH)

Polyéthyléne glycot 1500 et 6000 (Sigma)
Propionamide (Aldrich Chemical Co.)

Protéine A marquée a '*I (ICN)

Réactif de Folin (BDH)

Sodium de borate (Sigma)

Sodium de phosphate dibasique (J.T. Baker)
Sodium de phosphate monobasique (J.T.Baker)
Standard de masse moléculaire "1 KB ladder” (GIBCO BRL)
Standard de poids moléculaire connu (Bio-Rad)
Standard de poids moléculaire connu "pre-stained" (Bio-Rad)
Sucrose (BDH)

Sulfate d'ammonium (J.T. Baker)

Sulfate de cuivre (J.T. Baker)

Sulfate de magnésium (J.T. Baker)

Sulfate de potassium (Anachemia}

Sulfate de sodium dodécyl (Bio-Rad)

Tampon "One-Phor-All" 10x (Pharmacia LKB)
Tampon pfu (Stratagene)

Tampon TES (Bio-Rad)

Tartrate de potassium monosodique (BDH)
Temed (Bio-Rad)

Thiostreptone (Squibb Canada ltée)

Tris (Boehringer Mannheim)

Triton X-100 (Bio-Rad)

Trousse "ATP-binding protein detection” (Boehringer Mannheim)
Trousse de coloration a I'argent (Pharmacia LKB)
Tween 20 et 80 (Bio-Rad)

Urée (Bio-Rad)
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2. SOUCHES BACTERIENNES ET VECTEURS
2.1 Streptomyces lividans

2.1.1 Les souches

Les souches de Streptomyces lividans utilisées lors de cette étude sont décrites dans le
tableau 4. La souche sauvage, S. lividans 1326, a été obtenue du Dr D.A. Hopwood du John
Innes Institute (Norwich, Grande Bretagne). Par mutagénése au NTG, la souche S. lividans 10-
164 (xln, cel’), ayant une mutation pléiotropique, a été obtenue dans les laboratoires des Dr D.
Kluepfel, R. Morosoli et F. Shareck de I'Institut Armand-Frappier. Les souches IAF49 et IAFS0
proviennent de la souche 10-164 qui posséde les plasmides pIAF49 et pIAF50, respectivement,

construits lors de ce travail.

2.1.2 Les plasmides

Les plasmides utilisés sont décrits dans le tableau 4. Le vecteur a copie multiple, pI1702
(Katz ef al. 1983), porte le géne de la résistance au thiostreptone et le géne de synthése de la
mélanine, soit la tyrosinase. Ce vecteur est utilisé pour exprimer le géne msiK chez le mutant
10-164. Le plasmide pIAF48, obtenu par criblage d'une banque génomique de S. lividans 1326
dans 10-164, contient un fragment Sau3A1 de 5.9 Kb dans lequel le géne msiK est situé. Les
plasmides pIAF49 et pIAF50, contiennent le géne msiK tronqué et le géne complet,

respectivement, associé a une queue de six résidus histidine cloné dans p1J702.
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2.2 Escherichia coli

2.2.1 Les souches

Deux souches d'E. coli, soit E. coli K38 (Tabor et Richardson, 1985) et E. coli
BL21(DE3) (Studier et Moffatt, 1986), ont été utilisées pour l'expression du géne codant pour
la protéine MsiK. Ces souches sont présentées au tableau 4. Les souches E. coli
BL21/pIAF249, BL21/pIAF249m et BL21/pIAF250 sont dérivées d’E. coli BL21(DE3) qui
a été transformée avec les plasmides pIAF249, pIAF249m et pIAF250, respectivement. Les
souches E. coli IAFK39, IAFK248, IAFK249 et IAFK249m sont dérivées d’E. coli K38 qui
a été transformée avec les plasmides pT7-5, pIAF248, plAF249 et pIAF249m, respectivement.
Les constructions sont décrites a la section 2 des résultats. Lasouche E. coli DH11S (GIBCO
BRL) a été utilisée pour la production d'ADN simple brin servant au séquengage des génes

msiK, msiK/6his tronqué et msiK tronqué muté.

2.2.2 Les plasmides

Le principal vecteur utilisé pour une production efficace de protéine recombinante est
pT7-5 (Tabor et Richardson, 1985). Les plasmides pIAF248, plAF249, pIAF249m et pIAF250
sont dérivés du vecteur pT7-5 et permettent la production de la protéine MsiK, des protéines
de fusion MsiK/6his tronquée, MsiK/6his mutée tronquée et MsiK/6his, respectivement. Les
vecteurs M13mp18 et M13mp19 sont des phages utilisés pour cloner des fragments d'ADN afin

de produire de 'ADN simple brin.
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Tableau 4 : Les souches bactériennes et les vecteurs plasmidiques

Souches ou plasmides

Souches
S. lividans 10-164 msiK’ Mondou ef al.
S. lividans 1AF48 pIAF48 Hurtubise et al.
S. lividans 1AF49 pIAF49 ce travail
S. lividans 1AF50 pIAF50 ce travail
E. coli DH118 mcrA a(mrr hsdRMS mcrBC)

a(lacproAB) a(recA1398)

deoR rpsL srl thi {F’proAB+

lacl"ZaM15 GIBCO BRL
E. coli K38/pGP1-2 pGP1-2 Tabor et Richardson
E. coli TAFK39 pGP1-2, pT7-5 ce travail
E. coli IAFK248 pIAF248 ce travail
E. coli IAFK249 pIAF249 ce travail
E. coli IAFK249m pIAF245m ce travail

E. coli BL21(DE3)

F, ompT, lon’, i;mg” T7 ARN
polymérase

Studier et Moffatt

E. coli BL21/pIAF249 pIAF249 ce travail
E. coliBL21/plAF249m pIAF249m ce travail
E. coli BL21/pIAF250 plAF250 ce travail
Plasmides Description
plJ702 Isr’, mel DrE. Katz
pIAF48 fragment Sau3Al (5.9 Kb) Hurtubise et al.
(msiK)
pIAF49 plJ702 + msiK/6his tronquée  ce travail
pIAF50 plJ702 + msiK/6his ce travail
M13mpl18 lacZ’, cassette de clonage Pharmacia LKB
M13mp19 lacZ’, cassette de clonage Pharmacia LKB
pGP1-2 km", T7 ARN polymérase Tabor et Richardson
pT7-5 ori ColEl, am', pT7, MCS Tabor et Richardson
pIAF248 msiK inséré dans
EcoR1-BamH1 de pT7-5 ce travail
pIAF249 msiK/6his tronqué inséré dans i
EcoRY-BamHI de pT7-5 ce travail
pIAF249m msiK/6his tronqué muté inséré
dans EcoR1-BamHI de pT7-5  ce travail
pIAF250 msiK/6his inséré dans EcoRlI-
BamHI de pT7-5 ce travail
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2.3 Les oligonucléotides

Les oligonucléotides utilisés lors de ce travail ont été synthétisés a l'aide d'un
synthétiseur d'ADN (Gene Assembler, Pharmacia LKB) par le service de synthese ' ADN du
laboratoire du Dr F. Shareck. Les séquences de ces oligonuciéotides sont retrouvées au tableau
5. Ces amorces d'ADN permettent d'amplifier, par amplification élective in vitro (PCR), le gene

msiK.

L'amorce MsiK5 a été élaborée de fagon a intégrer un site EcoRI (GAATTC) suivi d'un
site de liaison aux ribosomes (rbs) (TCAGGAGAACGC), d'un site Sphl (GCATGC) et d'une
queue de six résidus histidine (CAT CAC CAT CAC CAT CAC) en amont des premiéres bases
nucléotidiques (ATG GCC ACT GTT ACG) codant pour les premiers acides aminés (M, A, T,

V, T) de la protéine MsiK.

L'amorce MsiK3 contient, & partir de son extrémité, un site de restriction BamH]1
(GGATCC) suivi d'un site Sacl (GAGCTC). Ces deux oligonucléotides permettent d'obtenir
un amplicon de 1.1 kb (msiK-6his tronqué). Celui-ci peut ensuite étre digéré avec les enzymes
de restriction EcoR1/BamHI permettant un sous-clonage dans le vecteur pT7-5. Egalement, une
digestion Sphl/Sacl permet de sous-cloner le géne dans le plasmide pIJ702. Le site
d'attachement aux ribosomes assure la traduction de ' ARNm en protéine de fusion MsiK/6his
tronquée. Afin d'amplifier le géne en entier, les oligonucléotides MsiKFL, MsiK3-1, MsiK3-2,

MsiK3-3, MsiK3-4 et MsiK3-5 ont été synthétisés.



Table 5: Les séquences des amorces d'oligonucléotides utilisés pour amplifier le géne msiK par PCR

Amorces Séquence §'-3'
Sphl
EcoRl rbs M H H HH HH MA T VT
MsiK5 5' GG GAATTC TCAGGAGAAC GC ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC ATG GCC ACT GTT ACG 3' (nt# 406-420)
) BamHI Sacl
MsiK3 5' CCC GGATCC GAGCTC TCA CCG AGA CCG CGA GGC 3' (nt# 1334-1360)
. Sacl BamHI
MsiKFL 5' GGG GAGCTC GGATCC GGA CCA GTT GAC GCG 3' (nt# 1334-1351)
) Sacl BamHI
MsiK3-1 5' GGG GAGCTC GGATCC CCG GAC CAG TTG ACG CG 3' (nt# 1893-1916)
) Sacl BamHI
MsiK3-2 5' GGG GAGCTC GGATCC TCG GTC GAA ACG TCC 3' (nt# 1642-1656)
. BamHl  Sacl
MsiK3-3 5' CCC GGATCC GAGCTC TCA GTC GGT GAG GCG 3' (nt# 1528-1542)
. BamHI Sacl
MsiK3-4 §' CCC GGATCC GAGCTC TCA GTC GGT GAG GCG CTC GCC CGT GG 3' (nt# 1517-1542)
MsiK3-5 BamH]1 Sacl
) 5§'CCC GGATCC GAGCTC TCG GTC GAA ACG TCC GTT GTG CCG GGG 3' (nt# 1630-1656)
—_———— m— — ———— —
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3. MILIEUX DE CULTURE
3.1 Streptomyces lividans

3.1.1 Pression sélective

Les clones de S. lividans portant le plasmide pIJ702 et ses dérivés sont conservés en
présence de l'antibiotique thiostreptone. Cet antibiotique, dilué dans du DMSO, est utilisé a une
concentration finale de 5 pg/mL en milieu liquide et de 50 pg/mL en milieu solide (Hopwood

et al., 1985).

3.1.2 Milieu pour la régénération des protoplastes

La régénération des protoplastes de S. lividans se fait sur milieu R5 (Hopwood et al.,
1985). Ce milieu est constitué de 103 g de sucrose, 250 mg de K,SO,, 10.12 g de MgCl,*6H,0,
10 g de glucose, 0.1 g de Bacto Casamino Acid, 5 g d'extrait de levure, 5.73 g de tampon TES,
22 g de Bacto agar et 2 mL d'une solution d'éléments traces par litre d'eau déionisée. La
solution d'éléments traces contient 40 mg de ZnCl,, 200 mg de FeCl,, 10 mg de CuCl,, 10 mg

de MnCl,, 10 mg de Na,B,0, et 10 mg de (NH,)s(Mo,),, par litre d'eau déionisée.

Suite a la stérilisation, le milieu est refroidi et les solutions suivantes sont ajoutées
stérilement : 10 mL de KH,PO, 0.5% (p/v), 4 mL de CaC} 5M (p/v), 1 mL de Cu§O
(5mg/mL), 15 mL de L-proline 20% (p/v), 10 mL de méthionine 1% (p/v) et 0.4 g/L de

tyrosine. Cette derniére solution est d'abord diluée dans 5 mL de NaOH 1 N. Le milieu est
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réparti dans des boites de Petri (20 mL/Petri) qui sont ensuite séchées pendant cinq jours a la
température de la piéce permettant une perte de 15% de leur poids. Elles sont ensuite

entreposées a 4°C.

3.1.3 Milieu pour le dépistage

La détection des clones positifs se fait sur milieu minimal solide contenant du xylane
couplé au colorant Bleu Brillant de Rémazol (milieu RBB-xylane, 0.2%, (p/v)). Ce milieu est
composé de 2 g de (NH,),SO,, 1.5 g de KH,PO,, 5 g de K;HPO,, 0.5 g d'extrait de levure, 0.5
g de KCl et 1 mL de sels minéraux de Mandels par 750 mL d'eau distillée. Le pH est ajusté a
7.2 et 17 g d'agar sont ajoutés. La solution de sels de Mandels comprend 140 mg de
ZnSO,#7H,0, 160 mg de MnSO,H,0, 500 mg de FeSO,*7H,0 et 200 mg de CoCl,*6H,0 par

100 mL d'eau déionisée (Mandels et Reese, 1957).

Dans un autre Erlenmeyer, 2 g de RBB-xylane sont dissouts dans 250 ml d'eau
déionisée chaude et la solution est mélangée 30 min pour bien dissoudre le RBB-xylane. Les
deux solutions sont stérilisées et refroidies 4 55°C. Elles sont mélangées ensemble et les
solutions suivantes y sont ajoutées stérilement: 10 mL. de MgSO, 5% (v/v) et 1 mL de

thiostreptone (50 mg/mL). Le tout est bien mélangé et 20 mL sont versés par boite de Petri.
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3.1.4 Milieu pour Ia conservation des clones et la lyophilisation

Les souches de S. /ividans sont conservées a 4°C sur un milieu Bennett en boite de Petri
(Jones, 1949). Ce milieu est composé de 1 g d'extrait de levure, 1 g d'extrait de boeuf, 2 g de
NZ amine A, 10 g de maltose et 20 g d'agar par litre d'eau distillée. Suite a la stérilisation, 1 mL
d'une solution de 50 mg/mL de thiostreptone est ajouté lorsqu'une pression sélective est

nécessaire.

Afin de conserver les clones 4 long terme, ils sont lyophilisés. Pour ce faire, des spores
préparées sur milieu Bennett/thio sont resuspendues dans du lait écrémée 10% (p/v) stérile. Les
spores sont lyophilisées dans des ampoules de verre qui sont ensuite scellées a 1a flamme sous

vide.

3.1.5 Milieu pour la production d'inoculum

Le milieu TSB est utilisé pour la production d'inoculum (pré-culture). Ce milieu riche

est composé de 30 g de tryptone de soya par litre d'eau distillée (Hopwood et al., 1985).

3.1.6 Milieu pour la croissance

Le milieu M14 contenant 1% de xylose ou 1% de xylane comme source de carbone est

employé pour la croissance cellulaire. Le milieu M14 est composé de 1.4 g de (NH,),S0,,
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5.5 g de K,HPO,, 1.0 g de KH,PO,, 2 mL de Tween 80 et 1 mL d'une solution de sels minéraux
(ingrédients a la section 3.1.3) par litre d'eau distillée. Le pH est ajusté a 7.4 et 100 mL de
milieu sont répartis par Erlenmeyer de 500 mL avant la stérilisation. Un gramme de xylane doit
étre ajouté par Erlenmeyer contenant 100 mL de milieu avant stérilisation lorsque désiré
comme source de carbone. Avant son utilisation, le milieu est refroidi et les solutions suivantes
sont ajoutées stérilement: 1 mL de CaCl, 3% (p/v), 600 uL de MgSO,*7TH,0 5% (p/v), et 10
uL de thiostrepton (50mg/mL). Lorsque le xylose est désiré comme source de carbone, 4 mL

de xylose 25% (p/v) sont ajoutés aprés stérilisation.

3.2 Escherichia coli

3.2.1 Pression sélective

Afin de maintenir les clones d'E. coli portant le plasmide pT7-5 ou un dérivé de celui-ci,
l'ampicilline est utilisée & une concentration finale de 60 ug/mL. Les clones portant le vecteur
pGP1-2 sont maintenus avec lutilisation de kanamycine a une concentration finale de 60 pg/mL

(Tabor et Richardson, 1985).

3.2.2 Milieu pour la croissance et la sur-expression protéique

Le milieu 2xTY est employé pour la croissance de cellules d'E. coli. Ce milieu nutritif
est constitué de 16 g de bactotryptone, 10 g d'extrait de levure et 5 g de NaCl par litre d'eau

distillée.
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3.2.3 Milieu pour la détection des transformants

Afin de détecter les transformants, e milieu 2xTY contenant 15 g/L de Bacto agar est
employé. Suite a une stérilisation de 20 minutes & 121°C, le milieu est refroidi et les

antibiotiques appropriés y sont ajoutés. Le milieu est ensuite réparti dans des boites de Petri.

3.2.4 Milieu pour la conservation des clones

La conservation des clones d'F. coli se fait en repiquant une colonie dans 5 mL de milieu
2xTY contenant les antibiotiques nécessaires et incubée pendant la nuit 4 la température
optimale de croissance. Un volume de 1.5 mL de glycérol stérile 50% (v/v) est ensuite ajouté.

Ceci permet de préserver les cellules a -80°C.

4. CONDITIONS DE CULTURE
4.1 Streptomyces lividans

4.1.1 Production d'inoculum

Afin de préparer une pré-culture d'une souche de §. Jividans, un volume de 25 mL de
milieu TSB dans un Erlenmeyer de 125 mL est inoculé avec du mycélium provenant d'un Petri
de milieu Bennett-thio. La croissance se fait a 34°C avec agitation 4 240 rpm pendant 24 4 36
heures. Lorsque nécessaire, la culture est passée au broyeur de Potter aprés 24 heures afin de

fragmenter le mycélium. Ceci permet une croissance plus rapide. Par la suite, 5% (v/v) de cette
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préculture sont utilisés pour ensemencer le milieu de croissance.

4.1.2 Préparation de I'extrait cellulaire

Un volume de 100 mL de milieu de croissance est ensemencé avec 5 mL de pré-culture
et le tout est incubé & 34°C avec agitation a 240 rpm pendant 48 heures. Lorsqu'une bonne
croissance est obtenue, le mycélium est récupéré par centrifugation 4 9000x g pendant 15 min
(Centrifugeuse Beckman, modéle J2-21, rotor JA10). Le mycélium est lysé par passage & la
presse de French et le lysat est centrifugé 4 nouveau. Le surnageant est récupéré auquel est
ajouté un volume d'acétone. Le tout est incubé pendant une heure sur glace avec agitation. Les
protéines précipitées sont récupérées par centrifugation pendant 15 min et le culot est

resuspendu dans 100 pL de tampon d'échantillon (section 9.3).

4.2 Escherichia coli

4.2.1 Production d'inoculum

Une colonie sur milieu solide est inoculée dans 5 mL de milieu 2xTY contenant les
antibiotiques appropriés. Les souches d'E. coli sont incubées & 37°C pendant 16 heures avec une
agitation de 240 rpm. Par exception, uniquement les souches comportant le vecteur pGP1-2

sont incubées a 30°C.

A partir de cette pré-culture, 1:50 de la suspension cellulaire est ajouté 4 du milieu 2xTY
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frais contenant les antibiotiques nécessaires. Les cultures sont incubées jusqu'a une D.O. ¢ de

0.7a009.

5. ISOLEMENT D'ADN PLASMIDIQUE

5.1 Extraction d'ADN plasmidique de 8. lividans

L'extraction d'ADN plasmidique a petite échelle est effectuée selon la méthode de Keiser
et al. (1984). Un culot de mycélium provenant d'une suspension cellulaire de 500 pL en milieu
TSB est obtenu par centrifugation 4 13 000 rpm pendant 30 secondes (Biofuge 13, Baxter
Canlab) et lavé avec 500 uL de tampon I sans lysozyme (10.3 % (p/v) sucrose, 25 mM EDTA,
25 mM Tris-HCL pH 8.0). Le culot est ensuite resuspendu dans un volume final de 500 pL de
tampon I contenant 2 mg/mL de lysozyme (Pharmacia LKB). Le tout est incubé a 37°C pendant
30 minutes. Ensuite, 250 uL de tampon II (0.3 M NaOH et 2 % (p/v) SDS) sont ajoutés au
mélange qui est immédiatement agité durant 10 s. Le tout est incubé a 70°C pendant 15 minutes.
L'échantillon est refroidi lentement 4 la température de la piéce (environ 30 minutes) et 80 pL
de tampon III sont ajoutés (5 g de phénol, 5 mL de chloroforme, 5 mg d'hydroxyquinoline, 1
mL d'eau déionisée). L'échantillon est agité a nouveau et centrifugé 3 min a 13 000 rpm.
Environ 700 pL du surnageant contenant 'ADN plasmidique sont récupérés dans un nouveau
tube Eppendorf auquel sont ajoutés 70 uL. d'acétate de sodium 3 M et 700 uL d'isopropanol.
Le mélange est incubé 5 min 4 la température de la piéce afin de précipiter 'ADN. Celui-ci est
récupéré par centrifugation pendant 2 min et resuspendu dans 50 uL de tampon TE et 5 puL

d'acétate de sodium 3 M. Ensuite, 25 uL de phénol neutre (Sambrook ez al., 1989) sont ajoutés
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et le mélange agité 5 secondes avant d'étre centrifugé pendant 2 min. La phase aqueuse est
récupérée et 50 uL (1 vol) d'isopropanol sont ajoutés. Suite a une incubation de 5 min a la
température de la piéce et d'une centrifugation d'une durée de S min, le culot est récupéré et

dissout dans 50 pL d'eau déionisée stérile.

5.2 Micro-extraction d'ADN plasmidique d'E. coli

L'isolement de I'ADN plasmidique d'E. coli se fait a l'aide d'une trousse commerciale
"Miniprep Kit Plus" de Pharmacia LKB. Le principe de cette technique est basé sur la lyse
alcaline selon Birnboim et Doly (1979). Un culot cellulaire provenant d'une culture est récupéré
dans un tube Eppendorf par micro-centrifugation (Biofuge 13, Baxter Canlab) a 13 000 rpm
pendant 30 secondes et resuspendu dans 100 pL d'une solution isotonique froide (50 mM Tris-
HCI pH 8.0, 50 mM glucose, 10 mM EDTA, et 0.15% Kathon® CG/ICP). Les cellules sont
ensuite lysées par l'ajout de 200 pL d'une solution alcaline composée de 0.2 M NaOH et de
Triton X-100 1% (v/v). Le tout est mélangé doucement par inversion, afin d'éviter la
fragmentation excessive de ADN chromosomique. On y ajoute ensuite 150 pL d'une solution
neutralisante (3 M acétate de sodium, pH 4.8) qui permet la précipitation de I'ADN
chromosomique. Le tout est agité délicatement et incubé 5 minutes sur glace. Une
centrifugation & 13 000 rpm pendant 5 minutes suit afin de récupérer le surnageant. A celui-ci
est ajouté 400 pL d'isopropanol (1 vol) et le mélange est incubé 4 4°C pendant 10 minutes.
L'ADN plasmidique est récupéré par centrifugation et le culot est dissout dans 50 pL de tampon

TE.
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5.3 Digestion enzymatique de I'ADN plasmidique

L'ADN plasmidique isolé est analysé par digestion simple et/ou double avec des
endonucléases de restriction (Pharmacia LKB). Une unité d'enzyme est utilisée par
microgramme d'ADN dans un tampon "One-Phor-All" 10x (Pharmacia LKB) dilué  1x ou 2x,
selon la concentration spécifiée par le manufacturier. Le volume final est de 20 pL. Le mélange

est incubé pendant une a deux heures a 37°C.

5.4 Analyse d'ADN plasmidique

L'ADN plasmidique est analysé par électrophorese en gel d'agarose 0.7% (p/v) dissout
dans un tampon TBE 1x (89 mM Tris-HCI, 89 mM acide borique et 20 mM EDTA, pH 8.0).
Une concentration de 0.5 pg/mlL de bromure d'éthidium est ajouté au gel afin de visualiser les
fragments par lumiére ultra-violette. Le tampon d'échantillon (0.25% bleu de bromophénol,
0.25% xyléne cyanol FF et 30% glycérol) est ajouté dans un rapport 1:5 a 'ADN digéré avant
d'étre déposé dans le puits. La migration se fait dans un appareil a électrophorése "DNA sub-
cell" de Bio-Rad a une différence de potentiel de 5 Volts/cm pendant 16 heures (Sambrook ez

al., 1989).

Le standard de masse moléculaire utilisé est le "1 Kb Ladder" (GIBCO BRL Life
Technologies, Inc.). Ce standard d'ADN de taille connue entre 400 et 12 000 paires de bases

permet d'estimer la taille des fragments séparés.
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5.5 Isolement d'ADN simple brin

L'isolement d'ADN simple brin servant au séquengage se fait selon la méthode décrite
dans le manuel d'instruction de Bio-Rad "M13 Cloning/Sequencing Kits". Le géne provenant
d'un clone positif ou d'un produit de PCR est cloné dans les formes réplicatives M13mp18 et
M13mp19. Ceux-ci différent entre eux par l'orientation de la cassette de clonage. Ces formes
réplicatives sont ensuite transformées dans £. coli DH11S et étalées sur milieu 2xTY en
présence dTPTG (inducteur de l'opéron lactose) et de X-gal (substrat de la B-galactosidase qui

donne une coloration bleue lorsqu'hydrolysé par l'enzyme).

Suite 4 une incubation pendant la nuit & 37°C, les plages blanches sont repiquées a l'aide
de cure-dents stériles dans 1.5 mL de milieu 2xTY contenant une culture log de DH11S. Le tout
est incubé pendant 6 heures & 37°C suivi d'une centrifugation pendant 10 min & 13 000 rpm
(Biofuge 13, Baxter Canlab). A cette étape, la grosseur des fragments peut étre analysée par
électrophorése en gel d'agarose 0.7 % (voir section 5.4). Par la suite, 1 mL de surnageant est
transvidé dans un tube Eppendorf propre contenant 250 puL d'une solution de PEGyy, 20% (p/v)
et 2.5 M NaCl. Le tout est mélangé par inversion et incubé a 4°C pour la nuit. Une
centrifugation de 10 min est effectuée afin de récupérer les phages. Le culot est ensuite
suspendu dans 100 pL de tampon TE et 50 uL de phénol saturé sont ajoutés dans le but de
purifier 'ADN simple brin. Le tout est agité et incubé pendant 15 min 4 la température de la
piéce. A ce mélange sont ajoutés 50 pL de chloroforme suivi d'une deuxiéme incubation. Le

mélange est ensuite centrifugé 5 min et la phase aqueuse est récupérée. L'ADN simple brin est
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précipité par I'sjout de 0.1 volume d'acétate de sodium 3 M et 2 volumes d'éthanol froid. Le
mélange est incubé 4 -20°C pendant 30 min, Un culot est récupéré par centrifugation pendant
10 min et lavé une fois a I'éthanol 75 % (v/v). Le culot est bien séché et dissout dans 30 uL

d'eau stérile.

6. SOUS-CLONAGE D'UN GENE CHEZ E. coli

6.1 Amplification élective in vitro (PCR)

L'amplification élective in vitro permet d'amplifier une région spécifique entre deux
amorces. Ces amorces shybrident aux chaines complémentaires de la séquence d'ADN a étre
amplifiée. Un cycle de PCR comprend une dénaturation des brins complémentaires suivi de
I’hybridation des amorces et d’une synthése d'ADN 4 l'aide de la polymérase Pfu. Ce cycle est

répété 30 fois.

Dans un tube Eppendorf stérile sont ajoutés en ordre: 59 uL d'eau distillée stérile, 10
uL de tampon Pfir 10x, 2 uL de 10 mM de chacun des nucléotides (A,C,G,T), 1 uL de Tween
20 5% (v/v), 8 pL de propionamide 50% (v/v), 10 pL de matrice linéarisée (environ 1 ng
d'ADN), 0.5 pL de chaque amorce (environ 50 pmol) et 1 pL d'enzyme Pfu. Le tout est bien
mélangé et 50 uL de ce mélange sont aliquotés dans deux tubes & PCR stériles. Afin d'éviter

I'évaporation lors de la réaction, 100 pL d'huile minérale sont déposés en surface du mélange.

Le programme utilisé est le suivant: 5 min 2 95°C, 5 min & 55°C, 3 min a 72°C, suivi de

30 cycles comprenant 1 min a 94°C, 1 min a 55°C et 3 min a 72°C. Le PCR termine avec une
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incubation a 72°C pendant 7 min.

6.2 Ligation

Un géne ou un produit de PCR obtenu par la méthode précédente est sous-cloné dans
divers vecteurs d'expression selon la méthode de ligation décrite par Sambrook et al. (1989).
Pour ce faire, 5 pL de vecteur ainsi que 5 pL de produit de PCR sont d'abord digérés selon la
méthode décrite a la section 5.3. Les enzymes de restriction sont ensuite désactivés a 85°C
pendant 10 minutes et 2 pL. d'ATP 10 mM et 1 pL de T4 ADN ligase sont ajoutés au tube. Le

mélange est incubé pendant 16 heures 3 la température de la piece.

7. BACTERIES COMPETENTES

7.1 Protoplastes de S. lividans

La préparation de protoplastes de S. lividans se fait selon la méthode de Hopwood et
al., 1985 modifiée par Kluepfel et al. (communication personnelle). Afin de préparer des
protoplastes, 3 mL d'une culture en milieu TSB sont utilisés pour ensemencer un Erlenmeyer
de 500 mL contenant 100 mL de milieu RS liquide et 0.5% (v/v) glycine. Le tout est incubé a
34°C pendant 24 hr avec une agitation a 240 rpm. Le mycélium est homogénéisé au Potter et
centrifugé dans des bouteilles stériles de 500 mL a 9000x g pendant 15 minutes (Centrifugeuse
Beckman, modele J2-21, rotor JA10). Le culot de mycélium est lavé deux fois avec une solution

de sucrose 10.3% (p/v). Suivant le deuxiéme lavage, le culot est resuspendu dans 50 mL de
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tampon P contenant 1 mg/mL de lysozyme. Le mycélium est mélangé doucement trois fois a
l'aide d'une pipette et est incubé & 34°C pendant 30 min afin de digérer la paroi cellulaire. Le

mycélium est mélangé doucement a quinze minutes d’intervalle lors de cette incubation.

Le tampon P est composé de 103 g de sucrose, 0.25 g de K,SO,, 2.02 g de
MgCl,*6H,0, 2 mL d'une solution d'éléments traces (voir section 3.1.3) et 800 mL d'eau
distillée. Cette solution est autoclavée en aliquots de 80 mL auxquels sont ajoutés les solutions
stériles suivantes : 1 mL de KH,PO, 0.5 % (p/v), 10 mL de CaCl,»2H,0 3.68 % (p/v) et 10 mL

de tampon TES 5.73% (p/v) ajusté a pH 7.2.

Afin de vénfier que le mycélium soit transformé en protoplastes, un examen
microscopique est effectué. Lorsqu’environ 100% de protoplastes sont obtenus, 15 mL de
tampon P sont ajoutés et le tout est incubé 15 minutes de plus a 34°C. Par la suite, les
protoplastes sont filtrés sur laine de verre dans des bouteilles de centrifugation de 50 mL. Suite
a une centrifugation de 7 min a 5000 rpm, le surnageant est décanté et le culot de protoplastes
est resuspendu dans le volume résiduel. Les protoplastes sont lavés deux fois dans le tampon
P et resuspendus dans un volume qui donne 10' protoplastes par mL. La quantité de
protoplastes est estimée par spectrophotométrie a une densité optique (D.0.) de 600 nm et
comparé & une courbe de la D.O. en fonction du nombre de protoplastes par mL. Les
protoplastes peuvent étre aliquotés puis congelés dans un bécher contenant de la glace mis i -

70°C.
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7.2 E. coli

La préparation de bactéries compétentes d'E. coli se fait selon la méthode usuelle décrite
par Sambrook et al. (1989). Une colonie de 1a souche a transformer est ensemencée dans 5 mL
de milieu 2xTY (incluant les antibiotiques selon le cas) et est incubée a 30°C ou 37°C (selon la
souche) pendant la nuit avec une agitation de 240 rpm. Par la suite, 500 pL de cette culture sont
ajoutés & 50 mL de milieu 2xTY frais et le tout est incubé jusqu'a I'obtention d'une D.O., de
0.5. Un culot est récupéré par centrifugation 4 5000 rpm pendant 10 minutes a 4°C
(centrifugeuse Sorvall RC-5B, DuPont Instruments, rotor SA600) et est resuspendu dans 10
mL de tampon CM1 froid (164 mg de CH;COONa, 1.98 g MnCl,*4H,0, 58 mg de NaCl, 200

mL d'eau distillée, pH 5.6)

Le tout est incubé sur glace pendant 20 minutes suivi d'une centrifugation d'une durée
de 10 minutes & 5000 rpm. Le culot est resuspendu dans 1 mL de tampon CM2 froid (41 mg
de CH,COONa, 515 mg de CaCl,*2H,0 et 495 mg de MnCl,*4H,0, 50 mL d'eau distillée, pH
5.6). Les cellules sont ensuite incubées sur glace pendant 20 minutes avant d'étre mises en

présence avec 'ADN.
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8. TRANSFORMATION BACTERIENNE

8.1 8. lividans

Les protoplastes préparés selon la section 7.1 sont transformés par la méthode décrite
par Hopwood ef al. (1985), modifié par Kluepfel ef al. (communication personnelle). Dans un
tube Eppendorf stérile sont ajoutés 50 pL de protoplastes de Streptomyces lividans, 5 pL
d'ADN (produit de ligation) et 200 uL de PEG 5y 25% (v/v). Le PEGy est dilué dans le
tampon T de transformation qui est composé de 25 mL de sucrose 10.3% (p/v) stérile, 75 mL
d'eau distillée stérile, 0.2 mL d'une solution d'éléments traces (composition décrite 3 la section
3.1.3), 1 mL de K,SO, 2.5% (v/v), 0.2 mL de CaCl, S M et 0.5 mL de tampon d'acide Tris-

maléique (tampon Tnis, pH 8.0 ajusté avec l'acide maléique).

Le mélange est incubé 2 minutes a la température de la piece et 50 uL du mélange sont
étalés sur milieu RS. Les boites de Petri sont incubées a 34°C pendant 16 heures suivi d'un
recouvrement de 1 mL d'une solution de thiostreptone (10 puL d'un stock de 50 mg/mL dans 1
mL d'eau distillée stérile). Les boites de Petri sont placées de nouveau a 34°C pendant 24 a 48

heures.

8.2 E. coli

Les cellules compétentes d'E. coli, préparées par la méthode décrite a la section 7.2 sont

transformées par la méthode décrite par Sambrook ez al. (1989). Dans un tube Falcon de 10 mL
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(sur glace) sont placés 300 uL de cellules compétentes et 5 uL d'ADN (2 a 200 ng). Le mélange
est incubé sur glace pendant 40 minutes suivi d'un choc thermique a 42°C pendant deux minutes
sans agitation. Ceci permet a I'ADN de pénétrer les cellules. Le mélange est placé de nouveau
sur la glace et 1 mL de milieu 2xTY est ajouté dans le tube. Le tout est incubé a 30°C ou 37°C
(selon la souche) pendant 45 minutes permettant l'expression phénotypique. La culture est étalée
sur un milieu solide contenant le marqueur de sélection et les boites de Petri sont incubées

pendant la nuit a la température optimale de a souche.

9, EXPRESSION D'UN GENE CLONE DANS E. coli

9.1 Micro-méthode

La micro-méthode (adaptée selon la souche utilisée) permet de vérifier d'abord
I H x 4 J H ' ' . A
expression du geéne cloné dans le vecteur d'expression avant d'entreprendre I'expression &

grande échelle avec le meilleur systéme d'expression.

9.1.1 Dérivées d'E. coli K38

Afin d'exprimer une protéine fusionnée a une queue de six résidus d'histidine, une
colonie d'un clone positif est ensemencée dans 5 mL de milieu 2xTY contenant 60pg/mL
d'ampicilline et de kanamycine. La souche est incubée a 30°C pendant la nuit et 1.25 mL de
cette culture sont transférés dans 8.25 mL de milieu 2xTY/kan amp frais. Le tout est incubé a

30°C jusqu'a l'obtention d'une D.0. 4, entre 0.7 4 0.9. Les cellules sont ensuite placées a 42°C
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durant 30 min suivi d'une incubation 4 37°C pendant 3 heures. La culture est répartie en tubes
Eppendorf en raison de 2 mL et centrifugée & 13 000 rpm pendant 10 min (Biofuge 13, Baxter
Canlab, Haraeus Instruments). Le culot cellulaire est préservé a -80°C jusqu'a I'étape de la

micro-purification.

9.1.2 Dérivées d'E. coli BL21(DE3)

La production de protéine recombinante a petite échelle dans les clones d'E. coli
BL21(DE3) se fait de la méme fagon que celle décrite en 9.1.1. Cependant, il y a quelques
modifications. Seul I'antibiotique ampicilline est ajouté au milieu 2xTY et la souche croit a 37°C.
De plus, l'induction se fait par l'intermédiaire de 3 mM dTPTG et les cellules sont incubées

pendant 3 & 4 heures additionnelles.

9.2 Macro-méthode

La méthode a grande échelle consiste a ensemencer un litre ou plus de culture d'E. coli.
Pour ce faire, 20 mL d'une pré-culture sont inoculés dans chaque Erlenmeyer de 2 L contenant
1 L de milieu 2xTY frais contenant 60 pg/mL d'ampicilline. Les milieux ensemencés sont
incubés a 37°C jusqu'a une D.0.,, de 0.7 4 0.9. Une fois atteinte, 1.4 mL d'une solution stock
d'IPTG 1M sont ajoutés par litre de culture. Le tout est incubé pendant 3 & 4 heures a 37°C
pour induire la production de protéine qui sera accumulée dans des corps d'inclusion. Les

cellules sont récupérées par centrifugation durant 10 minutes & 5000 rpm (centrifugeuse Sorvall
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RC-5B, rotor GS-3) et lavées avec 20 mL de tampon A (500 mM NaCl et 160 mM Tris-HCI

pH 8.0). Les cellules sont conservées & -80°C jusqu'a leur utilisation.

10. PURIFICATION DES PROTEINES
10.1 Chromatographie d'affinité sur résine Ni-NTA

10.1.1 Micro-purification dénaturante des protéines

La micro-méthode de purification dénaturante des protéines se fait selon le manuel
d'instruction de QIAGEN (QIAexpressionist). Cette méthode permet de purifier rapidement les
protéines produites aux sections 9.1.1 et 9.1.2. Les cellules obtenues aux sections 9.1.1 et 9.1.2
sont resuspendues dans 400 pL de tampon B (8 M urée, 0.1 M phosphate de sodium et 0.01M
Tris-HCI, pH 8.0) et mélangées doucement afin d'étre lysées. Le lysat est centrifugé 10 min a
13 000 rpm dans une micro-centrifugeuse et le surnageant est récupéré. Un volume de 100 uL
de résine Ni-NTA 50% (p/v), équilibré dans le tampon B, est ajouté. La mixture est incubée a
la température de la piéce pendant 30 min avec faible agitation et la résine est récupérée par
centrifugation pendant 10 s. La résine est lavée trois fois avec 1 mL de tampon C (8 M urée,
0.1 M phosphate de sodium et 0.01 M Tris-HCI, pH 6.3). Les protéines sont éluées par I'ajout
de 30 pL de tampon C contenant 100 mM d'EDTA. Ce dernier chélate les ions de nickel de la
résine ce qui permet I'€lution de la protéine et donc la récupération de la protéine dans le

surnageant suite a une centrifugation de 30 s.
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10.1.2 Macro-purification dénaturante des protéines

La macro-méthode de purification des protéines est une modification de la micro-
méthode de QIAGEN. Les cellules récupérées par centrifugation a 4000x g pendant 20 min sont
resuspendues dans 20 mL de tampon B auquel 32 pL de B-mercaptoéthanol sont ajoutés pour
donner une concentration finale de 10 mM. Le tout est incubé a la température ambiante
pendant une heure avec agitation afin de lyser les cellules. Suite & une centrifugation de 45 min
4 18 000x g (Beckman J2-21, rotor JA-20), le surnageant est récupéré. A celui-ci sont ajoutés
3 mL de résine Ni-NTA 50 % (p/v) préalablement équilibrée et le tout est mélangé pendant une

heure a la température ambiante.

Le mélange est ensuite chargé dans une colonne d’un cm de diamétre. Lorsque le
volume exclu est passé, la résine est lavée avec 40 mL de tampon B suivi de 40 mL de tampon
C (contenant 10 mM de B-mercaptoéthanol). La protéine est éluée de la colonne par l'ajout de
5 mL de tampon C contenant 100 mM EDTA, 10 mM [-mercaptoéthanol et 10 % (v/v)

glycérol. L'échantillon protéique pur est conservé a -80°C.

10.1.3 Purification native des protéines

La purification native se fait selon le protocole 5 du manuel d'instruction de QIAGEN.

Quelques modifications ont été apportées au protocole. Le surnageant, suite a la lyse cellulaire,

est récupéré par centrifugation & 18 000 rpm pendant 40 min et incubé en présence d’un mL de
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résine Ni-NTA (au lieu de 8 mL) pendant une heure a 4°C. Le mélange est ensuite chargé dans
une colonne d’un cm de diamétre. La résine est d'abord lavée avec 40 mL de tampon de lavage
contenant 20 mM d'imidazole suivi de 40 mL de tampon de lavage contenant 40 mM
d'imidazole. L'élution de la protéine est réalisée avec 3 mL de tampon de lavage contenant 200

mM imidazole et 10% (v/v) glycérol.

10.1.4 Purification des corps d'inclusion

Les protéines sont récupérées a partir des corps d'inclusions selon la méthode décrite
par Soumounou et Laliberté (1994). Le culot cellulaire congelé a -80°C (obtenu par la méthode
décrite a la section 9.2) est dégelé et resuspendu dans 8 mL de tampon A (500 mM NaCl et 160
mM Tris-HCl, pH 8.0). De plus, 2 mL de tampon A contenant 5 mg/mL de lysozyme sont
ajoutés. Le tout est incubé 20 min a la température de la piéce afin de digérer la paroi cellulaire.
Ensuite, trois cycles de congélation dans un bain de glace séche/éthanol suivi de décongélation
a la température de la piéce sont effectués. La lyse cellulaire est assurée par six cycles de
sonication de 30 secondes. La lyse est vérifiée par examen au microscope et lorsqu'accomplie,
la préparation est centrifugée a 10 000 rpm pendant 30 minutes (centrifugeuse Sorvall RC-5B,
DuPont Instruments, rotor SA600). Le surnageant est décanté et les corps d'inclusions
retrouvés dans le culot sont lavés deux fois avec un mélange de 4 mL de tampon A et 4 mL
d'urée 4 M (2.4 g dissouts dans 10 mL de tampon A). Une centrifugation de 20 minutes a 8000
rpm permet de récupérer les corps d'inclusions dépourvus de protéines solubles. La protéine

insoluble dans les corps d'inclusions est ensuite resuspendue dans 20 mL de tampon A contenant
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6 M GuHCl, 5 mM B-mercaptoéthanol et 0.1% Tween 20. Les corps d'inclusions sont
solubilisés pendant 30 minutes a la température de la piéce avec agitation occasionnelle. Les
protéines solubilisées par le GuHCI sont récupérées par centrifugation a 15 000 rpm pendant
30 minutes a 4°C. La protéine retrouvée dans le surnageant est mise en présence de 1 mL de
résine Ni-NTA 50% (v/v) équilibrée dans le tampon A (sans GuHCI). Le tout est incubé une
heure 2 la température de la piéce avec agitation douce. Le mélange est ensuite chargé dans une
colonne d’un cm de diamétre. Des lavages avec le tampon A contenant du GuHC! sont effectués
jusqu'a ce que la D.O.,4, soit inférieure 4 0.01. La résine est ensuite lavée avec 40 mL de
tampon A sans GuHCI ce qui permet la renaturation de la protéine sur la colonne. La protéine

est éluée par I'ajout de 3 mL d'imidazole 250 mM en tampon A.

10.2 Dosage des protéines

La méthode de Lowry ef al. (1951) est utilisée pour doser les protéines en utilisant la

fraction V de l'albumine sérique de bovin (BSA) comme standard.

10.3 Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS

10.3.1 Méthode automatisée (Phastsystem™)

La pureté des échantillons protéiques est vérifiée par électrophorése en gel de
polyacrylamide dénaturant de 12.5% (Phastgel™) par la méthode semi-automatisée,

Phastsystem™ (Pharmacia LKB). Un volume de 5 pL de tampon d'échantillon 3x (voir section
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9.3) est mélangé a 10 pL d'échantillon. Le tout est bouilli 10 min et 4 uL est déposé sur un puits

du peigne applicateur 6/4 de Pharmacia LKB.

Un standard de protéines de poids moléculaire connus (Bio-Rad) est aussi disposé sur
un puits du peigne. Ce standard (LMW) comprend les protéines suivantes: le lysozyme (14.4
kDa), llinhibiteur de trypsine de soya (21.5 kDa), l'anhydrase carbonique (31 kDa), I'ovalbumine

(42,7 kDa), l'albumine de sérum bovin (66.2 kDa) et la phosphorylase b (97.4 kDa).

La migration se fait jusqu'a un temps de séparation de 70 Volts-heures (Vh). Les gels
sont colorés au nitrate d'argent avec le kit commercial "Phastgel silver kit" selon le manuel

d'instruction Phastsystem™ (Pharmacia LKB).

10.3.2 Méthode conventionnelle

L'électrophorése en présence de SDS est effectuée selon la méthode conventionnelle
établie par Laemmli (1970) afin de séparer une plus grande quantité de protéines. Une quantité
connue d'échantillon est mélangée dans un rapport 4:1 avec du tampon d'échantillon 5x. Le
mélange est bouilli pendant 10 min et est déposé dans un puits du gel de polyacrylamide
dénaturant 9 %. La migration se fait 4 50 v pendant 16 heures dans un tampon d'électrophorése

(48 mM Tris, 39 mM glycine, 0.00375% SDS, pH 8.3).

Le gel peut étre coloré pendant une heure avec une solution de bleu de Coomassie (0.75

g bleu de Coomassie R-250, 250 mL de méthanol, 50 mL d'acide acétique et 200 mL d'eau
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distillée). La décoloration se fait pendant une a trois heures dans une solution contenant du
méthanol 30%, (v/v) et de I'acide acétique 7%, (v/v). En d'autres cas, le gel peut étre coloré au
nitrate d'argent avec la trousse commerciale "Silver Stain Plus" de Bio-Rad. Le gel est ensuite
conservé dans une solution de glycérol 10%, (v/v) et peut étre séché entre deux membranes de
cellulose du kit "gel drying" de Promega selon les instructions du bulletin technique (fiche no.

91).

10.4 Extraction de protéine d'un gel SDS-PAGE

La bande protéique d'intérét est excisée du gel a l'aide d'un scalpel stérile. Cette
technique simple permet de purifier davantage I'échantillon obtenu a I'étape 10.1.2. L'échantitlon
est migré sur gel SDS-PAGE 9% et deux languettes de chaque cté du gel sont colorées au bleu
de Coomassie afin de situer la protéine. La bande protéique est ensuite excisée et déposée dans
un tube en plastique de 10 mL contenant 4 mL de PBS (0.45 g de NaH,PO,*H,0, 1.8 g de

Na,HPO,*7H,0, 8.5 g de NaCl et 50 mg dEDTA par litre d'eau distillée).

Le tout est incubé a la température de la piéce pendant deux heures avec agitation
occasionnelle et, le tout est versé dans une seringue stérile de 10 mL, Le gel est morcelé par
plusieurs passages d'une seringue & une autre en utilisant des aiguilles de plus petit diamétre a
chaque fois. La préparation est ensuite transférée dans un nouveau tube de 10 mL et
centrifugée 10 min & 3000 rpm. Le surnageant de protéine est récupéré et filtré sur membrane

de 0.22 pm avant d'étre congelé a -80°C.
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11. IMMUNO-DETECTION

11.1 Production d'anticorps

Des anticorps polyclonaux ont été préparés en immunisant des lapines de race Nouvelle-
Zélande dgées de quatre mois. Une prise de sang pré-immun a été effectuée sur chaque lapine,

avant l'immunisation.

Une premiére injection d'environs 200 pg est réalisée de fagon intramusculaire, suivie
de deux injections additionnelles de 300 pg a des intervalles d'une semaine et de quatre semaines
(voir figure 13). Lorsqu'un bon titre d'anticorps est obtenu, les lapines sont sacrifiées par

ponction cardiaque.

L'adjuvant utilisé est I'émulsion MPL™TDM+CWS (RIBI Immunochem Research Inc.,
Cedar Lane, Ont.). L'adjuvant est chauffé 15 min a 45°C et est reconstitué avec 2 mL de PBS
contenant une quantité connue de la protéine pure. Le tout est bien mélangé au vortex pendant

quelques minutes avant injection.



JOUR1

Premiére injection : 200 ug de protéine dans le
mélange adjuvant-antigéne.
Deux injections intra-musculaires de 125 pL.

l

JOUR 8

Deuxiéme injection : 300 ug de protéine dans le
mélange adjuvant-antigéne.

Quatre injections sous-cutanées d'environ 80 pL
prés des ganglions.

2 semaines de repos

l

SEMAINE 4

Troisiéme injection : 300 pg de protéine dans le

mélange adjuvant-antigéne.

Quatre injections sous-cutanées d'environ 100 uL
prés des ganglions.

SEMAINE §

Prélévement de l'anti-sérum et vérification du
titre.

Sacrifice des animaux et récupération du sang
par ponction cardiaque.

Figure 13 : Protocole dimmunisation des lapines pour la production d'anticorps
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11.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

La méthode ELISA directe est employée pour déterminer la concentration d'anticorps
obtenus par la méthode décrite a la section 11.1. Dans un plateau Linbro de 96 puits, 50 uL
d'antigéne dilué a 5 pg/mL dans un tampon carbonate/bicarbonate 0.1 M, pH 9.5 sont déposés
dans le fond des puits. La plaque est incubée pendant la nuit a 4°C. Aprés trois ringages avec
un tampon de lavage (solution de PBS contenant 0.1% (v/v) de Tween20), les sites libres sont
bloqués avec 200 pL de tampon PBS contenant 2% (p/v) de lait écrémé. Le tampon PBS est
composé de 520 mg de NaH,PO,°H,0, 3.35 g de Na HPQ,+*7H, O, 8.5 g de NaCl et 50 mg

d'EDTA par litre d'eau distillée, pH 4 7.2.

La plaque est incubée une heure 2 la température ambiante, suivi d'une deuxiéme sénie
de trois lavages. Des dilutions par deux des anti-sérums a tester sont déposées a raison de 50
uL par puits. La plaque est incubée a 37°C pendant deux heures. Les puits sont ensuite rincés
trois fois avec le tampon de lavage et 50 uL de conjugué HRP (horse radish peroxidase) anti-
IgG de lapin produit chez I'dne sont ajoutés. Cet anticorps est d'abord dilué 1:1000 dans du PBS
contenant 2% (p/v) de lait écrémé. La plaque est incubée de nouveau pendant 90 min a 37°C.
Les puits sont lavés cinq fois et 50 pL. d'un mélange (1:1) de peroxidase triméthyl benzidine
(TMB) et peroxidase, solution B sont ajoutés. La plaque est agitée délicatement et incubée a
la température ambiante pendant 15 min. La réaction est arrétée par l'ajout de 50 pL d'acide
phosphorique IM et les lectures de densité optique se font a 450 nm a l'aide de 'appareil

Multiscan (Titertek Multiskan, Flow laboratories, Inc., McLean, Va.).
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11.3 Transfert de protéines sur membrane de nylon

Le transfert des protéines sur membrane de nylon est réalisé selon Towbin ef al. (1979).
Les protéines séparées en SDS-PAGE (section 10.3.2) sont transférées sur la membrane avec
I'appareil Trans-blot SD (semi-dry transfer cell) de Bio-Rad. Le gel préalablement équilibré
pendant 30 min dans le tampon de transfert est placé sur la membrane de nylon (Boehringer
Mannheim) et le tout se retrouve entre deux feuilles de papier buvard trempées dans le tampon
de transfert (2.93 g de glycine, 5.81 g de Tris et 3.75 mL de SDS 10%, (p/v) par litre d'eau
distiliée). Ce montage est assemblé entre les deux électrodes de l'appareil. Le transfert est
effectué a 25 V pendant une heure pour un gros gel (16 x 16 x 0.15 cm) ou & 15 V pendant 20
min pour un petit gel (8 x 10 x 0.05 cm). La membrane est ensuite séchée pendant une heure

a la température ambiante.

11.4 Immuno-détection des protéines

Les protéines transférées sur une membrane de nylon (section 11.3) sont détectées a
l'aide d'anticorps spécifiques. La membrane est trempée pendant une heure dans 10 mL de PBS
contenant 3 % (p/v) de lait écrémé. Aprés incubation, le tampon est décanté et la membrane est
incubée de nouveau dans 20 mL de tampon frais contenant de 50 a 150 uL d'anticorps, tout
dépendant du titre de I'anticorps. L'incubation se fait pendant deux heures a la température
ambiante. Aprés, trois lavages de 10 min sont effectués avec du tampon PBS contenant 0.5%

(v/v) de Triton X-100 suivi d'un lavage de 15 min avec le tampon PBS. Par la suite, la
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membrane est incubée une heure dans 10 mL de tampon PBS contenant 3 % (p/v) de lait
écrémé et 2 pL de la protéine A marquée 4 l'iode radioactif ("I, ICN). La membrane est lavée

de nouveau, trois fois 10 min avec le tampon PBS contenant 0.5% (v/v) de Triton X-100.

La membrane est séchée et l'autoradiographie entre deux écrans d'intensification Hi-Plus
(DuPont) sur film Kodak BIOMAX MR 2 -80°C est effectuée. La durée de l'exposition varie

selon l'intensité du signal.

12. DETECTION DE LA LIAISON D'ATP

La détermination de la liaison de I'ATP & une protéine est effectuée avec le kit
commercial "ATP-binding protein detection kit" de Boehringer Mannheim. L'échantillon
protéique purifié par la méthode décrite a la section 10.1.2 est d'abord dialysé contre du tampon
PBS pH 7.0 pendant 24 heures 4 4°C. Une quantité de 0.5 pg de protéine est ensuite incubée
avec 1.0 mM FSBA (dilué dans du DMSO) pendant 20 min a 30°C. Le FSBA est un analogue
a I'ATP qui reconnait et modifie les sites de liaison des nucléotides. La mixture est ensuite
bouillie dans le tampon SDS-PAGE et migrée sur un gel de polyacrylamide dénaturant selon la

méthode décrite a la section 10.3.2.

La protéine modifiée-FSBA est transférée sur une membrane de nitrocellulose selon la
technique décrite a la section 11.3. La membrane est ensuite incubée 30 minutes a la
température de la piéce avec 10 mL de tampon Tris-NaCl (TBS), pH 7.4 contenant 2 % (p/v)

de gélatine. Le TBS est constitué de 8.8 g de NaCl et 6 g de Tris par litre d'eau déionisée.
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L'incubation se fait dans un tube a hybridation. La membrane est ensuite lavée trois fois, cinq
min chaque fois avec le TBS contenant 0.1% Tween20 (TBS-Tween). Ceci permet d'enlever
la gélatine en excés. Par la suite, la membrane est incubée dans 5 mL de TBS-Tween contenant
10 pL d'anticorps anti-FSBA reconstitués (dilution finale de 1pg/pL). L'incubation se fait
pendant 2 heures a la température de la piéce dans le four a hybridation. Trois lavages au TBS-

Tween de cinq minutes sont ensuite effectués a la température de la piéce.

La membrane de nylon est ensuite incubée dans 12 mL tampon TBS-Tween contenant
3 uL d'anticorps de chévre anti-IgG de lapin conjugué a la phosphatase alcaline. L'incubation
se fait pendant 30 min avec une agitation douce. Quatre lavages de cing min sont effectués avec
le TBS. Les complexes anticorps/antigénes sont détectés par la réaction colorimétrique avec les
substrats de la phosphatase alcaline, soit le chlorure de 4-nitrobleu tétrazolium (NBT) et le 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP). Un tampon de Tris-HCI 0.1M, pH 9.5 comprenant
les ingrédients suivants est d'abord préparé : 6.06 g de Tris, 5.08 g de MgCl,*6H,0 et 2.92 g
de NaCl dissouts dans un volume final de 500 mL d'eau distillée. A 20 mL de ce tampon sont
ajoutés 100 uL de NBT et 75 pL de (BCIP). La membrane est placée dans ce mélange sans
agitation et ce jusqu'a 'apparition de bandes. La membrane est rincée a l'eau afin d'arréter la

réaction.

13. SEQUENCAGE DE L'EXTREMITE N-TERMINALE

Un échantillon de protéines partiellement purifiées est chargé sur un gel SDS-PAGE
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12.5% d'une épaisseur de 0.75 mm, préparé selon le protocole de Laemmli (1970) décrit a la

section 10.3.2.

Le transfert des protéines sur une membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF) est
réalisé selon le protocole de Matsudaira (1987). Le transfert se fait 4 250 mA pendant 15 min
dans le tampon de transfert (10 mM CAPS, 10% méthanol, pH 11.0 ajusté avec du NaOH) &

l'aide de l'appareil Multiphor IT Nova Blot de Pharmacia LKB.

La membrane est ensuite lavée pendant 20 minutes a l'eau déionisée et colorée au bleu
de Coomassie R-250 0.1%, (p/v) contenant 50% de méthanol. La décoloration se fait pendant
cing min maximum avec une solution de décoloration (50% de méthano!l et 10% d'acide
acétique glacial). La membrane est séchée et préservée a -20°C a l'obscurité. Le service de
séquengcage de IInstitut de Recherche en Biotechnologie a réalisé la séquence de l'extrémité N-

terminale de la protéine par dégradation d'Edman.

14. CARACTERISATION BIOCHIMIQUE

14.1 Poids moléculaire

Le poids moléculaire de la protéine a été évalué par électrophorése en gel de
polyacrylamide dénaturant selon la méthode décrite a Ia section 10.3.1. Une régression linéaire
du poids moléculaire de la protéine en fonction de la distance de migration du standard

protéique permet de déterminer le poids moléculaire de la protéine.
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14.2 Point isoélectrique

Le point isoélectrique (pI) d'une protéine est déterminé par focalisation isoélectrique
(IEF) sur un gel de polyacrylamide contenant des ampholytes. La migration se fait dans
I'appareil Phastsystem™ . Les ampholines forment un gradient de pH 3 a pH 9 (Phastgel™ 3-9)
suite a une pré-électrophorése jusqu'a 75 Vh. Un échantillon protéique de 4 pL est ensuite
appliqué et migre pendant 410 Vh. Un standard de protéines de pI connu migre en paralléle. Ce
standard (IEF calibration kit, pH 3-10, Pharmacia, LKB) comprend les protéines suivantes:
amyloglucosidase (pI-3.5), inhibiteur de trypsine de soya (pI-4.55), B-lactoglobuline A (pI-5.2),
anhydrase B carbonique de bovin (pI-5.85), anhydrase B carbonique humain (pI-6.55), bande
acidique de myoglobine (pI-6.85), bande basique de myoglobine (pI-7.35), bande acidique de
lectine de lentille (pI-8.15), bande moyenne de lectine de lentille (pI-8.45), bande basique de
lectine de lentille (pI-8.65) et trypsinogéne (pI-9.3). Suivant la migration, les protéines sont
révélées en colorant le gel au nitrate d'argent avec le kit commercial "Phastgel silver kit" selon

le manuel d'instruction Phastsystem™ (Pharmacia LKB).



RESULTATS
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1. CONSTRUCTIONS GENETIQUES

1.1 Amplification du géne msiK par PCR

La figure 14 représente la séquence corrigée du géne msiK. La séquence originale du
géne isolé et séquencé par Hurtubise (1994) avait un cadre de lecture ouvert (ORF) de 942
nucléotides débutant par un codon ATG (nucléotide 406) et se terminant par un codon TGA
(nucléotide 1348) codant pour une protéine de 314 acides aminés dont le poids moléculaire

calculé serait de 33 878 daltons.

Une erreur de séquengage a été retrouvée dans la région indiquée par quatre fléches
consécutives (nucléotides 1325 a 1328). Cette séquence révisée contient quatre bases de
cytosine consécutives au lieu de trois. La séquence corrigée du géne msiK a donc un cadre de
lecture ouvert de 1136 nucléotides débutant par un codon ATG (nucléotide 406) et se terminant
par un codon TGA (nucléotide 1540) codant pour une protéine de 378 acides aminés dont le
poids moléculaire calculé serait de 40 483 daltons (Hurtubise et al., 1995). Le contenu en G +
C est de 68.7% et la troisiéme base de chaque codon est essentiellement une guanine ou une
cytosine (plus de 90%) ce qui correspond au contenu habituel de I'ADN de Streptomyces (Bibb

etal., 1984).

Le fragment Kpnl/BamHI du plasmide pIAF48 a été utilisé comme matrice pour
I'amplification élective in vitro (PCR) du géne msiK. La méthode de PCR est décrite 2 la

section 6.1 des matériels et méthodes. L'oligonucléotide MsiK$ (nucléotides 406-420) a permis



aa#
CTCCCGAAGCCCGGCACGGTCTCGCAGGCCGAACCCCTGCCGGAGGGCAATAGCGCCCCGGCAACCCGAAGG
GACCCCCCGATCCAGGATCGCGGGGGGTCGCTGGGCCGGCTGCGGAGCCCCTGTCGGATTCGAACCGACGAC
CTTCGCTTTACAAGAGCGGCGCTCTGACCAGCTGAGCTAAGGAGGCACGCGTCGGGCGCGLGCAGGCTGCTC
CACTGTACACAGAGCCGGTGAACGATGTGATGCGAAAATTTCGGCGGAATTCACAGACTCCCAGCTACTGAC
AGATCAGGTGAACGCCGGGTACCGTCCTGCTCAGCTTCACCCGTGTGGACTACACCACCACCTTCCTACAAC

GGATCGTCCGGCACGTTCCTGCCGGTAGAAGGGGGCCCTTTCACCATGGCCACT GTTACGTTCGACAAGGCG
9 M AT V T F D K A
ACCCGTGTGTACCCGGGTTCCACGAAGCCCGCCETCGACGGTCTCGACATCGACATCGCGGACGGCGAGTTC
33 T R V Y P G §$ T K P AV D GLD I DI A DG E F
CTCGTCCTGGTCGGCCCGTCCGGTTGTGGCAAGTCCACCTCGCTCCGGATGCTCGCCGGGCTCGAGGACGTG
57 L V L VvV § $ L R M L A G L E D V
AACGGCGGCGCCATCCGCATCGGTGACCGCGACGTGACGCACCTGCCGCCGAAGGALCGGGACATCGCCATG
81 N 6 G A I R 1 6 D RDVTHTULUPUZPI KT DU®RUDTIAM
GTGTTCCAGAACTACGCGCTGTACCCGCACATGTCGGTCGCCGACAACATGGGCTTCGCCCTCAAGATCGCC
105V F ¢ N Y A L Y P HM s VA D NMGF A L K I A
GGCGTCAACAAGGCGGAGATCCGGCAGAAGGTCGAGGAGGCCGCGAAGATCCTCGACCTCACCGAGTACCTG
1296 V N X A E I R Q KV EEA A K I L DL TE YL
GACCGCAAGCCGAAGGCGCTCTCCGGCGGTCAGCGCCAGCGTGTGGCEATGGGCCGCGCGATCGTGCGTGAG
153 D R K P K A L § 6 G Q R Q RV A M GURATI V R E

N

ahC
CCGCAGGTGTTCCTCATGGACGAGCCGCTGTCCAACCTGGACGCCAAGCTCCGGTCTCCACGCCGTACGCAG
177 P @ L S N L DA K LR S PRI RT @Q

ATCGCCTCGCTCCAGCGCCGCCTGGGCATCACCACCGTCTACGTCACCCACGACCAGGTCGAGGCCATGACG
200 A S L. Q R R L G I TTV YV THDOQVEA AMT
ATGGGCGACCGCGTGGCGTCCTCAAGGACGGTCTGCTCCAGGCAGGTCGACTCCCCGCGGAACATGTACGAC
225M 6 D R V A 8 8 R T V €C 8 R Q V D S P RNMY D
AAGCCCGCGAACCTCTTCGTCGCCGGCTTCATCGGCTCCCCGGCCATGAACCTGGTCGAGGTCCCGATCACC
249 K P AN L F VA G FI GS PAMNUNULVWVEV P IT
GACGGCGGCGTGAAGTTCGGCAACAGCGTCGTCCCGGTCAACCGCGACGCCCTGAAGGCCGCCTCCGACAAG
273 D ¢ 6 V K F 6 N §s VV P V NRDA ALK KW AARA S D K
GGCGACCGCACGGTCACCGTCGGTGTCCGCCCGGAGCACTTCGACGT CGTGGAGCTGAACGGCGGCGLGGCC
276 D R T V T V G V R P EH F D V V EL NG G A A

i

AAGACCCTGTCGAAGGACT CGGCGGACGCCCCGGCCGGCLTCGCGETCTCGGTGAACGTCGTGGAGGAGACT
321 K T L § K D S ADAZPAGILA AV S VNV V EET

GGCGCCGACGGCTACAT CTACGGCACGGTCGAGGT CGGCGGCGAGACGAAGGACCTCGTGGTCCGCGTCAGC
3456 A D G ¥ I Y G T V EV GG ETZEKDULV V R V s

AGCCGCGCGETGCCEGAGAAGGGCGLCGACCGTCCACGTCGTGCCGCGTCCGGGLGAGAT CCACGTGTITCTCG
369 s R AV P E K G ATV HV V PRU&PGETIHV F S

TCCTCCACGGGCGAGCGCCTCACCGACTGAGAAACCACGCGACCGGGTGATTTCACCCCGCGTTGACGAAAA
378 s 5§ T 6 E R L T D -

GAGCCCCGCGGCCTGCTGCGGGGCTCTTTTCGTTGTCGACAAATACCCCGGCACAACGGACGTTTCGACCGA
TGTTCGTCAATCTCCTATCCCGTTCTCGGCCGCTCTTCATCCCCCGTTAGGGT GGACTARATGTCGCCAAAT
CATTACCGGGCGCTACCCTCACTCGCGTGAAGCACTCCGTGAAGCCACTCCCACCCACCCCGACAAGACGCG
ACGCGGCCGGGECCCCCGCCCGLCGGATCGGCCGLTCTCTCGCCTTCGTCCTGCCCGTCGTCCTGGTGCTCT
CCGGGACTTCCTCGGTCACCCGCGTCAACTGGTCCGGGGAT CCTCGGACTCGGTGCTCGCCGCGTCGGAGGT
CACCTCGCCCAAGGCCTCCTCCGCCCGCGLCCCCGCACGAGGTGLTGCGCGACCGGCTGCTGACCGAGTTGCA
GGAGGAGGACCCGGGCGTCGCGCTGACCCACCTCCAGCAGGCGGTGARCGAGCGCCCGTCGCTGGCCGACCA
CTGCGCGACCATCGCCCGCGCCCTCGGLCGCGCCGCGETGAAGGTCTACGGCCCGACGCGCGCCCAGTCGTA
CGLCCGETCCCGTCTGCGACACCGLCTTCGCCTCGGGCGTCCTGGCCGCGCACGGCTAGGACCCTCCGGAGGT
GGCTGGGGCGCCGCGTACAGTTCGGGCATGACCGAT CCGACGCCGCGTCCGCGCCCCGTTCAAGCCGGTCGT
CCTGGCCGGCGGECAGGGTTCCCGGLTGCGCCCCCACACCGACGACCGGCCCAAGCCGATGGTCGAGATCCC
GGGCCCGGACCCCCGATCATCGGCATA

nt#

72
144
216
288
360
432
504
576
648
720
792

864

936
1008
1080
1152
1224

1296

1368
1440
1512
1584

1656
1728
1800
1872
1944
2016
2088
2160
2232
2304
2376
2403

88

Figure 14 : La séquence du géne msiK. Les quatre fléches consécutives (nucléotides 1325-
1328) indiquent la région de I'erreur du séquengage. Le site de restriction reconnu
par I'enzyme Ball est en gras. La fléche désigne le site de coupure par I’enzyme.
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d'insérer un site d'attachement aux ribosomes (RBS), suivi des sites de restriction £coRI et Sacl,
ainsi qu'une queue de six résidus histidine du c6té N-terminal. Cette queue de polyhistidine
facilitera la purification du produit de ce géne recombinant. L'amorce MsiK3, basée sur la
séquence non-corrigée, a permis l'insertion des sites de restriction BamHI et Sacl a l'extrémité

C-terminale (nucléotides 1334-1351).

Le résultat de ce PCR est présenté a la figure 15. Un amplicon (msiK-6his TR) de 1,0
kb a été obtenu tel que prévu. Celui-ci a ensuite été digéré avec les enzymes de restriction
EcoRI et BamHI et inséré dans M13mp18 et M13mp19. Ceci a permis de séquencer le géne
recombinant afin d'assurer la présence de la queue de polyhistidine. L'ADN simple brin est
utilisé comme matrice. Le séquengage a été fait selon la méthode de Sanger et al. (1977). Les
données obtenues par le séquenceur ALF ont €té ensuite analysées par le programme ALF

Manager (IBM).

L'amplicon ayant les bases codant pour une queue de polyhistidine en amont des
premiers acides aminés du produit du géne, est ensuite digéré avec les enzymes de restriction
pertinents pour l'insertion du géne msiK recombinant dans les vecteurs d'expression appropriés
(section 2.0 des résultats). Puisqu'il 2 été démontré par les anticorps anti-MsiK que le produit
de ce géne recombinant donne lieu 4 une protéine tronquée (section 7.2 des résultats), les
oligonucléotides MsiK-FL (nucléotides 1893-1907), MsiK3-1 (nucléotides 1893-1916), MsiK3-
2 (nucléotides 1642-1656), MsiK3-3 (nucléotides 1528-1542), MsiK3-4 (nucléotides 1517-

1542) et MsiK3-5 (nucléotides 1630-1656) ont ensuite été synthétisés afin d'amplifier le geéne
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Figure 15 : Résultat de I'amplification élective in vitro du géne msiK.
(A) Migration des amplicons MsiK-TR en gel d'agarose 0.7% .
Puits 1 et 2 : I'amplicon msiK-6his TR
(B) La séquence des extrémités 5' et 3' de I'amplicon MsiK-TR
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recombinant entier (tableau 5 des matériels et méthodes). Cependant, aprés de nombreux essais
de PCR, l'amplification de msiK recombinant pleine longueur fut négative. Une seconde

approche a donc été entreprise afin d'obtenir le géne msiK recombinant.

Il est important de noter que le géne muté provenant de la souche S. lividans 10-164 a
aussi été amplifié de la méme fagon que le géne msiK de S. lividans 1326. Le résultat a aussi
donné lieu 4 un amplicon (msiK-6his TR muté) d'environ 1000 paires de bases. Celui-ci a aussi
été séquencé et digéré avec les enzymes pertinents pour l'insertion dans les vecteurs

d'expression.

1.2 Obtention du géne msiK recombinant par clonage

La méthode alternative pour l'obtention du géne msiK recombinant est celle du sous-
clonage. Le but de cette expérience était d'obtenir I'extrémité C-terminale manquante du géne
msiK tronqué. Ainsi pour ce faire, ies plasmides pIAF48 et pIAF249 ont été digérés avec Ball
et BamHI (figure 16 A). L'enzyme Ball a été choisie car il reconnait le site de restriction unique
(nucléotides 407-412) situé prés de l'extrémité N-terminale du géne. Puisque une digestion Ba/l
donne une extrémité franche (5'TGG | CCA3"), des quantités équimolaires de chaque digestion
plasmidique ont été utilisées pour faire cette ligation. Cette derniére consistait donc a remplacer
le fragment de 1,0 kb (géne msiK tronquée) de pLIAF249 par celui de 1,5 kb (géne msiK entier)
provenant de pIAF48. Des cellules compétentes d’E. coli BL21(DE3) et de DH11S ont été

transformées avec le produit de ligation et étalées sur milieu solide 2xTY contenant de
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Figure 16 : Construction du plasmide pIAF250.
(A) Schématisation des étapes pour la construction du plasmide pIAF250.
(B) Image par balayage de la photo des analyses des minipréparations des transformants
d'E. coli DH11S suite a une digestion EcoRl/BamHI. Gel d'agarose 0.7%.
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l'ampicilline.

Les transformants ont été repiqués dans du milieu 2xTY + ampicilline afin de faire les
mini-préparations plasmidiques. Les plasmides isolés ont ensuite été digérés avec EcoRI et
BamHI et les bandes séparées sur gel d'agarose 0.7%. Le résultat de ces analyses plasmidiques
est retrouvé i la figure 16 B. Le géne msiK recombinant pleine longueur (fragment de 1500 pb)
a été isolée des clones #2 et #5 de DH11S. Cependant, aucun clone positif chez BL21(DE3)
n'a été obtenu . Le plasmide portant l'insert de 1,5 kb isolé d'E. coli DH11S a été nommé

pIAF250.

2. CLONAGE DES AMPLICONS DANS LES VECTEURS D'EXPRESSION

2.1 Construction des plasmides pIAF249 et pIAF249m

La construction du plasmide pIAF249 qui permet la sur-expression du géne msiK
recombinant tronqué chez E. coli, est schématisée a la figure 17. Ce plasmide a été obtenu en
digérant 'amplicon msiK-6his TR et le vecteur d'expression, pT7-5, avec les enzymes EcoRI
et BamHI afin de cloner ce fragment EcoRl/BamHI (1.0 kb) de I'amplicon dans le vecteur

pT7-5.

Par ailleurs, I'amplicon msi/K-6his TR muté a aussi été cloné dans ce vecteur d'expression
de la méme fagon afin de construire le plasmide pIAF249m. Ce plasmide permet I'expression

de la protéine recombinante tronquée mutée chez £. coli.
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Figure 17 : Construction du plasmide pIAF249.
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2.1.1 Transformation d’E. coli K38

La souche E. coli K38/pGP1-2 a d'abord été utilisée afin de sur-exprimer la protéine
recombinante MsiK. Pour ce faire, des cellules compétentes de cette souche ont été
transformées avec pIAF249 et étalées sur milieu solide 2xTY + ampicilline + kanamycine. Les
transformants résistants & l'ampicilline et a la kanamycine ont ensuite été repiqués et les

plasmides analysés. Un clone positif a été obtenu et celui-ci a été nommé E. coli K249.

La souche E. coli K38/pGP1-2 a aussi été transformée avec pIAF249m pour donner le

clone E. coli K249m. Ce clone permet la sur-expression du géne msiK tronqué muté.

2.1.2 Transformation d’E. coli BL21(DE3)

La souche E. coli BL21(DE3) a également été utilisée comme alternative a la souche
E. coli K38/pGP1-2 pour la production de MsiK recombinant. Des cellules compétentes de
BL21(DE3) ont été transformées avec les plasmides plAF249 et plAF249m et étalées sur milieu
2xTY solide contenant I'ampicilline. Les clones positifs obtenus ont été nommés E. coli

BL21/pIAF249 et BL21/plAF249m, respectivement

Les plasmides #2 et #5 isolés de la souche DH11S (section 1.2 des résultats) ont aussi
été transférés par transformation dans des cellules compétentes de BL21(DE3). Ce clone

portant pIAF250 a été désigné E. coli BL21/pIAF250.
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2.2 Construction des plasmides pIAF49 et pIAFS0 et transformation de 10-164

Le plasmide pIAF49 a été construit en digérant 'amplicon msiK-6his TR et le vecteur
plJ702 avec les enzymes de restrictions Sphl et Sacl (figure 18A). Le fragment Sphl/Sacl
provenant de I'amplicon a ensuite été cloné dans pIJ702 en aval du promoteur du géne melC.
Des protoplastes de S. lividans 10-164 ont ensuite été transformés avec le produit de la ligation
et étalés sur milieu RS. Les colonies blanches ont été repiquées sur milieu RBB-xylane afin
d'observer la présence d'une zone d'hydrolyse autour de la colonie. Les clones positifs, donnant
des zones d'éclaircissement semblables a celle de la souche sauvage, ont été analysés et le clone

portant le plasmide pIAF49 a été nommé S. lividans IAF49.

D'autre part, le plasmide pIAF50 a été construit en digérant le plasmide pIAF250 avec
les enzymes Sphl et BamHI (figure 18B). En paralléle, le plasmide pIJ702 a été digéré avec les
enzymes Sphl et Bgill. Le fragment Sphl/BamHI de pIAF250 a ensuite été cloné dans les sites
Sphl/Bglll de plJ702. Des protoplastes de S. lividans 10-164 ont été transformés avec le
produit de ligation et étalés sur milieu RS. Les colonies blanches ont été analysées sur milieu
solide RBB-xylane. Des zones d'éclaircissement semblables aux zones produites par la souche
sauvage ont €té obtenues autour de plusieurs clones. Ceux-ci ont ét¢ analysés et porte pour nom

S. lividans 1AF50.
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Figure 18 : Constructions des plasmides pIAF49 et pIAF50.
(A) Amplification du géne msiK par PCR suivi d'une digestion de | 'amplicon
de 1,0 kb avec Sphl/Sacl pour l'insertion dans le plasmide pIJ702. Ce plasmide
sert & 'expression du géne de la protéine MsiK tronquée chez S. lividans.
(B) Le plasmide pLAFS50 a été construit en digérant pIAF250 avec Sphl/BamHI et le
fragment de 1.5 kb a été cloné dans Sphl/Bg/ll de plJ702. Ce plasmide sert a
a I'expression du géne de la protéine pleine longueur chez S. lividans.
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3. MISE AU POINT D'UN SYSTEME D'EXPRESSION CHEZ E. coli

Les premiers essais d'expression ont été faits avec les constructions chez E. coli
K38/pGP1-2 puisque c'était la souche disponible a I'époque. Les conditions de culture du
protocole d'expression protéique de QIAexpressionist de QIAGEN ont €té légérement
modifiées afin de les adapter a la souche K38/pGP1-2 (section 4.2.1). La mise au point de ce
systéme d'expression a été réalisée avec la micro-méthode. Des prélévements selon le temps ont
été effectués afin d'optimiser I'expression. Suite & I'expression (section 9.1.1), la protéine a été
purifiée selon la micro-méthode de QIAexpressionist de QIAGEN (section 10.1.1). La meilleure
expression obtenue était 4 37°C pendant 2 heures. Une incubation plus longue ne permettait pas
d'obtenir une plus grande quantité de protéines. Par contre, la quantité de protéines obtenue par

ce systeme d'expression n'était pas suffisante.

Une deuxiéme approche pour sur-exprimer la protéine MsiK a été réalisée avec les
clones obtenus chez la souche E. coli BL21(DE3) (section 2.1.2) selon le protocole
QIAexpressionist de QIAGEN (section 9.1.2). Au départ, des échantillons ont été prélevés
selon le temps afin d'optimiser I'expression chez cette souche. Cette fois-ci, la meilleure
expression a été obtenue suite 4 une incubation de 4 heures 4 37°C aprés I'ajout de 3 mM
dTPTG. Des prélévements ont été effectués jusqu'a 6 heures d'incubation, cependant la
différence au niveau de la quantité de protéines obtenue entre 4 h et 6 h d'expression n'était pas

significative. Ces deux systémes de micro-expression sont comparés 4 la figure 19.
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Figure 19 : Comparaison des systémes d'expression d'E. coli K38 et d'E. coli BL21{DE3).

Image par balayage des gels.

(A) Production de la protéine MsiK recombinante tronquée (MsiK-6H TR)
chez E. coli K38. SDS-PAGE 12.5% coloré au nitrate d'argent.
(1) E. coli K38 (contrdle négatif)
(2) E. coli 1AF249

(B) Expression de la protéine MsiK-6H TR chez E. coli BL21(DE3).
Phastgel 12.5% coloré au nitrate d'argent.
(1) E. coli BL21(DE3) + pT7-5 (contrdle négatif)
(2) E. coli BL21/plAF249
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Les gels représentés dans cette figure sont des images obtenues par densitométrie avec 'appareil
Imaging Densitometer, modéle GS-670 de Bio-Rad. Ces images sont analysées par le
programme Molecular Analyst. En (A), 16 uL d'échantillons protéiques mélangés 4 4 pL de
tampon d'échantillon 5x ont été déposés dans chacun des puits. La migration a été faite sur
SDS-PAGE 12.5% dans l'appareil Miniprotean II de Bio-Rad. Le gel en (B) représente un
phastgel™ de 12% dont 4 pL d'échantillon ont été déposés sur le peigne applicateur. Les deux
gels ont été colorés au nitrate d'argent. Il est nettement évident qu'une meilleure expression de

la protéine MsiK (bande a 41 kDa) est obtenue chez la souche E. coli BL21(DE3).

L'expression a grande échelle a ensuite été mise au point avec les clones de la souche
d'E. coli BL21(DE3). A la figure 20, on retrouve l'expression réalisée chez BL21/pIAF249. La
protéine a été purifiée par la méthode dénaturante (2 grande échelle) de QIAexpressionist de
QIAGEN. Chague puits contient 16 pL d'échantillon protéique. Les échantillons ont migrés sur
un SDS-PAGE 12.5 % et le gel a été coloré au bleu de Coomassie. Une fois 'expression

protéique optimisée, la mise au point de l'étape de purification a été possible.

4. MISE AU POINT D'UN SYSTEME DE PURIFICATION DE LA PROTEINE
MsiK

4.1 Mise au point du systéme de purification dénaturante a grande échelle

L'objectif visant a optimiser le systéme d'expression étant atteint, la prochaine étape était

de développer un systéme de purification. Plusieurs modifications ont été effectuées au
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Figure 20 : Mise au point du systéme d'expression chez E. coli BL21(DE3).
SDS-PAGE 12.5% coloré au bleu de Coomassie. Image de balayage du gel.

(1) Surnageant de culture
(2) Culot cellulaire dissout dans le tampon B

(3) Volume exclu
4) Elution avec 100 mM EDTA
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protocole de base de la micro-purification de QIAexpressionist. Suite aux nombreux essais, la
méthode qui s'est avérée la plus efficace est décrite a la section 10.1.2 des matériels et
méthodes. La figure 21 représente le résultat d'une purification selon cette méthode. On
remarque dans la colonne 3 que plusieurs protéines n'adhérent pas a la résine Ni-NTA. Par
contre, la protéine éluée n'est pas pure a 100%. On remarque aussi sur cette figure que I'ajout
de B-mercaptoéthanol dans les solutions permet une meilleure stabilité des protéines lorsqu'on
compare la protéine majeure éluée (MsiK) dans les colonnes 4 et 5. Un dosage de protéine par
la méthode de Lowry indique la récupération de 1.5 mg de la protéine MsiK, en moyenne, par

litre de culture induit.

4.2 Mise au point du systéme de purification a partir des corps d'inclusion

Plusieurs essais pour purifier la protéine MsiK sous sa forme native ont aussi été
effectués, mais aucun résultats significatifs n'a été obtenu. Ceci laisse & croire qu'il y a formation
de corps d'inclusions suite 4 I'expression protéique & 37°C. Ainsi, un protocole de purification
de corps d'inclusions de Soumounou et Laliberté (1994) a été légérement modifié pour la
purification de la protéine MsiK. Le résultat de cette purification est démontré a la figure 22.
L'étape de lavage des corps d'inclusions avec 4M urée (colonne 2) permet de dissocier des
protéines contaminantes des corps d'inclusions sans solubiliser les corps d'inclusions eux-mémes.
Suivant les étapes de lavage, la protéine éluée par I'sjout de 250 mM imidazole est pure & plus
de 95%. Le bruit de fond observé aux alentours de 60 kDa est causé par la présence de -

mercaptoéthanol lors d'une coloration au nitrate d'argent. Les protéines sont dosées par la
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Figure 21 : Mise au point du systéme de purification dénaturante. Phastge™ 12% coloré au
nitrate d'argent. Image par balayage.
(1) Extrait cellulaire
(2) Culot de débris cellulaire

(3) Volume exclu
(4) Elution avec 100 mM EDTA
(5) Résultat de I'élution avec 100mM EDTA suite a l'ajout de 10 mM B-ME

dans tous les tampons.
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Figure 22 : Mise au point du systéme de purification de la protéine MsiK 3

partir de corps d'inclusions produits chez E. coli BL21/pIAF250.
SDS-PAGE 12.5% coloré au nitrate d'argent. Image par balayage
du gel par densitométrie.

1) Extrait cellulaire

2) Lavage des corps d'inclusions

3) Volume exclu

4-6) Etapes de lavage de la colonne de résine Ni-NTA

7) Elution de la protéine avec 250 mM imidazole
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méthode de Lowry et en moyenne, | mg de protéines est récupéré par litre de culture.

4.3 Purification de la protéine par extraction d'un gel SDS-PAGE 9%

L'échantillon protéique de MsiK tronquée, suite a la purification par affinité sur résine
Ni-NTA, est pur a plus de 95%. Cependant, cet échantillon n'est pas suffisamment pur pour la
production d'anticorps anti-MsiK. La protéine MsiK tronquée pure a donc été obtenue suivant
une séparation en SDS-PAGE 9% (figure 23). Les protéines sont quantifiées par la méthode de
Lowry avant et aprés extraction et les pertes de protéines par cette méthode ne sont pas

significatives.

5. CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE LA PROTEINE MsiK

Les caractéristiques biochimiques de la protéine MsiK sont déterminées a partir de
I'échantillon pur a 95% suivant la purification de MsiK a partir des corps d'inclusions. La masse
moléculaire (M") de la protéine MsiK est déterminée par migration sur SDS-PAGE 12.5%
(figure 22). MsiK est estimée a 41 kDa par référence a des standards de poids moléculaire

connu (Bio-Rad).

Le point isoélectrique (p) de la protéine MsiK est estimé par focalisation isoélectrique
(IEF) avec l'appareil Phastsystem. Une échelle de pH constituée de protéines de pI connu a

permis de déterminer un pl de 5.8 pour la protéine MsiK.
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Figure 23 : Purification de la protéine MsiK par extraction de la bande d'un gel SDS-PAGE 9%.
Phastgel 12 % coloré au nitrate d'argent. Image par balayage.
(1) Echantillon protéique avant purification par extraction de ia bande.
(2) La protéine MsiK dans le tampon PBS suite a I'extraction de la bande.
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L'extrémité N-terminale de la protéine MsiK recombinante est déterminée afin d'assurer

que la protéine détectée sur gel soit belle et bien MsiK. Le résultat du séquengage des premiéres
acides aminés de la protéine extrait de la membrane PVDF (MxxHxxHMATVTFDKA)

concordait avec les premiers acides aminés codés par la séquence du géne recombinant en

acides nucléiques (MHHHHHHMATVTFDKA).

6. PRODUCTION D'ANTICORPS ANTI-MsiK

Les premiers anticorps polyclonaux anti-MsiK ont été produits chez deux lapines selon
le protocole décrit a la figure 13. Ces anticorps ont été obtenus en utilisant un échantillon
protéique pur de la protéine MsiK tronquée. Une lapine sur deux a réagit a l'antigéne. Par contre
le titre obtenu par ELISA était trés faible (1/2560). L'obtention d'un échantillon pur de la
protéine MsiK pleine longueur, a permis de mettre en cours une deuxiéme production
d'anticorps anti-MsiK afin d'obtenir un meilleur titre. Le protocole d’immunisation détaillé a la
figure 13 a cependant été modifié. Tout d’abord, une bouteille d’adjuvant RIBI, reconstituée
avec 2 mL d’antigéne, a été utilisée par lapine. De plus, une premiére injection d’'un mL a été
réalisée de fagon intramusculaire, suivi d’'une deuxiéme injection (booster) d’un mL trois
semaine plus tard. Un échantillon sanguin a été prélevé de I’ oreille de chaque lapine dix jours
suivant le booster. Le sérum a été récupéré afin de déterminer le titre. Un titre plus élevé que

1/12 500 a été atteint.
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7. IMMUNO-DETECTION DE LA PROTEINE MsiK

7.1 Chez E. coli

Les protéines MsiK tronquée et pleine longueur exprimées chez E. coli BL21(DE3) et
purifiées & partir des corps d'inclusions ont été détectées par les anticorps polyclonaux anti-
MsiK (figure 24). Les protéines ont été chargées sur un gel SDS-PAGE 12.5% et transférées
sur membrane de nylon. Il n'y a pas de réactions croisées apparentes. Les anticorps anti-MsiK

ont aussi détectés la protéine MsiK mutée produite chez E. coli.

7.2 Chez S. lividans 1326

La protéine MsiK est détectée dans des extraits cellulaires de S. /ividans 1326 en milieu
M14-xylane (figure 25). L'extrait cellulaire préparée a la section 4.1.2 (matériels et méthodes)
est ensuite chargé sur un SDS-PAGE 12.5% et les protéines transférées sur membrane de nylon.
La détection avec les anticorps anti-MsiK a révélée la présence d'une protéine de 41 kDa
correspondant 3 la protéine MsiK (figure 25A). Cependant une réaction croisée avec une

protéine d'environ 31 kDa est présente.

D'autre part, l'activité de liaison d'ATP a été vérifiée pour ce méme échantillon (figure
25B). Le résultat démontre d'abord que la protéine MsiK, détectée par les anticorps anti-MsiK
lie 'ATP. Ensuite, cette figure démontre que la protéine inconnue ayant une réaction croisée

avec les anticorps anti-MsiK lie aussi I'ATP. La technique de détection de la liaison d'ATP est
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Figure 24: Immuno-détection a l'aide d'anticorps anti-MsiK de la protéine
MsiK purifiée a partir d'E. coli BL21(DE3). Image de
balayage de l'autoradiogramme.

(1) La protéine MsiK recombinante tronquée
(2) La protéine MsiK recombinante pleine longueur
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Figure 25 : Détection de la protéine MsiK a partir d'extrait cellulaire de S. lividans 1326
en milien M14-xylane. Image de balayage par densitométrie.
(A) Immuno-détection avec les anticorps anti-MsiK
(B) Détection de la liaison d'ATP
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une méthode trés sensible donc il peut y avoir présence de bruit de fond aprés une détection

prolongée.

Cet expérience a été fait en paralléle avec des extraits cellulaires de S. lividans 1326 en
milieu M14-xylose. Les résultats préliminaires ont démontré qu'il semble y avoir une plus faible

production de la protéine MsiK en milieu xylose.

8. DETECTION DE LA LIAISON D'ATP

Les expériences de détection de la liaison d'ATP par la protéine MsiK recombinante
produite chez E. coli ont aussi été faites. Les échantillons protéiques ont été purifié a partir d’E.
coli selon la méthode décrite a la section 10.1.4 des matériels et méthodes. La protéine MsiK
est renaturée sur la colonne suite aux étapes de lavage avec le tampon A qui ne contient pas de

GuHCL.

Les premiers essais ont été effectués en utilisant la protéine tronquée (figure 26). Dans
cette expérience, diverses concentrations de FSBA ont été essayées pour trouver les conditions
propices a la liaison spécifique du FSBA aux protéines liant TATP. On remarque une plus faible
intensité des bandes dans les puits 3 et 4. Dans la colonne 6, aucune bande protéique est

présente ce qui veut dire que la protéine mutée ne lie pas le FSBA, l'analogue de 'ATP.

Suite aux essais de détection de la liaison d'ATP sur des extraits cellulaires de S. lividans
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1326 en milieu M14-xylane (figure 25), et les résultats obtenus de l'immunodétection
démontrant que la protéine MsiK était en réalité une protéine d'environ 41 kDa, les essais de
liaison d'ATP ont était refaits sur la protéine MsiK recombinante pleine longueur produite chez
E. coli (figure 27). Les résultats obtenus supportent les premiers résultats obtenus avec la

protéine tronquée. C'est-a-dire, la protéine MsiK lie 'ATP contrairement a la forme mutée.
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Figure 26 : Détection de la liaison d'ATP par la protéine MsiK recombinante tronquée.
(1) Contrdle positif (40 ug de protéine MsiK + 1,0 mM FSBA
+2 mM ATP + 2 mM MgCl,)
(2) MsiK (40 ug) + 0,25 mM FSBA
(3) MsiK (40 ug) + 0,5 mM FSBA
(4) MsiK (40 ug) + 1,0 mM FSBA
(5) MsiK (40 ug) + 1,5 mM FSBA
(6) MsiK mutée (40 ug) +1,5 mM FSBA
(7) Controle négatif (40 ug de la protéine MsiK)
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Figure 27 : Détection de la liaison d'ATP par la protéine MsiK produite chez E. coli
BL21/pIAF250. Image par balayage.
(1) Contréle positif (15 ug de protéine MsiK + 0.5 mM FSBA)
(2) Contrdle négatif ( 30 ug de protéine MsiK)
(3) MsiK mutée (30 ug + 0.5 mM FSBA)
(4) MsiK (9 ug + 0.25 mM FSBA)
(5) MsiK (9 ug + 0.5 mM FSBA)
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Construction des vecteurs d'expression et correction de la séquence du géne msiK

Jusqu'a présent, les enzymes impliquées dans la biodégradation du xylane et de la
cellulose de S. /ividans caractérisés par le groupe de recherche, ont été clonées de fagon
homologue dans le vecteur d'expression a copie multiple, pIJ702, afin de sur-exprimer le géne
et de faciliter la purification de I'enzyme. La plupart de ces enzymes était extra-cellulaires, elles
possédent donc un peptide signal. Par conséquent, la sécrétion abondante d'un enzyme dans le
milieu facilite habituellement sa récupération. Par contre, le produit du géne msiK n'est pas
sécrété a l'extérieur de la cellule. De plus, les conditions pour l'induction de la transcription du
géne msiK, s'il y a lieu, ne sont pas encore connues. Donc, afin d'éviter des difficultés de sur-
expression de msiK chez S. lividans, la protéine MsiK de Streptomyces lividans a été
caractérisée en mettant au point un systéme d'expression et de purification chez Escherichia
coli. Le systéme promoteur/T7 ARN polymérase chez E. coli a été choisi pour purifier la
protéine recombinante ayant une queue de polyhistidine. Cette stratégie est de plus en plus
utilisée avec succés pour la purification d'un grand nombre de protéines recombinantes solubles.
Récemment, plusieurs protéines membranaires insolubles impliquées dans des systémes de
transport autres qu'énergie-dépendant ont été purifiées en insérant une queue de polyhistidine
du c6té N-terminal ou C-terminal de la protéine. Par exemple, la perméase impliquée dans le
transport du melobiose chez E. coli a été purifiée en utilisant cette stratégie (Pourcher ef al.,
1995). Ils ont inséré la queue de polyhistidine par mutagénése dirigée et cloné le géne
recombinant dans ie vecteur d'expression pT7-6. D’autres stratégies consistent a cloner le géne

dans des vecteurs d'expression comprenant une séquence qui code pour les six résidus
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d’histidine. Cette séquence peut étre retrouvée en aval ou en amont du géne cloné. Quelques
exemples de tels vecteurs d’expression sont ceux de la série pQE (QIAGEN, manuel

d’instruction “The QILAexpressionist””) ou ceux de la série pET (Soumounou et Laliberté, 1994).

Pour I'étude de la protéine MsiK, nous avons inséré la queue de polyhistidine par PCR
et cloné le géne recombinant dans le vecteur d'expression pT7-5. Basé sur la séquence originale
de msiK isolé par Hurtubise (1994), deux oligonucléotides, MsiK5 et MsiK3 ont été synthétisés
pour l'amplification du géne (nucléotides 406 a 1348). En plus de la queue de polyhistidine, un
site d'attachement aux ribosomes a été inséré a I’extrémité 5' du géne puisque celui-ci,
nécessaire a l'expression du géne recombinant, n'est pas présent dans le vecteur pT7-5. Les
amplicons ont été clonés dans le vecteur pT7-5 en aval du promoteur p;,. Les premiéres
constructions furent les plasmides pIAF249 et pIAF249m. A I'époque, il n'était pas connu que
ces genes recombinants codaient pour des protéines tronquées. Ce n'est qu'avec I'obtention
d'anticorps anti-MsiK que ceci a été découvert. Une protéine ayant une masse moléculaire
d'environ 34 kDa, prédite par la séquence originale du géne de msiK était recherchée. Par
contre, les anticorps anti-MsiK ont détecté dans les extraits cellulaires de S. /ividans 1326 une

protéine de 41 kDa (figure 25).

Suite a cette observation, la séquence du géne a été revérifiée et l'erreur de lecture a été
localisée dans la région indiquée par quatre fléches consécutives indiquant les nucléotides aux
positions 1325 4 1328 (figure 14). De telles erreurs de lecture sont fréquentes lorsqu'on

séquence un géne de streptomycétes car le contenu élevé en G + C peut causer des
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compressions de séquence ce qui rend difficile la lecture de celle-ci (F. Shareck, communication

personnelle).

Des nouveaux oligonucléotides ont été synthétisés afin d'amplifier ie gene en entier et
de purifier la protéine MsiK pleine longueur. Malheureusement, pour des raisons inconnues, les
essais de PCR n'ont pas fonctionné cette fois-ci. Une seconde approche, soit le sous-clonage

a donc été réalisée avec succes.

Vérification de I'activité de la protéine MsiK recombinante in vivo

L'activité des protéines MsiK recombinantes tronquées et pleine longueur a été vérifiée
in vivo. Les clones positifs S. lividans IAF49 et IAF50 ont été analysés sur RBB-xylane. Une
zone d'éclaircissement autour des colonies des clones positifs indiquait I’hydrolyse du xylane
présent dans le milieu. Cette expérience a démontrée premiérement que la queue de
polyhistidine présente a I'extrémité N-terminale des protéines n'interférait pas avec l'activité de
celles-ci. Une autre conclusion peut étre tirée de cette expérience di au fait que le géne msiK
recombinant tronqué reconfére le phénotype sauvage a la souche 10-164. On peut conclure que
la partie manquante de l'extrémité C-terminale de la protéine MsiK n'est pas nécessaire au bon
fonctionnement de la protéine. D’ailleurs, Schneider ef al. (1994) ont démontré que I’ extrémité
C-terminale de la protéine MalK de E. coli joue un réle dans la stabilité de la protéine contre
les protéases et, en plus de lier et d’hydrolyser I’ATP comme les transporteurs ABC, elle

jouerait un role dans la régulation d’autres génes induit par le maltose. Nous savons que se sont
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les sites Walker qui sont impliqués dans la liaison d'ATP et que I'hydrolyse de 'ATP fournit
I'énergie requise au transport, tel que le transport des disaccharides chez S. lividans. Ces deux
motifs sont présents dans les génes tronqué et mature. Par conséquent, les produits de ces génes

sont toujours fonctionnels.

Comparaison des systémes d'expression chez E. coli K38 et BL21(DE3) et purification de
la protéine

Les premiers essais d'expression ont été faits avec les constructions chez E. coli
K38/pGP1-2 car c'était la souche disponible au départ. Cependant, les premiers essais
d'expression et de purification de la protéine MsiK chez cette souche ne semblaient pas donner
des résultats satisfaisants. Une seconde stratégie, soit l'utilisation de la souche E. coli
BL21(DE3) a donc été choisie. Cette souche a été transformée avec les plasmides pIAF249 et
pIAF249m et les conditions d’expression ont été mises au point. Ensuite, la comparaison de ces
deux systémes de micro-expression a été faite afin de choisir le meilleur systéme d’expression
(figure 19). La comparaison a révélé une production protéique plus élevée chez BL21(DE3).
Cette différence peut étre attribuable a l'origine de la souche. C'est-a-dire que la souche K38 fait
partie de la famille £. coli K12 tandis que BL21 fait partie de la famille E. coli B. Studier et
al.(1990) mentionne que les souches de Ia famille B ont un avantage en tant quhéte pour
I’expression protéique par rapport aux souches K car ces premiéres sont déficientes au niveau
des génes lon et ompT, ceux-ci codant pour des protéases. Par ce fait, on peut penser que
l'absence de ces protéases permettrait une meilleure stabilité de la protéine MsiK lors de la

purification. En outre, la souche K38 est incubée a 42°C pour permettre l'expression de la T7
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ARN polymérase. A cette température, il se peut que des protéines de réponse aux stress soient
produites, contribuant ainsi 4 la dégradation de la protéine MsiK. Le systéme d’expression
utilisant la souche E. coli BL21(DE3) fut donc choisi pour la production de protéine MsiK

(figure 20).

La purification de la protéine a ensuite été mise au point. Les essais de purification en
condition native furent décevants. Ceci s'expliquait par la formation d’agrégats insolubles
nommés les corps d'inclusions. Ils sont formés lorsqu’il y a une sur-production relativement
rapide de protéines. Les protéines s’associent ensemble et par conséquent, les corps d’inclusions
contiennent la protéine sur-exprimée a plus de 90%. Afin d'obtenir la protéine insoluble, des
méthodes de purification dénaturantes ont été effectuées. Les premiers essais ont été effectués
par purification dénaturante de QIAexpressionist de QIAGEN en modifiant quelque peu les
tampons de lavage pour stabiliser la protéine MsiK purifiée (figure 21). Par exemple, I’ajout de
10 mM de B-mercaptoéthanol dans les tampons de sonication et de lavages a accompli I’objectif
de stabiliser les protéines en les gardant dans un milieu réducteur. Par ailleurs, I’ajout de
glycérol a la concentration finale de 10% (v/v) aux tampons de lavage et d’élution ajoute 4 la

stabilisation de la protéine lors de la conservation a -80°C.

Le résultat de cette purification dénaturante confirme la haute spécificité de la résine
envers des protéines portant six résidus histidine consécutifs car le volume exclu contient une
grande quantité de protéines n'adhérant pas a la résine (figure 21). On remarque aussi sur cette

figure que I'ajout de -mercaptoéthanol dans les solutions permet une meilleure récupération
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de protéine lorsqu'on compare la protéine majeure éluée dans les colonnes 4 et 5. Ceci suggére
que le B-mercaptoéthanol stabilisait la protéine. Par contre, Iéchantillon protéique purifiée
contient des protéines contaminantes en plus de la protéine MsiK. Une seconde approche pour
améliorer la purification fut donc entreprise, soit celle de la purification a partir des corps
d'inclusions (figure 22). Cette méthode implique plus d'étapes contrairement a la purification
dénaturante, mais I'échantillon protéique récupéré a la fin est pur a plus de 95%. Cependant, ia
quantité de protéine récupérée (1 mg/mL) est légérement plus basse que celle obtenue par

purification dénaturante (1.5 mg/mL).

Un des objectifs de la purification de la protéine MsiK étant la production d'anticorps
spécifiques, une étape additionnelle a di étre réalisée pour 'obtention d'un échantillon protéique
pur. Cette étape consistait donc a faire migrer I'échantillon protéique dans un unique puits ayant
la largeur du gel. Un gel SDS-PAGE de 9% permettait une bonne séparation de la protéine
MsiK des protéines contaminantes et une extraction facilitée car le pourcentage d'acrylamide
n'était pas trop élevé. En effet, une migration dans un gel de 7% n'a pas permis une bonne
séparation et un gel de 12% a empéché une bonne élution de la protéine en tampon PBS. La
bande protéique de MsiK a été extraite du gel et les protéines récupérées ont été quantifiées par
la méthode de Lowry. Les pertes de protéines par cette méthode d’extraction n’étaient pas

significatives.
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Caractérisation biochimique de la protéine MsiK

Par la suite, la caractérisation biochimique de la protéine a été faite. Le poids
moléculaire des protéines MsiK tronquée et pleine longueur a été déterminé par SDS-PAGE
12%. La protéine tronquée a été estimée a 32 kDa, tandis que la protéine MsiK pleine longueur
a un poids moléculaire d'environ 41 kDa par référence a des standards de poids moléculaire. Le
point isoélectrique de la protéine MsiK a aussi été estimé a 5.8 ce qui correspond au pl

théorique de cette protéine prédit par logiciel informatique.

Par ailleurs, I'extrémité N-terminale de la protéine MsiK a été séquencée. Le résultat
(section 5 des résultats) concorde avec les premiers acides aminés codés par la séquence
nucléotidique du géne. Ce séquencgage a permis, dans un premiers temps, de s'assurer que la
protéine exprimée et purifiée était véritablement la protéine MsiK et que dans un deuxiéme

temps, cette protéine contenait belle et bien fa queue de polyhistidine a 'extrémité N-terminale.

Immunodétection et détection de la liaison d'ATP

Les anticorps anti-MsiK ont été produits chez des lapins en utilisant 'adjuvant de RIBI
pour augmenter la réponse immunitaire. Contrairement a l'adjuvant de Freund, autrefois utilisé
pour la production d'anticorps, I'adjuvant de RIBI est beaucoup moins nocif pour le lapin. Le
titre a été détermin€ pour les anticorps produits chez chaque lapin. Seulement un lapin a réagit

relativement bien comparé a l'autre, donnant un titre de 1/2560. Ce titre étant faible, une autre



123
immunisation a été réalisée afin d'obtenir un titre plus élevé. Les premiers anticorps ont été
produits contre la protéine MsiK tronquée, tandis que la deuxiéme immunisation a été réalisée
avec la protéine MsiK pleine longueur. Cette protéine, ayant une plus grande taille que la
protéine tronquée, est probablement plus immunogéne. En effet, un titre plus élevé que 1/12
500 a été obtenu comparativement au titre de 1/2560 obtenu auparavant. Toutefois, cette
différence remarquable entre les titres obtenus peut étre attribuable au fait que les injections
administrées aux lapines contenaient une proportion plus élevée d’adjuvant étant donné que

deux bouteilles d’adjuvant RIBI ont été utilisées au lieu d’une seule pour les deux lapines.

Les anticorps ont détecté la protéine MsiK tronquée et pleine longueur produites chez
la souche E. coli BL21(DE3) (figure 24). Aucune réaction croisée n'est apparente dans ia
colonne 1, cependant une trés faible bande apparait a environ 50 kDa dans la colonne 2 de cette
figure. Cette faible bande est probablement attribuable a une réaction non-spécifique car la
quantité d'échantillon protéique chargé était trop élevée. D’autres expériences d'immuno-
détection n'ont pas révélé cette bande. Les anticorps anti-MsiK ont aussi détecté la protéine
MsiK dans des extraits cellulaires de S. /ividans 1326 en milieu M14-xylane (figure 25A). Ce
milieu a été utilisé car il est connu que le xylane induit la production des xylanases et des
cellulases. On peut donc supposer que le xylane aurait un effet positif sur 'expression de la
protéine MsiK. L'immuno-détection a aussi été effectuée sur des extraits cellulaires de S.
lividans 1326 en milieu M14-xylose puisqu’il semble que le xylose réprime les xylanases. Le
résultat €tait identique a celui démontré a la figure 25A, avec l'exception de l'intensité des

bandes pour une méme quantité de surnageant. Cette réponse plus faible indique la possibilité
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que l'expression de la protéine MsiK est influencée par la source de carbone disponible tout
comme pour l'expression des enzymes hémicellulolytiques. Ce résultat est préliminaire et il sera
donc intéressant d'étudier plus en profondeur la régulation de l'expression de cette protéine.
D’ailleurs, les mécanismes par lesquels les transporteurs ABC en général fonctionnent, sont trés

peu connus au niveau moléculaire (Schneider et al., 1994).

Un autre résultat trés captivant, révélé par l'immuno-détection, a été une réaction croisée
évidente avec une protéine d'environ 31 kDa. Cette demiére est également capable de lier 'ATP
(figure 25B). Malgré le fait qu’il est possible que cette protéine de 31 kDa soit un produit de
dégradation de la protéine MsiK, on peut toutefois supposer qu'il existe un deuxiéme
transporteur ABC chez S. lividans. Ceci est trés probable car nous avons vu dans la revue de
littérature que ces protéines se ressemblent énormément du point de vue structure et fonction
(Saurin et Dassa, 1994; Kuan et al., 1995). Par ce fait, on peut supposer qu'il existe un second
systéme de transport énergie-dépendant qui n'a pas encore été identifié chez §. lividans. En
effet, I'identification d’un autre systéme de ce genre ajoutera au peu d’information disponible

sur les systémes de transport énergie-dépendant des microorganismes Gram positif.

Les autres bandes révélées par cette détection représentent probablement des protéines
liant I'ATP, mais n'étant pas des transporteurs ABC (figure 25B). Il existe plusieurs protéines
liant 'ATP telles que les kinases, et qui peuvent étre détectées par I'intermédiaire de la trousse
utilisée dans ce travail. Une probabilité expliquant les diverses bandes retrouvées est basée sur

le fait que cette détection est trés sensible et donc, les bandes peuvent étre simplement du bruit
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de fond obtenu aprés une coloration trop longue de la membrane.

Tout récemment, des résultats préliminaires d’hybridation d’une sonde d’ADN de msiK
avec des cosmides d’une banque génomique de S. coelicolor ont localisé le gene msiK en plus
d’un second géne inconnu (Dr. Hopwood, communication personnelle). Ce deuxiéme géne

pourrait coder pour la protéine de 31 kDa dont la fonction est inconnue.

Détection de la liaison d’ATP chez E. coli

Les expériences de détection de la liaison d'ATP par la protéine MsiK recombinante
produite chez E. coli ont aussi été réalisées. Les premiers essais ont été effectués en utilisant
la protéine tronquée (figure 26). Cette expérience a permis de confirmer la capacité de liaison
d’ATP par la protéine MsiK tronquée, de vérifier si la queue de polyhistidine avait un effet sur
l'activité de la protéine in vitro et de constater si la protéine mutée était incapable de lier 'ATP.
En effet, la protéine MsiK tronquée lie ' ATP. La présence des deux motifs Walker intacts dans
la protéine tronquée explique pourquoi elle est encore fonctionnelle. De plus, cette expérience
de détection de la liaison d’ATP par la protéine MsiK in vitro appuit les résultats obtenus chez
S. lividans concernant I’activité de la protéine in vivo, c¢’est-a-dire que la queue de polyhistidine
n’interfére pas avec I'activité in vitro de la protéine recombinante. Par ailleurs, une bonne
détection a été obtenue avec des concentrations de 0.5 mM FSBA. Malheureusement, il semble
y avoir une réponse faible dans les puits 3 et 4, mais cela est dii au fait que ces échantillons

protéiques, lors du chargement dans les puits, ont été perdus.
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Ce qui est aussi important de remarquer dans cette expérience est le fait que la protéine

MsiK mutée (puits 6) ne lie pas le FSBA. Ce résultat concorde avec les expériences de
mutagénése dirigée effectuées sur la protéine HisP de S. typhimurium, o I'aspartate invariable
dans le motif Walker B a été remplacé par une lysine et une arginine ayant pour effet la perte
de la liaison d’ATP par cette protéine (Shyamala ef al., 1991). D’autres travaux de mutagénése
dirigée ont mis en évidence I'importance de ces sites Walker dans la liaison et I’hydrolyse de

I’ATP en ADP (Karkaria ef al., 1990; Turner ef al., 1993).

Avec l'obtention de la protéine recombinante pleine longueur, les expériences de
détection de la liaison d'ATP ont été reproduites (figure 27). Ces nouveaux résultats supportent
les résultats obtenus auparavant par le fait que la protéine MsiK recombinante pleine longueur

lie 'ATP, tout comme la protéine tronquée.

Quelques expériences peuvent étre proposées pour faire suite aux travaux réalisés. La
prochaine étape serait d’obtenir la protéine inconnue de 31 kDa qui interagit avec les anticorps
anti-MsiK. Ceci pourrait étre accompli par immuno-précipitation avec les anticorps anti-MsiK
d’un échantillon protéique provenant de la souche S. /ividans 1326. Suite a I’obtention de cette
protéine, la séquence en acides aminés de I'extrémité N-terminale de celle-ci peut étre
déterminée et comparée avec d’autres séquences. Par ailleurs, un oligonucléotide pourrait étre
synthétisé afin de permettre Iisolement et le clonage du géne codant cette protéine ou

possiblement le géne qui code pour la perméase qui interagit avec la protéine MsiK.
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CONCLUSIONS

Les objectifs de cette étude de la protéine MsiK ont été atteints. Tout d'abord, les
résultats obtenus ont permis de constater que la protéine a une masse moléculaire de 40.8 kDa
ce qui correspond a la masse prédite par la séquence corrigée du géne msiK. La purification des
protéines MsiK fonctionnelle et mutante de Streptomyces lividans a été facilitée par la mise au
point d'un systéme d'expression et de purification chez Escherichia coli BL21(DE3). Par PCR,
une séquence de nucléotides codant pour une queue de polyhistidine a été insérée a l'extrémité
N-terminale. Les amplicons ont été clonés dans le vecteur d'expression pT7-5 pour la
production de protéines recombinantes chez E. coli BL21(DE3). Ce systéme d'expression s'est
avéré trés efficace. La protéine a été récupérée a partir des corps d'inclusion et purifiée par
chromatographie d'affinité sur la résine Ni-NTA. Il a été démontré in vivo ainsi qu 'in vitro que
la queue de polyhistidine n’interfére pas avec I’activité de la protéine. Les protocoles décrits
dans ce travail peuvent ainsi étre appliqués pour la purification d'autres protéines de S. lividans,

notamment celles étant intra-cellulaires.

Les expériences de détection de la liaison d’ ATP par la protéine MsiK ont démontré que
la protéine joue un rdle crucial dans le transport des disaccharides chez S. lividans. C’est
d’ailleurs grice aux résultats obtenus avec la protéine mutée, n’étant pas capable de lier I’'ATP,
que nous pouvons venir a cette conclusion car le transport des disaccharides nécessite 'ATP.
En effet, la mutation au niveau de la protéine MsiK explique le phénotype pléiotropique de la

souche §. lividans 10-164. Cette mutation rend la protéine non-fonctionnelle dii au fait qu’elle
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ne peut plus lier 'ATP. L'ATP est nécessaire au transport. En absence d’énergie la perméase
du cellobiose et du xylobiose est incapable de transférer ces disaccharides a I'intérieur de la

cellule du mutant 10-164.

L’étude de la protéine MsiK, la premiére composante isolée jusqu'a présent d’un
systéme de transport énergie-dépendant pour le transport des disaccharides chez S. lividans,
supporte les évidences rapportées dans la littérature que ces systémes sont présents chez les
bactéries Gram positif. Aucun systéme de ce genre n’a encore été caractérisé chez les
streptomycétes. Cette étude est donc une étape préliminaire a la caractérisation d'un systéme
de transport énergie-dépendant en plus d'approfondir notre compréhension du transport du

xylobiose et du cellobiose chez S. lividans.

Par ailleurs, le séquengage récent d’un cadre de lecture ouvert ayant de ’homologie
avec des perméases ou des protéines membranaires est trés prometteur car cela pourra mener
a une meilleure compréhension du transport des disaccharides ou méme 4 1a découverte d’un
deuxiéme systéme de transport énergie-dépendant chez S. /ividans. Egalement, la détection
d’une seconde protéine ayant une masse moléculaire d'environ 31 kDa, qui lie '’ ATP et qui est
reconnue par les anticorps anti-MsiK semble indiquer la présence d’un second transporteur
ABC. Des résultats préliminaires d’hybridation d’une sonde d’ADN de msiK sur le chromosome
de S. coelicolor semble également localiser un second géne (Dr. Hopwood, communication
personnelle). Celui-ci code possiblement pour la protéine de 31 kDa révélée par les anticorps

anti-MsiK et qui lie 'ATP. Les prochains objectifs sont donc le séquengage de ce deuxiéme
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géne et la punfication du produit de ce géne en utilisant le systéme d’expression et de
purification mis au point lors de cette étude de la protéine MsiK. Ceci permettra de confirmer
ou non la présence d’un deuxiéme systéme de transport énergie-dépendant ou bien de
caractériser une seconde composante du systéme de transport des disaccharides chez S.

lividans.

Il reste une somme importante de travail a effectuer afin de bien caractériser le systéme
de transport du xylobiose et du cellobiose chez S. lividans. 11 faudra éventuellement isoler et
séquencer les autres composantes de ce systéme et caractériser les protéines codées par ces
genes. Ceci permettrait de reconstituer des vésicules membranaires pour diverses études, dont
I’interaction de la protéine MsiK avec la perméase, I’analyse de I’hydrolyse de I’ATP, et |’effet
d’une sur-expression du systéme sur le transport du xylobiose et cellobiose. L’isolement et le
séquengage des genes codant les autres composantes du systéme de transport risque d’étre plus
complexes par rapport i celles effectuées chez E. coli, Bacillus ou Salmonella typhimurium
puisque les génes chez Streptomyces ne sont pas retrouvés dans un opéron comme ils le sont
chez d’autres bactéries. Cependant, ce sont ces études d’interaction et de modélisation qui ont

approfondi nos connaissances sur les systémes de transport énergie-dépendant.
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