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RESUME

Les streptomycétes sont des bactéries filamenteuses et saprophytes du sol qui produisent
plusieurs enzymes extracellulaires telles les xylanases qui dégradent le xylane, un
constituant de I’hémicellulose, afin de générer des oligoxylosides de petite taille qui
servent de source de carbone pour leur croissance. Chez les bactéries, les protéines sont
sécrétées, entre autres, par le systéme Sec (General Secretory Pathway) qui exporte des
protéines non repliées et par le syst¢éme Tat (Twin Arginine Translocation) qui transporte
des protéines déja repliées. Une des différences entre les systémes de sécrétion, se situe

au niveau du peptide signal.

La xylanase B1 (XInB1) de Streptomyces lividans est une protéine composée d’un
domaine catalytique n-terminal et d’un domaine d’attachement au xylan c-terminal. La
bactérie sécréte la XInB1 et également la XInB2 qui correspond au domaine catalytique
de la XInB1 privé du domaine d’attachement au xylan. Ces deux formes de la xylanase
ont la méme activité sur le xylan. L’enzyme est sécrétée via le systéme Sec et la XInB1
est mieux sécrétée que la XInB2. Il a été constaté que la XInB2 posséde 80% d’identité
avec la XInC laquelle est sécrétée exclusivement via le systéme de sécrétion Tat. Afin
d’examiner si la XInB1 et la XInB2 pouvaient aussi étre sécrétées par le systéme Tat, la
séquence signal de la XInC a été fusionnée respectivement a x/nB1 et xInB2. La XInB1 et
la XInB2 ont été sécrétées par le systéme Tat mais la XInB2 a été davantage sécrétée que
la XinB1. Puisque la XInB1 et la XInB2 pouvaient étre mieux sécrétées via les systémes
Sec et Tat respectivement, une copie de x/nBI fusionnée a une séquence signal de type
Sec et une copie de x/nB2 fusionnée & une séquence signal de type Tat ont été insérées sur
un méme plasmide sous le contrle du promoteur de x/nA. Le transformant a produit une
activité xylanasique correspondant approximativement 4 la somme des activités des
souches individuelles produisant la xylanase par le systéme Sec ou par le systéme Tat.
Ceci indique que dans cette souche recombinante, les deux systémes de sécrétion sont
fonctionnels et qu’ils n’interférent pas entre eux. En assumant que la protéine a étre
sécrétée peut étre repliée correctement par les deux systémes de sécrétion, 1’usage
simultané des systémes Sec et Tat procure un moyen efficace d’augmenter la production

d’une protéine donnée.
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INTRODUCTION



Les Streptomycetes sont des bactéries & Gram positif vivant dans le sol et connues pour
leur capacité a sécréter une grande quantité de protéines (Gilbert ef al., 1995). La majorité
de ces protéines sécrétées sont des enzymes qui sont adaptées a I’hydrolyse de matériel
organique complexe, ce qui permet a la bactérie de survivre dans son environnement. Des
études précédentes mentionnent le clonage homologue de trois genes de xylanase
(Shareck et al., 1991) et la purification des trois enzymes correspondantes soit la XInA, la
XInB et la XInC de Streptomyces lividans (S. lividans) ( Morosoli et al., 1986; Kluepfel ef
al., 1990).

A partir du géne de la XInB, S. lividans sécréte naturellement via le systéme Sec deux
formes de la protéine. La XInB1 de 294 a.a. qui est composée d'un domaine catalytique en
portion n-terminale et d'un domaine d'attachement au xylan (XBD) en portion c-terminale
et la XInB2 de 191 a.a. composée exclusivement du domaine catalytique. La XInB2
partage donc la méme séquence n-terminale avec la XInB1. Ces deux formes ont la méme

activité enzymatique sur le xylan.

Les xylanases dégradent le xylan, une des composantes majeures de 1’hémicellulose qui
est un polymére de xylose B-1,4 substitué d’acide uronique, d’hexoses et de chaines
latérales d’autres pentoses. Ces enzymes sont d’un intérét considérable pour leur usage
potentiel comme agents de blanchiment dans I’industrie des pétes et papiers, I’utilisation
de I’énergie de la biomasse et I’industrie chimique (Viikari et al., 1994; Jeffries et al.,
1992)

La vaste majorité des protéines bactériennes sont exportées a travers la membrane
cytoplasmique par le systéme de sécrétion Sec. Ce systéme bien connu, agit sur les
polypeptides non repliés (Danese et al, 1998). Un nouveau systéme de translocation
alternatif a été découvert récemment chez les bactéries. Il s’agit du systéme Tat (Twin
Arginine Translocation) qui, la plupart du temps, transporte des précurseurs attachés a des
cofacteurs et qui semblent se replier ou s’oligomériser avant la translocation a travers la

membrane (Miiller, 2005).



Quelques protéines sans cofacteurs peuvent aussi étre transportées par le systéme Tat
probablement parce qu’elles requiérent des facteurs cytosoliques pour leur repliement ou
qu’elles se replient trop rapidement ou de fagon trop compacte pour étre transportées par
le systtme Sec (Berks ef al., 2000). Les précurseurs protéiques qui sont exportés par le
systéme Tat possédent dans la portion amino-terminale, un peptide signal qui contient un
motif consensus S/T-R-R-X-F-L-K dans lequel deux résidus d’arginine consécutifs sont
invariables, tandis que les autres résidus sont présents a une haute fréquence (Palmer et
al., 2005). La XInA et la XInB sont exportées par le syst¢tme Sec (Pagé et al., 1996b)
tandis que la XInC est exportée via le systeme Tat (Faury et al., 2004).

L’objectif principal de ce travail était d’augmenter la sécrétion de la xylanase B et aussi
de vérifier si les XInB1 et XInB2 pouvaient étre sécrétées via le systéme Tat. En effet,
comme la XInB2 posséde 80% d’identité avec la XInC (Shareck er al, 1991) qui est
sécrétée exclusivement via le systéme Tat, nous nous sommes demandés si les XInB1 et
XInB2 pouvaient étre sécrétées efficacement par ce systéme. La XInA n’est pas vraiment
bien sécrétée par le systéme Tat. La fusion de la séquence signal du géne x/nC au géne
structural xInd présente seulement 10% de la production obtenue avec la séquence signal
sauvage (Pagé et al, 1996b). La séquence signal du géne xInC a donc été fusionnée
respectivement aux génes de structure x/nB! et xInB2. 1l s’est avéré que les deux formes
enzymatiques peuvent étre sécrétées via Tat mais la XinB2 est mieux produite que la

XinBI1.

Comme les XInB1 et XInB2 peuvent étre mieux sécrétées dans les systémes Sec et Tat
respectivement, et avec I’objectif de maximiser la production de xylanase, une copie du
géne structural x/nB1 fusionnée a une séquence signal Sec et une copie du géne structural
xInB2 fusionnée a une séquence signal de type Tat ont été insérées dans le méme

plasmide sous le contrdle du promoteur du géne x/nA.

Nous démontrons ici que la souche recombinante portant cette construction sécrete
davantage de xylanase. Ceci représente une fagon additionnelle en combinaison avec les

méthodes déja existantes, d’augmenter la production d’une protéine par le remplacement



des peptides signaux, des promoteurs, des codons et des sites d’attachement aux
ribosomes additionnels (Pagé ef al., 1996a; Te’o et al., 2000; Binnie ef al., 1997). Le

présent travail a fait I’objet d’un article présenté & ’appendice C.



1. REVUE DE LITTERATURE



1.1 La sécrétion des protéines chez les bactéries

1.1.1 Généralités

A la différence des cellules eucaryotes, les cellules procaryotes ne contiennent pas de
structures membranaires intracellulaires. Dés lors, la transcription et la traduction des
protéines s’y déroulent simultanément. Chez les bactéries 4 Gram négatif telle
Escherichia coli, certaines des protéines produites dans le cytoplasme sont dirigées vers
un complexe de translocation situé dans la membrane cytoplasmique. Le devenir de ces
protéines est alors : d’étre intégrées dans cette méme membrane, d’étre transportées dans
le périplasme, d’étre intégrées dans la membrane externe ou d’étre sécrétées a 1’extérieur
de la cellule (Austen et Westwood, 1991). Les bactéries & Gram positif sont, quant 3 elles,
dépourvues de membrane externe. Les protéines exportées i travers leur membrane
cytoplasmique sont alors reldchées directement dans I’environnement extérieur (van Wely
et al., 2001), bien que plusieurs d’entre elles restent associées a la paroi (Tjalsma et al.,
2004).

Qu’elle soit & Gram négatif ou positif, la cellule dispose d’un moyen lui permettant de
distinguer les protéines qui doivent étre sécrétées de celles qui résideront dans le
cytoplasme. Les protéines sécrétées sont en effet synthétisées sous la forme d’un
précurseur qui posséde une étiquette d’adressage soit une extension amino-terminale
nommée peptide signal. Celui-ci est reconnu par les mécanismes de triage et de
translocation de la cellule. Aprés que la protéine a été dirigée vers le compartiment
cellulaire voulu, le peptide signal est clivé par une signal peptidase spécialisée (van Wely
ef al., 2001; Tjalsma et al, 2000), afin de générer une protéine mature (Austen et
Westwood, 1991).

Chez les bactéries, il existe plusieurs systémes non-homologues de sécrétion des protéines
qu’'on appelle complexes de translocation (Economou, 2000). Les bactéries 4 Gram
positif possédent entre autres, trois types de systéme de transport des protéines soit les

systtmes Sec, Tat, et Oxal/YidC (biogénése des cytochrome oxidases). Ce dernier



systéme servirait davantage a I’insertion des protéines dans la membrane qu’a la sécrétion
au sens strict (van der Laan et al, 2005). En plus des systtmes mentionnés
précédemment, les bactéries & Gram négatif possédent entre autres, les systémes de
sécrétion de protéines a travers la membrane cytoplasmique suivants : ABC (Type I),
pathogéneése/flagellaire (Type III) et conjugaison/virulence (Type IV) (Ma et al., 2003).
Dans le cadre de ce travail, deux de ces systémes nous intéressent particuliérement et
seront décrits plus en détail: le systéme général de sécrétion GSP pour « general secretory
pathway » aussi dénommé Sec et le systéme Tat pour « twin arginine translocation
pathway ». Alors que le systéme Tat prend en charge des précurseurs déja repliés et
potentiellement associés & un cofacteur, le syst¢tme Sec ne peut transférer que des
précurseurs non repliés (Berks et al., 2000). Un seul des six systémes, soit le systéme Sec,
est essentiel pour la viabilité¢ de la cellule. Ce systéme, qui existe également chez les
archaebactéries et les eucaryotes (Economou, 1999) posséde des composantes qui sont

largement conservées parmi les étres vivants (Economou, 2000).

La sécrétion des protéines chez les bactéries et notamment le systtme Sec a été
particuliérement bien étudiée chez les microorganismes 4 Gram négatif tel qu’E. coli (van
Wely et al., 2001). Les caractéristiques essentielles du systéme Sec et les génes impliqués
décrits chez E. coli ont été retrouvés avec un fort degré de conservation dans tous les
génomes bactériens connus (Economou, 2000). Récemment, Bacillus subtilis est devenu
’organisme modele de I’étude de la sécrétion des protéines chez les bactéries 4 Gram
positif (van Wely et al., 2001). Streptomyces lividans et B. subtilis partagent plusieurs
similarités intéressantes. Ce sont deux bactéries & Gram positif qui synthétisent et
sécretent une grande quantité de protéines qui sont utilisées industriellement. Au niveau
des mécanismes de sécrétion, toutes les deux possédent plus d’un géne pour les signal
peptidases de type I et ne possédent pas le géne secB. Nous introduisons donc ici un
résumé des connaissances sur les systémes Sec et Tat par le biais de leur étude chez E.
coli et B. subtilis en incluant les homologies, analogies et les différences présentes chez

les streptomycétes particuliérement S. lividans.



1.2 Un apercu du systéme Sec

Le fonctionnement du systéme Sec qui procéde a la translocation des protéines dans une
conformation non repliée (van Wely et al., 2001), peut étre divisé en trois stades distincts
mais séquentiels et interdépendants & savoir le ciblage du précurseur protéique vers les
sites de sortic de la membrane, son passage a travers la bicouche lipidique
vraisemblablement & travers un complexe de translocation et son relichement a
P’extérieur de la cellule. A ce stade, le polypeptide peut acquérir sa conformation native
en se repliant (Economou, 1999). Généralement, le précurseur est reconnu en premier par
des facteurs solubles pour étre transporté vers la membrane ou il s’associe avec le
mécanisme de translocation. Par la suite, le polypeptide est transporté a travers un pore
aqueux composé d’un ensemble de protéines faisant partie intégrante de la membrane. Ce
pore procure un site d’attachement pour les composantes cytoplasmiques qui assurent le

ciblage et la translocation du précurseur (van Wely ef al., 2001).

Plusieurs composantes sont nécessaires au fonctionnement du systéme Sec (Figure 1) soit
la chaperone cytosolique SecB, le moteur moléculaire de translocation SecA qui s’attache
au complexe de translocation et hydrolyse I’ATP, les composantes du canal de
translocation soit SecYEG et SecDFYajC, les signal peptidases et finalement les facteurs
de repliement qui fonctionnent du coté externe de la membrane cytoplasmique (Tjalsma
et al.,, 2000). En plus de ’ATP, une source biochimique essentielle, une autre source
d’énergie électrochimique est nécessaire au mécanisme résumé précédemment. Il s’agit
de la force proton motrice (FPM) qui augmente le taux de translocation (Economou,
1999).

Apres que le précurseur soit sorti du ribosome, il peut étre dirigé vers le complexe de
translocation via deux voies distinctes qui utilisent soit la chaperone SecB, soit le SRP et
son récepteur membranaire FtsY. Le trigger factor (TF) entre en compétition avec le SRP
pour Dattachement du précurseur en formation (Keyzer et al, 2003). Lorsque le
précurseur n’est pas reconnu par SecB, la séquence signal peut le diriger directement sur
SecA attachée a la membrane (Fekkes et Driessen, 1999). Le précurseur est par la suite

dirigé a travers le canal de translocation.



Méme si les effets de la FPM semblent indépendants de SecA, les deux modes
énergétiques sont reliés puisque la FPM accélére les changements de conformation de
SecA durant la translocation. Par ailleurs, la FPM modulerait ’ouverture et méme la
formation du canal de translocation (de Keyzer ef al., 2003) et affecterait la conformation
de SecY (Economou, 2000). Une fois que la translocation de la protéine a été initiée, la
FPM peut favoriser la réaction dans les stades ultérieurs. En effet, quand le précurseur est
a moiti¢ inséré dans le complexe de translocation, la FPM seule peut compléter la

translocation si SecA est retirée ou inactivée (Economou, 2000).



Figure 1. Composantes du complexe de translocation.

Aprés que le précurseur soit sorti du ribosome, il peut étre dirigé vers le complexe de
translocation via deux voies distinctes qui utilisent soit le chaperon SecB soit le SRP et
son récepteur membranaire FtsY. Le trigger factor (TF) entre en compétition avec le SRP
pour I’attachement du précurseur en formation. Le précurseur est transloqué a travers un
pore aqueux formé par le complexe de protéines membranaires SecYEG. La translocation
du précurseur est favorisée par I’hydrolyse de 1’ATP, par le moteur moléculaire SecA et
la force proton motrice (FPM). Durant la translocation, le peptide signal peut étre retiré
par une signal peptidase (Lep). Le complexe SecDFYajC et la protéine YidC sont
d’autres composantes impliquées dans la translocation dont la fonction exacte reste
inconnue. Adapté de de Keyzer et al., (2003).
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1.2.1 SecB

La translocation d’une protéine implique un facteur cytosolique intermédiaire. Chez E.
coli, ¢’est SecB, une protéine homotétramérique, organisée en dimére de dimeéres, formée
de sous-unités de 17 kDa (de Keyzer et al., 2003) qui fait office de guide du précurseur
vers la membrane cytoplasmique (van Wely et al., 2001; Fekkes et Driessen, 1999). De
chaque cbté du tétramére, on retrouve des canaux exposés & la surface qui ont toutes les
caractéristiques d’un site d’attachement aux peptides (Driessen, 2001). SecB maintient le
précurseur dans une conformation non-repliée ce qui le rend compétent pour sa
translocation via le systéme Sec (Fekkes et Driessen, 1999). SecB n’est pas une ATPase
comme les autres chaperones et n’est pas essentielle a la viabilité de E. coli (van Wely et
al, 2001), puisque la délétion du géne secB n’a qu’un faible effet déficitaire sur la

translocation de seulement un sous-ensemble de précurseurs (Fekkes et Driessen, 1999).

SecB s’attache rapidement aux précurseurs et le complexe SecB-précurseur se dirige
ensuite vers SecA et se lie & la portion carboxy-terminale de celle-ci avec une haute
affinité. L’attachement subséquent du peptide signal & SecA provoque le transfert du
précurseur de SecB vers SecA. Apreés I’initiation de la translocation, SecB est reléchée et

prend en charge un autre précurseur dans le cytosol (de Keyzer et al., 2003).

Le mécanisme par lequel SecB peut différencier les protéines destinées 4 étre sécrétées de
celles qui résident dans le cytosol est encore peu compris. On croit généralement que le
peptide signal ne contribue pas directement & I’interaction du précurseur avec SecB et que
c’est plutdt la portion mature de celui-ci qui est reconnue (Fekkes et Driessen, 1999;
Tjalsma et al., 2000; de Kyzer et al., 2003). Le peptide signal pourrait cependant de fagon
indirecte retarder le repliement de la portion mature du précurseur et favoriser ainsi la
liaison de SecB. Toutefois, d’autres études démontrent que la présence du peptide signal
et le repliement différé du précurseur ne seraient pas nécessaires pour I’interaction avec
SecB. En effet, le taux d’association de SecB avec un polypeptide est beaucoup plus
rapide que le repliement de celui-ci. L’interaction de SecB avec le précurseur qui émerge
du ribosome pourrait donc étre limitée par la vitesse d’élongation du polypeptide plutot

que par le niveau de repliement (de Keyzer et al., 2003).
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Des différences entre les séquences primaires des protéines sécrétées et cytoplasmiques
semblent exclues pour expliquer la sélectivité de SecB. Ceci suggére que SecB serait une
chaperone générale qui permet la translocation des protéines par son attachement
spécifique & SecA et son association au précurseur (Tjalsma et al., 2000; de Keyzer ef al.,
2003). Cependant le motif d’attachement de SecB serait de neuf acides aminés riches en

résidus aromatiques et basiques (Knoblauch et al., 1999).

SecB n’est requise que pour la sécrétion d’un sous-ensemble de protéines, la plupart de
celles-ci appartenant au périplasme et & la membrane externe. Ces protéines sont
évidemment absentes des bactéries & Gram positif. Il est aussi suggéré que SecB agit en
particulier sur les protéines qui ont tendance a se replier rapidement. Ces faits expliquent
peut-étre I’absence de SecB chez les bactéries 4 Gram positif. En effet, les homologues de
SecB sont retrouvés uniquement chez les bactéries & Gram négatif bien que la région
carboxy-terminale de SecA, qui est le site d’attachement 4 SecB soit hautement conservée
chez plusieurs bactéries & Gram négatif et 4 Gram positif & I’exception de Streptomyces,

Mycoplasma et Mycobacterium (van Wely et al., 2001).

Un candidat pour un analogue de SecB chez B. subtilis est la protéine cytoplasmique
CsaA (van Wely et al, 2001). CsaA posséde une activité semblable a celle d’une
chaperone et démontre une affinité pour SecA et les précurseurs, suggérant ainsi qu’elle a
une fonction reliée a la sécrétion chez B. subtilis. Cependant CsaA ne semble pas
s’attacher a la région carboxy-terminale de SecA. La mutation de CsaA a un effet modéré
sur la sécrétion, provoquant la perte d’un nombre limité de protéines dans le surnageant
de culture. Cependant la délétion du géne csad est létale suggérant ainsi que CsaA est
impliquée dans la translocation de protéines essentielles ou joue un role vital dans un
processus autre que la translocation des protéines (van Wely et al, 2001). Le rdle précis
de CsaA dans la sécrétion des protéines chez B. subtilis reste donc a élucider (Tjalsma et
al., 2000). On peut ajouter que SecB n’est pas essentielle alors que CsaA 1’est donc les

deux protéines agissent différemment.
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1.2.2 Le complexe membranaire SecYEG

Chez E. coli, trois protéines membranaires soit SecY, SecE et SecG constituent le
complexe SecYEG qui forment le pore aqueux par lequel les protéines vont étre sécrétées
(van Wely et al, 2001, Economou, 2000; de Keyzer er al., 2003). Cette organisation
hétérotrimérique du pore de translocation peut étre comparée au complexe de
translocation de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) chez les eucaryotes soit
le complexe Sec6lp qui consiste en trois sous-unités i.e. Sec6la, Sec61f et Seco6ly.
Sec6la. et Sec61p sont des homologues de SecY et SecE respectivement. Bien que
Sec61y n’ait pas de similarité de séquence avec SecG (de Keyzer et al., 2003), ces deux

protéines pourraient étre des analogues fonctionnels (Tjalsma et al., 2000)

SecY, la plus grosse sous-unité du complexe, est une protéine de 48 kDa composée de dix
segments transmembranaires. Elle interagit avec SecA, SecG et SecE et forme un
complexe particuli¢rement stable avec cette derniére (de Keyzer ef al., 2003). SecE est
une protéine de 14 kDa formée de trois segments transmembranaires considérée comme
essentielle pour la translocation des précurseurs et la viabilité cellulaire (de Keyzer et al.,
2003; van Wely et al., 2001). Contrairement & SecY et SecE, SecG n’est pas essentielle a
la translocation des protéines (van Wely et al., 2001; de Keyzer et al., 2003), mais elle la
stimule in vitro en particulier & basse température et quand la FPM est faible ou absente.
SecG est une protéine de 12 kDa avec deux segments transmembranaires. Des études de
co-immunoprécipitation suggérent que SecG interagit seulement avec la sous-unité SecY.
Bien que SecG ne soit pas essentielle & I’attachement initial de SecA au complexe SecYE,
(de Kyzer et al., 2003) ses deux domaines transmembranires subissent une inversion de
topologie lorsque SecA s’insére dans la membrane; ceci suggére que SecA et SecG
interagissent 4 un stade ultérieur de la réaction de translocation (Economou, 1999). En
’absence de SecG, deux autres unités de régulation du complexe de translocation soit

SecD et SecF deviennent importantes (Economou, 1999).

Des analyses biochimiques et structurales récentes de SecYEG et du complexe Sec61p

chez les eucaryotes, démontrent que ces protéines formeraient un pore de translocation.
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Cependant, le nombre exact de copies de SecYEG dans le complexe de translocation est
incertain. Chez E. coli, SecYEG existerait sous la forme d’un dimére qui représente I’état
de repos non-assemblé du complexe de translocation (van Wely ef al, 2001) La
formation du pore demanderait I’activation de SecA par un précurseur et I’ATP. Sous ces
conditions SecA recruterait quatre triméres SecYEG s’assemblant pour former une
structure en anneau dont I’intérieur constitue le pore de sécrétion qui aurait 1,5 & 5 nm
(Economou, 2000) cette taille correspondant aux valeurs déterminées pour celles du pore

eucaryote (de Kyzer et al., 2003).

Chez B. subtilis, la déplétion de SecY affecte grandement la croissance et la sécrétion
d’un certain nombre de protéines. C’est un polypeptide de 423 a.a. qui comme toutes les
protéines SecY connues traverserait la membrane cytoplasmique dix fois (van Wely et al,
2001; Tjalsma et al., 2000). Formée d’un seul segment transmembranaire, la protéine
SecE des bactéries 8 Gram positif est beaucoup plus petite que celle de E. coli soit 60
résidus d’acides aminés comparativement a 127 pour E. coli (van Wely et al., 2001;

Tjalsma et al., 2000).

Le géne yvaL de B. subtilis code pour un homologue de SecG. La SecG des bactéries a
Gram positif, est plus courte que celle des bactéries 4 Gram négatif et contient deux

segments transmembraires (van Wely et al., 2001; Tjalsma et al., 2000).

Le complexe SecYE purifié chez B. subtilis, adopte une structure en forme d’anneau
aprés reconstitution dans les membranes. Cette structure correspond a un dimére SecYEG
chez E. coli. Le complexe SecYEG de B. subtilis fonctionnerait d’une fagon similaire

(van Wely et al., 2001).

Un homologue de SecY a été identifié chez S. lividans 1326. On y déduit une séquence de
437 a.a. qui est 2 42% et 40,7% identique a ses homologues d’E. coli et de B. subtilis
respectivement (Ostiguy et al., 1996). Un homologue du géne secE a aussi été identifié
chez les Streptomycétes (Miyake et al., 1994). Cependant aucun géne secG ne semble

avoir été identifié chez ceux-ci.
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1.2.3 SecA, le moteur moléculaire

Bien que le mécanisme moléculaire exact par lequel SecA agit comme une protéine
motrice soit encore peu compris, celle-ci est considérée comme le moteur moléculaire qui
permet la translocation des précurseurs. SecA est en réalité une ATPase qui joue un role
fondamental dans la sécrétion des protéines chez les bactéries (van Wely et al., 2001).
Elle procure I’énergie pour la réaction de translocation des précurseurs par I’intermédiaire
de cycles répétés d’attachement a I’ATP et de son hydrolyse. De plus SecA pourrait jouer
le rdle d’un chaperon qui ciblerait de fagon analogue & SecB, les précurseurs qui ne sont
pas reconnus par SecB (Fekkes et Driessen, 1999; Economou, 1999; van Wely et al.,

2001).

SecA, qui est essentielle et unique aux bactéries, existe sous la forme d’un dimére
(Economou, 1999) dont chacun des monoméres de 102 kDa contient deux domaines qui
se replient indépendamment (de Keyzer ef al., 2003). Le premier domaine situé dans la
portion amino-terminale, fait office d’ATPase alors que la portion carboxy-terminale
permet & SecA de s’attacher 4 SecYEG ce qui améne 1’assemblage du cceur fonctionnel
du complexe de translocation. La portion carboxy-terminale contient également le site
d’attachement & SecB (Economou, 1999) (Figure 2). On retrouve SecA a la fois dans le
cytosol et liée & la membrane cytoplasmique. L’association avec la membrane se produit
par le biais d’une faible affinité pour les phospholipides chargés négativement et d’une
haute affinité avec le complexe SecYEG (De Keyzer et al., 2003).

Bien que SecA existe dans un état d’équilibre entre les états diméres et monomeéres, il est
suggéré que la forme active de SecA serait monomérique. En effet, en comparaison avec
la forme de dimere, la structure monomérique démontre un changement de conformation
drastique qui correspond probablement a I’ouverture d’un sillon d’attachement aux

peptides (Osborne et al., 2004 ; Or et al., 2005)

La portion ATPase contient deux sites d’attachement aux nucléotides (« NBSs:
nucleotide binding sites »). Le premier site, NBS-I, est présent dans le domaine n-

terminal et posseéde une haute affinité pour I’ATP. Le second site, NBS-II, 4 basse affinité
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pour ’ATP est situé dans une position plus centrale que NBS-I. Des évidences
biochimiques indiquent que quoique NBS-I et NBS-II soient nécessaires & I’hydrolyse de
I’ATP et la translocation du précurseur (de Keyzer et al., 2003), le site NBS-II n’est pas
un site d’attachement aux nucléotides indépendant mais plutdt un régulateur de
I’hydrolyse de I’ATP au site NBS-I (van Wely et al., 2001). En fait, le site NBS-II est
essentiel pour la translocation des protéines mais son rdle précis reste indéterminé

(Economou, 1999).

Au stade de D’initiation de la translocation du précurseur, SecA probablement liée a un
ADP (de Keyzer et al., 2003) est associée a SecYEG (van Wely et al, 2001). SecA
reconnait alors le complexe SecB-précurseur (Fekkes et Driessen, 1999), et s’attache au
peptide signal et au domaine mature du polypeptide & étre sécrété (van Wely et al., 2001).
Cet attachement stimule SecA a échanger I’ADP pour un ATP. L’énergie générée par
I’attachement de la molécule d’ATP permet alors I’insertion membranaire d’une portion
de SecA plus une boucle du peptide signal et de la région amino-terminale du précurseur
a travers la membrane, pour un total d’environ 2.5 kDa (de Keyzer et al, 2003).
L’hydrolyse subséquente de I’ATP provoque la dissociation du précurseur de SecA celle-
ci pouvant a son tour se libérer de la membrane (plus de 50% des protéines SecA sont
cytosoliques) (Economou, 1999) ou s’associer de nouveau au précurseur partiellement
transloqué. Cette réassociation provoque le passage de 2 & 2.5 kDa supplémentaires et
permet un nouveau cycle d’attachement et d’hydrolyse de I’ATP. Ainsi, des cycles
multiples d’insertion-désinsertion de SecA semblent provoquer la translocation de tout le
précurseur (Economou, 1999) chaque cycle catalytique permettant la translocation
d’environ 5 kDa en deux étapes consécutives (de Keyzer et al., 2003). Ce cycle de

réaction utilise I’interaction de I’ATP au site NBS-I (Economou, 1999) (Figure 3).
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Figure 3. Modéle pour la translocation des précurseurs i travers la membrane
Paide de SecA.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

Initialement, SecA est attachée 4 un ADP et est liée a SecYEG.

Le précurseur est véhiculé jusqu’a la translocase via SecB qui s’attache & SecA.
L’attachement de SecB & SecA provoque le transfert du précurseur vers SecA.
L’attachement du précurseur & SecA provoque I’échange de I’ADP pour un ATP.
Ceci provoque le retrait de SecB.

L’énergie générée par 1’attachement de la molécule d’ATP permet alors I’insertion
membranaire d’une portion de SecA plus une boucle du peptide signal et de la région
amino-terminale du précurseur a travers la membrane pour un total d’environ 2.5 kDa.
L’hydrolyse de I’ATP provoque la libération du précurseur auparavant lié a SecA,
cette étape étant inhibée par 1’azide. Subséquemment, SecA peut soit se dissocier de
la membrane,

ou se réassocier au précurseur partiellement transloqué, provoquant ainsi le passage
de 2 4 2.5 kDa supplémentaires.

Des cycles répétés d’association de SecA avec le précurseur, d’attachement et
d’hydrolyse de I’ATP et de dissociation de SecA avec le précurseur, permettent la
translocation compléte de ce dernier. D’aprés de Keyzer et al., (2003).
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1.2.4 SecA chez les bactéries 4 Gram positif

Le géne divA code pour la SecA de B. subtilis. En utilisant un mutant div, il a été
démontré qu’environ 90% de toutes les protéines dans le surnageant de culture de B.
subtilis dépendent de SecA pour leur sécrétion. Des génes qui codent pour des
homologues de SecA chez plusieurs autres microorganismes & Gram positif ont aussi €té
identifiés (van Wely et al., 2001). Certaines bactéries & Gram positif ont plus d’une
protéine SecA, comme c’est le cas pour Listeria monocytogenes par exemple (Lenz et al,
2003). Le géne secA de S. lividans 1326 a été cloné en utilisant des séquences conservées
du géne secA de E. coli et du géne div de B. subtilis (Gilbert et al., 1996; Blanco et al.,
1996). Le séquengage de ce géne propose une protéine de 947 a.a. et la surexpression du
géne chez S. lividans 1326 et E. coli MM52 produit dans les deux cas, une protéine d’une
masse moléculaire apparente de 117.4 kDa. La protéine SecA de S. lividans partage 44%
d’identité avec son homologue chez B. subtilis et E. coli (Gilbert et al., 1996).

La protéine SecA de S. lividans démontre des propriétés biochimiques similaires a la
SecA de E. coli et de B. subtilis. Le NBS-I posséde une affinité pour I’ATP comparable a
celle du NBS-I chez E. coli et B. subtilis. Par ailleurs la SecA de S. lividans s’attache avec
une haute affinité a des vésicules membranaires du méme microorganisme lavées a I’urée.

Ceci suggére que le complexe d’attachement SecYEG est préservé (Blanco et al., 1998).

La SecA de S. lividans ne s’attache pas  la SecB de E. coli avec une grande affinité. Il est
a noter que chez Streptomyces, la portion carboxy-terminale qui est le site d’attachement
de SecB chez E. coli n’est pas conservée, une preuve supplémentaire que S. lividans ne
posséde pas d’homologue de SecB. Ceci n’exclut toutefois pas la possibilité que S.
lividans posséde une protéine ayant des propriétés fonctionnelles similaires a SecB. Les
streptomycétes différent donc des bactéries & Gram négatif dans le ciblage des
précurseurs pour I’interaction avec SecA. Cependant le mécanisme général de sécrétion
semble similaire. Des chaperones non spécifiques tels que GroEL pourraient jouer le rdle
de SecB chez les bactéries 2 Gram positif. Récemment il a été démontré que la protéine
GroEL de E. coli interagit avec SecA quand celle-ci est liée & la membrane cytoplasmique

(Blanco et al, 1998).
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1.2.5 Le complexe SecDFYajC

Contrairement aux autres génes Sec qui sont dispersés a travers le chromosome, les génes
secD, secF et yajC de E. coli font partie d’un opéron, (van Wely et al; 2001) et codent
pour autant de protéines membranaires. En effet, SecD et SecF possédent chacune six
segments transmembranaires et un domaine périplasmique. YajC est constituée d’un seul
segment transmembranaire et d’un domaine cytosolique. Ces trois protéines forment le
complexe hétérotrimérique SecDFYajC qui peut s’associer avec le complexe SecYE (de

Keyzer et al., 2003).

La fonction du complexe SecDF est difficile a définir 4 cause de sa faible concentration.
En effet, pendant que ’on retrouve de 100 & 300 copies de SecYEG par cellule, il n’y a
que 10 a 30 copies par cellule du complexe SecDF. (Schmidt et Kiser, 1999). Cependant,
les cellules privées de SecD et SecF ont une croissance sensible au froid et démontrent
des déficits importants de la translocation des protéines. Quant & YajC elle n’est pas
essentielle a la translocation des précurseurs ni  la viabilité de la cellule (de Keyzer et

al., 2003).

La fonction exacte du complexe SecDFYajC demeure inconnue. La régulation du cycle
catalytique de SecA est une des hypothéses retenues (Economou 2000; de Keyzer et al,
2003). SecF stabiliserait SecD et SecY dans la membrane et le complexe SecDF
stabiliserait SecA sous sa forme insérée dans la membrane (Schmidt et Kiser, 1999). Le
complexe pourrait aussi étre impliqué dans les stades ultérieurs de la translocation. SecD
serait en effet impliquée dans le relichement de la protéine une fois sa translocation
complétée i travers la membrane cytoplasmique. Le retrait du peptide signal ou des
phospholipides du pore aqueux ou la régulation de la formation de ce méme pore sont

d’autres fonctions envisagées (de Keyzer et al., 2003).

Chez B. subtilis et d’autres bactéries, SecD et SecF sont fusionnées en un seul
polypeptide membranaire SecDF de 571 aa. possédant douze domaines
transmembranaires putatifs (van Wely et al., 2001; de Keyzer et al., 2003). L’homologue
YajC de B. subtilis est codé par le géne yrbF et séparé de secDF par deux paires de génes.
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Comme chez E. coli, la déplétion de SecDF chez B. subtilis résulte en une sensibilit¢ au
froid de la croissance et une réduction de la sécrétion des protéines (van Wely ef al,
2001). La SecDF de B. subtilis qui n’est pas essentielle a la viabilité de la cellule, est
purement requise pour maintenir une haute capacité de sécrétion des protéines (Tjalsma et

al, 2000).

Contrairement a SecD chez E. coli, SecDF de B. subtilis ne semble pas étre requise pour
le relichement d’une protéine mature de la membrane. Toutefois SecDF pourrait étre
impliqué dans le nettoyage du pore de translocation notamment par ’enlévement des
peptides signaux (Tjalsma et al., 2000). On retrouve des homologues de SecD et SecF
chez S. lividans (Genbank X85969) (Morosoli et al., 1999a)

1.3 La voie SRP (Signal Recognition Particule)

Chez les eucaryotes, la translocation des précurseurs & travers le réticulum endoplasmique
(RE) dépend de la voie SRP (signal recognition particule pathway). Les protéines
solubles qui doivent traverser la membrane du RE ou les protéines membranaires qui
doivent s’y intégrer sont ciblées par le SRP et envoyées au récepteur membranaire de
celui-ci (Fekkes et Driessen, 1999). En fait, une fois que le peptide signal et environ
quarante résidus d’acides aminés du domaine mature du précurseur émergent du
ribosome, le peptide signal est reconnu par le SRP (Eichler, 2003). Le ciblage du
précurseur encore attaché au ribosome se réalise donc de fagon cotraductionelle et le SRP
reconnait le précurseur par la présence d’un peptide signal hydrophobe (Fekkes et
Driessen, 1999). L’attachement au précurseur et I’interaction subséquente du SRP et du
ribosome provoque le ralentissement ou 1’arrét de la traduction. Par la suite, le complexe
formé du ribosome, du SRP et du précurseur se dirige vers la membrane du RE via
I’affinité du SRP pour son récepteur membranaire (Fekkes et Driessen, 1999; Eichler,
2003) et du ribosome pour le complexe de translocation Sec61afy. Une série d’hydrolyse
de GTP provoque le relichement du SRP et le transfert du peptide signal a la sous-unité

Sec6la. La traduction et la translocation du précurseur peuvent ensuite reprendre et
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continuer directement dans le pore de translocation. Le peptide signal est éventuellement

clivé par une signal peptidase (Eichler, 2003).

Le SRP des eucaryotes est un complexe ribonucléoprotéique formé de 1’assemblage d’une
molécule d’ARN 7S plus six polypeptides distincts, de taille différente qui lui sont
attachés. (Fekkes et Driessen, 1999; Eichler, 2003). On retrouve notamment les protéines
SRP9 et SRP14 qui forment I’hétérodimére SRP9/14 impliqué dans l'arrét de la
translocation (Eichler, 2003) et SRP54 (54 kDa) responsable de la reconnaissance du
peptide signal, de la fonction GTPase et de I’attachement au récepteur membranaire du
SRP. (Eichler, 2003 ; Fekkes et Driessen, 1999). L’ARN 7S est divisé en deux domaines
soit le domaine Alu qui contient le complexe SRP9/14 et le domaine S qui contient
notamment SRP54. Le domaine Alu arréte la traduction par le biais de SRP9/14, de
1’ARN ou des deux (Eichler, 2003) (Figure 4). Quant au récepteur membranaire du SRP,
il est composé de deux protéines soit la sous-unité périphérique SRa et la sous-unité
intégrale SRP (Fekkes et Driessen, 1999; Eichler, 2003) qui possédent toutes deux une
activité GTPase (Eichler, 2003).

La voie SRP des eucaryotes supérieurs demeure la version la mieux comprise de ce
systéme bien que le SRP se retrouve aussi chez les archaeabactéries et les bactéries
(Eichler, 2003). Les homologues de SRP54 et de I’ARN 78 chez E. coli sont
respectivement la protéine Ffh (« fifty-four homologue ») et I’ARN 4.5S (Figure 4). A
I’instar de SRP54, Ffh est également une GTPase qui lie le peptide signal et I’ARN. Fth
s’attache au précurseur quand celui-ci est d’une longueur de 70 & 150 a.a. et qu’il est
encore attaché au ribosome (Fekkes et Driessen, 1999). La GTPase FtsY avec son
domaine carboxy-terminal de 300 résidus (Palacin et al, 2003) est la contrepartie
procaryote du récepteur SRa et est attaché de fagon périphérique 4 la membrane (Fekkes
et Driessen, 1999). On ne connait pas d’homologue a la sous-unité¢ SRf chez les
procaryotes (Eichler, 2003). Le syst¢éme SRP est donc simplifi¢ et il est impliqué dans
Iinsertion d’un groupe de protéines dans la membrane plasmique (Eichler, 2003).
Certaines lipoprotéines et protéines solubles périplasmiques utilisent aussi cette voie

(Schierle et al., 2003). En fait, I’interaction de Ffh avec le peptide signal augmente avec
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I’hydophobicité de celui-ci. Ffh s’attache aussi au signaux internes comme les segments

transmembranaires des protéines membranaires (Fekkes et Driessen, 1999).

1.3.1 SRP chez les bactéries & Gram positif

Le petit ARN cytoplasmique de B. subtilis est formé de 271 nucléotides et il est
fonctionnellement apparenté 4 I’ARN 7S des eucaryotes et 4 I’ARN 4.5S de E. coli
(Tjalsma et al., 2000) (Figure 4). Chez E. coli la région correspondante au domaine Alu
est absente, alors qu’elle est présente chez B. subtilis et contient la protéine Hbsu
(histone-like). Hbsu ne partage pas de similarité de séquence significative avec SRP9 ou
SRP14 mais partage une homologie de structure avec SRP9/14. Malgré cette
ressemblance, on ignore si la voie SRP de B. subtilis possede 1’étape de ’arrét de la

traduction observée chez les eucaryotes (Eichler, 2003).

Le systéeme SRP chez B. subtilis semble capable de se substituer a la déficience de SecB
pour le ciblage des protéines sécrétées et membranaires. De plus, les peptides signaux des
précurseurs chez ce microorganisme semblent plus hydrophobes et plus long que ceux de
E. coli. Le systtme SRP chez B. subtilis pourrait donc étre responsable du ciblage a la

fois des protéines membranaires et sécrétées (Palacin ef al., 2003).

Le séquengage du génome de Streptomyces coelicolor A3(2) (GenBank no. d’accession
AL645882) n’a pas révélé la présence du géne secB chez cet organisme tout comme chez
B. subtilis. Le génome de S. coelicolor étant a peu prés identique & celui de S. lividans on
assume que secB fait aussi défaut chez ce dernier (Palacin ef al., 2003). Pour toutes ces
raisons, 1’identification des composantes du SRP chez S. lividans et la possibilité qu’elles
soient impliquées dans la sécrétion des protéines (Palacin et al., 2003) nous interpellent

particuliérement dans le cadre de ce travail.

Le systtme SRP de S. lividans contient les éléments suivants: un complexe
ribonucléoprotéique composé de Ffh, d’un petit ARN cytoplasmique de 82 nucléotides
ainsi que FtsY (Palacin et al., 2003). Toutes les tentatives effectuées par Palacin et ses
collégues (2003) pour obtenir des mutants dans chacun des trois génes correspondants se
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sont soldées par un €chec, indiquant probablement la nature essentielle des composantes
du systtme SRP chez S. lividans. Bien que de composition minimale, le SRP de S.
lividans semble impliqué dans la sécrétion des protéines. En effet, Palacin et ses collégues
(2003) ont observeé que le précurseur de 1’agarase co-précipitait avec Fth ce qui tendrait &

dire que le SRP serait impliqué dans la sécrétion.

La longueur et I’hydrophobicité des peptides signaux des protéines sécrétées de S.
lividans ressemblent davantage a celles de B. subtilis que d’E. coli. Ces caractéristiques
permettent peut-€tre au systétme SRP de B. subtilis de cibler a la fois les protéines
sécrétées et les protéines membranaires. Il semble donc raisonnable d’assumer que les

SRP de B. subtilis et S. lividans partagent le méme fonctionnement (Palacin et al., 2003).

Eukaryal SRP

Bacterial SRP

Figure 4. Représentation schématique et comparaison des SRP chez les eucaryotes et
les bactéries soit E. coli et B. subtilis.

Tiré et adapté de Eichler, (2003).
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1.4 Coexistence des voies SRP et SecB

Chez E. coli, la route SRP converge avec la voie SecB au niveau du complexe de
translocation (Figure 5). Tel que mentionné précédemment le choix entre les deux routes
semble dépendre largement de I’hydrophobicité du peptide signal. La route SRP est
impliquée dans le ciblage de protéines de la membrane alors que la route SecA-SecB est
impliquée dans le ciblage de protéines du périplasme et de la membrane externe. Le SRP
entrerait en compétition avec le trigger factor (TF), une cis-trans proline isomérase, pour
I’attachement au peptide signal. Le TF préviendrait les protéines de sécrétion d’entrer

dans la voie SRP (de Keyzer et al., 2003)

Figure 5. Coexistence des voies SRP et SecB.

Quand un précurseur ou une protéine membranaire émerge du ribosome, le peptide signal
est exposé en premier A) Quand ce peptide signal est hautement hydrophobe il s’attache
au SRP et le complexe SRP-précurseur va étre envoyé au récepteur membranaire FtsY.
Le SRP est alors dissocié du précurseur. Le précurseur ou la protéine membranaire
intégrale est subséquemment transféré 1) au complexe de translocation constitué de
SecYEG et de SecA ou 2) s’insére dans la membrane par un mécanisme différent. B)
Quand le peptide signal échappe au SRP et que le domaine mature du précurseur posséde
les caractéristiques qui conviennent & SecB, le complexe SecB-précurseur s’associe a
SecA. C) Quand le précurseur n’est pas reconnu par SecB, le peptide signal peut le diriger
directement vers SecA. Tiré de Fekkes et Driessen, (1999).
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1.5 Introduction au systéme Tat

Un nouveau mécanisme de sécrétion distinct des systémes Sec et SRP a été découvert
récemment. Alors que ces systémes transportent des précurseurs non replics, le nouveau
systéme est en mesure de procéder a la translocation de précurseurs déja repliés et
potentiellement liés & un cofacteur avant leur sécrétion (Berks ef al., 2003). Ce systéme
est appelé Tat pour Twin Arginine Translocation car les précurseurs posédent un peptide
signal arborrant une signature constituée de deux résidus d’arginine consécutifs et
invariablement présents (Sargent ef al., 1998). Par ailleurs, le systtme Tat transporte
activement les protéines au moyen d’un gradient électrochimique transmembranaire de
protons Ap, la translocation s’effectuant par le transport en sens inverse des protons et du

substrat ( Berks et al., 2003).

On retrouve le systéme Tat non seulement chez les procaryotes mais aussi chez les
plantes. En effet, le systéme Tat est apparenté a la voie ApH dépendante des membranes

des thylakoides chez les chloroplastes. (Mori et Cline, 2001 ; Berks et al., 2000)

1.5.1 Le systéme Tat transporte des protéines repliées avec ou sans cofacteurs

L’insertion stable d’un cofacteur dans une protéine, dont la destinée est le périplasme,
requiert le repliement au moins partiel de celle-ci, avant son transport. Pour ce faire, des
protéines chaperons cytoplasmiques sont requises pour ’insertion du cofacteur dans
certains précurseurs Tat. De plus, certaines protéines sans peptide signal sont transportées
via Tat sous la forme d’un complexe avec une autre protéine qui porte elle-méme un
peptide signal. Le systtme Tat est aussi en mesure de transloquer des protéines
hétérologues qui sont connues pour étre repliés avant leur transport notamment la GFP
(green fluorescent protein) qui provient de la méduse (Berks et al., 2003). Certains
substrats Tat-dépendants sont ne sont pas des protéines solubles, mais restent ancrés a la
membrane cytoplasmique des bactéries par la séquence signal non clivée ou une hélice

alpha c-terminale hydrophobe (Miiller, 2005).
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Certains précurseurs Tat ne possédent pas de cofacteurs. Ces protéines sont probablement
transloquées par le systéme Tat parce que leur repliement est trop rapide, ou trop stable
ou qu’elles nécessitent des chaperons cytoplasmiques pour leur repliement, pour qu’elles
puissent &tre transportées via Sec (Berks et al., 2003; Robinson et Bolhuis, 2001). Par
exemple, il est estimé que E. coli K-12 contient vingt-six protéines portant un peptide
signal putatif Tat. De celles-ci, neuf ne contiendraient pas de cofacteurs (Berks ef al,
2000 ; Stanley et al., 2000). Des études plus récentes effectuées a I’aide de TATFIND 1.2
suggérent plutdt que E. coli K-12 posséderait 34 substrats Tat (Dilks ef al., 2003). Chez
les bactéries 4 Gram positif, B. subtilis et S. coelicolor possédent plusieurs protéines
extracellulaires sans cofacteurs qui sont synthétisées avec des peptides signaux Tat

putatifs (Bentley et al., 2002 ; Jongbloed et al., 2002).

Il est proposé que certains peptides signaux Tat, opérent en tandem avec des chaperons
afin d’orchestrer 1’assemblage et le transport d’enzymes complexes. Par exemple TorD
reconnaitrait le peptide signal Tat-dépendant de TorA et aurait des contacts protéine-
protéine extensifs lors de I’insertion du cofacteur. Un autre exemple est celui du dimére
HybOC. HybE une protéine accessoire jouerait un rle essentiel garantissant I’assemblage
ordonné des sous-unités et du cofacteur de HybOC (Jack ef al., 2004). DmsD escorte les
protéines qui contiennent un peptide signal Tat-dépendant. Cette protéine interagit avec
DmsA, la sous-unité catalytique de la DMSO réductase (Oresnik et al, 2001). La
présence de protéines capables de reconnaitre les séquences signal Tat-dépendante
pourrait avoir comme conséquence que les séquence signal Tat-dépendante ne sont pas
toujours interchangeables. Ainsi chez E. coli, la séquence Tat de DmsA ne permet pas
I’export de TorA (Sambasivarao et al, 2000), méme si la séquence de TorA permet

I’export Tat-dépendant de protéines hétérologues comme la GFP (Santini ef al,, 2001).
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1.5.2 Composition et organisation de ’appareil de transport Tat : les protéines
TatA, TatB et TatC

Des études génétiques chez E. coli suggérent que les composantes minimales de la voie
de translocation Tat sont les protéines membranaires TatA, TatB et TatC et qu’elles
formeraient le complexe de translocation Tat situé dans la membrane cytoplasmique
(Berks et al., 2003). L’opéron tatABCD porte les génes qui codent pour TatA, TatB et
TatC. Le géne restant de cet opéron soit tatD code pour une Dnase qui n’est pas
impliquée dans le fonctionnement du systéme Tat (Wexler et al., 2000). tatE situé sur un
autre opéron monocistronique code pour TatE. Celle-ci partage presque 60% d’identité de
séquence en acide aminés avec TatA et ces deux protéines sont fonctionnellement
interchangeables (Sargent ef al., 1998, 1999). Cependant, le taux d’expression de TatA
est environ cent fois plus élevé que celui de TatE (Jack ef al., 2001) ce qui porte & croire

que fatE est une duplication génique cryptique de fat4 (Berks et al., 2003)

L’interruption de tatA et de tatE simultanément ou de fatB ou tatC seulement améne un
blocage complet de la sécrétion d’une sous-classe de protéines périplasmiques. (Robinson
et Bolhuis, 2001). Les protéines TatA et TatB font partie d’une famille de protéines dont
la structure prédite est une hélice membranaire en position amino-terminale suivie d’une
hélice amphipatique et d’une queue carboxy-terminale. L’hélice amphipathique serait
située du coté cytoplasmique de la membrane (Figure 6). Les protéines TatB possédent de
89 4 246 a.a. et sont donc plus longues que les protéines TatA qui possédent 57 & 89 a.a.
(Berks et al., 2003). TatC est la plus grosse des protéines Tat avec ses 258 a.a. (Gouffi et
al., 2002). Des analyses de séquence suggérent qu’elle posséde six hélices membranaires
dont les portions amino et carboxy-terminales seraient situées du coté cytoplasmique
(Figure 6) (Sargent et al., 1998). Cependant Gouffi et ses collégues (2002) suggerent que

TatC ne posséde que quatre hélices membranaires.

La concentration de TatA par rapport aux autres protéines Tat est beaucoup plus
importante. Des études de stoéchiométrie suggérent que TatA, TatB, TatC se retrouvent
dans les proportions de 35: 1: 0.3 (Berks ef al, 2003). TatA et TatB formeraient

respectivement et au minimum, des homotétraméres et des homodiméres dans leur
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environnement membranaire natif (de Leeuw ef al., 2001). TatC serait aussi présente sous
une forme oligomérique. Il y aurait en effet au moins deux molécules de TatC dans le
complexe fonctionnel de translocation Tat. Le complexe de translocation Tat n’a pas
encore été isolé dans un état fonctionnel, mais dans le complexe au repos, les protéines
Tat formeraient deux complexes soit Tat(A)BC et TatA(B). Tat(A)BC contient toutes les
molécules TatC et la majorité des molécules TatB présentes dans la membrane, mais
seulement une faible proportion de TatA. La majorité des protéines TatA et une petite
proportion des protéines TatB se retrouvent dans le complexe TatA(B) (Berks et al,
2003). Bien que les complexes Tat(A)BC et TatA(B) soient prédominants chez E. coli, un
complexe mineur TatABC contenant TatA en exces, a été isolé (de Leeuw et al., 2002).
Ce troisiéme complexe pourrait correspondre au complexe de translocation Tat dans sa

forme assemblée. (Berks et al., 2003).

Le modéle de fonctionnement du systéme de transport Tat est illustré a la figure 7. En
premier lieu, ’attachement du précurseur causerait un changement de conformation du
complexe TatBC, TatC contenant probablement le site d’attachement au peptide signal.
De plus, les complexes bactériens qui ne contiennent que TatB ne montrent pas
d’interaction avec le peptide signal (de Leeuw et al., 2002). Avec I’énergie provenant de
Ap le complexe TatA s’assemble sur le complexe récepteur TatBC afin de former le
complexe de translocation fonctionnel. Par la suite, le substrat traverse la membrane et se
dirige vers le périplasme. Aprés le passage du substrat, la complexe récepteur TatBC

reprend sa forme initiale et le site de translocation se désassemble (Berks et al., 2003).
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Figure 6. Topologie prédite des produits des génes tatA, tatB, tatC et tatE chez E. coli.
Tiré et adapté de Berks et al., (2000).
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Figure 7. Modéle de fonctionnement du systéme de transport Tat chez E. coli.

1) A I’état de repos, TatA et TatBC forment des complexes séparés.

2) Le peptide signal du précurseur s’attache au complexe TatBC provoquant un
changement de conformation de ce méme complexe.

3) Ceci permet a TatA de s’assembler au complexe TatBC. L’énergie requise provient
du gradient électrochimique transmembranaire de proton Ap.

4) Le complexe TatA-TatBC se dissocie suivant le transport du précurseur. Il n’est
cependant pas certain que 1’étape de la translocation de la protéine ou de la
dissociation du complexe requiert & nouveau ’énergie du Ap. Tiré de Berks et al.,
(2003).
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1.5.3 Le pore de translocation Tat

Il est vraisemblable que le syst¢tme Tat posséde un pore qui permet le passage des
protéines & travers la bicouche phospholipidique (Berks et al., 2000), tout en préservant
I’intégrité ionique de la membrane lors du transport (Berks et al, 2003). Afin de
préserver cette intégrité, deux types de pores ont été proposés soit un pore statique avec
des barriéres 4 chaque extrémité ou un pore dynamique qui change de conformation afin
d’enserrer étroitement la protéine durant son transport. Le pore statique serait formé du
complexe TatA(B) qui semble adopter une structure en anneau en solution détergente. Ce
pore doit étre assez large pour permetire le passage des précurseurs les plus gros. Il
devrait posséder un diamétre de 60A et une longueur de 90A. Le pore doit donc avoir une
longueur d’au moins 90A ce qui est environ le double de la largeur de la bicouche
membranaire soit environ S0A. Cela est peut-étre possible car la purification du complexe
TatA(B) démontre qu’il posséde une dimension minimale d’environ 90A quelle que soit

son orientation (Berks et al., 2003).

1.5.4 Caractéristiques des peptides signaux Tat

Les peptides signaux Sec chez les bactéries 4 Gram négatif possédent en moyenne 24 a.a.
et comprennent trois régions distinctes soit une région n chargée positivement, une région
h constituée d’une hélice a. hydrophobe et une région ¢ qui contient le site de clivage par
la signal peptidase (Berks et al, 2000 ; Cristobal et al., 1999). Cependant, certains
peptides signaux Sec-dépendants, notamment ceux des substrats sécrétés par le systéme
de type V, sont bien plus grands et peuvent étre constitués de 50 a.a. Les peptides signaux
Tat possédent une organisation tripartite similaire a celle des peptides signaux Sec et
certains des peptides signaux des précurseurs SRP. Cependant, les peptides signaux Tat se
distinguent par la présence d’un motif conserve et situé a la frontiere des régions n et h.
Dans cette séquence S/T-R-R-x-F-L-K les deux arginines sont pratiquement invariables et
les autres acides aminés surviennent a une fréquence de plus de 50% ot x est un acide
aminé polaire (Berks, 1996 ; Stanley er al, 2000). De plus, une proline est souvent

présente  la fin de la région h. Elle est situce en position ~6 par rapport au site de clivage
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par la signal peptidase (Cristobal et al, 1999). La région ¢ des peptides signaux Tat
contient des acides aminés basiques. Les peptides signaux Tat ont en moyenne 14 a.a. de
plus que les Sec, ce surplus étant majoritairement situé dans la région n. La région h des
peptides signaux Tat est beaucoup moins hydrophobe que celle des peptides signaux Sec
a cause de la présence accrue de glycines et thréonines et moins de leucines (Berks ef al.,

2000) (Figure 8 et Tableau 1).

Tat signal peptide

n-region h-region c-region {}
Nl 8-R-R-x-F-L-K I J P, A-x-A,
+ : +— moderate hydrophabicity +/o

Sec signal peptide

n-region h-region c-region {}
J I [
-— 4 t ydrophobicity o

Figure 8. Comparaison des peptides signaux Sec et Tat

Chaque peptide signal contient trois domaines soit une région n, une région h et une
région c. La longueur des peptides signaux et des trois régions est illustrée a 1’échelle. +,
basique ; +/0 , souvent basique, parfois neutre, presque jamais acide ; o , rarement chargé
; S-R-R-x-F-L-K , séquence signature Tat ; P, proline a la position —6 ; A-x-A.; (A :
alanine), site de clivage par la signal peptidase. Tiré de Berk e al., (2003).
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Les résidus basiques de la région c des peptides signaux Tat serviraient de motif
d’évitement du systéme Sec (Bogsh et al., 1997). Ces résidus chargés positivement sont
trés rares chez les peptides signaux Sec (von Heijne, 1986). En second lieu, des
différences dans le degré d’hydrophobicité de la région h des peptides signaux pourraient
expliquer le routage vers le systéme Tat. En effet, les peptides signaux Tat ont la plus
faible hydrophobicité alors que les peptides signaux SRP ont la plus forte (Cristobal et al.,
1999). Les précurseurs Tat éviteraient donc les systémes Sec ou SRP parce que leur
peptides signaux ne sont pas suffisamment hydrophobes comme dans I’expérience
suivante. Le domaine périplasmique de la leader peptidase (P2 ) de E. coli est sécrété via
le systétme Sec. Cependant lorsque P2 est fusionnée & un peptide signal de type Tat soit
celui de la trimethylamine N-oxide réductase (TorA) de E. coli, I’export de P2 est redirigé
via le systtme Tat. Cependant, 1’augmentation de 1’hydrophobicité de la région h de la
fusion TorA : P2, a comme conséquence de rediriger la sécrétion de P2 vers le systéme

Sec (Cristobal et al., 1999).

1.5.5 L’importance du motif consensus et du doublet d’arginine

Afin de déterminer 1’importance du doublet d’arginine dans le processus de transport Tat
chez les bactéries, plusieurs équipes de recherche ont procédé a des études de mutagénése
dirigée. Ces études démontrent que la présence des deux résidus d’arginine est
absolument requise afin de diriger la protéine vers le systéme Tat. Par exemple, Halbig et
ses collégues (1999) ont démontré que la substitution d’une des deux arginines ou des
deux simultanément avec une lysine bloquait complétement le transport de la glucose-
fructose oxidoréductase (GFOR) de Zymomonas mobilis. Cependant, d’autres études
suggérent que le remplacement de la premiére arginine avec une variété d’acides aminés
incluant la lysine, n’inhibe que partiellement la sécrétion de certaines protéines de fusion

possédant un peptide signal Tat (Berks et al., 2000).
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1.5.6 Le systéme Tat chez S. lividans

En utilisant des amorces construites a partir des séquences de S. coelicolor, Schaerlaekens
et ses collégues (2001) ont amplifié les geénes correspondant a tat4, tatB et tatC chez S.
lividans TK24. On retrouve la séquence de ces génes dans la banque EMBL sous les

numéros d’accession AJ251128, AJ292256 et AJ251149 pour tatd, tatB et tatC

respectivement.

TatC est une composante essentielle du systéme Tat chez E. coli (Bogsch et al.,, 1998).
Afin de démontrer la fonctionnalité de ce systéme chez S. lividans, Schaerlaekens et ses
collégues (2001) ont interrompu le géne tatC. Ils ont démontré que la translocation de
deux précurseurs possédant des peptides signaux Tat était bloquée chez le mutant AtatC
de S. lividans TK24. Ces précurseurs sont pre-TorA-23K et la tyrosinase de S.
antibioticus. Pre-TorA-23K est une construction chimérique qui posséde le peptide signal
et les six premiers acides aminés de la portion mature de la triméthylamine N-oxyde
réductase de E. coli fusionnée & la portion mature de la sous-unité de 23 kDa du
photosystéme II des plantes. Il a auparavant été prouvé que la protéine pre-TorA-23 kDa
est transloquée via le systéme Tat chez E. coli et via le systéme ApH dans les membranes
des thylakoides (Bogsch et al, 1998). La deuxi¢me protéine est la tyrosinase de S.
antibioticus qui posséde un peptide signal de type Tat. L’efficacité de translocation de ces
deux protéines a été comparée chez S. lividans TK24 et son mutant AratC. Alors que la
sécrétion s’est avérée normale chez la souche sauvage, ni pre-TorA-23K et ni la
tyrosinase n’ont été sécrétées par le mutant AratC. Cependant la restauration de la
translocation s’effectue lorsque le mutant AtatC est complémenté par I’intégration

chromosomique d’une copie du géne tatC .

Chez S. lividans, les mutants AfatC et AtatB sont phénotypiquement différents de la
souche sauvage et la croissance des souches mutantes en milieu liquide est beaucoup
moins importante que celle de la souche sauvage. La croissance et la différentiation sont
affectées davantage chez AtatC que chez AtatB ce qui suggére un rdle plus important pour
TatC que pour TatB dans le processus de translocation (Schaerlaekens et al., 2004a).
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La disponibilité de la séquence compléte du génome de S. coelicolor a permis a
Schaerlaekens et ses collégues (2004a), d’établir une liste de précurseurs Tat putatifs. La
version 1.2 du logiciel TATFIND (Rose et al., 2002) a permis d’estimer que 145
précurseurs étaient potentiellement de type Tat. Lorsqu’un ratio entre le nombre d’ORF
(open reading frames) et les précurseurs Tat putatifs est établi, on trouve que 1,8%, 0,79%
et 0,17 % des protéines sont potentiellement Tat chez S. coelicolor (145/7825), E. coli K-
12 (34/4279) et B. subtilis (7/4112) respectivement (Schaerlackens et al., 2004a).

Des 145 précurseurs putatifs Tat prédits, 127 représentent des protéines sécrétées, le reste
étant des protéines membranaire. D’aprés le génome de S. coelicolor, il a été déduit que
819 protéines seraient sécrétées soit 10.5% de toutes les protéines (Bentley ef al., 2002).
Si seulement 127 de ces 819 protéines sont sécrétées par le systéme Tat, cette voie de

sécrétion prendrait en charge 15,5% des protéines sécrétées (Schaerlaekens et al., 2004a).

Lorsqu’une version modifiée du programme TATFIND 1.2 dont les critéres de sélection
des peptide signaux potentiellement Tat sont mieux adaptés aux Streptomycétes est
appliquée a I’analyse du génome de S. coelicolor, une liste de 230 précurseurs
potentiellement Tat est obtenue (Tableau 2). Les substrats Tat sont répartis en plusieurs
classes de protéines (www.sanger.ac.uk/Projects/S_coelicolor) notamment des protéines
membranaires, des lipoprotéines, des protéines de transport et d’attachement, des
protéines du métabolisme secondaire et des protéines sécrétées. Bien que le transport de
protéines repliées et possédant un cofacteur semble un aspect fondamental du systéme Tat
(Berks et al., 2000), il est intéressant de constater que parmi toutes ces protéines
seulement une minorité possédent un cofacteur. Ceci contraste nettement avec E. coli ol
la présence d’un peptide signal Tat est en corrélation étroite avec 1’attachement d’un
cofacteur redox (Berks, 1996). Le programme TATFIND peut cependant surestimer le
nombre de substrat Tat. Cela semble étre particuliérement le cas chez les bactéries a
Gram positif telle B. subtilis chez qui on prédit un grand nombre de protéines avec des
séquences signal Tat-dépendantes; cependant peu d’entre elles sont effectivement
sécrétées par ce systtme (van Dijl et al, 2002). Dés lors, seule la démonstration

expérimentale permet de confirmer la dépendance au systéme Tat.
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Jusqu’a maintenant, on a démontré la sécrétion de deux protéines de Streptomyces par le
systéme Tat. La MelC1 de S. antibioticus est la protéine transactivatrice de la tyrosinase
qui dirige la sécrétion du complexe MelCl/apotyrosinase vers le complexe de
translocation Tat (Schaerlaekens et al., 2001) et la xylanase C (Faury et al., 2004). La
XInC fait partie de la classe 11.B.2 de la classification des substrats Tat putatifs de S.
coelicolor tels qu’identifiés par la version modifiée du logiciel TATFIND 1.2. C’est une
endo-1,4-B-xylanase codée par le géne x/nC (SCO0105) dont le peptide signal possede la
séquence signature RRGFL. La XInC n’est pas sécrétée dans le mutant AsatC. On peut
dés lors conclure que la sécrétion de la XInC chez S. lividans est entiérement dépendante
de la présence de la protéine TatC et qu’elle est attribuable au systéme Tat (Schaerlaekens
et al., 2004a).
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1.6 Les xylanases de S. lividans

Neuf enzymes qui sont impliquées dans la dégradation de la cellulose et de
I’hémicellulose chez S. lividans ont été clonées et caractérisées. Parmi celles-ci, on
retrouve trois xylanases soit la xylanase A (XInA : NCBI no 322292), la xylanase B
(XInB : NCBI no 322293), et la xylanase C (XInC : NCBI no 541495).! La XInA et la
XInB possédent une organisation modulaire consistant en un domaine catalytique et un
domaine d’attachement au xylan (XBD). La fonction générale du XBD est d’aligner
I’enzyme soluble avec le polysaccharide insoluble ce qui permet I’augmentation de la
concentration de ’enzyme au site d’attaque enzymatique. Cependant le XBD n’est pas
essentiel pour 1’hydrolyse du substrat (Dupont ef al., 1998). Les xylanases A et B sont
identifiées XInA1 et XInB1 pour les distinguer de leur forme tronquée XInA2 et XInB2.
Ces formes tronquées correspondent au domaine catalytique seulement, le XBD n’étant
pas présent. Les XInA2 et XInB2 partagent donc la méme séquence n-terminale avec
XinAl et XInB1 et possédent la méme activité enzymatique sur le xylan.

Les trois xylanases ont été produites en grande quantité par leur clonage homologue dans
le mutant cellulase et xylanase négatif S. lividans 10-164 au moyen du plasmide plJ702.
Les clones obtenus sont IAF18, IAF42 et IAF20 et codent respectivement pour la XInAl,
la XInB1 et la XInC. Ces clones produisent 60 fois plus d’activité que la souche sauvage
(Morosoli et al., 1990) (Tableau 3). La souche sauvage produit une certaine quantité des
trois enzymes dans des proportions de 70: 25: 5 pour les XInAl, XInB1 et XInC
respectivement et de petites quantités de XInA2 et XInB2. Les clones IAF18 et IAF42
synthétisent respectivement les XInAl et XInA2 et XInB1 et XInB2. Les xylanases A2 et
B2 représentent environ 10% de la production de Al et Bl autant dans les clones que

dans la souche sauvage (Morosoli ef al., 1990).

! Les numéros d’accession proviennent de la banque de données du National Center for Biotechnology
Information (NCBI)
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Dans la nature, le xylan forme I’interface entre la cellulose et la lignine et est un substrat
plutdt insoluble. La dégradation du xylan serait initiée par I’action des XInB et XInC ce
qui provoquerait le relichement de xylooligosaccharides solubles qui sont ensuite
dégradés par la XInA en des formes assimilables de sucres tels le xylobiose et le xylose

(Morosoli et al., 1990).

La XInAl est exportée par le systéme Sec et le remplacement de son peptide signal par
celui de la XInB1 produit la méme quantité d’enzyme (Pagé et al., 1996b). 1l est donc
vraisemblable que ces deux enzymes soient sécrétés via Sec alors que la XInC est sécrétée
exclusivement via le systéme Tat. Le peptide signal de la XInC est formé de 49 a.a. et
contient la séquence S-R-R-G-F-L-G qui ressemble au motif conservé Tat soit la
séquence S/T-R-R-X-F-L-K. Des délétions de la région n de la séquence signal du géne
xInC démontrent qu’un minimum de six résidus d’acides aminés précédant le motif

conservé sont requis pour la sécrétion de XInC (Faury et al., 2004).

1.7 Facteurs et éléments impliqués dans la production et la sécrétion des protéines
par les streptomycétes

La production de protéines spécifiques par les streptomycétes, requiert 1’expression
optimale des geénes clonés, qu’ils soient homologues ou hétérologues, et les conditions
optimales de sécrétion du produit de ces génes. A cet effet, la souche héte, les vecteurs
d’expression, les promoteurs ainsi que les séquences signal sont des éléments importants
(Gilbert et al., 1995). Les génes codant pour des enzymes extracellulaires insérés dans un
plasmide multicopie, puis clonés dans S. lividans peuvent fournir quelques microgrammes
a plusieurs grammes par litre de protéines sécrétées selon le type de protéine, la force du

promoteur et le peptide signal utilisés (Morosoli et al., 1997).
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1.7.1 Souche et vecteur

S. lividans 66 (souche 1326) est la souche ayant été la plus utilisée pour I’expression de
geénes clonés. Le clonage homologue des génes xInd, xInB et xInC provenant de S.
lividans 1326, a été réalisé dans le mutant xylanase et cellulase négatif S. lividans 10-164
dérivé de 1326. L’avantage d’utiliser ce mutant provient du fait que la xylanase
recombinante ne nécessite pas d’étape de purification puisqu’elle est la protéine
prédominante dans le milieu de culture qui ne contient pas de cellulases et de xylanases
autres que celle clonée. Une des approches ayant le plus de succés pour la production de
xylanases est le clonage homologue de leurs génes en utilisant le vecteur plJ702. Ce
plasmide porte le géne de résistance au thiostrepton (tsr) et existe dans la cellule en
copies multiples (40 a 300). Les plasmides construits & partir de celui-ci se maintiennent
de fagon stable dans S. lividans en culture prolongée et méme en 1’absence de pression

sélective au thiostrepton (Gilbert e al., 1995)

1.7.2 Promoteur

Des rendements €levés ont été obtenus pour plusieurs génes de streptomycétes clonés
dans S. lividans. En comparaison a la production d’enzymes par la souche originale, de
biens meilleurs rendements sont obtenus avec les enzymes recombinantes, notamment les
XInA, XInB et XInC. Cependant, le promoteur des génes clonés doit étre efficace si ’on
désire que le produit de ces génes soit synthétisé en grande quantité (Gilbert et al., 1995)

Initialement, la production par IAF20 de XInC était plut6t faible en milieu minimal et le
promoteur du géne x/nC était suspecté d’en étre responsable. Le géne structural de la
XInC a donc été fusionné au promoteur du géne x/nd ayant précédemment démontré son
efficacité a surproduire la XInA2 (Kébir et al., 2000). La production de XInC sous le
contrble du promoteur du géne xind est trois fois plus importante 4 comparer avec le
promoteur original du géne x/nC en milieu minimal. Ceci laisse suggérer que le faible

rendement obtenu avec le géne xInC original était du A son propre promoteur et non a la
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croissance, similaire pour tous les clones (Faury et al., 2004). Dans notre laboratoire, le

promoteur du géne x/nd est maintenant utilisé dans tous les clonages.

1.7.3 Peptide signal

Afin d’optimiser la sécrétion de protéines et notamment des xylanases par les
streptomycétes, deux méthodes ont été testées soit la modification de la structure des
séquences signal et la substitution d’une séquence signal native par celle d’un géne

homologue codant pour une enzyme sécrétée par S. lividans.

1.7.4 Présence d’un codon d’initiation de la traduction additionnel dans le domaine
n.

Lorsqu’on examine attentivement la séquence des peptides signaux des protéines
sécrétées chez les streptomycétes, on découvre parfois la présence de deux codons
d’initiation de la traduction chacun étant précédé d’un SD (« Shine-Dalgarno » ou site
d’attachement aux ribosomes) plus ou moins conservé (Pagé et al, 1996a). On trouve
cette organisation notamment chez le géne codant pour la cellulase A (CelA). Selon la
position des SD potentiels suivis des codons d’initiation présumés, la longueur du peptide
signal de la CelA est alternativement de 27 a.a. soit le peptide signal court ou de 46 a.a.
soit le peptide signal long, les 19 a.a. supplémentaires étant situés dans la portion n-
terminale (Pagé ef al, 1996a) (Tableau 4). Deux précurseurs de longueur différente
peuvent donc étre synthétisés selon 1’emplacement de I’initiation de la traduction. Le
précurseur court représente un peptide signal typique alors que le long contient en plus
plusieurs acides aminés supplémentaires en amont du peptide signal ce qui produit un

allongement de la partie n du peptide signal original.

La séquence codant pour le long peptide signal de la CelA a été fusionnée en amont du
géne structural de la XInA et en aval du promoteur de la XInA comprenant un SD. La
production de XInA pour le clone portant cette construction a été augmentée de 2,5 fois
en comparaison au clone portant le peptide signal court de la CelA (Pagé et al., 1996a).
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De plus, la synthése et la maturation de deux précurseurs de différente longueur a été
démontrée par des expérience de pulse-chase (Morosoli et Dupont, 1999). Ceci indique
que les deux SD sont utilisés par S. lividans pour augmenter la production d’enzyme au
niveau de la traduction (Kébir et al., 2000). Le peptide signal indépendamment de sa
longueur est coupé car le site de clivage par la signal peptidase demeure intact. Il y a donc
relachement d’une xylanase mature et active dans le milieu de culture quelle que soit la
longueur du précurseur (Morosoli ef al, 1997). Les deux codons d’initiation de la longue
séquence signal de celd sont séparés par 54 nt. Il est connu qu’un ribosome protege
environ 30 a 40 nt sur la molécule d’ARNm ce qui correspond a environ 15 a 20 nt de
chaque coté du SD (Gold, 1988). Dans le cas de la longue séquence signal de cel4, il y a
probablement suffisamment d’espace pour I’attachement simultané de deux ribosomes sur
une méme molécule d’ARNm (Morosoli et al,, 1997). Lorsque le codon d’initiation
interne TTG (L) est muté pour un ATG (M), on observe une augmentation de 10% de la
production de XInA ce qui suggére une préférence pour I’ATG comme codon d’initiation
chez S. lividans. Cependant, le fait que la production de XInA soit augmentée de plus de
deux fois lorsque le long peptide signal de la CelA est utilisé, suggére que des éléments
additionnels localisés parmi les 57 nt en amont de la courte séquence signal de cel4

doivent stimuler la production d’enzyme.

Une séquence répétée inverse (5’-T GGG AAC GCT CCC ATC GCG) contenant en
position 3’ une boite de 5 nt (TCCCA) qui est complémentaire a I’ARNr 16S (AGGGU
en positions 1461-1465) de S. lividans peuvent jouer ce role. Le remplacement de la
répétition inversée par une boite de 8 nt (CAGTCCCA) complémentaires & I’ARNr 16S a
permis d’augmenter la production de xylanase A (Kébir et al., 2000). En effet, la présence
de deux sites d’initiation de la traduction combinés & la boite de 8 nt dans la longue
séquence signal de cel4 augmente la production d’enzyme de 8 fois & comparer a celle du
géne sauvage (Tremblay et al,, 2002) (Tableau 5). Cette boite ainsi que la séquence
répétée inverse pourraient moduler la production de xylanase en affectant la taux de
traduction de I’ARNm, mais n’a pas eu d’effet sur la transcription du géne de la xylanase
qui s’est avérée la méme pour tous les clones. L’interaction entre la séquence

(downstream box) et la séquence complémentaire sur I’ARNr 16S place le codon



d’initiation en contact étroit avec la région décodante de I’ARNr 16S ce qui facilite

I’initiation de la traduction.

Un plasmide a donc été construit qui arbore le promoteur du géne x/n4 et la longue
séquence signal de celd qui contient deux codons d’initiation de la traduction précédés
d’une séquence SD et qui possédent entre les deux, une boite qui augmente la traduction.
Ce plasmide multicopie (Figure 9) a été utilisé pour exprimer des génes étrangers et

sécréter leur produit (Tremblay et al., 2002).
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Séquence Boite  Activité xylanasique (144 h)

(nt) Ul/ml
Peptide signal original de la XInA 114
T GGG AAC GCT CCC ATC GCG 5 491
T GGa AAC agT CCC ATC GCG 8 928

Tableau 5. Effet de la modification de la longue séquence signal de cel4 sur la
production de XInA.

PxinA  SD boite  SD
y ATG i v ATG | 1
-~ R— ~ ~— — f
HndlH Kpn)
Séquence de 57 nt Séquence signal cel 4

Figure 9. Schéma de la cassette d’expression sécrétion qui contient le promoteur du
géne xinA et la longue séquence signal de celA.

Courte séquence signal de celd plus 57 nt en amont de I’ATG interne. La longue
séquence signal de celd contient une séquence qui augmente la traduction plus deux
codons d’initiation de la traduction précédés par une séquence Shine-Dalgarno. PxInA,
promoteur de xInd; SD, séquence Shine-Dalgarno; ATG, codon d’initiation de la
traduction; CAGTCCCA, séquence d’augmentation de la traduction, boite pleine;
séquence signal courte de celd, boite vide. La longue séquence signal de celA est bordée
par deux sites de restriction, soit HindIlI et Kpnl. Tiré de Tremblay et al., (2002).
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2. METHODOLOGIE



2.1 Souches et vecteurs utilisés

2.1.1 Escherichia coli DH11S

Cette souche est utile pour le sous clonage et posséde les caractéristiques génétiques
suivantes : mcrA A(mrr-hsd RMS-mcrBC) A(lac-proAB) A(recA1398) deoR rpsL srl-thi-
supE/ F'proAB+ laclqZAM15 (Lin et al, 1992). Les vecteurs transformés dans cette
souche sont tous dérivés du phagemide de 2863 pb pTZ19U (GenBank/EMBL no
d’accession Y14836) (Mead et al.,1986). Ce phagemide posséde entre autres le géne bla,
codant pour la béta-lactamase qui confére la résistance & 1’ampicilline et un site de
clonage multiple possédant entre autres les sites de restriction HindIll, Kpnl et Sacl

utilisés pour fabriquer les plasmides recombinants de cette étude.

2.1.2 Streptomyces lividans 10-164

La souche Streptomyces lividans 10-164 a été utilisée comme héte pour les plasmides
recombinants. Cette souche est un mutant cellulase et xylanase négatif. La mutation est
localisée dans le géne msik qui code pour MsiK une protéine d’import des sucres de 40
kDa qui appartient a la famille des protéines d’attachement & I’ATP (Hurtubise et al,
1995). La mutation affecte négativement le systéme de transport du cellobiose et du
xylobiose qui sont des inducteurs des génes chromosomiques de xylanase et de cellulase
qui ne peuvent étre transportés & I’intérieur de la cellule. Ce mutant a été obtenu par la
mutagénése de la souche sauvage Streptomyces lividans 1326 qui sécréte les trois
xylanases A, B et C naturellement (Mondou et al., 1986). Les plasmides recombinants
utilisés dans ce travail sont tous dérivés du plasmide plJ702 (Katz et al., 1983). Ce
vecteur de clonage a copies multiples, est dérivé de plJ101 et contient notamment les
geénes melC1, melC2 et tsr, un géne de résistance au thiostrepton qui permet la sélection

des clones (Hopwood, 1985)
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2.1.3 Streptomyces lividans 10-164 A tatC

Cette souche mutante est dérivée de Streptomyces lividans 10-164 dont le géne ratC a été
supprimé (Faury et al, 2004). Les plasmides recombinants ont ét¢ transformés a

’intérieur des protoplastes de cette souche.

2.2 Sous-clonage dans E. coli

Avant de manipuler S. lividans, et pour faciliter le travail, un sous-clonage a été effectué
dans E. coli DH11S, les génes de xylanases ainsi que les séquences signal ayant été
insérés dans le plasmide pTZ19U. Les séquences codant pour les xylanases matures ont
été clonées entre les sites Kpnl et Sacl tandis que la séquence signal en amont, s’est
retrouvée entre les sites HindIIl et Kpnl. De cette fagon, il a été aisé par digestion
enzymatique et ligation, d’agencer le type de xylanase (B,C) a la séquence signal voulue.
Une fois le sous-clonage terminé, le plasmide a été coupé Hindlll/Sacl et I’insert a été

cloné dans un vecteur de S. lividans aux mémes sites de restriction.

2.2.1 Transformation dans E. coli

Cent pl de cellules compétentes de E. coli DH11S préalablement conservées a —80 °C, et
dégelées sur la glace ont été ajoutées dans un tube Falcon stérile & ’ADN a transformer.
Selon le cas, 10 a 20 ng de plasmide pur ou 10 pl d’un mélange de ligation (section 2.6.4)
ont été nécessaires. Aprés avoir laissé le mélange d’ADN et de cellules sur la glace
pendant 30 min, un choc thermique a été provoqué en incubant le mélange a 42 °C
pendant 2 min. Ont ensuite été ajoutés 400 pl de milieu 2XTY (annexe A) sans
antibiotique. Une incubation a 37 °C s’est déroulée pendant 1 heure. 125 pl du mélange a
été inoculé sur 4 géloses contenant du 2XTY et de I’ampicilline 100 pg/ml qui a favorisé
la sélection des transformants. Le mélange a été étalé uniformément a I’aide de 10 billes
de verres stériles, agitées a la surface de la gélose. Aprés une incubation d’une nuit a 37

°C, plusieurs colonies sont apparues sur la gélose.
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2.2.2 Mini-préparation chez E. coli

Dix-huit colonies transformées (section 2.2.1) ont été repiquées sur une nouvelle gélose
2XTY (annexe A) plus 100 pg/ml d’ampicilline, en les alignant de maniére a pouvoir les
identifier. Parallélement, 18 microtubes contenant 200 pl de milieu TB (annexe A) et 100
pg d’ampicilline / ml ont été inoculés avec les méme colonies, avec I’objectif d’effectuer
une mini-préparation de plasmide et de la digérer avec des enzymes de restriction afin de
vérifier si le fragment a cloner a été inséré dans le vecteur au cours de la ligation (section
2.6.4). Cette méthode a été tirée de Liu et Mishra (1995). Les microtubes inoculés
précédemment ont été incubés a 37 °C de 8 a 18 h & 250 rpm. Les tubes ont ensuite été
centrifugés 15 sec et le surnageant a été retiré par aspiration sous vide. Un mg/ml de
lysozyme a été ajouté au tampon STT (annexe A). Le culot de cellules a été repris dans 30
pl de la solution précédente. Par la suite, les tubes ont été bouillis 60 sec et centrifugés 5
min & 13 krpm. Le surnageant contenait maintenant ’ADN plasmidique. 5 ul de
surnageant a été digéré (section 2.6.1.2) avec les enzymes de restriction correspondant
aux sites situés a chaque extrémité de 1’insert et la présence de celui-ci a été vérifiée par
électrophorése sur gel d’agarose (généralement 0,9%) contenant du bromure d’éthidium
(EtBr). Les bonnes colonies i.e. celles ou le clonage était réussi étaient celles ou 1’on
retrouvait la bande du vecteur plasmidique et 1’insert & leur position respective. Une
bonne colonie a été choisie pour devenir le nouveau sous-clone. Son plasmide a alors été
purifié (section 2.2.4). A cette fin, la colonie correspondante ayant poussé sur gélose a été
repiquée avec un cure-dent stérile dans 2 m! de milieu LB (annexe A) contenant 100

pg/ml d’ampicilline et incubée a 37 °C avec agitation pour 24 h.

2.2.3 Vérification de la présence d’un insert par PCR

Au lieu d’utiliser la mini-préparation conventionnelle, plusieurs colonies ont été inoculées
avec un cure dent stérile dans un microtube contenant 30 pl de saline (0,9% NaCl). Apreés
une centrifugation de 5 min et avoir décanté le surnageant, 30 pl de tampon de lyse
(Tampon de PCR1X, 0,1% Triton X-100) a été ajouté au culot. Aprés une ébullition de 10
min, et une centrifugation de 5 min, 15 pl de surnageant a été utilisé pour réaliser un PCR
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(section 2.6.6). Si un des tubes contenait une colonie positive, toutes les colonies
associées a ce tube étaient vérifiées individuellement par PCR. Cette technique a surtout

été réservée aux clones de E. coli dont I’extraction plasmidique était plus laborieuse.

2.2.4 Purification de plasmide chez E. coli

Un ml et demi de la culture précédente (section 2.2.2) ont été déposés dans un microtube
afin de procéder a la purification de plasmide avec la trousse QIAprep Spin Miniprep
selon le protocole contenu dans le QIAprep Miniprep Handbook du 10/2001 aux pages 22
et 23 en procédant aux étapes 1 & 10 & I’exception de 1’étape 7. La procédure de la mini-
préparation QIAprep est basée sur la lyse alcaline des cellules bactériennes suivie de
I’adsorption de I’ADN sur de la silice en présence d’une concentration élevée en sel. Les
bactéries ont été lysées en conditions alcalines, et le lysat a été neutralisé et ajusté a des
conditions d’attachement en salinité élevée. Le lysat a été déposé dans une petite colonne
(QIAprep Spin Columns) qui utilise une membrane de gel de silice pour I’adsorption
sélective de I’ADN plasmidique dans un tampon trés concentré en sels. Les tampons
optimisés dans la procédure de lyse combinés avec la nature unique de la membrane de
gel de silice ont assuré que seulement I’ADN était adsorbé tandis que les protéines,
I’ARN et les métabolites n’ont pas été retenus sur la membrane mais ont passé a travers
lors de la centrifugation de la colonne. L’élution de I’ADN a été fait par le passage d’un
tampon faible en sels dans la colonne (QIAprep® Miniprep Handbook). Le dosage de
’ADN plasmidique obtenu aprés purification a été effectué de la fagon suivante : un
échantillon d’ADN de 5 ul a été déposé dans 995 ul d’eau dans une cuvette de quartz et
lu au spectrophotométre (Pharmacia LKB, Ultrospec III) a une D.O. de 260 nm. Une D.O.

de 1 correspond a 50 pg/ml d’ADN.

La trousse Flexi-prep (Pharmacia Biotech) a aussi été utilisée & quelques reprises afin de
purifier les plasmides de E. coli selon la procédure A : « Purification of plasmid DNA
from 1,5 ml cultures of E. coli» (« Miniprep » Procedure) aux p.9 et 10 du livret

d’instructions. Les manipulations du protocole de la p.9 ont été effectuées en entier ainsi
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que les 2 premiéres manipulations de la p.10. La suite soit « DNA purification » n’a pas
été effectuée. Cette méthode emploie une lyse alcaline standard des cellules bactériennes
incluant un traitement a la RNase et une précipitation a I’isopropanol. Les étapes de la
trousse ont été les suivantes : 1) les cellules bactériennes ont été mise en suspension dans
une solution isotonique contenant de la RNase (solution I) , 2) les cellules ont été lysées
par traitement alcalin au NaOH et SDS et ’ADN chromosomique ainsi que les protéines
ont été dénaturés (solution II), 3) le pH du lysat a été neutralisé en utilisant une solution
d’acétate de potassium (solution III), 4) les protéines, ’ADN chromosomique, et les
débris cellulaires ont été enlevés par centrifugation tandis que I’ADN plasmidique est
resté en solution, 5) I’ADN plasmidique a été concentré par une précipitation a
I’isopropanol. A la derniére étape, le culot d’ADN a été repris dans 50 ul d’eau ou de TE

(annexe A).

2.3 Clonage dans S. lividans

Les constructions génétiques ont été effectuées dans des vecteurs dérivés du plasmide
pIJ702 dans lesquels on a introduit les sites de restriction HindIII et Sacl. La souche de S.
lividans utilisée était le mutant 10-164 (cellulase et xylanase négatif) et le mutant S.
lividans 10-164 AtatC qui contient une mutation dans le géne tatC, qui est une

composante du systéme de sécrétion Tat.

2.3.1 Préparation de protoplastes de S. lividans

Une pré-culture de 24 h a été réalisée a 240 rpm et 34 °C. Celle-ci contenait les spores de
la souche désirée, inoculées dans 20 ml de TSB (annexe A), contenu dans une flasque de
125 ml avec 4 billes. Cent ml de milieu R5 (annexe A), liquide avec glycine 0,5% ont été
inoculés avec 5 ou 10 ml de la pré-culture homogénéisée avec un homogénéisateur de
verre, le tout dans une flasque de 500 ml sans billes. Aprés une nouvelle croissance de 24
heures a 240 rpm et 34 °C, la culture a été homogénéisée si nécessaire et distribuée dans 4

tubes a centrifugation Nalgéne de 35 ml stériles. Aprés une centrifugation de 5 krpm 15
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min a T° piéce, le surnageant a été décanté. Subséquemment, deux lavages du culot de
cellules ont été effectués avec du sucrose 10.3% stérile, le premier avec 20 ml par tube et
le second avec 10 ml. Au deuxiéme lavage, avant de centrifuger, les culots ont été
combinés. A 50 ml de tampon P (annexe A), ont été ajoutés 50 mg de lysozyme. Cette
solution a été stérilisée par filtration sur un filtre 0,2 micron. Aprés la décantation du
deuxiéme lavage, 20 ml de tampon P plus lysozyme ont été introduits dans chacun des

deux tubes et le culot resuspendu avec une pipette.

Aprés une incubation de 15 min a 30 °C ou 34 °C, selon la souche, la solution a été
mélangée avec une pipette. Aprés une seconde incubation de 15 min, I’état de la
préparation a été examiné au microscope. S’il y avait 95 % et plus de protoplastes, il
fallait procéder a 1'étape suivante. S'il y avait moins de 95% de protoplastes, il fallait
prolonger I’incubation de 15 min et refaire un examen microscopique de la préparation.
L’ajout de 15 ml de tampon P sans lysozyme a été suivi d’une incubation de 15 min & 30
°C.

Les protoplastes ont ensuite été filtrés sur laine de verre pour retenir le mycélium résiduel
et déposés dans des tubes & centrifugation Nalgene 35 ml. La laine de verre a été
préalablement mouillée avec 2 ou 3 ml de tampon P avant la filtration. Un tube de laine
de verre a été utilisé par 50 ml de suspension. Les tubes ont été centrifugés 7 min a 5
krpm et le surnageant décanté en laissant un petit volume résiduel. Le culot de
protoplastes a été repris dans son volume résiduel par légers tapotements. Trente ml de
tampon P ont alors été ajoutés et les protoplastes ont été resuspendus avec une pipette.
Suivant une centrifugation de 10 min a 7 krpm le surnageant a été décanté et le culot
repris dans le volume résiduel. Un second lavage a été effectu¢ avec le méme tampon.

Les protoplastes ont été resuspendus dans 5 ml de tampon P.

Une dilution appropriée des protoplastes a été réalisée dans le tampon P et la lecture dela
D.O. (Pharmacia LKB, Ultrospec ITI) 4 600 nm a €té reportce sur un graphique qui permet
d’évaluer le nombre de protoplastes par ml. La régénération des protoplastes a ét¢ testée
en étalant 50 pl sur une gélose de milieu RS, incubée a 34 °C pendant 16 heures. La
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suspension de protoplastes qui contenait de 10% a 10° protoplastes/ml a été divisée en

aliquots de 50 ou 100 pl dans des microtubes qui ont été congelés rapidement & —80 °C.

2.3.2 Transformation des protoplastes de S. lividans

Ce protocole a été adapté de Hoopwood er al. 1985. 50 ul d’une suspension de
protoplastes d’une concentration de 10® ou 10’ protoplastes/ml ont été disposés dans un
microtube stérile. Y ont été ajoutés de 5 a 10 ul d’un mélange de ligation et 200 pl de
polyéthyléne glycol (PEG) 25% préalablement préparé avec du tampon de transformation
(T buffer) (annexe A). A cette fin, 4 ml de tampon T ont été ajoutés a une bouteille de 4
ml de PEG 1500 préparé dans du Hepes 75 mM ce qui donne donc une concentration
finale de PEG de 50% w/v. Une fois le PEG ajouté, le mélange de transformation a été
aspiré refoulé deux 4 trois fois avec une pipette et laissé au repos 2 min & T° piéce. Le
mélange de transformation a été étalé sur des géloses de milieu R5 (annexe A) a raison de
85 ul par gélose. Aprés une incubation de 16 h 4 34 °C pour permettre la régénération des
protoplastes, 1,5 ml d’une solution de thiostrepton (30 pul de 50 mg/ml dans 4,5 ml d’eau
stérile) a été étalée sur toute la surface de la gélose pour effectuer la sélection. Une fois
les géloses séchées sous la hotte quelques minutes, celles-ci ont été incubées a 30 °C
quelques jours. Les colonies ayant poussé possédaient le plasmide qui confere la

résistance au thiostrepton.

2.3.3 Mini-préparation de plasmide chez S. lividans

Le clone ayant poussé sur une gélose de milieu R5 (annexe A) (section 2.3.2) a été
repiqué successivement sur une gélose SFM (annexe A), plus thiostrepton 50 pg/ml afin
de produire des spores, une gélose RBB-xylane (Rémazol Brillant Blue-xylan) (annexe
A), afin de détecter la présence de I’insert soit le géne de la xylanase B ou C et en milieu
liquide. Le RBB-xylane est un substrat chromogénique pour la détection des endo-1,4-p-

xylanases sur milieu solide, car aprés une incubation de quelques jours a 30 °C, une zone
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d’éclaircissement est apparue autour des colonies qui sécrétaient de la xylanase. En
milieu liquide, la colonie a été inoculée dans 20 ml de milieu TSB (annexe A), plus 20 pl
de thiostrepton 5 mg/ml contenu dans une flasque de 125 ml contenant 4 billes de verre.
Auparavant, la colonie & étre inoculée en milieu liquide, a été dispersée dans 500 pl de
TSB dans un microtube & I’aide d’un petit homogénéisateur. Cette suspension a été
transférée & 1’aide d’un embout large dans le milieu TSB liquide et I’incubation s’est
poursuivie pendant 36 h a 34 °C et 240 rpm (New Brunswick, G24). La méthode suivante
d’extraction a ét¢ adaptée de Hopwood, 1985 et provient du site
psheldon@molbio.cbs.umn.edu et a été utilisée avec succés pour les plasmides dérivés de
plJ101. Un & 1,5 ml de la culture précédente a été prélevé, déposé dans un microtube et
centrifugé. Le culot de cellules a été repris dans 300 pl de solution I soit 50 mM de
glucose, 25 mM de Tris-Cl (pH 8) et 10 mM EDTA (pH 8) additionnée de 4 mg/ml de
lysozyme. Suite & une incubation de 30 min & 37 °C, 400 pl de solution II préparée au
moment de I’utilisation avec 0,2 N NaOH et 1% SDS, ont été ajoutés dans le tube en
agitant délicatement et laissé au repos pour 10 min 4 T° piéce. 400 pl de la solution III
(60 ml d’acétate de potassium 5 M, 11,5 ml d’acide acétique glacial et 28,5 ml d’eau) ont
été ajoutés et incubés sur la glace pour 10 min. Aprés une centrifugation de 10-15 min &
14 krpm, le surnageant a été réparti dans 2 microtubes a raison de 500 pl par tube. Ont été
ajoutés 2 volumes de EtOH 95% suivi d’une incubation a T° pi¢ce pendant au moins 15
min. Aprés une centrifugation de 15 min a 14 krpm, le surnageant a été aspiré et le culot
qui contenait maintenant I’ADN a été lavé avec de 1’éthanol (EtOH) 70%. Aprés avoir
séché le culot pendant environ 5 min celui-ci a été repris dans 50 pl de tampon TE
(annexe A). Dépendant de la pureté de la préparation, une étape d’extraction au phénol-

chloroforme a pu étre ajoutée.

2.3.3.1 Vérification de la présence de I’insert par PCR

Au lieu d’utiliser la mini-préparation afin d’évaluer la présence de I’insert, le quart d’une
colonie ayant poussé sur gélose a été inoculé dans un microtube a bouchon vissé
contenant 100 pl de 10 mM Tris-HCI pH 8 et environ 250 mg de billes de verres de 0.1

mm de diamétre. Les cellules ont été brisées avec 1’appareil FastPrep (FP120, Thermo
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Savant Holbrook N.Y.) 4 la vitesse 4 pendant 30 sec. Une centrifugation de 10 min & 13
krpm a permis de récupérer le surnageant qui contenait I’ADN. Un & 2 pul de surnageant a
alors servi de matrice dans une réaction de PCR (section 2.6.6) qui a permis de

déterminer la présence de I’insert par amplification.

2.3.4 Maxi-préparation de plasmides de S. lividans

Cette méthode a été adaptée de Hopwood, 1985. Une pré-culture a été préparée dans une
flasque de 125 ml o ont été déposés 4 billes de verre, 20 ml de milieu TSB (annexe A),
800 pl de glucose 25% et 20 ul de thiostrepton 5 mg/ml et la culture a été inoculée en
prélevant environ ¥z cm de gélose SFM (annexe A) sur laquelle un clone avait sporulé ou
d’une culture congelée dans le glycérol. Aprés une incubation de 24 h a 34 °C et 240 rpm,
6 ml de la pré-culture a été dispersé avec un homogénéisateur de verre. De cette
suspension, 4 ml ont été prélevés et inoculés dans 100 ml de TSB (annexe A), 4 ml de
glucose 25% et 100 pl de thiostrepton 5 mg/ml dans une flasque d’une capacité de 500
ml. L’incubation s’est déroulée a 34 °C pendant 24 a 48 h. Les cellules ont été
centrifugées 5 min a 4 krpm et le surnageant a été décanté. Le volume de cellules ne
dépassait pas 3 ml et constituait le volume initial (v.i.). Afin de laver les cellules, le culot
a été repris dans 5 fois le v.i. avec la solution I composée des éléments suivants : sucrose
10,3%, Tris 25 mM, EDTA 25 mM, pH 8. Aprés une nouvelle centrifugation de 2 min le
surnageant a été décanté de nouveau et le culot repris délicatement a la pipette dans la
solution I additionnée de 2 mg/ml de lysozyme en respectant un volume total de 5 x v.i.
Apreés une incubation de 45 min a 37 °C le tube a été agité doucement et la solution II a
été ajoutée a raison de 2,5 x v.i. en agitant au vortex, 10 sec immédiatement. La solution
II était composée de NaOH 0,3 M et de SDS 2%. Aprés une incubation de 20 min a 70 °C
et un refroidissement a la T° de la piéce, la solution III soit du phénol-acide a été ajoutée a
raison de 1 fois le v.i. La solution III a été préparée a partir de 50 g de phénol, 50 ml de
chloroforme, 10 ml d’eau et 50 mg d’hydroxyquinoline. Aprés une agitation au vortex de
1 min, le tube a été centrifugé de 10 & 20 min afin d’obtenir la séparation des phases

aqueuse et phénolique. La phase aqueuse (~ 7 x v.i.) a été transférée dans un nouveau

57



tube contenant 7 x le v.i. d’isopropanol et 0,7 x le v.i. d’acétate de sodium (NaAc) 3 M.
Aprés un mélange par inversion, les tubes ont été incubés 5 min ou toute la nuit a T° de la
piéce. Aprés une centrifugation de 10 min & 10 krpm le surnageant a été décanté et '’ ADN
s’est retrouvé dans le culot. Le culot a été repris dans 0,5 X le v.i. de TE et 0,05 X le v.i.
de NaAc 3 M. Ce mélange a été réparti dans des microtubes et %2 volume de phénol
neutre a été ajouté a chaque tube. Aprés une agitation de 5 min au vortex et une
centrifugation de 3 min, la phase aqueuse a été transférée dans de nouveaux microtubes
contenant un volume égal d’isopropanol. Aprés une incubation de 5 min a T° de la piéce,
les tubes ont été centrifugés 3 min 4 13 krpm et le surnageant a été décanté. Les culots ont
été repris dans du tampon TE et combinés afin d’obtenir un volume final de 1 ml. Cette
préparation d’ADN a ensuite été séparée avec un gradient de chlorure de césium (CsCl)
afin de purifier les plasmides.

La technique de purification de plasmides au CsCl, provient de Hopwood, 1985. La
solution d’ADN (1 ml) a été transférée dans un tube de 15 ml contenant 2,625 g de CsCl
dissout dans 0,5 ml d’eau, ce qui correspondait & une concentration de 1,75 g de CsCl/ml
(environ 2 ml & une densité d’environ 1,84). Ont ensuite été ajoutés 7,5 ul de EtBr et 1,8
ml d’une solution de CsCl & 65% a été introduite dans le fond d’un tube Quick seal d’une
capacité de 3,9 ml  1’aide d’une seringue de 3 ml et d’une aiguille 18G. Environ 2 ml de
la solution d’ADN/CsCVEtBr a été déposée sur le dessus de la solution de CsCl a 65%
avec une seringue de 3 ml et une aiguille de 18 G jusqu’a ras bord. Le tube a été

équilibré et scellé a chaud.

Aprés une centrifugation (Beckman L-100) de 3 h 4 100 000 rpm et a 20 °C, la bande
correspondant au plasmide a été repérée aux U.V. et récupérée avec une seringue de 3 ml
et une aiguille 18 G dans un tube de 15 ml. Le EtBr a été extrait avec du butanol saturé
d’eau. L’opération a été répétée 4 a 5 fois jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de EtBr. La
préparation de plasmide purifiée a été répartie dans plusieurs microtubes a raison de 500
ul/tube et précipitée avec 2 volumes d’EtOH 70% a —20 °C toute une nuit. Suite 4 une
centrifugation de 15 min a 13 krpm, les surnageants ont été décantés et le culot de
plasmides repris dans du tampon TE. Les culots ont été combinés et 0,1 volume de NaAC
3 M plus 2 volumes de EtOH 95% ont été ajoutés a la solution. Aprés une attente de 10
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min 4 —80 °C, le tube a été centrifugé a 13 krpm pendant 30 min. Le culot d’ADN
plasmidique a été repris dans 50 pl d’eau et 5 pl de cette solution a été ajouté a 995 pl
d’eau dans une cuvette de quartz afin de déterminer la concentration de I’ADN au

spectrophotométre. Une D.O. de 1 4 260 nm correspond & 50 pg/ml d’ADN.

2.3.5 Préparation de spores de S. lividans

La moitié d'une colonie choisie sur le milieu de transformation R5 (annexe A) a été
prélevée a l'aide d'un cure-dent stérile, déposée et étalée avec un fil de platine sur un tiers
d'une plaque de milieu de sporulation SFM (annexe A) plus du thiostrepton a raison de 50
pg/ml. Aprés une croissance d'environ une semaine a 30 °C, les spores ont été grattées a
I’aide d’un fil de platine et étalées en stries serrées sur trois géloses SFM plus
thiostrepton. Suivant une nouvelle croissance d'une semaine a 30 °C les spores étaient
prétes a étre récoltées. Il a alors fallu déposer 10 ml de glycérol 20% stérile sur une
premiére gélose et gratter délicatement la gélose avec une pipette de plastique afin de
décoller les spores. Lorsque toute la surface a été grattée, le maximum de volume a été
récupéré et déposé sur une seconde gélose de spores. Les spores ont été récupérées et
déposées dans un tube & centrifuger en plastique contenant environ le 1/3 de billes de
verre. Aprés une agitation au vortex de 1 4 2 min, un tube troué stérile contenant de la
laine de verre a été installé sur un support. La laine de verre a été rincée avec un peu de
glycérol et pressée avec une pipette pour laisser sortir un maximum de glycérol. Un tube
ouvert a été placé en dessous du tube troué et le mélange de spores a été filtré sur la laine

de verre afin de séparer le mycélium résiduel des spores.

Cent pl de la suspension de spores a été diluée a 1 ml avec du glycérol 20%. La D.O. de
la solution 4 660 nm (Spectrophotométre Pharmacia LKB, Ultrospec III) a été comparée a
une courbe mettant en relation la densité optique 4 660 nm en fonction de la concentration
de spores. Les spores ont été réparties également dans des tubes de 1,5 ml et conservées &

—20°C.
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2.3.6 Croissance des clones de S. lividans

Dans une flasque stérile de 125 ml contenant 4 billes de verre de 4 mm de diamétre ont
été déposés 20 ml de milieu minimal M14 (annexe A), 1 ml de xylose 20%, 120 ul de
MgSOqe 7H,0 5%, 200 pl de CaCly*2H,0 3%, 20 pl de thiostrepton 5 mg/ml et 2x10°
spores/ml soit 4x10" spores au total dans le milieu de culture. Les spores qui étaient
conservées dans le glycérol ont du étre lavées afin d’éliminer ce dernier. La quantité de
spores nécessaire (section 2.3.5) (conservée a —20 °C) a été prélevée et déposée dans un
microtube. Aprés 5 min de centrifugation a 14 krpm, le surnageant qui contenait le
glycérol a été décanté. Les spores ont alors été reprises dans 1 ml de milieu M14 et
centrifugées de nouveau. Une fois le surnageant décanté, le culot de spores a été repris
dans 100 pl de milieu M14 et le tout a été inoculé dans la flasque. L’incubation s’est

déroulée & 34 °C 4 250 rpm dans un agitateur New Brunswick G24.

Aux temps prédéterminés, les cultures ont été échantillonnées afin de déterminer la
croissance et 1’activité xylanasique. Stérilement, a été prélevé 1 ml de culture avec un
embout large. Aprés centrifugation, le surnageant a été transféré dans un microtube stérile
et conservé a 4 °C jusqu’au jour de I’essai enzymatique (section 2.4). Le culot a été
conservé pour effectuer la courbe de croissance (section 2.5). A cet effet, 0,5 ml de

SSC1X (annexe A), froid a été ajouté au culot qui a été conservé a4 °C.

2.4 Dosage de I’activité xylanasique dans le surnageant de culture

En milieu alcalin et a chaud, l'acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS) jaune est réduit par
les oses réducteurs en acide 3-amino-5-nitrosalicylique rouge orangé. Cette technique
permet de doser les glucides réducteurs -oses ou -osides possédant une fonction pseudo
aldéhydique ou cétonique libre. Le dosage de D’activité xylanasique est effectué en
ajoutant du xylane de bouleau au surnageant de culture (section 2.3.6). Le xylane est
hydrolysé en xylooligosides qui réagissent avec le DNS. Outre le DNS, le réactif contient
du tartrate de sodium potassium, du bisulfite de sodium, du phénol et de I’hydroxide de
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sodium (NaOH). Le tartrate de sodium potassium (ou sels de Rochelle) est essentiel 4 la
stabilité de la couleur ainsi que le bisulfite de sodium qui retire I'oxygéne dissout et
protége les sucres. Le phénol augmente la quantité de couleur produite. L'hydroxyde de
sodium (NaOH) est requis pour favoriser l'action réductrice des sucres sur l'acide
dinitrosalicylique (Miller, 1959). Une unité internationale (UI) d’activité¢ enzymatique

équivaut 4 1 pmol de sucres réducteurs produits par minute a 60 °C.

Le matériel et les solutions requises pour le test ainsi que leur préparation sont décrits ci-
aprés: du xylane de bouleau 1% ; celui-ci a été dissout dans 1’eau en chauffant au four a
micro-ondes 2 fois 30 sec et le volume a été complété une fois la solution a T° piéce; du
xylose 10 mM soit 15 mg dans 10 ml d’eau ce qui correspond a 1 pmole par 0,1 ml; du
tampon citrate-phosphate 0,5 M pH 6,0 10X soit 17,22 g de Na,HPO, *7H,O et 3,43 g
d’acide citrique dissout dans I’eau, le pH ayant été ramené a 6 en ajoutant au besoin un
des deux composés solides; une solution de DNS soit 10 g de NaOH, 10 g d’acide
dinitrosalicylique, 2 g de phénol et 200 g de tartrate de sodium potassium dissout dans 1
L d’eau, filtrés sur papier Whatman et conservés a I’obscurité et & T° piéce ainsi que 10 g

de sulfite de sodium dans 100 ml d’eau.

Le dosage s’est déroulé de la fagon suivante et selon les volumes inscrits dans le tableau
6: le xylane de bouleau, le tampon citrate-phosphate 10X ainsi que de 1’eau ont été
ajoutés aux éprouvettes contenant les échantillons essai et les témoins. Parallélement le
xylose a servi a préparer la courbe standard de 0 a 2 pmoles. Les échantillons ont été pré-
incubés a 60 °C, 3 min. A la fin de la pré-incubation, ont été ajoutés 0,1 ml de surnageant
de culture tel quel ou dilué. Avant I’emploi, la solution de sulfite a été ajoutée au DNS a
raison de 0,5%. Un ml de cette solution a été ajouté dans les tubes de la courbe standard
qui n’ont pas été pré-incubés. A la fin de I’incubation, 1 ml de DNS-sulfite a été ajouté
aux échantillons. Tous les tubes ont été mélangés au vortex et gardés dans la glace. Cent
pul de surnageant tel quel ou dilué a été ajouté aux tubes témoins qui ont été mélangés a
nouveau et remis sur la glace. Tous les tubes ont été portés a ébullition pendant 15 min,
refroidis dans la glace et mélangés & nouveau. Trois cent pl ont été prélevés de chaque

tube et déposés dans les puits d’une plaque Elisa. La plaque a été lue & 540 nm au
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spectrophotomeétre (Microplate Auto reader EL 309, Bio-Tek instrument). Les résultats de
la courbe standard ont été placés en graphique dans Microsoft Excel. Les résultats ont été

analysés en fonction de la courbe standard de xylose.
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2.5 Mesure de la croissance du mycélium par estimation de la concentration de
I’ADN par la réaction colorimétrique  la diphénylamine

Les réactifs essentiels 3 ce dosage sont la diphénylamine, 1’acide perchlorique et
I’acétaldéhyde. Cette procédure demande en premier lieu, I’hydrolyse chimique de
I’ADN. Lorsque traité a 1’acide perchlorique (HCIOy), les liens glycosidiques reliant la
base azotée au desoxyribose et les liens phosphodiesters qui relient les nucléotides dans
I’ ADN, sont hydrolysés. Le désoxyribose peut ainsi réagir avec la diphénylamine, ce qui
produit une coloration bleutée. La diphénylamine réagit avec le sucre originellement
combiné a une purine. Le désoxyribose 5-phosphate est labile a I’acide et il y a une
possibilité que la condensation du groupement aldéhyde avec I’amine augmente cette
labilité. L’amine se combine avec I’ADN avant que le phosphate se reliche du sucre.
L’acétaldéhyde favoriserait le développement de la couleur par la réaction de deux
molécules d’aldéhyde et d’une amine aromatique avec la participation du déoxyribose. La
réaction requiert un désoxyribose et elle est donc spécifique a ’ADN (Burton, 1956).
Afin de déterminer la croissance de la biomasse mycélienne, des échantillons de 1 ml de
culture ont été prélevés stérilement au cours du temps (section 2.3.6). L’échantillon a €té
centrifugé et le surnageant décanté. Du SSC 1X (0,5 ml) (annexe A) a ét¢ ajouté au culot
qui a été conservé & 4 °C. Le culot a été défait 4 I’aide d’un petit pilon de plastique et 0,5
ml de SSC 1X supplémentaire a été ajouté. L’échantillon a ét¢ mélangé au vortex et
transféré dans une éprouvette de verre. Ont ensuite été ajoutés, 1 ml d’acide perchlorique
20%, 2 ml de diphénylamine 4% préparée avec de I’acide acétique glacial et 0,2 ml
d’acétaldéhyde 0,16%. Une éprouvette contenant 1 ml de SSC 1X et les réactifs a servi de
témoin. Les tubes fermés ont été incubés a 30 °C pour la nuit sans agitation. Le lendemain
et aprés mélange au vortex, 1 ml de la solution a été transféré dans un microtube et
centrifugé 2 min a 14 000 rpm afin de précipiter les débris. Le surnageant a ensuite été
transféré dans des cuvettes jetables. La lecture a été effectuée au spectrophotométre
(Pharmacia LKB, Ultrospec III) 4 595 et 700 nm. Les résultats (AD.O. 595 — D.O. 700)
ont été calculés en effectuant la différence de densité optique entre les deux longueurs

d’ondes.



2.6 Manipulations et amplification de ’ADN

2.6.1 Digestion des plasmides avec enzymes de restriction

2.6.1.1 Plasmides purifiés

Généralement, 1 pl d’ADN a 1 pg/ul a été additionné & 2 pl de tampon de digestion
concentré 10X plus 1 pl du premier enzyme (10 ou 15 U/ul) et 1 ul du deuxiéme enzyme
(10 ou 15 U/pl) s’il y avait lieu, plus la quantité d’eau nécessaire pour obtenir un volume
de 20 pl. Il a fallu en fait, ajouter suffisamment de tampon 10X a la réaction afin
d’obtenir la concentration finale spécifique a ou aux enzymes utilisées. Aprés une
incubation de 1 h 4 37 °C, 4 pul de tampon de chargement ont été ajoutés aux 20 pl pour
un total de 24 pl. 20 pl de la digestion a été analysé par électrophorése sur gel d’agarose.

2.6.1.2 Digestion de mini-préparation de plasmides

Les échantillons ont été digérés de la méme fagon que précédemment mais a été ajouté
0,5 pl d’une solution de 1 mg/ml de RNAse bouillie car les échantillons contenaient une

grande quantité d’ARN qui aurait pu masquer la présence de bandes d’ADN.

2.6.2 Précipitation a Péthanol

A la suspension d’ADN ont été ajoutés 0,1 volume de NaAc 3 M et 2,5 volume d’éthanol
95%. Aprés une incubation de 10 min 4 —80 °C ou —20 °C toute la nuit, les tubes ont été
centrifugés 30 min 4 13 krpm et le surnageant a été décanté. Aprés une nouvelle
centrifugation de 2 min toujours & 13 krpm, le liquide résiduel a été aspiré avec un
capillaire de verre. Le culot a été séché & I’air environ 5 min et repris dans une quantité

d’eau ou de tampon voulue ou laissé a sec (section 2.6.4).
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2.6.3 Extraction de I’ADN au phénol chloroforme

Aprés lyse cellulaire, a été ajouté a la solution d’ADN, Y% volume de phénol suivi d’une
agitation au vortex de 1 min. A ensuite ét€ ajouté '2 volume de chloroforme : isoamyl
alcool (24 :1) suivi d’une agitation au vortex de 1 min. Aprés une centrifugation de 3 min

-----

(section 2.6.2).

2.6.4 Ligation du vecteur plasmidique avec un fragment d’ADN

Cette méthode a permis d’insérer un fragment d’ADN quelconque dans un plasmide au
moyen de ’ADN ligase. L’ADN du vecteur et du fragment a €té, au besoin, purifié¢ par
électrophorése sur gel d’agarose (section 2.6.7). L’ADN du vecteur a été repris dans 7,5
ul avec I’objectif d’avoir deux fois plus de fragment que de vecteur en quantité. 7,5 pl de
la solution de vecteur a été déposée dans un microtube contenant le fragment précipite.
Un pl de tampon OPA 10X (100 mM Tris-acétate, 100 mM acétate de magnésium et
500mM acétate de potassium), 1 pl ’ATP 10 mM et 0,5 pl de T4 DNA ligase (5 U/ul)
ont été ajoutés pour un total de 10 pl. La ligation s’est opérée 4 14 °C toute la nuit (au

minimum 4 h).

2.6.5 Déphosphorylation de vecteurs

Ce protocole a été tiré et adapté du catalogue Pharmacia 1993 (Technical notes, p. 202) et
a permis d’enlever le phosphate a I’extrémité des brins d’ADN ce qui a empéché la
recircularisation ultérieure du plasmide lors de la ligation. En premier lieu, 0,1 2 2 pg du
vecteur ont été digérés avec ’enzyme de restriction appropri¢e. Au volume total de la
digestion, soit 20 pl ont été ajoutés 5 pl de tampon OPA10X et 25 pl d’eau de fagon a
obtenir une concentration finale de OPA 1X. Ce mélange a ensuite été chauffé 20 min a
65 °C ou 30 min a 85 °C afin d’inactiver thermiquement I’enzyme de restriction. Aprés un
refroidissement de 20 min & température de la piéce, 0,1 U de phosphatase alcaline CIP
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(calf intestinal phosphatase) a été ajouté. Aprés une incubation de 30 min a 37 °C, la
phosphatase alcaline a été inactivée en chauffant 15 min a 85 °C. Aprés une extraction au
phénol/chloroforme le vecteur a été précipité avec 0,1 vol de NaAc et 2 vol d’éthanol.
Aprés 15 min & —20 °C et une centrifugation de 15 min, le vecteur déphosphorylé a été

repris dans 15 pl d’eau et était prét a la ligation avec un fragment.

2.6.6 Technique du PCR

En général, la méthode employée pour amplifier les fragments d’ADN d’intérét se décrit
comme suit. Dans un microtube de 1,5 ml ont été déposés les éléments suivants : 65 pl
d’eau Millipore stérile, 8 ul d’une solution contenant 2,5 mM de chaque dNTP, 10 pl de
tampon Pfu 10X, 8 ul de propionamide 50%, 1 ul de Tween 20%, 3 ul de chaque amorce
4 raison de 25 pmole/pl, 1 pl de la matrice d’ADN & amplifier 4 une concentration de 0,1
pg /ul et 1 pl de la polymérase PfuTurbo® 2,5 U/ul. Le volume total de 100 pl a été
divisé en deux et déposé dans des tubes de 0,2 ml. Le programme utilisé pour amplifier
I’ADN s’est déroulé dans les conditions suivantes : 95 °C 5 min, 50 °C 5 min, 72 °C 3
min, puis les 30 cycles suivants : 94 °C 1 min, 50 °C 1 min, 72 °C 3 min. Lorsque le
programme était terminé, ’amplification a été vérifiée par électrophorése sur gel

d’agarose 0,7%.

Pour certaines construction, la technique du PCR emboité a di étre utilisée. En premier
lieu, les deux fragments d’ADN a emboiter ont été amplifiés séparément avec le
programme décrit précédemment. Ensuite, les deux produits de PCR ont €été purifiés par

électrophorése sur gel d’agarose. L’ ADN a été extrait de I’agarose avec la trousse QIAEX

purifiés ont ensuite été mélangés et la quantité d’eau nécessaire pour le PCR a été ajoutée.
Le tube a été chauffé a 100 °C pendant 5 minutes. Dix pl de tampon pour Pfu 10X ont été
ajoutés immédiatement aprés 1’ébullition et ce mélange a été refroidi lentement a la
température de la piéce dans un bécher d’eau pour permettre 1’appariement des séquences

communes aux deux fragments. Lorsque le mélange était & la T° ambiante les éléments
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manquants pour réaliser le PCR ont été ajoutés soit les dNTP, la propionamide, le Tween
20, les oligonucléotides et la polymérase. La nouvelle matrice d’ADN a été amplifiée
avec le programme suivant : 72 °C 3 min avant d’enchainer avec les 30 cycles suivants :
94 °C 1 min, 50 °C 1 min, 72 °C 3 min. Lorsque le programme était terminé

I’amplification a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose 0,7%.

2.6.7 Extraction de ’ADN du gel d’agarose

Afin d’extraire la bande d’ADN correspondant & l’insert ou au plasmide, une
électrophorése sur gel d’agarose de 0,7% a été préparée sans ajout de EtBr. Dans le
premier puits, un échantillon de la digestion de 4 pl (24 pl total) a été déposé. Le second
puits a été rempli avec 7 pl du marqueur d’ADN, le troisiéme puits a été laissé vide, le
quatriéme puits rempli avec le reste de la digestion soit 20 pl, le cinquiéme puits laissé
vacant et le sixiéme rempli 4 nouveau avec le marqueur de poids moléculaire. Apres une
migration 4 un voltage et un temps déterminés, le gel a été retiré de la cuve a
électrophorése (BioRad) et découpé au scalpel sur toute la longueur au niveau du
troisiéme puits. La portion du gel correspondant au puits 1,2 et 3 a alors été trempée dans
une solution de EtBr pendant 10 min, rincée 4 1’eau et déposée dans un appareil de lecture
de gel (Gel Doc 1000 BioRad). Une régle métrique a été disposée contre le gel et une
photo a été réalisée. A 1’aide de la photo, 1’endroit précis ou se retrouvait la bande d’ADN
d’intérét sur le gel a été déterminé. Il s’agissait ensuite de déposer la régle contre la partie
du gel correspondant au puits 4,5 et 6 et de découper avec précision dans la région du
puits 4 correspondant & I’insert ou au vecteur voulu. Le morceau de gel obtenu a été
coupé en petits cubes qui ont été déposés dans un microtube. L’extraction des fragments
du gel s’est réalisée en utilisant la trousse d’extraction QIAEXIL. Le principe de la trousse
d’extraction du gel QIAEX II est basé sur la solubilisation de 1’agarose et 1’adsorption
sélective et quantitative des acides nucléiques sur des particules de gel de silice en
présence d’une concentration élevée en sels. Le gel d’agarose contenant la bande d’ADN
4 extraire, a été découpé en morceaux et solubilisé en ajoutant trois volumes du tampon

QX1 4 un volume de gel et incubé & 50°C pour 10 min. La concentration élevée en sels
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dans le tampon QX1 dissout les liens hydrogéne entre les sucres dans le polymere
d’agarose ce qui permet la solubilisation des morceaux. L’ADN a été éventuellement
adsorbé sur les particules de silice (QIAEX 11).A la fin de I’extraction 40 ul d’ADN ont
été précipités a I’éthanol (section 2.6.2). Le culot ’ADN a été laissé a sec ou dans 15 pl

d’eau et éventuellement a servi 4 la ligation (section 2.6.4).

2.7 Expérience de marquage métabolique « pulse-chase » chez S. lividans

Au conditions de culture conventionnelles (section 2.3.6) ont été ajoutés 200 ul d’une
solution stock contenant 0,1 g/ml de protéose peptone et 0,05 g/ml d’extrait de levure
pour favoriser la croissance. L’incubation s’est déroulée a 34 °C pendant 48 h 4 72 h
(selon la souche) & 250 rpm. Le mycélium se trouvait alors aux 2/3 de sa phase
exponentielle de croissance. Le mycélium a été récolté par centrifugation & 1,5 krpm, 1
min dans un tube de polypropyléne de 50 ml. Le surnageant a ét¢ décanté délicatement et
le culot a été lavé avec 20 ml de milieu M14 (annexe A) sans protéose peptone ni extrait
de levure. Aprés une nouvelle centrifugation de 1 min & 1,5 krpm, le surnageant a été
décanté 4 nouveau et I’étape précédente répétée une fois. Le culot a été ensuite repris dans
le milieu M14 toujours sans protéose peptone ni extrait de levure jusqu’a un volume final
de 20 ml. De ce volume 6 a 7 ml ont été traités avec un homogénéisateur de verre afin
d’homogénéiser le mycélium. 5 ml de cette solution ont alors été transférés dans une
flasque de 25 ml dans laquelle a été ajouté 0,5% de xylose (0,125 ml d’une soution a
20%) suivi d’une incubation de 5 min 4 34 °C dans un bain-marie agitateur (American

Optical) a la vitesse de 100 rpm.

Le marquage court « pulse » a été effectué en ajoutant 90 pl de méthionine radioactive
(200 pCi/ml de **S-méthionine) et en incubant pendant 2 min dans le bain-marie
agitateur. Le « chase » a été initié en ajoutant 40 pl d’un mélange de L-méthionine — L-
cystéine non radioactif a 10 mg/ml et de 50 pl d’albumine sérique bovine 4 5 mg/ml qui a

agit comme entraineur de protéine lors de la précipitation a ’acide trichloroacétique
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(TCA). Aprés 5 sec d’agitation, 500 pl ont été préleves avec un embout large et mélangés
avec 500 ul de TCA 10% froid préalablement déposé dans un microtube sur la glace. Ce
premier prélévement correspondait au temps 0. Le nombre de prélévements nécessaires
de 500 pl ont été effectués de la méme fagon que précédemment, aux différents temps
déterminés pour le systéme Sec ou le syst¢tme Tat. Les échantillons ont été incubés dans
le TCA au moins 30 min a 4 °C. A la fin du marquage, le restant de la culture ou environ
1 ml a été transféré dans un microtube 4 bouchon vissé, sans ajout de TCA et centrifugeé 5
min a 13 krpm. Au surnageant récupéré ont été ajoutés 200 pl de gélatine a 2,5% et du sel
(NaCl) jusqu’a une concentration finale de 150 mM, soit 150 pl d’une solution 1 M pour
1 ml de surnageant. Cet échantillon constituait le contréle de la xylanase B ou C mature.
A cette étape, tous les tubes pouvaient étre congelés a —20 °C et la premiére partie de

I’immuno-précipitation de la xylanase marquée poursuivie un autre jour.

Afin de procéder 4 I’immuno-précipitation de la xylanase marquée, 1 ml d’une
suspension de protéine A sépharose 10% (soit 0,1 g/ml) a été préparée dans du tampon
IPD qui était constitué des éléments suivants : Tris-HCI 50 mM pH 7.4, Triton X100
0,25%, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, gélatine 2,5% et de 1’eau. La suspension de
microbilles a été laissée a gonfler 1 h ou plus. Avant I’utilisation, la suspension a été
centrifugée 15 sec 4 13 krpm, le surnageant décanté et la suspension complétée a 1 ml
avec le tampon IPD. Les échantillons précipités précédemment au TCA ont été
centrifugés 2 min & 13 krpm et le surnageant a ét¢ décanté par aspiration. Le TCA
résiduel a été extrait en ajoutant 0,5 ml d’acétone aux culots qui ont ét¢ remis en
suspension & 1’aide d’un petit homogénéisateur de plastique. Cinq cent pl d’acétone a été
ajouté de nouveau. Aprés une incubation de 15 min a T° ambiante, les échantillons ont été
centrifugés 2 min & 13 krpm et ’acétone décanté par aspiration. Un nouveau lavage a été
effectué en ajoutant 1 ml d’acétone et en remettant les culots en suspension au vortex.
Aprés une nouvelle incubation, centrifugation et décantation, les culots ont été séchés
sous une hotte chimique pendant 15 min. Ont ensuite été ajoutés 40 ul de Tris 1 M, 1 ml
de tampon SP (composé de Tris-HCI 50 mM pH 6,8, EDTA 2 mM, B-mercaptoéthanol
1%), 40 pl d’inhibiteur de protéase Complete 25X, 10 pl de PMSF 100 mM dans
Iisopropanol, 250 mg de billes de verre de 0,1 mm et 100 pl de SDS 10% et les tubes ont
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été introduits dans I’appareil FastPrep (FP120, Thermo Savant Holbrook N.Y.) et agités
45 sec a la vitesse de 6,5 afin de casser les cellules. Les tubes ont ensuite €té portés a
ébullition 5 min, centrifugés 5 min & 13 krpm et le surnageant transféré dans des tubes de
polypropyléne de 15 ml. Le surnageant a été dilué avec 12 ml de tampon IPD. A partir de
cette étape, le controle de xylanase mature a été traité comme les autres échantillons. Une
préclarification a été effectuée en ajoutant avec un embout large, 30 pl de la suspension
de protéine A sépharose 10% et en incubant les tubes 1 h a 4 °C. Aprés une centrifugation
de 5 min 4 3 krpm (2 min & 13 krpm pour le contrdle), les surnageants ont été transférés
dans de nouveaux tubes de polypropyléne de 15 ml (microtube pour le contrdle). A tous
les tubes ont été ajoutés 5 pl de sérum anti-xylanase B de lapin (Institut Armand-
Frappier) suivi d’une incubation de 30 min a 4 °C. Par la suite, 50 pl de protéine A
sépharose ont été ajoutés dans tous les tubes suivi d’une incubation & 4 °C pour toute la
nuit. Toutes les incubations ont été effectuées avec un agitateur rotatif (LABQUAKE
Barnsled).

Le lendemain, les tubes ont été centrifugés 5 min & 3 krpm (15 sec & 13 krpm pour le
contrdle) et les surnageants décantés par aspiration en laissant environ 200 pl dans le fond
des tubes de 15 ml. Les billes de protéine A sépharose dans le culot ont été ensuite lavées
avec 10 ml de tampon IPW (1 ml pour le contrdle) préparé a partir de Tris-HCI 10 mM
pH 7,4, Triton X100 0,5%, Na-désoxycholate 0,5%, NaCl 150 mM, suivi d’une
centrifugation de 5 min & 3 krpm (2 min a 13 krpm pour le contrdle) et de la décantation
du surnageant. Avec une pipette de 200 ul munie d’un embout a ouverture large, les billes
de protéine A sépharose ont été transférées dans des microtubes de 1,5 ml en ringant
plusieurs fois le tube de 15 ml avec 150 pl de tampon IPW jusqu’a ce qu’il ne reste plus
de billes ni dans le tube de 15 ml et ni dans I’embout. Les microtubes ont été centrifugés
30 sec a 13 krpm et les surnageants ont été décantés par aspiration. Les culots de billes
ont été lavés 2 fois avec 1 ml de tampon IPW et centrifugés & chaque reprise 15 sec 4 13
krpm. Le culot du tube contrdle a été lavé a 3 reprises avec 1 ml de tampon IPW de la

méme facon.
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Les culots de billes ont été repris dans 35 pl de tampon Laemmli 1X (annexe A) puis
portés a ébullition 5 min et centrifugés 2 min & 13 krpm. 30 pl d’échantillon ont été
déposés dans les puits d’un mini-gel de polyacrylamide de 12% (annexe A) d’une
épaisseur de 0,75 mm avec un gel de regroupement & 4% (annexe A). 10 pl de marqueur
de poids moléculaire non radioactif Rainbow high ou low dans 20 pl de tampon Laemmli
1X a été utilisé. Le regroupement a été effectué¢ a 90 V pendant environ 10 min puis le
courant a été augmenté a 200 V. La migration s’est poursuivie jusqu’a ce que le bleu de
bromophénol ait migré hors du gel. La bande correspondant & I’anhydrase carbonique (30
kDa) de couleur rouge devait se trouver a 0,5 cm du bas du gel. Le tampon de migration
utilisé était du Tris-glycine 1X. Une version 5X de ce tampon a été préparée en
mélangeant 15,14 g de Tris, 94 g de glycine et 50 ml de SDS 10% a 1L d’eau (BioRad
US/EG Bulletin 1156 voir aussi Bio-Rad « Reagent and Gel Preparation for Laemmli
SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis »).

Une fois la migration terminée, le gel a été démoulé et la partie correspondant au gel de
regroupement a été €liminée. Le gel a été fixé dans un mélange isopropanol :eau : acide
acétique (25 :65:10 v/v) en agitant pendant 20 min. Aprés avoir retiré le fixateur, la
solution Amplify ™ Amersham a été ajoutée pour couvrir le gel en agitant pendant 30
min. Le gel a été ensuite déposé sur un papier filtre épais et séché 1 h dans I’appareil gel
dryer de Bio-Rad. Le gel a été ensuite déposé dans une cassette avec écran au phosphore
environ 3 jours. L’écran a été ensuite introduit dans un appareil Phosphor imager SI

(Molecular Dynamics) et scanné afin de révéler I’image.

2.8 Immunobuvardage de type western

Cette technique a été utilisée afin de mettre en évidence les xylanases dans le surnageant
de culture. La procédure de I’'immunobuvardage de type western peut étre divisée en cinq
étapes : la préparation de 1’échantillon de potéines, la séparation électrophorétique des
protéines, le transfert des protéines du gel a une membrane, le blocage de sites

d’attachement non-spécifiques et la detection des protéines transférées. Vingt ul de
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surnageant d’une culture de 72 h auquel a été ajouté 10 pl de tampon de charge 3X
(annexe A) ont été chauffés & ébullition pendant 5 min. Les échantillons ainsi que la
XinB1 (31 kDa) et la XInB2 (23 kDa) purifiées et le marqueur (Protein Molecular Weight
Standards) ont été déposés sur un un gel de polyacrylamide-SDS constitué d’un gel de
regroupement & 4% (annexe A) et d’un gel de séparation & 12% (annexe A). La migration
s’est déroulée 4 90 V pendant 10 min puis 4 200 V pendant 45 & 60 min ou jusqu’a la fin
de Délectrophorése (controlée a I’aide du marqueur de taille) dans un tampon
d’électrophorése Tris-glycine 1X. Une fois la séparation des protéines effectuée sur le gel,
celles-ci ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Protran® Schleicher &
Schuell, #21640 ) & I’aide de ’appareil NovaBlot-Multiphorll (Pharmacia). Pour ce faire,
les éléments suivants qui ont préalablement été imbibés dans le tampon de transfert (39
mM de glycine, 48 mM de Tris, 0.0375% de SDS et 20% de méthanol) ont été empilés
dans 1’ordre sur la plaque correspondant  la cathode : 3 épaisseurs de papier Whatman
no. 3, la membrane de nitrocellulose, le gel de séparation et trois autres épaisseurs de
papier Whatman. Le tout a été recouvert de la plaque correspondant a la cathode. Le
transfert s’est poursuivi pendant 1 h avec un ampérage constant de 32mA 0.8 mA/cm?).
La derniére étape consistait a effectuer la détection chromogénique des anticorps marqués
a la phosphatase alkaline sur la membrane. Toute la procédure ainsi que les solutions
utilisées 2 cette fin étaient inclus dans la trousse BM Chromogenic Western Blotting (AP,
Mouse/Rabbit) (Roche Molecular Biochemicals, #1647644). Les principales étapes ont
été : le blocage de la membrane, la réaction aux anticorps primaires soit des anti-XInB1
ou anti-XInB2 de lapin, la réaction aux anticorps secondaires qui sont des anticorps anti-
lapin couplés & la phosphatase alkaline et I’incubation de la membrane avec le substrat
chromogéne 4-nitro blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphate

(NBT/X-phosphate) qui permet de révéler ’activité de la phosphatase alkaline.
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2.9 Quantification des ARNm des différents clones

2.9.1 Extraction de PARN total des clones

La méthode d’extraction a été tirée de Sambrook (1989). Afin de détruire les RNAses,
toute la verrerie, les instruments de métal et les barreaux magnétiques ont été cuits a 180
°C. Tout le matériel de plastique était soit déja certifié exempt de RNAses a 1’achat, ou
traité, en combinaison ou séparément, avec du SDS 1%, de I’éthanol, du peroxyde
d’hydrogéne (H;0,) 3%, du NaOH 0,1 M, ou de ’EDTA 1 mM et toujours rincé avec de
’eau traitée au diethylpyrocarbonate (DEPC). Toutes les solutions (sauf celles préparées
avec du Tris) et I’eau ont été traitées avec du DEPC 0,1% et autoclavées afin de détruire

le DEPC.

Une culture inoculée a partir des spores d’un clone a été préparée dans une flasque de 500
ml contenant 10 billes, 100 ml de M14 (annexe A) stérile, 5 ml de xylose 20%, 600 pl de
MgSO4°7H,0 5%, 1 ml de CaCl,*H,0 3%, 100 pl de thiostrepton 5 mg/ml. La culture a
été incubée 4 240 rpm & 34 °C pour 48 h ou 72 h. A la fin de I’incubation, les 100 ml de
culture ont été divisés dans 2 tubes de polypropyléne de 50 ml et centrifugés 3 min 4 5
krpm, le surnageant a été décanté et le culot de cellules repris jusqu’a 3 ml avec du M14
stérile. Environ 600 pl de la suspension ont été introduits dans 8 microtubes & bouchon
vissé et centrifugés 3 min & 13 krpm. Une fois le surnageant décanté, ont été ajoutés 750
pl d’une solution dénaturante de guanidium isothiocyanate. Cette solution a été préparée a
partir de guanidium isothiocyanate 4 M, 25 mM de citrate de sodium dihydrate, 0,5% de
Sarkosyl, 0,1 M B-mercaptoéthanol et 250 mg de billes de verre de 0,1 mm. Les cellules
ont été cassées avec le Fastprep (FP120, Thermo Savant Holbrook N.Y.) 3 fois 30 sec a
vitesse 6.5. Les échantillons ont été centrifugés 3 min a 13 krpm et le surnageant de tous
les tubes a été combiné dans un tube Falcon auqu