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1. Résumé

La voie de sécrétion Tat nouvellement étudiée, permet la sécrétion de précurseurs déja
repliés dans le cytoplasme. Les précurseurs Tat se distinguent par la présence d’une
séquence consensus de 7 résidus d’acide aminé dans leur peptide signal. En recherchant ce
motif consensus, le programme informatique TatScan prédit 129 substrats Tat chez
Streptomyces coelicolor. Les sécrétomes de Streptomyces lividans sauvage, une proche
parente de S. coelicolor, et de son mutant du systéme Tat ont été étudiés pour vérifier la
justesse de ces prédictions informatiques. Comme le sécrétome dépend des sources de
carbone du milieu de culture, les bactéries ont été cultivées dans quatre milieux liquides
avec une source de carbone différente, soit le xylose, le glucose, la chitine et un extrait de
terre. Les protéines sécrétées ont été recueillies et séparées par électrophorése sur gel en
deux dimensions. Les protéines sécrétées par la bactérie sauvage mais absentes chez le
mutant étaient vraisemblablement Tat et ont été analysées au spectre de masse. Les milieux
xylose, glucose, chitine et terre ont permis d’identifier respectivement 13, 14, 27 et 19
protéines candidates a la sécrétion par le systtme Tat pour un total de 63 protéines
différentes. Parmi celles-ci, les produits des génes SCO0677, SCO1639, SCO2068,
SC02780, SCO2828, SCO6005 et SCO6131, prédits par TatScan, sont confirmés pour la
sécrétion Tat. Sept autres protéines, codées par les génes SC0O1230, SCO1860, SCO2591,
SC05260, SCO6109, SCO6199 et SCO6590, sont probablement Tat-dépendantes, mais
possédent un peptide signal qui échappe a I’analyse de tous les outils de prédictions
informatiques. Les protéines codées par les genes SCO0494, SCO0638, SCO3967,
SCO5113, SCO5420, SCO5646, SCO5776, SCO6963 et SCO7501 sont localisées dans la
membrane et possédent toutes un peptide signal ne correspondant pas & un peptide signal
Tat. Les trois protéines codées par les génes SC04622, SCO2149 et SCO5843 ne présentent
aucun peptide signal et sont proposées comme candidates & la sécrétion par un mécanisme
non conventionnel. Les 37 autres protéines sont cytoplasmiques, membranaires ou de

localisation inconnue et ne comportent pas de peptide signal.
Les protéines destinées a la sécrétion sont synthétisées sous la forme d’un précurseur qui

posséde & son extrémité N-terminale une séquence appelée peptide signal qui est clivé lors

de la sécrétion pour libérer la protéine mature. La majorité des précurseurs sont sécrétés par
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le systéme Sec, qui requiert que les précurseurs conservent une forme linéaire. Chez les
bactéries & gram négatif, la chaperonne dédiée SecB permet & plusieurs précurseurs de
conserver leur forme « dépliée » propre a la sécrétion Sec. Chez les bactéries a gram positif,
aucun homologue fonctionnel de cette chaperonne n’a été découvert jusqu’ici. En purifiant
le précurseur de la xylanase A2 de S. lividans, une protéine Sec-dépendante, nous avons
tenté de co-purifier une chaperonne homologue & SecB. Pour ce faire, une étiquette
d’histidines a été ajoutée a la xylanase A2, ce qui a permis la purification du précurseur de
la xylanase A2 contenu dans la fraction cytoplasmique par chromatographie d’affinité sur
colonne de sépharose-nickel. Une quinzaine de protéines accompagnaient le précurseur de
la xylanase A2 et aprés analyse au spectre de masse, aucune ne présentait les
caractéristiques d’une chaperonne éventuelle. Nous avons ensuite tenté de lier le précurseur
a la chaperonne en utilisant des cross-linkers. La formation de liaisons réticulaires avec le
DSP, le DSS et le GMBS suivi d’une chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-
nickel n’a pas permis de récupérer un complexe formé du précurseur de la xylanase A2 et
d’une chaperonne. Parallélement, la fraction membranaire a été testée pour la présence de
complexes, mais sans succés. Finalement, nous émettons ’hypothése que la xylanase A2

puisse étre sécrétée de fagon co-traductionnelle, sans 1’aide d’une chaperonne.

Comme les protéines sécrétées par le systéme Tat doivent étre tout au moins partiellement
repliées dans le cytoplasme, nous avons tenté de démontrer la présence d’une chaperonne
qui favoriserait le repliement de la xylanase C de S. lividans, une protéine spécifiquement
sécrétée par ce systtme. Comme pour la xylanase A2, la xylanase C a été munie d’une
queue d’histidine permettant sa récupération sur colonne de sépharose-nickel. Les cross-
linkers DSP, DSS, GMBS et EDC ont été utilisés pour créer des liaisons réticulaires entre le
précurseur de la xylanase C et sa chaperonne et ces complexes ont été purifiés par
chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-nickel, sans pouvoir identifier la
chaperonne. Une colonne d’immuno-affinité a été préparée pour tenter de récupérer ces
complexes mais aucun des complexes récupérés ne contenait de xylanase C. Des complexes
formés de la pré-xylanase C et de sa chaperonne ont été cherchés dans la fraction
membranaire mais seul le précurseur a été retrouvé. Finalement, des expériences

préliminaires de liaison avec le formaldéhyde, qui forme des liens covalents avec les
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protéines, semblent faire apparaitre des complexes dont les composantes n’ont pas été

analysées pour le moment.
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7. Liste des abréviations

2-DE : Electrophorése bidimensionnelle

2-DIGE : Electrophorése bidimensionnelle différentielle a fluorescence
A : Angstrom, 1 x 107" métres

ADP : Adénosine diphosphate

ATP : Adénosine triphosphate

BCIP : 5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine
Clp : Caseinolytic protease

CNBr : Bromure de cyanogéne

DMF : Diméthyleformamide

DmsA : Diméthylsulphoxyde réductase A

D.O. : Densité optique

DSP : Dithiobis[succinimidylpropionate]

DSS : Disuccinimidyl suberate

DTT : Dithiothréitol

EDC : 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyljcarbodiimide hydrochloride
GFP : Green fluorescent protein

GMBS : N-[g-maleimidobutyryloxy]succinimide ester
GTP : Guanosine triphosphate

HPLC : High performance liquid chromatography

HSP : Heat shock protein

kDa : kilodalton

NBS : nucleotide-binding site

NBT : Nitro-blue tetrazolium

OML : Outer membrane lipoprotein

Omp : Outer membrane protein

PBS : Phosphate buffered saline

psi : Pound per square inch

rpm : révolution par minute

SBP : Streptavidin-binding peptide

SDS : Sodium dodécyl sulfate

Sec : General secretory (Sec) pathway

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SRP : Signal recognition particule

Tat : Twin-arginine translocation

TCA : Acide trichloroacétique

TorA : Triméthylamine n-oxyde réductase A
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8. Introduction

Les protéines destinées a la sécrétion sont synthétisées sous la forme d’un précurseur qui
posséde a son extrémité N-terminale une séquence appelée peptide signal. Le peptide signal
permet de diriger le précurseur vers le systéme de sécrétion approprié, aprés quoi il est clivé

par une signal peptidase, libérant ainsi la protéine mature.

Plusieurs systémes de sécrétion permettent aux précurseurs de traverser la membrane
cytoplasmique des bactéries. Le systéme de sécrétion Tat permet de sécréter des précurseurs
ayant déja un certain niveau de repliement dans le cytoplasme. Les peptides signaux des
précurseurs Tat présentent la séquence consensus S/T-R-R-X-®-®-K ou X est un résidu
d’acide aminé quelconque et ® est un résidu d’acide aminé & chaine latérale hydrophobe,
généralement une phénylalanine suivie d’une leucine. En cherchant la séquence consensus a
travers la séquence génomique d’un organisme, il est possible de déterminer quels génes
codent pour des protéines sécrétées par le systéme Tat. Plusieurs programmes informatiques
ont éte créés a cet effet. Streptomyces coelicolor est la bactérie qui contient potentiellement
le plus de substrats Tat, avec 129 protéines selon le programme TatScan et entre 145 et 230
selon deux versions du programme TatFind. Ces divergences résultent des paramétres de
recherche propres a chaque programme. Le sécrétome Tat-dépendant de Streptomyces
lividans, une proche parente de S. coelicolor, a été étudié pour vérifier la justesse de ces
prédictions informatiques in vivo. Il ressort de ces expériences que les outils d’analyse
geénomique sont tous limités quant & I’efficacité de leur détection et que les paramétres de

recherche doivent étre précisés afin de créer un outil plus efficace pour cette tiche.

La majorité des précurseurs transitent par le systéme de sécrétion Sec. La sécrétion par ce
systéme nécessite que les précurseurs soient maintenus dans une conformation « dépliée »
dans le cytoplasme. Chez les bactéries a gram négatif, le maintient dans une conformation
« dépliée » propre a la sécrétion par le systéme Sec est assuré par la chaperonne dédiée
SecB pour plusieurs précurseurs. Aucun homologue de cette chaperonne n’a été répertorié
jusqu’a maintenant chez les bactéries a gram positif. La sécrétion de protéines hétérologues
chez les bactéries a gram positif présente un intérét commercial certain. La membrane

simple de ces bactéries est plus facile & traverser que la double membrane des bactéries a
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gram négatif. Les Streptomycétes, des bactéries & gram positif avec un fort potentiel de
sécrétion, sont depuis longtemps utilisés avec succés pour la sécrétion de protéines
hétérologues eucaryotes et procaryotes. Il serait intéressant de connaitre les protéines
chaperonnes du systéme de sécrétion majeur de ces bactéries. Dans cette optique, nous
avons tenté de trouver une chaperonne de S. /ividans qui serait un homologue fonctionnel de
SecB. En utilisant la xylanase A2 de cette bactérie a laquelle une étiquette d’histidine a été
ajoutée, nous avons purifié sur une colonne de sépharose-nickel cette protéine Sec-
dépendante en espérant co-purifier une chaperonne du systéme Sec. Pour tenter de stabiliser
cette association momentanée, des cross-linkers, des molécules permettant la liaison
covalente de deux substrats, ont été utilisés. Les complexes ainsi formés sont facilement

retrouvés a 1’aide d’anticorps dirigés contre le précurseur.

Le systtme Tat permet la sécrétion de protéines déja repliées dans le cytoplasme. La
xylanase C de S. lividans est une protéine sécrétée exclusivement par le systéme Tat. Des
démonstrations expérimentales prouvent que cette protéine ne peut pas se replier elle-méme
a I’extérieur du cytoplasme. Un facteur cytoplasmique, probablement une chaperonne, entre
donc en jeu dans son repliement. Jusqu’ici, cette chaperonne n’a pas été identifiée. Une
chaperonne du systéme Tat serait particulierement intéressante a connaitre pour assurer le
repliement de certaines protéines hétérologues qui sont sécrétées mais n’arrivent pas a se
replier correctement dans le milieu. Pour tenter de trouver une chaperonne du systéme Tat,
une démarche similaire a celle employée précédemment a été entreprise. Une étiquette
d’histidine a été ajoutée a la xylanase C et la protéine a été purifiée sur colonne de
sépharose-nickel en tentant de co-purifier la chaperonne. Quatre cross-linkers différents ont
été utilisés pour tenter de stabiliser I’association momentanée entre les deux protéines. Une

seconde technique de chromatographie basée sur I’'immuno-affinité a aussi été tentée.
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9. Revue de littérature

9.1 La famille des Streptomycétes

Les Streptomycétes sont des bactéries a gram positif saprophytes du sol. Iis décomposent la
matiére organique en sécrétant un grand nombre d’enzymes hydrolytiques telles que les
xylanases, cellulases, protéases, etc. Ils possédent un cycle de vie complexe ou se succédent
des étapes de croissance végétative et reproductive. Aprés la germination d’une spore, la
croissance végétative entraine la formation d’un mycélium qui envahit le milieu grice a son
réseau d’hyphes. Lors de la croissance reproductive, il y a formation d’hyphes aériens qui se

différencient en chaines de spores pour compléter le cycle (McGregor, 1954).

Les Streptomycétes produisent plus de 50% des antibiotiques utilisés en médecine clinique
et vétérinaire (notamment la néomycine et le chloramphénicol), ainsi que plusieurs
protéines et molécules (métabolites  secondaires, enzymes, antifongiques,
immunosuppresseurs, etc.) d’intérét commercial et industriel. Pour ces raisons, ils forment
le genre le plus étudi¢ de I’ordre des Actinomycétes. La séquence génomique compléte de
la souche Streptomyces coelicolor A3(2) a été publié en 2002 (Bentley et al., 2002) et celle
de la souche de production industrielle Streptomyces avermitilis a été publiée I’année
suivante (Ikeda er al., 2003). Les deux génomes sont constitués d’un seul chromosome
linéaire avec un pourcentage en G + C supérieur a 70%. La séquence génomique de
Streptomyces scabies souche 87.22 a été récemment déterminée par un groupe de I’Institut

Sanger (Institut Sanger, www.sanger.ac.uk).

Les Streptomycétes ont souvent été utilisés avec succés pour la sécrétion de protéines
hétérologues d’origine eucaryote et procaryote (Hong ef al., 2003; Sianidis et al., 2006). Sa
nature non pathogéne, sa membrane simple de bactérie & gram positif et son potentiel élevé

de sécrétion en font une candidate idéale pour ce type d’expériences.

9.2 Sécrétion chez les bactéries
La membrane d’une bactérie lui permet de conserver une composition interne unique d’ions
et de protons qui differe de celle de son milieu externe. Les protéines dont la fonction est

effectuée a I’extérieur de la cellule sont synthétisées dans le cytoplasme et doivent traverser
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cette membrane. Pour y parvenir, certains mécanismes existent qui permettent la
translocation des protéines a P’extérieur de la cellule sans affecter ’intégrité de la membrane
ou I’équilibre ionique interne. Parmi les systémes de transport des protéines, seuls les

systémes de sécrétion Sec et Tat seront traités.

9.2.1 Systéme de sécrétion Sec

Le systéme Sec (General Secretory (Sec) Pathway) est le systéme de sécrétion le plus étudié
chez les bactéries. La majorité des protéines retrouvées dans le périplasme ou le milieu de
culture sont sécrétées par ce systéme. Une des particularités de ce systtme de sécrétion
réside dans le fait que les protéines sont sécrétées sous leur forme linéaire et qu’elles
acquiérent leur conformation finale aprés leur passage a travers la membrane cellulaire. Ce

systéme de sécrétion est essentiel a la survie des bactéries (Pugsley, 1993).

Les protéines destinées & la sécrétion par le systtme Sec sont synthétisées dans le
cytoplasme sous la forme d’un précurseur, ou préprotéine, comportant a son extrémité N-
terminale une courte séquence nommée peptide signal qui sera clivée lors de la sécrétion,
libérant la protéine mature. Une protéine chaperonne cytoplasmique maintient le précurseur

dans une conformation « dépliée » propre a la sécrétion Sec.

Suite & la reconnaissance de leur peptide signal, les précurseurs sont dirigés dans un
complexe hétérotrimérique membranaire formé par les protéines SecY, SecE et SecG appelé
translocase. Sous I’action ATPasique d’un homodimére de SecA et grace a la force proton-
motrice, le précurseur traverse la membrane. Sur la face externe de la membrane se trouve

une signal peptidase qui coupe le peptide signal et libére la protéine mature.
La translocation par le systéme de sécrétion Sec nécessite huit protéines principales agissant

de concert ou de fagon successive pour permettre la translocation du précurseur. Un schéma

du mécanisme de sécrétion Sec est présenté a la figure 1.
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Figure 1 : Schéma du systéme de sécrétion Sec.

9.2.1.1 Peptide signal Sec

Le peptide signal d’une protéine destinée a la sécrétion par le systéme Sec d’une bactérie a

gram négatif posséde une séquence d’une longueur approximative de 24 résidus d’acides

aminés (Izard et Kendall, 1994), tandis que celui d’une bactérie a gram positif est en

moyenne plus long de 5 & 7 résidus d’acides aminés (von Heijne et Abrahmsen, 1989). Les

peptides signaux des Streptomycetes sont encore plus longs avec une moyenne de 35 acides

aminés (Gilbert et al., 1995). Les peptides signaux sont composés de trois régions (figure

2). La région N du c6té N-terminal est chargée positivement, la région H centrale est

caractérisée par la présence de résidus d’acides aminés a chaine latérale hydrophobe et la

région C qui posséde le site de clivage du peptide signal reconnu par la signal peptidase

située sur la face externe de la membrane (Figure 1).
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Site de clivage

A-X-A
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! Peptide signal ' Protéine mature

Figure 2 : Schéma d’un peptide signal de type Sec.

9.2.1.1.1 Région N

La région N-terminale du peptide signal comporte 5 ou 6 résidus d’acides aminés dont
quelques uns sont chargés positivement (von Heijne, 1990). Leur remplacement par des
résidus neutres ou chargés négativement diminue 1’efficacité de la translocation sans
toutefois I’abolir. La région N des bactéries a gram positif est généralement plus longue que
celle des bactéries 4 gram négatif. La région N des Streptomycétes est particulierement
longue avec 12 résidus en moyenne (von Heijne et Abrahmsen, 1989). Elle est également
plus riche en résidus d’arginine et plus pauvre en résidus de lysine que la moyenne, ce qui
s’explique probablement par son haut pourcentage génomique en G + C. La charge positive
de la région N interagit avec la protéine SecA (Akita er al., 1990), ce qui est considéré

comme la premiére étape dans le processus de translocation par le systéme de sécrétion Sec.

9.2.1.1.2 Région H

La région médiane du peptide signal est caractérisée par la présence de résidus d’acides
aminés a chaine latérale hydrophobe. D une longueur moyenne de 10 a 15 résidus, la région
H a tendance a former une hélice a (von Heijne, 1985). La diminution de I’hydrophobicité
de cette région diminue I’efficacité de la translocation (Pugsley, 1993), alors que son

augmentation I’améliore (Chou et Kendall, 1990).

9.2.1.1.3 Région C

La portion C-terminale du peptide signal, la région C, contient un résidu de proline ou de
glycine en position -4 qui brise I’hélice o formée par la région H. La région C contient aussi
le site de clivage reconnu par la signal peptidase, composé d’un résidu d’alanine, suivi d’un

résidu quelconque puis d’un autre résidu d’alanine (A-X-A). La région C adopte une
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conformation en feuillet B qui permet sa reconnaissance par la signal peptidase. Le clivage
du peptide signal s’effectue pendant ou aprés la translocation a travers la membrane par une
signal peptidase de type I situé du coté externe de la membrane (van Roosmalen et al.,

2004).

9.2.1.2 Sécrétion post-traductionnelle : chaperonne SecB

Le précurseur peut étre pris en charge pour la sécrétion par le systéme Sec pendant ou aprés
sa synthése. Lorsque le précurseur est complétement traduit dans le cytoplasme, une
chaperonne le maintient dans un état « déplié » propre a la sécrétion Sec. La seule
chaperonne dédi€e a la sécrétion Sec est SecB, qui peut lier plusieurs précurseurs, mais pas
tous. Sous forme active, SecB est constituée de quatre monomeéres de 16,6 kDa (Watanabe
et Blobel, 1989). Le tétramére de SecB lie le précurseur dans sa portion mature dés sa sortie

du ribosome.

Li¢ a SecB, le précurseur conserve sa forme dépliée compétente & la translocation Sec-
dépendante. Le complexe SecB — préprotéine est reconnu par SecA, qui lie le peptide signal
du précurseur ainsi que le feuillet B et ’hélice a située & I’extrémité C-terminale de SecB

(Randall et al., 2004). L’activité de SecB est détaillée a la section des chaperonnes.

9.2.1.3 SecA

Le complexe formé entre le précurseur et la chaperonne SecB se lie & SecA, le « moteur »
de sécrétion du systéme Sec. Grace a sa fonction ATPasique, cette protéine de 102 kDa
permet la translocation du précurseur 4 travers le pore formé par SecYEG. SecA fonctionne
sous la forme d’un homodimére dont chaque monomére contient deux sites de liaison aux
nucléotides (NBS, nucleotide-binding site). NBS-1 permet la fixation de I’ ATP, alors que
NBS-2 est un domaine de régulation de I’hydrolyse de I’ATP par NBS-1 (Mitchell et
Oliver, 1993). SecA lie le complexe SecB - préprotéine a son extrémité C-terminale et
interagit directement avec le peptide signal du précurseur via un site adjacent 8 NBS-1. La
liaison d’une molécule d’ATP par SecA modifie sa structure tridimensionnelle qui pénétre
alors partiellement dans la membrane en entrainant une portion du précurseur dans le

complexe SecYEG, ce qui permet d’enclencher le processus de translocation tout en
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relachant SecB dans le cytoplasme (Fekkes et al., 1997). En hydrolysant I’ATP, SecA
reprend sa conformation initiale et ressort de la membrane, sans entrainer la portion du
précurseur qu’elle y avait précédemment inséré. La force proton-motrice intervient alors en
empéchant le précurseur de retourner dans le cytoplasme (Schiebel er al., 1991; Driessen,
1992). Si la force proton-motrice est absente ou inversée, le précurseur retourne vers le
cytoplasme. SecA lie & nouveau le précurseur et le cycle recommence jusqu’a ce que le
précurseur ait traversé le pore de sécrétion. A chaque cycle, un segment de 2 a 2,5 kDa est

engagé dans le pore de sécrétion (van der Wolk ef al., 1997).

9.2.1.4 SecYEG

Le complexe de translocation SecYEG est hautement conservé chez les eucaryotes,
eubactéries et archées (Veenendaal ef al., 2004). La plus grosse sous-unité est SecY. Cette
protéine trés hydrophobe de 48 kDa posséde 10 domaines transmembranaires avec ses
extrémités C- et N-terminales orientées du coté cytoplasmique (Akiyama et Ito, 1987).
SecY, avec ses cinquiéme et sixiéme domaines cytoplasmiques, interagit avec SecA pour
permettre son insertion dans la membrane (Matsumoto et al., 1997; Matsumoto et al.,
2000). Cette insertion entraine le précurseur dans le complexe SecYEG. A ce moment, le
peptide signal est suffisamment engagé dans le pore pour que la signal peptidase

reconnaisse le site de clivage du peptide signal (Schiebel et al., 1991)

SecE est une petite protéine présentant 3 domaines transmembranaires chez E. coli.
Cependant, chez la plupart des autres bactéries, elle ne conserve que le deuxiéme domaine
cytoplasmique et le troisiéme domaine transmembranaire de SecE de E. coli (Murphy et
Beckwith, 1994). Son association avec SecY protege cette derni¢re de la protéase FisH,
impliquée dans la dégradation des complexes protéiques membranaires non assemblés

(Schatz et al., 1991).

La protéine SecG est constituée de deux domaines transmembranaires reliés par une boucle
cytoplasmique faiblement hydrophobe. Cette protéine n’est pas essentielle 4 la translocation
par le systéme de sécrétion Sec. Sa fonction exacte n’a pas encore été déterminée. Il a été

proposé que SecG stimulerait la sécrétion a basse température (Nishiyama e al., 1994), ce
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qui a été démenti par la suite (Bost et Belin, 1995; Flower, 2001). D’autres études suggerent
que SecG coopere avec SecA pour faciliter le déplacement du précurseur a travers la

translocase SecYEG (Matsumoto ef al., 1998).

9.2.1.5 SecD, SecF et YajC

Les fonctions des trois protéines codées par I’opéron secD, soit SecD, SecF et YajC, restent
a déterminer. Dans un mutant ASecD et/ou ASecF, la sécrétion des protéines Sec-
dépendantes est diminuée sans étre abolie (Pogliano et Beckwith, 1994). D’autre part, le
mutant ASecDFYajC ne parvient pas a maintenir sa force proton-motrice (Arkowitz et
Wickner, 1994). Puisque les étapes tardives de la translocation Sec-dépendante sont
tributaires de la force proton-motrice, la baisse de la sécrétion du mutant ASecDF YajC est
attribuable au manque de force proton-motrice plutdt qu’a 1’absence de composantes
essentielles de la translocase. Les boucles de SecD et SecF du coté externe de la membrane
pourraient possiblement former une cavité comme la protéine AcrB appartenant a la méme
superfamille (Murakami ef al., 2002). Ce type de structure pourrait servir de havre pour le
repliement des protéines, avec un largage contrdlé (Matsuyama ef al., 1993). Finalement, il
a été suggéré que le complexe SecDFYajC stimule la pénétration partielle de SecA dans la

membrane (Duong et Wickner, 1997) et inhibe sa sortie (Economou et al., 1995).

9.2.2 Sécrétion co-traductionnelle

Mise en évidence tout d’abord chez les eucaryotes (Lutcke, 1995), la sécrétion par
I’entremise d’un complexe ribonucléoprotéique nommé SRP (Signal Recognition Particule)
a ensuite été identifiée chez les procaryotes. Ce type de sécrétion se déroule en trois étapes.
Premiérement, lorsque le peptide signal du précurseur émerge du ribosome, SRP lie le
peptide signal et arréte la traduction. Ensuite, ce complexe SRP-peptide-ribosome est dirigé
jusqu’au récepteur de SRP a la membrane. Le complexe est reconnu par le récepteur et SRP
est relachée du ribosome et du peptide signal. Finalement, le ribosome se lie a la translocase
Sec et la traduction peut reprendre pour achever la synthése du précurseur qui est
simultanément sécrété (Fekkes et Driessen, 1999). Ce processus a été nommé sécrétion co-

traductionnelle.
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Chez E. coli, les protéines Fth (Fifty-four homolog) et FtsY ainsi que I’ARN 4.5S forment
une version simplifiée de la voie SRP eucaryote (Romisch er al., 1989; Gill et Salmond,
1990; Poritz ef al., 1990). Un systéme de sécrétion SRP simplifié a aussi été décelé chez S.
lividans, formé des protéines Ffh, FtsY et d’un ARN de 82 nucléotides (Palacin et al,
2003).

La protéine Ffh est constituée de 3 domaines. Le domaine N est situé a I’extrémité N-
terminale, le domaine G posséde une activité GTPase et le domaine M est riche en résidus
de méthionine. Son homologue eucaryote SRP54 (54 kDa) est la sous-unité de la SRP qui
interagit avec le peptide signal du précurseur (Kurzchalia et al., 1986; Huang et al., 2002).
Le domaine M permet de lier le ribosome et le domaine G permet la libération de la SRP
lors de la liaison du complexe avec la translocase Sec (Romisch er al., 1990; Zopf et al.,

1993).

FtsY est le récepteur du complexe SRP-peptide-ribosome (Luirink et al., 1994; Powers et
Walter, 1997). Elle s’associe a la membrane par liaison a SecY de la translocase Sec et par
des interactions avec les lipides (Angelini ef al., 2006). FtsY contient un domaine de liaison
du GTP et posséde une activité GTPasique. La liaison du GTP et son hydrolyse sont deux

événements qui conditionnent I’interaction avec la SRP (Kusters et al., 1995).

La sécrétion par la voie SRP procaryote est représentée a la figure 3. Lorsque le peptide
signal sort du ribosome, la SRP s’y lie grace au domaine M de Ffh, bloquant la traduction.
Ce complexe est dirigé au récepteur FtsY, plus ou moins lié & la membrane. L’interaction
entre la SRP et son récepteur catalyse 1’hydrolyse du GTP par Ffh et FtsY. Ceci permet le
transfert du peptide signal a la translocase Sec et la libération de la SRP. La traduction peut
alors se poursuivre et la chaine du précurseur traverse la translocase durant son élongation
(Fekkes et Driessen, 1999). Le systéme de sécrétion Sec et SRP utilisent la méme
translocase, a I’exception de la protéine SecG qui n’est pas présente dans la voie SRP (Koch

et Muller, 2000).
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Figure 3 : Schéma du systéme de sécrétion SRP chez les procaryotes.

9.2.3 Systéme de sécrétion Tat

Contrairement au systéme Sec, le systéme de sécrétion Tat a comme caractéristique de
sécréter a travers les membranes des protéines sous leur forme repliée. Des homologues des
génes qui codent pour les protéines de ce systéme ont été retrouvés chez les archées, les
bactéries, les chloroplastes et les mitochondries des plantes (Yen et al., 2002). Chez les
bactéries, le systéme de sécrétion Tat permet la sécrétion d’enzymes redox contenant un co-
facteur, de certaines protéines membranaires, de protéines devant former un complexe avant
la sécrétion et de protéines dont le repliement dans le cytoplasme est incompatible avec la
sécrétion par le systéme Sec (Lee ef al., 2006). Contrairement au systéme de sécrétion Sec,

le systéme Tat n’est pas essentiel & la survie des bactéries (Schaerlaekens et al., 2001).

Les protéines destinées a la sécrétion par le systéme Tat sont synthétisées sous la forme

d’un précurseur possédant un peptide signal a son extrémité N-terminale. Ce peptide signal
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est similaire au peptide signal Sec au niveau de sa structure, mais posséde des propriétés

différentes permettant la discrimination entre les deux systémes de sécrétion.

Chez E. coli, la translocase Tat est constituée de 3 protéines, TatA, TatB et TatC. La
séquence exacte des événements menant & la sécrétion et le role de chacune des protéines de
la translocase restent a déterminer. Plusieurs observations nous permettent de dresser un
portrait sommaire du mécanisme de translocation sans toutefois étre définitif. La figure 4

représente un modeéle possible du processus de sécrétion par le systeme Tat.
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Figure 4 : Schéma du systéme de sécrétion Tat. Le systtme de sécrétion est représenté

avec de multiples copies de TatA et une seule copie de TatB et TatC pour simplifier.

9.2.3.1 Peptide signal Tat

Le peptide signal Tat est composé en moyenne de 38 résidus d’acides aminés,
comparativement & 24 pour le peptide signal Sec (Cristobal er al., 1999). Comme son
homologue Sec, le peptide signal Tat comporte trois régions, la région N en position N-

terminale, la région H centrale et la région C a I’extrémité C-terminale. A D’interface des
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régions N et H se trouve un motif consensus S/T-R-R-X-®-®-K, ot X est normalement un
résidu polaire et @ est un résidu d’acide aminé hydrophobe (généralement une
phénylalanine suivi d’une leucine). Le doublet de résidus d’arginine donne son nom au
systtme de sécrétion Tat, pour Twin-Arginine Translocation (Chaddock er al., 1995;

Sargent ef al., 1998). Le peptide signal Tat est représenté a la figure 5.

(S/T)-R-RX-F(L/L/M/V/W)-L(F/T/M/V/W)-K Site de clivage

. AXA
N \\ 7 H C \\_/
H,N +/- Région hydrophobe Proline en -6
; — | =
Peptide signal Protéine mature

Figure 5 : Schéma d’un peptide signal de type Tat.

9.2.3.1.1 Région N

La région N des peptides signaux Tat contient quelques résidus d’acides aminés chargés. La
charge nette positive de cette région est cependant moindre que celle de la région N du
peptide signal Sec. Chez E. coli, la substitution d’un résidu d’arginine du doublet d’arginine
dans le motif consensus par un résidu de lysine retarde la sécrétion, alors que le
remplacement des résidus d’arginine par deux résidus de lysine abolit la sécrétion (Stanley
et al., 2000). Cependant, la protéine hétérologue colicine V (colV) fusionnée avec un
peptide signal dont les deux résidus d’arginine ont été remplacés par des résidus de lysine

est sécrétée malgré cette mutation (Ize ef al., 2002). Au moins deux protéines sont sécrétées

par le systtme de sécrétion Tat sans présenter le doublet d’arginine dans leur motif
consensus. La pré-pro-pénicilline amidase de E. coli posséde la séquence R-N-R et transite
par le systéme de sécrétion Tat grice a I’action combinée des régions N et H du peptide
signal qui compensent le changement de séquence par leur charge et hydrophobicité
respectives (Ignatova et al., 2002). De méme, une sous-unité de la réductase de tétrathionate

de Salmonella enterica (TtrB) posséde la séquence K-R de fagon naturelle tout en étant

sécrétée via le systeme Tat (Hinsley ef al., 2001). Le motif consensus du peptide signal

n’est donc pas le seul déterminant dans la sélection du systéme de sécrétion par la bactérie.
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9.2.3.1.2 Région H

La région H du peptide signal Tat est de longueur semblable a la région H des peptides
signaux Sec, mais elle est significativement moins hydrophobe. Cette faible hydrophobicité
s’explique par la présence plus fréquente de résidus de glycine et de thréonine et une
quantité moindre de résidus de leucine. L’hydrophobicité conférée par la région H permet
de discriminer entre le systéme de sécrétion Sec et Tat, indépendamment de la présence du
motif consensus. En augmentant I’hydrophobicité de la région H du peptide signal de la
protéine Tat-dépendante TorA de E. coli, Cristobal et ses collaborateurs ont démontré que la

protéine devenait Sec-dépendante (Cristobal et al., 1999).

9.2.3.1.3 Région C

La région C du peptide signal Tat contient significativement plus de résidus de lysine et
d’arginine que les peptides signaux Sec, deux acides aminés a chaine latérale basique
(Cristobal et al., 1999). La présence d’acides aminés chargés positivement a proximité du
site de clivage inhibe la sécrétion par le systéme Sec (von Heijne, 1986). La présence de ces
résidus dans les peptides signaux Tat constitue donc une méthode supplémentaire de
discrimination entre les systémes de sécrétion. La position -6 par rapport au site de clivage
est souvent occupée par un résidu de proline (Cristobal et al., 1999), qui permet de briser
I’hélice o. formée par la région H. Finalement, le site de clivage des peptides signaux Tat est
typiquement A-X-A, bien qu’il puisse étre muté sans engendrer de défaut de maturation de

la protéine (Li et al., 2006).

9.2.3.2 Prédictions bioinformatiques de protéines Tat-dépendantes
En recherchant le motif consensus a travers la séquence génomique d’un organisme, il est
possible de déterminer quels génes codent pour des protéines sécrétées par le systéme Tat.

A cet effet, deux programmes informatiques ont été créés pour automatiser la recherche.

Le premier programme développé pour entreprendre ce type d’étude est TatFind. Apres
avoir observé la présence d’un peptide signal Tat chez une grande quantité de protéines
sécrétées par I’archée halophile Halobacterium sp. NRC-1, Rose et ses collaborateurs ont

développé le programme TatFind (Rose ef al., 2002). Ce programme codé en Perl se base
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sur la position et la séquence du peptide signal et sur la position, la longueur et
I’hydrophobicité de la région H suivant le doublet d’arginines. Parmi les 84 génomes
bactériens analysés par ce programme, S. coelicolor A3(2) posséde le plus grand nombre de
protéines candidates & la sécrétion Tat avec 145 protéines, loin devant Halobacterium spp.
(68), E. coli (34) et Bacillus subtilis (7) (Dilks et al., 2003). En utilisant une version
modifiée de ce programme pour analyser le génome de S. coelicolor, une liste de 230 génes

codant probablement pour des protéines Tat a été générée (Schaerlaekens et al., 2004).

Un second programme nommé TatScan a été congu pour la prédiction des substrats Tat. Ce
programme codé en C++ recherche le motif consensus S/T-R-R-X-®-®-K dans les 70
premiers résidus d’acides aminés d’une séquence génomique codante en admettant un
maximum de 2 erreurs, a la premiére et la derniére position du motif consensus seulement.
Le génome de S. coelicolor A3(2) de souche M145 a d’abord été criblé par TatScan, puis
les résultats ont été triés par le programme SignalP pour éliminer les protéines présentant
leur séquence signal dans ou aprés un site de clivage par une signal peptidase. Cette liste
€purée présente 129 génes codant pour des protéines probablement sécrétées par le systéme

Tat (Li et al., 2005). Cette liste figure en annexe de ce document.

La premiére partie du travail de maitrise sera de confirmer par des expériences in vivo la

fiabilité des prédictions informatiques.

9.2.3.3 Translocase Tat

Les différents génes codant pour les constituants du systéme de sécrétion Tat sont regroupés
dans I’opéron tatABCD, a ’exception de tarE. Les protéines TatABCE possédent toutes au
moins un domaine transmembranaire alors que TatD est une désoxyribonucléase
cytoplasmique qui, pour le moment, ne semble pas jouer de role dans la sécrétion. Chez E.
coli, la translocase Tat est minimalement constituée des protéines TatA, TatB et TatC. TatE
présente des homologies de séquence avec TatA et peut s’y substituer (Sargent ef al., 1998).
Plusieurs bactéries a gram positif ne possédent que TatC en plus d’une protéine présentant
des caractéristiques de TatA et de TatB (Dilks et al., 2003). Cependant, S. lividans présente

une translocase formée de TatABC comme E. coli (Schaerlaekens et al., 2001).

27




9.2.3.3.1 TatC

TatC est la composante de la translocase Tat la plus conservée, particuliérement au niveau
de la séquence de ses 6 domaines transmembranaires (Bogsch et al., 1998). Plusieurs
résidus d’acides aminés présents dans les boucles cytoplasmiques sont importants ou
essentiels pour le fonctionnement de TatC et sont conservés a la fois chez les bactéries et les

chloroplastes. TatC est essentielle a la sécrétion par le systéme Tat.

Lors de la translocation par le systéme Tat, le peptide signal Tat de la préprotéine est
d’abord reconnu par TatC seul ou en combinaison avec TatB. TatC reconnait une courte
séquence autour des 2 arginines du motif consensus du peptide signal (Alami et al., 2003).
Cette reconnaissance s’effectue probablement a ’extrémité N-terminale et a la premicre
boucle cytoplasmique de TatC, qui contiennent les résidus d’acides aminés essentiels au

fonctionnement de la translocase Tat (Allen et al., 2002).

Chez B. subtilis, deux formes de TatC existent, soit TatCd et TatCy. Chaque forme permet
la reconnaissance et la sécrétion de substrats spécifiques et la fonction de I’un ne peut pas se
substituer & I’autre (Jongbloed et al., 2000). L’existence de ces paralogues substrat-
spécifiques pour cette protéine suggére que TatC permet la discrimination entre les

précurseurs pour la sécrétion Tat-dépendante.

9.2.3.3.2 TatB

TatB est une protéine possédant une courte extrémité N-terminale située du coté
extracytoplasmique, suivie d’un domaine transmembranaire, d’une courte région charniére,
d’une hélice a polaire qui longerait la face cytoplasmique de la membrane et finalement
d’une extrémité C-terminale cytoplasmique non structurée (De Leeuw et al., 2001). Les 70
résidus d’acides aminés C-terminaux ne sont pas nécessaires a la fonction de TatB.
Cependant, la sécrétion Tat-dépendante est inhibée lorsque TatB est tronqué dans I’hélice a
(Lee et al., 2002). Un mutant de E. coli doté d’une protéine TatB ne possédant pas de
domaine transmembranaire ne peut pas sécréter de protéines Tat-dépendantes, bien que la

protéine tronquée soit localisée a la membrane (De Leeuw et al., 2001). Cette observation

28



suggere que le rdle du domaine transmembranaire est plus important qu’un simple point

d’attache a la membrane.

TatB lie la région hydrophobe du peptide signal de la préprotéine ainsi que des portions
adjacentes de la partie mature, situées jusqu’a 20 résidus en aval du site de clivage du
peptide signal. La reconnaissance de la portion hydrophobe du peptide signal par TatB est

toutefois impossible sans la présence de TatC (Alami ef al., 2003).

Un mutant de E. coli AtatABCDE (Blaudeck et al., 2003) a été complémenté avec un
plasmide portant les génes fat4 et tatC. Ce mutant ne peut effectuer la translocation de la
protéine TorA, qui nécessite la présence de la protéine TatB pour étre sécrétée (Sargent ef
al, 1999). Suite a la mutagénése des génes fatAC portés par le plasmide de
complémentation, des mutants du géne fat4 pouvant compenser pour I’absence de TatB et
permettre la sécrétion de TorA ont été isolés. Ces génes tat4 mutants étaient tous le résultat
d’une mutation située dans les 6 premiers résidus d’acide aminé. Une substitution d’acide
aminé dans cette région de TatA qui lui donne une séquence similaire a la région N-
terminale de TatB permet de restaurer la sécrétion de TorA (Blaudeck et al., 2005). Ceci
suggere que la courte région N-terminale de TatB, bien que située du coté

extracytoplasmique de la membrane, joue un rdle essentiel pour une des fonctions de TatB.

9.2.3.3.3 TatA

TatA est 20 fois plus abondante que TatB et TatC, qui se trouvent dans un rapport 2 : 1 dans
la translocase (Sargent e al., 2001). TatA posséde une structure similaire 4 TatB avec un
domaine transmembranaire a son extrémité N-terminale, suivi d’une région charniére, d’une
hélice a et d’une queue C-terminale non structurée. Le domaine transmembranaire est
nécessaire a la sécrétion Tat-dépendante et aux interactions avec TatB (Barrett et Robinson,
2005). La région charniére et I’hélice a sont aussi importantes pour la fonction de TatA. La
majeure partie des variants non fonctionnels d’une banque de mutants de fat4 criblée par
Hicks et ses collaborateurs posséde une mutation dans ’une de ces deux régions (Hicks ef
al., 2005). Les 30 derniers résidus d’acides aminés formant la portion non structurée ne sont

pas essentiels a la fonction de TatA (Lee et al., 2002).
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Son abondance relative fait de TatA la candidate la plus probable pour former le pore de
translocation. Chez E. coli, un complexe formé par TatABC composé majoritairement de
TatA peut étre purifié (de Leeuw et al., 2002). En absence de TatBC, TatA forme des
complexes oligomériques de 100 a 650 kDa (De Leeuw ef al., 2001; de Leeuw et al., 2002;
Porcelli et al., 2002). Ces observations ont mené au développement du modele présenté a la
figure 4, ou des complexes de TatA de différentes tailles sont recrutés par le complexe
TatBC en fonction de la taille de la préprotéine a sécréter, qui se trouve déja sous forme
repliée. Ce phénomeéne d’adaptation permet de minimiser 1’espace non utilisé dans le pore
de translocation, limitant ainsi la fuite possible d’ions & travers le pore durant la sécrétion
(Mori et Cline, 2002). Le recrutement de TatA est dépendant de la présence de la
préprotéine et de la force proton-motrice (Alami et al., 2003). La fagon dont la force proton-

motrice intervient dans le processus de translocation Tat-dépendant reste a déterminer.

9.2.3.4 TatD

Les génes codant pour les sous-unités de la translocase Tat sont regroupés en un opéron
incluant un quatriéme géne, tatD, dont le produit est une désoxyribonucléase
cytoplasmique. La région du génome entre les génes tarC et tatD peut former une structure
en boucle pouvant réduire la transcription du géne tatD, ce qui suggere que TatD est moins
produite que les trois autres protéines codées par I’opéron. Chez E. coli, deux homologues
ayant respectivement 29% et 24% d’identité de séquence avec TatD sont produits par les
génes ycfH et yjjV. Un triple mutant AratD AycfH AyjjV ne présente pas de défaut de
sécrétion pour la réductase de TMAO (TorA) ni pour la sous-unité A de la réductase de
DMSO (DmsA), deux protéines Tat-dépendantes (Wexler et al., 2000). L’implication de la
protéine TatD dans la sécrétion par le systtme Tat, s’il en existe une, reste donc a

démontrer.
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9.2.3.5 TatE

La protéine TatE posséde un domaine transmembranaire et une région charniére de
longueur comparable a TatA et TatB. L’hélice a qui suit est plus courte que celle de TatB et
le reste de la chaine est non structuré. Cette ressemblance est facilement explicable
lorsqu’on considére le géne tarE, qui code pour une protéine ayant plus de 50% d’identité
avec le produit du géne fat4. Le géne tatE proviendrait possiblement d’une duplication de
gene cryptique a partir de far4 (Jack er al., 2001). La fonction de TatE est interchangeable
avec celle de TatA pour permettre la sécrétion Tat-dépendante. L’effet de la mutation
ATatE sur la sécrétion par le systéme Tat est toutefois trés faible, alors qu’un double mutant
ATatAE peut bloquer la sécrétion Tat-dépendante (Sargent ef al., 1998). Le géne tatE a été
trouvé jusqu’a maintenant dans le génome d’une seule bactérie a gram positif,

Corynebacterium glutamicum (Kikuchi et al., 2006).

9.3 Signal peptidases

Pendant ou peu aprés la sécrétion d’un précurseur par le systéme de sécrétion Sec ou Tat,
une signal peptidase sépare le peptide signal de la protéine mature par clivage. Le site de
reconnaissance des signal peptidases est situé a I’extrémité C-terminale du peptide signal.
Sa séquence est généralement A-X-A ou X est un résidu d’acide aminé quelconque. Ce site
est hautement conservé (Perlman et Halvorson, 1983; Fikes et al., 1990), bien que des
mutations peuvent éliminer le site de clivage des peptides signaux Tat sans créer de défaut

de maturation (Li e al., 2006).

Les signal peptidases procaryotes de type I prennent en charge la majorité des précurseurs.
Les signal peptidases des bactéries & gram positif possédent un domaine transmembranaire a
leur extrémité N-terminale servant de point d’ancrage et un domaine enzymatique du coté
C-terminal (Tjalsma ef al., 1997). Une seconde classe de signal peptidase de type I posséde
deux domaines transmembranaires. Ces enzymes sont retrouvées exclusivement chez les
bactéries a gram négatif. Des programmes informatiques comme SignalP et TatP permettent
de reconnaitre les séquences codant pour un peptide signal a travers un génome complet et
peuvent prédire les sites de clivage de ces peptides signaux (Nielsen ef al., 1997; Bendtsen

et al., 2005).
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9.3.1 Signal peptidases des bactéries a gram positif

La plupart des organismes possédent une seule signal peptidase de type I, comme E. coli
(Zwizinski et Wickner, 1980). Le nombre de signal peptidases varie pour certains
microorganismes, jusqu’a l’exceptionnel B. subtilis avec 7 signal peptidases, dont 5

chromosomiques (Tjalsma et al., 1998) et 2 d’origine plasmidique (Meijer ef al., 1995).

La présence de multiple signal peptidases dans un méme organisme reste un mystere. Chez
B. subtilis, il a été démontré que la vitesse de translocation des précurseurs excéde celle du
clivage du peptide signal (van Dijl et al., 1992). Une plus grande disponibilité¢ des signal

peptidases via leur plus grand nombre pourrait conférer un avantage compétitif a la bactérie.

Quatre génes contigus du génome de S. /ividans codent pour des signal peptidases de type I.
Les génes sipW, spiX et sipY forment un opéron alors que sipZ est le premier géne de
I’opéron adjacent, qui contient 3 autres génes sans incidence sur les peptides signaux (Parro
et al., 1999). En exprimant les quatre génes indépendamment chez un mutant de E. coli
exempt de signal peptidase, les mutants produisant SipW ou SipX sont trés peu actifs, tandis
que ceux produisant SipY ou SipZ clivent efficacement le peptide signal de la chitosanase
utilisée comme protéine témoin (Geukens ef al., 2001). Un mutant de S. lividans pour
chacun des génes sip a été créé pour déterminer ’importance relative de chaque enzyme.
Seul le mutant AsipY présente des défauts de sécrétion, suggérant un réle majeur de SipY
dans la sécrétion des protéines (Palacin er al, 2002). Une analyse comparative de
sécrétomes suggére cependant que SipW, SpiX ou SipZ peuvent partiellement compenser

pour la perte de SipY (Escutia ef al., 2006).

9.4 Principales chaperonnes impliquées dans la sécrétion des protéines

Les chaperonnes moléculaires forment un groupe de protéines aux fonctions multiples. Les
chaperonnes interagissent avec des protéines ou leur précurseur pour les aider a atteindre
leur conformation finale (Lund, 1995). Elles peuvent favoriser le repliement de certaines
chaines polypeptidiques afin qu’elles adoptent leur conformation tridimensionnelle finale.
Au contraire, elles peuvent empécher le repliement d’une chaine polypeptidique afin qu’elle

conserve sa forme compétente 4 la translocation Sec-dépendante, ou encore pour prévenir
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certains repliements hatifs incompatibles avec la structure de la protéine mature. Les
protéines chaperonnes peuvent prévenir I’agrégation et la dégradation de protéines mal
repliées en corrigeant le repliement & la faveur de la forme active de la protéine. Elles
entrent dans la réponse cellulaire 4 certains stress, notamment thermique, oxydatif et salin,
ainsi qu’a la présence de certains éléments potentiellement létaux comme des antibiotiques
ou des rayons ultraviolets. Finalement, les protéines chaperonnes jouent aussi un role dans
I’assemblage de certains complexes multiprotéiques (Fink, 1999; Ben-Zvi et Goloubinoff,
2001).

9.4.1 SecB

La protéine chaperonne SecB est la seule protéine chaperonne dédiée au systéme de
sécrétion Sec. Elle permet de maintenir certains précurseurs comme OmpA, TolB et MalE
de E. coli dans une conformation dépliée compétente a la sécrétion Sec lors de la sécrétion

post-traductionnelle (Watanabe er al., 1988; Baars et al., 2006).

Chez E. coli, SecB peut interagir avec de courtes chaines protéiques destinées a la sécrétion
ou a localisation cytoplasmique, durant ou suite a leur traduction (Ullers ef al., 2004). SecB
lie certains peptides signaux de protéines sécrétées par le systéme Sec avec une forte
affinité, par exemple MalE. D’autres peptides signaux Sec comme celui de OmpF n’ont
qu’une faible affinité pour SecB. Des peptides signaux Tat comme celui de la phosphatase
alcaline possédent une affinité pour SecB, alors que d’autres, incluant celui de la
lipoprotéine de la membrane externe (OML, Quter Membrane Lipoprotein) de E. coli, n’ont
pas d’affinité pour SecB (Knoblauch et al., 1999). Ces résultats démontrent que la sélection

des substrats par SecB n’est pas fonction des différences entre les peptides signaux.

SecB interagirait plut6t avec la portion mature du précurseur (Randall ef al., 1990), durant
ou aprés la traduction (Kumamoto et Francetic, 1993; Randall ef al., 1997). Aucun motif
exact de liaison n’a été identifi¢ (Kim et Kendall, 1998). Plusieurs études suggérent que
SecB lie les précurseurs dans leur portion mature 4 de multiples sites avec une faible
affinité, mais que I’ensemble de ces liaisons résulte en une interaction assez forte (Topping

et Randall, 1994; Khisty et al., 1995). Les caractéristiques des sites de liaison possibles
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entre SecB et son substrat ont été définies. Ces sites contiennent au moins 3 résidus d’acides
aminés basiques ou aromatiques. La présence de chaque résidu d’acide aminé a chaine
latérale acide doit étre compensée par un autre résidu basique. S’il n’y a pas de résidus
aromatiques, il doit y avoir au moins 4 charges positives nettes présentes. Finalement, la
position des résidus chargés et aromatiques n’a pas d’importance. Notons que 2 résidus
aromatiques cOte & cOte ne contribuent pas plus a I’affinité avec SecB qu’un résidu
aromatique seul a la méme position. Des motifs répondant a ces caractéristiques sont
retrouvés a tous les 20 a 30 résidus d’acides aminés de la séquence des substrats Sec connus

de E. coli (Knoblauch et al., 1999).

De tels motifs ont aussi été retrouvés chez des protéines du cytosol, indiquant que SecB ne
peut discriminer les précurseurs devant étre sécrétés des protéines cytoplasmiques sur la
base de I’interaction seulement. Il a été proposé que la vitesse de repliement du précurseur
régit sa possibilité d’association avec SecB (Hardy et Randall, 1991). Selon ce modéle, la
présence d’un peptide signal ralenti le repliement, favorisant la liaison avec SecB et la
sécrétion par le systéme Sec. Ce modéle est cependant remis en question puisque SecB peut

aussi lier des protéines repliées (Zahn et al., 1996).

Deux mutations dans le peptide signal de PhoA, une protéine Sec sans interaction avec
SecB, permettent de rendre PhoA dépendant de SecB pour sa sécrétion, bien que SecB
n’interagisse pas avec le peptide signal (Kim et al., 2000). Cette observation a mené a
I’hypothése que tous les précurseurs transitant par le systéme Sec sont capables de se lier a
SecB. La perte de SecB pour les protéines interagissant bien avec la translocase n’aurait
aucun effet. De tels précurseurs peuvent interagir avec la translocase seuls ou avec d’autres
chaperonnes. Ce modéle permet aussi de penser que certaines protéines classées

indépendantes de SecB pourraient quand méme s’y lier selon certaines conditions.

Kumamoto et Beckwith ont démontré qu’un mutant de E. coli ou le géne secB est éliminé
n’est viable que sur milieu minimal et non-viable sur milieu riche (Kumamoto et Beckwith,
1985). Des études subséquentes ont proposé qu’une surproduction de 6>, le facteur de

transcription de la réponse au choc thermique, puisse rétablir la croissance en milieu riche
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sans que DnakK, GroEL ni GroES ne soient impliquées (Altman ef al., 1991). Cependant,
I’incapacité du mutant & croitre en milieu riche s’expliquerait par la perte d’expression du
géne gpsA par le mutant ASecB. Ce géne code pour une sn-glycérol-3-phosphate
déshydrogénase impliquée dans la synthése des phospholipides. La région codante de ce
géne commence dans le codon de terminaison de secB. La délétion du géne secB entraine
donc I’inactivation de gps4, ce qui cause le phénotype de croissance interrompue sur milieu
riche (Shimizu ef al., 1997). La protéine SecB n’est pas essentielle a la survie des bactéries

(Baars et al., 2006).

Aucun homologue de cette protéine n’a été retrouvé chez une bactérie 4 gram positif,
malgré la présence d’un systéme de sécrétion Sec fonctionnel (Fekkes et Driessen, 1999).
Dans le cadre de cette étude, une partie des expériences visait & mettre en évidence une

chaperonne homologue a SecB dans le systéme de sécrétion Sec chez S, lividans.

9.4.2 Protéines de choc thermique (HSP)

En réponse a une élévation subite de la température, les bactéries surproduisent des
protéines (Heat Shock Protein, HSP) dont certaines agissent comme chaperonnes. Les HSP
sont classées selon leur poids moléculaire. Elles sont impliquées dans le repliement de
protéines nouvellement synthétisées ou dénaturées. Certaines HSP possédent une activité
protéolytique. Elles peuvent aussi entrer dans 1’assemblage et le transport de certaines

protéines (Georgopoulos et Welch, 1993).

9.4.2.1 HSP60 et HSP10

La HSP60 GroEL et la HSP10 GroES sont parmi les protéines les plus abondantes dans le
cytoplasme de E. coli en conditions normales de culture. GroEL est un oligomére de 14
sous-unités d’un poids moléculaire d’environ 57 kDa. GroES contient de 6 & 8 sous-unités
d’un poids moléculaire d’environ 10 kDa chacun (Walter, 2002). Codées par I’opéron grokE,

ces deux protéines sont essentielles a la croissance de E. coli (Fayet ef al., 1989).

Des études in vivo démontrent que GroEL parvient & former un complexe stable avec des

précurseurs sécrétés par le systéme Sec (Lecker er al., 1989) et en stimule la sécrétion
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(Kusukawa er al, 1989). La chaperonne parvient aussi & se lier & la membrane
cytoplasmique de E. coli, ainsi qu’a la protéine SecA associée a la membrane (Bochkareva
et al., 1998). La B-galactosidase, une protéine cytoplasmique, fusionnée a un peptide signal
Sec, peut étre sécrétée lorsque GroEL est surexprimé (Phillips et Silhavy, 1990). Le
complexe GroEL/GroES permet de désassembler et de diriger des agrégats formés de la
protéine virale VP1 vers la machinerie de dégradation cellulaire (Wrobel et al., 2000). Ces
observations démontrent que les protéines GroEL et GroES agissent comme des

chaperonnes générales sur un ensemble de protéines.

Le mécanisme par lequel ces deux chaperonnes assistent au repliement de certains
précurseurs tient de leur structure tridimensionnelle. GroEL forme une structure cylindrique
d’un diamétre de 137 A sur 146 A de hauteur (Braig er al., 1994). Ses 14 sous-unités
s’assemblent pour former deux anneaux empilés 1’un sur I’autre. Chaque anneau comprend
une cavité d’environ 45 A de diamétre qui permet de ségréguer un substrat du cytoplasme.
La structure cylindrique peut étre divisée en 3 régions. Le domaine équatorial est constitué
principalement d’hélices a qui servent de fondations & I’oligomére et forment des sites de
liaison de ’ATP. Le domaine intermédiaire sert de charniére moléculaire pour faire la
liaison entre les domaines équatorial et apical. Finalement, le domaine apical, situé a
I’ouverture de chaque cavité, contient des sites de liaison aux substrats et & GroES (Buckle

et al., 1997, Chen et Sigler, 1999).

GroES forme une structure en forme de déme d’un diamétre de 75 A constitué presque
exclusivement de feuillets B (Hunt ef al., 1996). Ce dome se lie au domaine apical de
GroEL pour chapeauter sa cavité. Cette liaison nécessite la présence d’ATP ou d’ADP aux

sites de liaison du domaine équatorial de GroEL (Jackson et al., 1993).

GroEL lie donc un polypeptide dans une de ses cavités, le protégeant de 1’agrégation avec
les autres protéines cytoplasmiques. Des molécules d’ATP sont liées, puis GroES se lie sur
GroEL et ferme la cavité, ou le polypeptide peut assumer une conformation repliée ou

dépliée. Aprés ’hydrolyse de I’ATP, GroES se retire et le polypeptide sort de la cavité de
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GroEL dans une conformation compétente a la translocation ou préte 4 effectuer sa fonction

(Walter, 2002).

9.4.2.2 HSP70 et HSP40

Les chaperonnes d’environ 70 kDa forment le groupe principal des protéines de choc
thermique, les HSP70. Leur expression est a la fois constitutive et inductible suite a un
stress cellulaire (Nicoll et al., 2006). Parmi celles-ci, la protéine de E. coli DnaK est la
chaperonne la plus étudiée. Elle posséde une faible activité ATPasique modulable par Dnal
et GrpE. Lorsque DnaK est liée 4 une molécule d’ATP, elle présente une faible affinité pour
son substrat. L’hydrolyse de I’ATP en ADP permet une haute affinité de liaison avec des

protéines (Mayer et al., 2000).

Les HSP40 possedent un domaine J d’environ 70 acides aminés qui est nécessaire pour les
interactions avec les HSP70. Chez E. coli, la HSP40 Dnal posséde un domaine J de 73
résidus d’acides aminés a son extrémité N-terminale (Bardwell et al., 1986). Les HSP40
sont importantes comme co-chaperonnes lors du recrutement d’une HSP70 pour accélérer
’hydrolyse de I’ATP, normalement trés faible pour une HSP70 seule (Kelley, 1998).
D’autres HSP40, comme GrpE et Hip chez E. coli, facilitent ou empéchent le largage du
substrat par HSP70 (Liberek er al., 1991; Hohfeld et al., 1995).

Deux études récentes ont démontré 1’implication de la chaperonne DnaK dans la sécrétion
par le systéme Tat chez E. coli. Une mutation éliminant DnaK abolit la sécrétion de la
protéine Tat-dépendante CueO, mais pas de DmsA, YcdB ni HiPIP. Comme le HiPIP
sauvage, le HiPIP fusionné au peptide signal de CueO est sécrété sans la présence de DnakK.
Ceci indique que le peptide signal de CueO n’est pas en cause dans la sécrétion de CueO,
mais que le domaine mature de la protéine crée la dépendance 4 DnaK (Graubner ef al.,
2007). En créant une substitution du doublet d’arginine par un doublet de lysine dans un
peptide signal Tat fusionné a la GFP, Pérez-Rodriguez et ses collaborateurs ont démontré
que la stabilité conférée par la liaison avec DnaK n’était pas due a la présence du motif

consensus dans le peptide signal (Perez-Rodriguez ef al., 2007). Il semble donc que DnaK
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joue le role de chaperonne générale du systéme de sécrétion Tat, mais que son activité soit

restreinte 4 un sous-ensemble de précurseurs en fonction de leur portion mature.

Chez E. coli, I’élimination de DnaK, DnalJ et GrpE n’affecte pas la sécrétion des protéines
SecB-dépendantes. Cependant, dans une souche sans SecB, une surproduction de ces
chaperonnes compense pour la mutation (Wild er al., 1993), ce qui suggére une possible

implication de ces chaperonnes dans la sécrétion par le systéme Sec.

9.4.2.3 HSP100

Les HSP100 sont des enzymes qui catalysent directement des changements structuraux sur
leurs substrats via une activité ATPasique. Ce sont des « dépliases » qui agissent sur des
complexes protéiques repliés et assemblés, ainsi que sur des protéines agrégées ou

incorrectement repliées (Burton et Baker, 2005).

La premiére HSP100 a étre identifiée est la Clp (Caseinolytic Protease) de E. coli, une
protéase a deux composantes, ClpA et ClpP, qui dégrade la caséine (Katayama-Fujimura et
al., 1987). En se basant sur cette protéine, un mécanisme de fonctionnement a été suggéré,
bien que certains points restent obscurs. Le processus de dégradation est enclenché lorsque
ClpA lie une protéine par une courte séquence peptidique située a une extrémité du substrat
(Kenniston ef al., 2004). Par un mécanisme encore inconnu nécessitant plusieurs cycles
d’hydrolyse d’ATP, la protéine est dénaturée. Le substrat est alors dirigé a ClpP, la seconde
composante de I’enzyme possédant une activité de peptidase, pour la dégradation (Burton et

Baker, 2005).

La fonction de ClpA serait similaire & celle de DnaK. Tout comme DnaK et Dnal, CipA
permet d’activer RepA, une protéine impliquée dans la réplication du plasmide P1 de E.
coli. ClpA protége aussi la luciférase d’une inactivation par la chaleur de fagon ATP-

dépendante, une fonction partagée par DnaK (Wickner et al., 1994).

Les protéines non repliées sont sensibles aux protéases, alors que les formes correctement

repliées sont résistantes & la dégradation. A haute concentration, des protéines non repliées
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peuvent former des agrégats qui sont résistants a la protéolyse. La protéine ClpB
désassemble ces agrégats pour rendre les protéines mal repliées disponibles pour la
dégradation. Cependant, CIpB ne s’associe pas a la peptidase ClpP comme le fait ClpA
(Schirmer et al., 1996). L’activité de cette HSP100 est donc un simple remodelage
protéique, qui permet subséquemment un réassemblage ou une protéolyse. Ce remodelage
fonctionne avec la machinerie DnaK pour dégrader des protéines de haut poids moléculaire

dénaturées par la chaleur (Mogk et al., 1999).

Bien qu’aucune démonstration de I’implication de ces chaperonnes dans la sécrétion n’ait
été faite jusqu’a maintenant, leur interaction avec la machinerie DnaK et leur fonction de

« dépliase » sont compatibles avec des étapes de la sécrétion de précurseurs.

9.4.3 Catalyseurs du repliement

Les chaperonnes favorisent le repliement et I’assemblage des précurseurs en protéines
matures sans former ou briser de liens covalents (Georgopoulos, 1992). Deux classes
d’enzymes sont des catalyseurs du repliement qui permettent des changements covalents
nécessaires pour le repliement efficace de certains précurseurs. Les peptidyl disulfide
isomérases et les peptidyl prolyl cis/trans isomérases sont des enzymes qui catalysent de
tels repliements sans briser ou former de nouveaux liens covalents, avec une faible

spécificité de substrat, a I’image des chaperonnes.

9.4.3.1 Peptidyl disulfide isomérases

Les ponts disulfures se formant entre les groupements sulfhydryles de la chaine latérale des
résidus de cystéine sont importants pour le repliement correct de plusieurs protéines. Un
agent oxydant est nécessaire a la formation de ces ponts (Noiva, 1994). La protéine
périplasmique DsbA de E. coli permet la formation de ponts disulfures grice a son action
oxydante. Un mutant ADsbA de E. coli présente un niveau de sécrétion inférieur pour

plusieurs protéines, incluant OmpA et la phosphatase alcaline (Bardwell ef al., 1991).
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9.4.3.2 Peptidyl prolyl cis/trans isomérases

La nature du groupement aminé cyclique secondaire de la proline permet I’adoption d’une
conformation cis ou frans. Généralement, une seule conformation permet le repliement
correct de la protéine, bien que certaines protéines présentent une hétérogénéité de la
conformation d’un ou de quelques liens peptidyl-prolyl (Andreotti, 2003). Les peptidyl
prolyl cis/trans isomérases catalysent I’isomérisation des liens peptidyl-prolyl pour
permettre le repliement efficace des protéines (Gothel et Marahiel, 1999). Le trigger factor
est une protéine d’environ 60 kDa (Crooke et Wickner, 1987) possédant un site
enzymatique peptidyl prolyl cis/trans isomérase ainsi qu’un site de liaison a la sous-unité
50S des ribosomes (Stoller ef al., 1995). Son site de liaison a la sous-unité ribosomale 50S

lui permet d’interagir avec les polypeptides a leur sortie du ribosome.

Chez E. coli, 1a délétion du géne tig codant pour le trigger factor n’est pas létale (Guthrie et
Wickner, 1990). Cependant, I’élimination du trigger factor fait doubler la quantité de
polypeptides qui interagissent avec la chaperonne DnaK. Un double mutant n’exprimant pas
de trigger factor ni de DnaK n’est pas viable en conditions normales de culture (Teter ef al.,
1999). Ces observations indiquent des fonctions similaires sur un méme groupe de protéines

pour les deux chaperonnes.

Chez E. coli, le précurseur de OmpA, une protéine Sec-dépendante (Sugai et Wu, 1992),
forme un complexe stable et compétent pour la translocation avec SecB, GroEL ou le
trigger factor (Lecker et al., 1989). Des études sur les sites de liaisons des différentes
protéines chaperonnes SecB, DnaK, Dnal, GroEL, GroES et du trigger factor démontrent
que ces chaperonnes lient les précurseurs a des régions similaires disséminées tout le long
de leur séquence. Ces séquences sont composées de résidus d’acides aminés hydrophobes et
basiques, mais rarement de résidus acides (Rudiger er al, 1997; Patzelt et al., 2001;
Deuerling ef al., 2003). La complémentarité fonctionnelle et la similarité des sites de liaison
des chaperonnes GroEL, GroES, SecB, DnaK, Dnal et du frigger factor suggére une

compétition pour le méme ensemble de précurseurs (Ullers e al., 2007).

40



La maturation d’un précurseur en une protéine correctement repliée et localisée nécessite
donc I’intervention d’une ou de plusieurs chaperonnes. Les précurseurs Tat, déja repliés
dans le cytoplasme, nécessitent vraisemblablement la présence de chaperonnes pour leur
repliement, leur maintien dans une conformation propre a la translocation Tat et leur
signalisation jusqu’a la translocase Tat. Dans le cadre de cette maitrise, une partie des
expériences a consisté a mettre en évidence une chaperonne impliquée dans le systéme de

sécrétion Tat chez S. lividans.
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10. Matériels & méthodes
Chacun des milieux de culture, des solutions spéciales et des plasmides utilisés dans le

cadre de cette étude est détaillé en annexe.

10.1 Souches bactériennes

La souche bactérienne utilisée pour la découverte de protéines sécrétées par le systéme Tat
est Streptomyces lividans 10-164. Cette souche est un mutant de la souche sauvage 1326
dans laquelle le systéme de transport de la cellobiose et du xylobiose, les inducteurs de
I’expression des génes codant pour les cellulases et les xylanases, est aboli. S. lividans 10-
164 est donc un mutant cellulases et xylanases négatif (Hurtubise ef al., 1995). Son mutant
S. lividans 10-164 AtatC posséde une mutation au niveau du gene tatC qui inhibe la
translocation des précurseurs de protéines Tat & travers la membrane cytoplasmique par le

systéme de sécrétion Tat (Faury et al., 2004).

Les souches IAF906A2his et IAF916Chis utilisées pour la recherche de chaperonnes des
systtmes de sécrétion Sec et Tat sont des clones de S. [lividans 10-164 contenant
respectivement les plasmides pIAF906A2his et plAF916Chis. Chaque plasmide code pour
une xylanase modifiée contenant une étiquette de 6 histidines (his-fag) a son extrémité C-
terminale, soit la xylanase A2 (pIAF906A2his) ou la xylanase C (pIAF916Chis) (Voir

I’annexe E pour les cartes des plasmides).

10.2 Milieux de culture

Afin d’obtenir la plus grande diversité de protéines sécrétées possible, plusieurs milieux de
culture liquides contenant différentes sources de carbone ont été utilisés. Tous les milieux
sont préparés a partir du milieu minimum M14 a pH 7,4 auquel on ajoute du xylose, du
glucose, de la chitine ou un extrait de terre & une concentration finale de 1% (Page ef al.,

1996).
Les milieux avec chitine ont été préparés avec de la chitine colloidale, obtenue & partir de

chitine de grade de laboratoire (Practical Grade from Crab Shells, Sigma) selon la méthode

de Hsu et Lockwood (Hsu et Lockwood, 1975). Quarante grammes de chitine broyée sont
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dissous dans 400 mL de HCI 12N et incubés pendant 1h30. La chitine colloidale formée est
précipitée dans I’eau milli-Q, lavée jusqu’a pH 3 et lyophilisée. La chitine colloidale

lyophilisée est préte a I’usage.

La terre utilisée pour la préparation de ’extrait de terre a été prélevée dans un sous-bois sur
les rives du lac Saint-Louis dans les Laurentides. La location a été choisie pour sa diversité
d’essences d’arbres et I’odeur caractéristique révélant la présence abondante de
Streptomycetes. Les débris recouvrant une zone d’environ 1 m? ont été retirés et 4 L de terre
de surface (jusqu’a une profondeur d’environ 10 cm) ont été récupérés. L’extrait a été
préparé selon le protocole proposé par I’université du Texas. La terre est séchée puis 40 g
de terre sont suspendus dans un volume final de 100 mL d’eau milli-Q. La suspension est
stérilisée a D’autoclave, 1 heure 4 121°C. On incube cette suspension 24 heures a

température piece, puis elle est stérilisée  I’autoclave de nouveau.
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10.3 Récupération et concentration des protéines sécrétées

Les bactéries sont cultivées dans des erlenmeyers de 150 mL contenant 20 mL de milieu
pendant 48 heures a 34°C. La culture est alors centrifugée 10 minutes & 2500 rpm et le
surnageant est décanté. Les cellules sont lavées trois fois en les suspendant dans du milieu
de culture frais. Les cellules sont incubées dans du milieu frais pendant 24 heures a 34°C.
Les bactéries sont éliminées de la culture par centrifugation a 10000 rpm pendant 5 minutes
puis par filtration du surnageant sur un filtre de 0,45 pm. Les protéines contenues dans ce
filtrat sont précipitées avec de 1’acide trichloroacétique (TCA) a une concentration finale de
10%. Aprés une heure d’incubation sur glace, les protéines sont récupérées par
centrifugation a 10000 rpm pendant 30 minutes. Le culot est séché sur glace pendant une
heure, puis lavé 3 fois a I’acétone froide pour enlever le TCA. Chaque étape de lavage est
suivie d’une centrifugation de 30 minutes & 15000 rpm. Les protéines du culot sont
solubilisées dans un tampon de réhydratation. La quantité de protéines est déterminée par la
méthode de Bradford (Bradford, 1976).

10.4 Détermination de la concentration protéique par la méthode de Bradford

Le volume de I’échantillon est ajusté a 800 pL par de I’eau milli-Q. Deux cents microlitres
de réactif de Bradford (Bio-rad) sont ensuite ajoutés et la solution est incubée 15 minutes &
la température de la piece. Une courbe standard est établie a partir d’échantillons contenant
de 10 a 50 pg par mL de y-globuline. La densité optique (D.O.) de chaque échantillon est
lue & 595 nm (Pharmacia LKB Ultrospec III). La concentration en protéines de 1’échantillon
est déterminée en rapportant sa densité optique sur la courbe étalon en tenant compte du

facteur de dilution.
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10.5 Electrophorése bidimensionnelle

L’¢électrophorése bidimensionnelle (Two Dimensional Electrophoresis, 2-DE) permet de
séparer successivement les protéines d’un échantillon selon leur point isoélectrique et leur
poids moléculaire. La premiére dimension, nommée focalisation isoélectrique, est réalisée
par €lectrophorése dans un gel de polyacrylamide portant des ampholines qui permettent
d’établir un gradient linéaire de pH. Ce gel est fourni commercialement sous forme de
bandelettes pré-préparées. Puisque la charge nette des protéines varie selon le pH, les
protéines migreront dans le gel jusqu’a ce qu’elles atteignent leur point isoélectrique, soit le
pH auquel leur charge nette est nulle. La deuxiéme dimension procéde d’une électrophorése
en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) qui permet de séparer les protéines selon leur

poids moléculaire. Les protéines sont finalement localisées grace 4 une coloration a ’argent.

10.5.1 Etapes de la premiére dimension

L’échantillon de protéines a séparer est dilué dans un tampon de réhydratation/lyse pour
obtenir la quantité de protéine et le volume de solution recommandés par le manufacturier
des Immobiline™ DryStrip (GE Healthcare) selon le gradient de pH et la longueur des
bandelettes utilisées. Une quantité de 50 pg de protéines dans 250 puL de tampon par

bandelette est suffisante pour permettre une bonne résolution.

La solution contenant les protéines est alors déposée au fond d’un puit du support de
réhydratation (/mmobiline™ DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare) sur environ un
centimétre de moins que la longueur de la bandelette utilisée. On retire le plastique
protecteur de la bandelette portant le gel déshydraté & 1’aide d’une pince préalablement
lavée a I’éthanol 70% pour éliminer les risques de contamination de I’échantillon. La
bandelette est déposée sur la solution contenant les protéines, le gel faisant face a
I’échantillon, pour la réhydratation. L’ensemble est recouvert d’huile minérale (Sigma) pour
éviter I’évaporation. L’hydratation s’effectue toute la nuit, ou pour une durée de 10 a 20

heures.

Apres I’hydratation, la bandelette est retirée du support et 1’excés d’huile est éliminé par

buvardage du c6té plastifié¢ sur papier Kimwipe (Kimtech). On place la bandelette, le coté
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du gel vers le haut, dans le support général a bandelettes (Ettan IPGphor strip holder, GE
Healthcare). Des papiers semi-humides mesurant environ 15 mm sur 7 mm sont déposés a 5
mm de chaque extrémité de la bandelette. Les électrodes sont ensuite disposées sur ces
papiers. Ce montage est installé sur la plaque de I'IPGphor (GE Healthcare), rempli d’huile

minérale et recouvert du couvercle.

La focalisation isoélectrique des bandelettes de 7 cm se fait selon le programme suivant :

500V 30 minutes 250 Vhr
1000 V 30 minutes 500 Vhr
2000V 1 heure 2000 Vhr
3000V 1 heure 3000 Vhr
4000 V Environ 50 minutes 3250 Vhr
Total Environ 4 heures 9000 Vhr

La focalisation isoélectrique des bandelettes de 13 cm se fait selon le programme suivant :

500V 30 minutes 250 Vhr
1000 V 45 minutes 750 Vhr
2000V 1 heure 2000 Vhr
3000 V 1 heure 3000 Vhr
4000 V 1 heure 4000 Vhr
5000 V 1 heure 5000 Vhr
6000V 45 minutes 4500 Vhr
Total 6 heures 19500 Vhr
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10.5.2 Etapes de la deuxiéme dimension

Une fois la focalisation isoélectrique terminée, on élimine I’excés huile de la bandelette par
buvardage du c6té plastifié sur un papier Kimwipe. Les protéines sont dénaturées et leurs
ponts disulfures sont réduits en baignant la bandelette 15 minutes avec agitation dans la
solution d’équilibration A (DTT 1% (GE Healthcare), 6 M urée, 2% SDS, 30% glycérol et
4,5 mM Tris pH 8,8).

La bandelette est ensuite incubée 15 minutes avec agitation dans la solution d’équilibration
B (2,5% iodoacétamide (Sigma), 6 M urée, 2% SDS, 30% glycérol et 4,5 mM Tris pH 8,8)

pour prévenir la reformation des ponts disulfures lors des étapes subséquentes.

Sur un gel de polyacrylamide de 12% contenant du SDS et de 1,5 mm d’épaisseur, on coule
1 mL d’une solution liquéfiée d’agarose 1%, bleu de bromophénol 0,005%. En maintenant
le coté plastifié de la bandelette collé sur la vitre, on la fait glisser dans I’agarose. On forme
ensuite un puit dans ’agarose de chaque c6té de la bandelette en insérant un peigne (Bio-
Rad 165-1873 Protean II xi Comb) modifié¢ comportant une seule dent & chaque extrémité.
Une fois que I’agarose est gélifié, le peigne est retiré. Le gel est fixé a son support (Bio-Rad
165-1806 Protean II xi central cooling core) et déposé dans la cuve a électrophorése (Bio-
Rad 165-1807 Protean II xi buffer tank). Avec 2,5 L de tampon Tris-glycine 1X pH 8,3, on
rempli le réservoir supérieur, puis le réservoir inférieur avec I’excédant de tampon. Les
deux puits sont chargés avec 10 uL d’une solution de marqueur de poids moléculaire Broad
Range (BioRad) diluée 1 : 20 dans du tampon Laemmli 1X. On procéde a I’électrophorése a
30 V pour 30 minutes, puis 75 V jusqu’a la sortie du front de migration repéré par le bleu de

bromophénol (environ 18 heures).
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10.6 Coloration a ’argent

La coloration a I’argent offre plusieurs avantages comparativement a celle au bleu de
Coomassie. Entre autres, il suffit d’environ une heure pour colorer un gel de polyacrylamide
a I’argent, alors qu’il faut compter plusieurs heures (8 et plus) pour les étapes de coloration
et décoloration nécessaires au bleu de Coomassie. Le seuil de détection est aussi beaucoup
plus bas ; alors que le bleu de Coomassie permet de détecter de 50 a 100 ng de protéines,
I’argent permet de visualiser des protéines présentes entre 1 et 10 ng seulement. Le
protocole de coloration a I’argent a été optimisé a partir du protocole proposé par

Shevchenko (Shevchenko et al., 1996).

Apres I’électrophorese, le gel de polyacrylamide est fixé dans une solution éthanol 50%,
acide acétique 5% pendant 30 minutes avec agitation. Le gel est ensuite lavé 3 fois a I’eau
milli-Q durant 5 minutes pour éliminer 1’acide. On sensibilise le gel en le baignant 5
minutes dans une solution de sodium thiosulfate 0,02% avec agitation, suivi de 2 ringages
de 5 minutes a I’eau milli-Q . Le gel est alors incubé dans une solution de nitrate d’argent
0,1% durant 20 minutes avec agitation, a I’abri de la lumiére. Aprés I’incubation, la solution
de nitrate d’argent est éliminée et le gel est rincé a 1’eau milli-Q durant une minute, puis
développé dans une solution de formaldéhyde 0,04% et de carbonate de sodium 2% avec
une forte agitation. On renouvelle le développeur lorsqu’il devient jaunitre. Une fois qu’on
atteint I’intensité de coloration voulue, on élimine le développeur, on rince briévement a
I’eau milli-Q puis on arréte le développement en immergeant le gel dans une solution
d’acide acétique 5% pendant 5 minutes avec agitation. Le gel peut ensuite étre conservé

dans une solution de stockage (éthanol 30% et glycérol 4%) a 4°C a I’abri de la lumiére.
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10.7 Electrophorése bidimensionnelle différentielle 4 fluorescence

Le principe de I’électrophorése bidimensionnelle différentielle a fluorescence (Fluorescence
2D Differencial Gel Electrophoresis, 2-DIGE) est de séparer dans un méme gel des
protéines provenant de deux échantillons différents afin de les comparer. Les protéines de
chaque échantillon sont marquées a I’aide de fluorochromes distincts, ce qui permet de les
différencier aprés électrophorése. Les fluorochromes Cy3 et Cy5 possédent un groupement
NHS-ester qui permet leur attachement de fagon covalente au groupement amine & des
lysines contenues dans les protéines. Ces fluorochromes possédent une charge positive qui
remplace celle de la lysine abolie lors du marquage ainsi qu’un poids moléculaire
spécifique, ce qui élimine la variation possible du point isoélectrique et du poids
moléculaire des protéines marquées. Le traitement des deux échantillons simultanément et
dans les mémes conditions facilite leur comparaison. Précédemment, pour faire les mémes
analyses, il fallait traiter chaque échantillon individuellement et superposer les patrons
d’électrophorése, ce qui pouvait fausser 1’analyse dii 4 des variations inhérentes a la
technique. Le 2-DIGE n’est limité que par le nombre de fluorochromes différents

disponibles. On peut ainsi analyser en une seule expérience plusieurs échantillons 2 la fois.

10.7.1 Marquage des échantillons

Comme les fluorochromes sont sensibles a la lumiére, toutes les manipulations sont
effectuées a I’obscurité. Les marqueurs fluorescents déshydratés Cy3 et Cy5 (CyDye DIGE
Fluors for Ettan DIGE, GE Healthcare) sont reconstitués dans du diméthyleformamide
(DMF) anhydre (USB corporation) 4 une concentration finale de 1 mM chacun,

conformément aux directives du fabricant.

Les protéines de chaque échantillon sont suspendues dans une solution de réhydratation /
lyse sans DTT a raison de 50 pg de protéines dans un volume de 45 pL. Une solution
fraiche de 400 pmol de chaque fluorochrome dans un volume de 4 pL est ajoutée a chaque
échantillon. Dans nos expériences, le Cy3 marque les protéines sécrétées par la souche
sauvage, tandis que le Cy5 marque les protéines sécrétées par la souche mutante. Les
solutions sont vortexées, centrifugées briévement et incubées sur glace 30 minutes. Le

marquage est arrété en ajoutant 1 pL d’une solution de lysine 10 mM suivi d’une incubation
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de 10 minutes. On ajoute 50 pL de tampon d’échantillon 2X a chaque échantillon et on
incube pendant 10 minutes sur la glace. Les deux échantillons marqués sont ensuite
combinés pour procéder a [1’électrophorése bidimensionnelle telle que décrite

précédemment, toujours a I’abri de la lumiére.

10.7.2 Révélation de la fluorescence

Le gel est visionné a I’aide d’un Typhoon™ Variable Mode Imager (GE Healthcare) équipé
du logiciel ImageQuant 5,2 (Molecular Dynamics). Les marqueurs peuvent étre révélés
individuellement ou en méme temps en les excitant & une longueur d’onde de 550 nm pour
Cy3 et 649 nm pour Cy5, pour ensuite effectuer la lecture & 570 nm pour Cy3 et 670 nm
pour Cys5.

10.8 Chromatographie d’affinité

La chromatographie d’affinité permet de purifier une protéine a partir d’un mélange
complexe. Un des systémes employés dans cette étude est I’utilisation d’une colonne de
sépharose-nickel capable de retenir des protéines contenant une queue d’histidine (his-rag).

Ces protéines sont ensuite éluées par des concentrations croissantes d’imidazole.
La seconde méthode employée dans cette étude est Iutilisation d’une colonne d’immuno-
affinité sur laquelle des anticorps sont immobilisés. Les protéines retenues par les anticorps

sont éluées a I’aide d’une solution acide.

En recueillant le précurseur de xylanase A2 ou C par chromatographie d’affinité, on tente

de récupérer en méme temps la ou les protéines qui leur seraient éventuellement associées.
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10.8.1 Préparation des colonnes de chromatographie

10.8.1.1 Colonne de sépharose-nickel

Une matrice de sépharose sur laquelle des ions nickel sont immobilisés permet de récupérer
les protéines dont la séquence posséde une affinité pour les ions nickel. L addition d’un Ais-
tag a une protéine lui confére une affinité aux ions nickel supérieure & celle des autres
protéines. Des colonnes HisTrap™ (GE Healthcare) prétes a ’usage ont été utilisées pour

toutes les expériences de chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-nickel.

10.8.1.2 Colonne d’immuno-affinité

Une matrice de sépharose traitée au bromure de cyanogéne (CNBr-sepharose) permet
d’immobiliser une ou plusieurs protéines de son choix de maniére covalente, créant ainsi
une colonne d’affinité trés spécifique pour des expériences de chromatographie. La colonne
d’immuno-affinité utilisée est constituée d’anticorps anti-xylanase C qui ont eux-mémes été
purifiés au préalable sur une colonne d’affinité contenant de la xylanase C. Les protocoles
de la préparation de gel de CNBr-sépharose, la fixation des protéines et I’élution des
protéines retenues par affinit¢ sont adaptés des protocoles proposés par le fabricant

(Amersham Bioscience).

10.8.1.2.1 Préparation d’un gel de CNBr-sépharose avec xylanase C fixée

Un gramme de CNBr-sépharose lyophilisé est gonflé 30 minutes a 4°C dans 20 mL de HCl
1 mM froid. Le gel gonflé est lavé 20 fois avec 10 mL de HCI 1 mM froid, puis 2 fois avec
10 mL de tampon de couplage froid. Le gel est ensuite incubé 16 heures a 4°C en présence
d’une solution de 1,26 mg de xylanase C par mL dans un tube de 15 mL avec rotation. Le
surnageant est ensuite €liminé avant d’ajouter 5 mL de tampon de blocage et d’incuber 4
heures a la température de la piéce avec rotation. Le gel est ensuite lavé 8 fois en alternance
avec 10 mL de tampon de lavage I et 10 mL de tampon de lavage II, puis 10 fois avec 10
mL de PBS. Finalement, le gel est conservé a 4°C dans une solution de PBS et azoture de

sodium 0,1% jusqu’a utilisation.
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10.8.1.2.2 Immuno-purification des anticorps anti-xylanase C

Quarante mL de sérum de lapin contenant des anticorps polyclonaux dirigés contre la
xylanase C sont centrifugés 10 minutes & 13000 rpm pour enlever les particules. Avec une
agitation délicate, 32 mL de solution saturée de sulfate d’ammonium sont ajoutés goutte &
goutte au surnageant, puis brassés une heure pour précipiter les anticorps. La solution est
centrifugé 15 minutes 4 4000 rpm et le surnageant est décanté. Le précipité contenant les
anticorps est solubilisé dans 10 mL de PBS et les anticorps sont précipités de nouveau en
ajoutant 8 mL de solution saturée de sulfate d’ammonium goutte a goutte avec agitation
délicate. On laisse précipiter pendant une heure, puis la solution est centrifugée 15 minutes
4 4000 rpm. Le surnageant est décanté et le précipité est dissout dans 5 mL de PBS. Cette

solution d’anticorps est dialysée 16 heures contre du PBS a 4°C.

Suite a la dialyse, les anticorps anti-xylanase C sont purifiés au contact de 2 mL d’un gel de
CNBr avec xylanase C fixée. Cette mixture est agitée par rotation pendant 16 heures a 4°C.
Ce gel est ensuite lavé avec du PBS dans une mini-colonne jusqu’a ce que la D.O.2g9 soit
stable. Les anticorps retenus sur la colonne sont élués avec 10 mL de tampon d’élution
Glycine-HCI 0,1 M et NaCl 0,15 M a pH 2,8. Pour neutraliser le pH de I’éluét, chaque mL
est récupéré individuellement dans des tubes eppendorfs contenant chacun 60 pL de Tris-
HCl 1 M a pH 8,5. Suite a une lecture de la D.O.,50 de chaque tube d’€ludt, les 4 tubes
formant le pic d’élution des anticorps sont combinés et dialysés 16 heures a 4°C contre un

tampon de couplage.

10.8.1.2.3 Préparation d’un gel de CNBr-sépharose avec anticorps anti-xylanase C
fixés

On gonfle 1 g de gel lyophilisé de CNBr-sépharose dans 20 mL de HCI 1 mM froid pendant

30 minutes a 4°C. Le gel est lavé 20 fois avec 10 mL de HCI 1 mM froid, puis 2 fois avec

10 mL de tampon de couplage froid. Le gel et la solution d’anticorps sont introduits dans un

tube de 15 mL stérile et incubés 16 heures a 4°C avec rotation.

Le gel de CNBr avec les anticorps fixés est centrifugé brievement et le surnageant est

décanté. On ajoute 5 mL de tampon de blocage au gel et on incube 4 heures a la température
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de la piece avec rotation. Le gel est ensuite lavé 8 fois en alternance avec 10 mL de tampon
de lavage I et 10 mL de tampon de lavage I1. Finalement, le gel est lavé 10 fois avec 10 mL
de PBS. Le gel de CNBr avec les anticorps anti-xylanase C est conservé dans une solution

de PBS et azoture de sodium 0,1% jusqu’a utilisation.

10.8.2 Préparation des cellules

L’extrait cellulaire est préparé a partir d’une culture de 400 mL d’un clone sur-exprimant la
xylanase A2 ou C munie d’une queue d’histidine. Aprés 72 heures d’incubation a 34°C, les
cellules sont récupérées par centrifugation a 5000 rpm durant 10 minutes. On lave le culot
de cellules une fois avec du tampon phosphate de sodium 20 mM et NaCl 0,5 M a pH 7,4,
puis on centrifuge 4 5000 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant est décanté. Pour la
chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-nickel, le culot de cellules est
suspendu a nouveau dans 30 mL d’un tampon 40 ou 100 mM imidazole, 20 mM phosphate
de sodium et 0,5 M NaCl a pH 74. Pour la chromatographie d’affinité sur colonne

d’immuno-affinité, le culot de cellules est suspendu dans 30 mL de PBS.

10.8.2.1 Formation de liaisons réticulaires

Des essais d’association protéique ont été tentés a cette étape avec différentes molécules
nommeées cross-linkers pour fixer par un lien covalent I’association momentanée d’une
éventuelle chaperonne avec le précurseur. La figure 6 présente le mode d’action de chacun
de ces cross-linkers. Le dithiobis[succinimidylpropionate] (DSP), le disuccinimidyl
suberate (DSS) et le n-[g-maleimidobutyryloxy]succinimide ester (GMBS) (Sigma) sont des
cross-linkers qui traversent librement les membranes. Ils sont solubilisés dans le diméthyle
sulfoxyde (Dimethyl sulfoxide, DMSO, Laboratoire MAT) puis ajoutés directement aux
cellules intactes & une concentration finale de 1 mM. La réaction de liaison dure 30 minutes
a la température de la piéce. Il n’est pas nécessaire d’arréter la réaction du GMBS, mais il
faut terminer celles par le DSP et le DSS par I’ajout de Tris-HCl 1 M pH 7,5 & une

concentration finale de 20 mM, suivit d’une incubation de 15 minutes.

Parce que le 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride (EDC) (Pierce)

est soluble dans I’eau, ce cross-linker est introduit dans la solution de protéines aprés la lyse
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des cellules. On ajoute de ’EDC et du sulfo-NHS (Pierce) a des concentrations finales
respectives de 2 mM et 5 mM. Aprés 15 minutes d’incubation, la réaction initiale est arrétée
en ajoutant du -mercaptoéthanol jusqu’a une concentration de 20 mM. On incube cette
solution 2 heures 4 la température de la piéce pour la réaction de liaison secondaire.
Finalement, cette réaction secondaire est terminée en ajoutant du Tris-HCl 1 M pH 7.5

jusqu’a une concentration finale de 20 mM.

Le formaldéhyde permet de lier des protéines en formant des ponts méthylénes entre les
amines primaires. Le formaldéhyde est ajouté aux cellules & une concentration finale de
0,6% et cette suspension est incubée 30 minutes a la température de la piece. La réaction est
arrétée en ajoutant du Tris & une concentration finale de 125 mM et cette solution est
incubée 15 minutes a4 la température de la piéce. Les cellules sont récoltées par
centrifugation & 5000 rpm pendant 10 minutes puis suspendues dans 30 mL de PBS. Les
liaisons créées par cette technique peuvent étre clivées en chauffant les échantillons au bain-

marie a 65°C pendant un minimum de 4 heures.
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Figure 6. Cross-linkers utilisés lors des expériences de liaison réticulaire. Le DSP et le
DSS posseédent chacun deux extrémités NHS-ester pouvant lier les amines primaires (-NHy)
retrouvées chez les lysines dans leur chaine latérale ainsi qu’a ’extrémité N-terminale de
chaque polypeptide. Le GMBS posséde une extrémité NHS-ester et une extrémité
maleimide, qui elle réagit avec les groupements sulfhydryles retrouvés dans la chaine
latérale des résidus cystéines. L’EDC peut lier les amines primaires avec les groupes
carboxyls dans une réaction en deux étapes qui génére un sous-produit isourée. Finalement,
le formaldéhyde lie les amines primaires en formant un pont méthyléne.

10.8.2.2 Inhibition du systéme de sécrétion Sec
L’inhibition du systéme de sécrétion Sec est effectuée en ajoutant 10 mM d’azoture de
sodium (JT. Baker Chemical Co) ou 1 mM de carbonyl cyanamide m-

chlorophenylhydrazone (CCCP, Sigma), 10 minutes avant de casser les cellules.

10.8.3 Préparation de ’extrait protéique
Les cellules sont cassées & la presse de French a 10000 psi par 3 passages ou plus de
I’échantillon pour libérer les protéines intracellulaires. Le lysat cellulaire est centrifugé 10

minutes a 10000 rpm pour éliminer les cellules intactes et les parois cellulaires. Pour se
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débarrasser des membranes, le surnageant est ultracentrifugé a 40000 rpm pendant 30
minutes (160000 g dans un rotor Beckman Coulter 80-Ti), puis filtré sur un filtre de 0,45

um. Le surnageant est ensuite passé a travers la colonne d’affinité.

10.8.4 Chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-nickel

Une colonne de sépharose-nickel HisTrap™ (GE Healthcare) de 1 mL ou de 5 mL est
équilibrée avec 10 volumes de colonne d’un tampon 40 ( pour la xylanase A2) ou 100 mM
imidazole (pour la xylanase C), 20 mM phosphate de sodium et 0,5 M NaCl a pH 7,4.
L’échantillon est adsorbé a la matrice de la colonne par trois passages successifs a faible
débit (environ 2,5 mL / minute) a ’aide d’une pompe péristaltique (LKB Broma 2132
microperpex peristaltic pump). La colonne est ensuite lavée avec 150 volumes de colonne
de tampon d’équilibration. On élue les protéines adsorbées avec 5 volumes de colonne de
tampon d’élution contenant 100, 250 ou 500 mM imidazole, dans un tampon 20 mM
phosphate de sodium et 0,5 M NaCl a pH 7,4. L’¢luét est dialysé contre I’eau milli-Q
pendant 20 heures, puis lyophilisé (VirTis Freezemobile 12 EL) toute la nuit. Les protéines
lyophilisées sont solubilisées dans 100 pL d’eau milli-Q. La concentration en protéine des

échantillons est déterminée par la technique de Bradford avant I’électrophorese.

10.8.5 Chromatographie d’affinité sur colonne d’immuno-affinité

Le gel de CNBr-sépharose avec anticorps anti-xylanase C est introduit dans une mini-
colonne. Aprés avoir éliminé la solution de conservation, le gel est équilibré avec 30 mL de
PBS & pH 7.4. L’échantillon protéique & purifier est ensuite chargé sur la colonne par 3
passages successifs a faible débit au moyen d’une pompe péristaltique. Le gel est alors lavé
avec 200 mL de tampon Tris-HCI 10 mM pH 7.5 (ou plus) jusqu’a ce que la D.O.2g soit
stable pour éliminer les protéines non-spécifiques aux anticorps anti-xylanase C. Les
protéines spécifiquement adsorbées aux anticorps du gel sont éluées avec 10 mL de tampon
d’élution a pH 2,8 dans un tube stérile contenant 600 pL de tampon Tris-HC1 1 M & pH 8,5
pour neutraliser ’acidité du tampon d’élution. L’éluat est alors dialysé 20 heures contre de
’eau milli-Q, puis lyophilisé toute la nuit. Les protéines sont récupérées dans 100 pL d’eau
milli-Q et la concentration en protéine de cette solution est déterminée par la méthode de

Bradford avant 1’électrophorése.
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10.9 SDS-PAGE

Chaque échantillon de concentration connue est suspendu dans le tampon de Laemmli avec
ou sans [(-mercaptoéthanol. Le gel de séparation est formé de polyacrylamide 12%,
surmonté d’un gel de regroupement de polyacrylamide 4%. Les réservoirs supérieur et
inférieur sont remplis de tampon Tris-glycine 1X a raison de 500 mL pour les mini-gels et
de 2,5 L pour les gels de 17 cm. Les échantillons sont incubés & 100°C pendant 5 minutes et
ensuite chargés dans les puits du gel. On procéde a la migration des protéines comme suit :
pour les mini-gels, 30 V pendant 10 minutes et 200 V jusqu’a la sortie du front de
migration; pour les gels de 17 cm, 30 V pendant 30 minutes et 70 V jusqu’a la sortie du

front de migration.

10.10 Immunobuvardage de type Western sur membrane de nitrocellulose

10.10.1 Transfert semi-humide sur membrane de nitrocellulose

Trois papiers filtres épais imbibées de tampon de transfert (Whatman 3MM Chr) de la taille
du gel de polyacrylamide contenant les protéines & transférer sont empilés les uns sur les
autres sur la plaque positive humidifiée a I’eau milli-Q d’une chambre d’électrophorése
horizontale (Pharmacia LKB Multiphor II). On y dépose ensuite une membrane de
nitrocellulose (Bio-Rad pure cellulose membrane 0,45 um) de la taille exacte du gel de
polyacrylamide et humidifié de tampon de transfert, puis le gel de polyacrylamide. Les
bulles d’air sont chassées en roulant une tige de verre a la surface du gel. On compléte le
montage en déposant sur le gel 3 autres papiers filtres imbibés de tampon de transfert. La
plaque négative est humidifiée 4 I’eau milli-Q et installée sur le montage de transfert. Un
courant de 0,8 mA / cm? de surface de gel est appliqué pendant 60 minutes. Une fois le

transfert complété, le gel est éliminé et la membrane est mise a sécher a 1’air ambiant.

10.10.2 Immunobuvardage de type Western

L’immunobuvardage se fait selon les directives du manufacturier de la trousse
Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit (Invitrogen). La membrane est d’abord
trempée dans une solution de blocage pour 30 minutes avec agitation, puis rincée 2 fois a
’eau milli-Q pendant 5 minutes. On incube la membrane avec une solution de 5 pL de

sérum contenant les anticorps primaires de lapin dirigés contre la protéine a détecter dans 10
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mL de solution de blocage pendant une heure avec agitation. La membrane est lavée 4 fois
5 minutes avec une solution de lavage, puis on I’incube avec la solution d’anticorps
secondaires anti-lapins couplés a la phosphatase alcaline pendant 30 minutes avec agitation.
La membrane est rincée 4 fois avec la solution de lavage, puis 3 fois avec de 1’eau milli-Q.
Cinq mL d’un substrat chromogénique incolore contenant du chlorure de Nitro-blue
tetrazolium (NBT) et du sel de 5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine (BCIP)
sont ajoutés. La peroxydase couplée aux anticorps secondaires hydrolyse le lien
phosphodiester du substrat chromogénique, qui est alors oxydé pour former un produit
violet insoluble qui précipite autour de 1I’enzyme, colorant la membrane (entre 1 minute et 1
heure), ce qui indique la présence d’une protéine reconnue par ’anticorps primaire. La

membrane est rincée 3 fois & ’eau milli-Q pour arréter la réaction, puis séchée a I’air.

10.11 Analyse en spectrométrie de masse

Les bandes d’intérét séparées sur gel de polyacrylamide sont découpées et envoyées pour
identification au service de spectrométrie de masse de I’INRS-Institut Armand-Frappier
dirigé par le Pr. Francois Lépine. Les bandes y sont lavées pendant 10 minutes dans des
tubes eppendorfs avec 500 uL d’un tampon de carbonate d’ammonium 100 mM sous
agitation. On ajoute 500 puL d’acétonitrile 100% de grade HPLC (Sigma) et les tubes sont
agités pendant 15 minutes. Le surnageant est éliminé et on ajoute 50 pL d’acétonitrile.
Aprés 15 minutes d’incubation a la température de la piéce, le liquide est éliminé et les
échantillons sont séchés grace a un évaporateur a vide Speed-Vac (SVC 100H, Savant
Instruments Inc.) relié & une trappe de condensation réfrigérée (Savant Instruments Inc.) et a
une pompe a vide (Cenco-Megavac Vacuum Pump, Central Scientific Co.). On réduit les
protéines avec 160 pL. de NH4HCO; / DTT pendant 30 minutes 4 60°C. Les échantillons
sont ensuite refroidis jusqu’a la température de la piéce, puis les protéines sont alkylées a
I’abri de la lumiére avec 10 pL d’iodoacétamide 100 mM pendant 30 minutes. Apres
I’incubation, le liquide est éliminé et 500 pL. de NH4HCO; 100 mM sont ajoutés aux
échantillons, qu’on agite 10 minutes. On ajoute ensuite 500 pL d’acétonitrile 100%, puis on
agite 15 minutes. Le liquide est éliminé et 50 pL d’acétonitrile sont ajoutés pour une
incubation & la température de la piece de 15 minutes. Le solvant est éliminé et les

échantillons sont séchés au Speed-Vac. On digére les protéines durant 15 minutes a la
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température de la piece avec une solution de 0,2 pg de trypsine suspendue dans du tampon
NH4CO; 25 mM. On ajoute du tampon de fagon & recouvrir le gel, puis on incube toute la

nuit a 37°C.

Les peptides générés par la digestion des protéines a la trypsine sont ensuite extraits du gel.
Les échantillons sont incubés 30 minutes & 37°C avec 50 uL d’une solution d’acétonitrile
60% et acide trifluoroacétique 0,1%. Les tubes sont agités pendant 5 minutes et les liquides
contenant les peptides sont récupérés. L’extraction est répétée et les extraits d’une méme
protéine sont combinés. Les résidus sont éliminés par une centrifugation d’une minute et les
surnageants sont récupérés dans des tubes eppendorf propres. Les échantillons sont asséchés
au Speed-Vac et suspendus dans 20 pL d’acide trifluoroacétique 1% pour I’analyse en

spectrométrie de masse.

L’appareil utilisé pour I’analyse en spectrométrie de masse est équipé d’une colonne de
chromatographie C18 de 75 um qui sépare les peptides avant leur entrée selon leur
hydrophobicité. Les sels pouvant nuire & I’analyse sont éliminés grice a une trappe C18.
L’appareil (Q-Trap LC/MS/MS, Applied Biosystems / MDS SCIEX) détecte les ions et
sélectionne les trois plus intenses. IIs sont fractionnés en fonction de leur charge et de leur
rapport m/z respectifs et des patrons de fragmentation sont générés. Le logiciel d’analyse
Mascot Server 2,0 (Matrix Science, London, U.K.) recherche quelles protéines peuvent
engendrer les peptides présentant de tels patrons de fragmentation dans des banques de
données. Le logiciel crée une liste de ces protéines en partant de la plus probable en

fonction de la qualité des patrons de fragmentation et du nombre de peptides assignés.
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11. Résultats

11.1 Protéines sécrétées par le systéme Tat chez Streptomyces lividans

Contrairement aux protéines sécrétées par le systéme Sec, les protéines sécrétées par le
systéme Tat sont repliées dans le cytoplasme de la bactérie avant leur sécrétion. Une des
particularités du systéme de transport Tat est que les protéines qui vont étre sécrétées par ce
systtme posseédent un peptide signal a leur extrémité N-terminale qui comporte une
signature dont le consensus est S/T-R-R-X-®-®-K, ou X est un résidu quelconque et ® est
un résidu d’acide aminé hydrophobe. A partir de ce motif particulier, un programme
informatique nommé TatFind a été créé pour analyser les génomes bactériens connus pour
déterminer, parmi les protéines potentiellement sécrétées, celles qui pourraient 1’étre par le
systéme Tat. Parmi les quelques 80 génomes bactériens étudiés, Streptomyces coelicolor
posséde hypothétiquement 145 protéines Tat, ce qui en fait le microorganisme qui en
contient potentiellement le plus (Dilks ef al., 2003). Une version modifiée de ce programme
prédit 230 substrats sécrétés par le systtme Tat chez S. coelicolor (Schaerlaekens et al.,
2004). Un second programme basé sur d’autres critéres, TatScan, prédit que 129 protéines
pourraient étre sécrétées par le systéme Tat chez S. coelicolor (Li et al., 2005). Dans le but
de relier, tout au moins partiellement, les prédictions informatiques avec ce qui se passe in

vivo, les protéines sécrétées par les bactéries seront analysées.

Pour réaliser ces expériences, nous disposons d’un mutant AtatC de S. lividans qui abolit la
sécrétion des protéines par le systtme Tat. Pour diverses conditions de croissance, les
protéines du surnageant de culture seront séparées par électrophorése sur gel
bidimensionnel. Les protéines absentes chez le mutant seront vraisemblablement des
protéines sécrétées par le systéme Tat. Ces protéines seront analysées au spectre de masse
puis recherchées dans la liste établie par le programme informatique TatScan. Bien que la
séquence génomique compléte de S. lividans ne soit pas connue, la comparaison des
séquences d’un grand nombre de génes communs avec S. coelicolor ne montre que peu ou
pas de différence entre les deux souches. La liste des protéines potentiellement sécrétées par
le systéme Tat générée par TatScan pour le génome de S. coelicolor est donc utilisable pour

celui de S. lividans.
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La diversité des protéines sécrétées dans le milieu de culture dépend de la source de carbone
utilisée pour la croissance bactérienne. Idéalement, il faudrait utiliser une infinité de
substrats pour révéler la présence de toutes les protéines sécrétées codées par le génome de
S. lividans. Devant cette impossibilité, nous avons choisi deux substrats simples, le xylose
et le glucose, ainsi que deux substrats complexes, la chitine et un extrait de sol, qui

représente le milieu de croissance naturel des Streptomycétes.

Les bactéries sont cultivées dans un milieu minimal M14 auquel on ajoute la source de
carbone a une concentration finale de 1%. Aprés 48 heures de croissance, les bactéries sont
récupérées et lavées puis incubées 24 heures dans un milieu de culture frais. Cette
procédure permet d’éliminer les protéines provenant du largage cytoplasmique consécutif a
des bris cellulaires, qui peuvent rendre plus complexe I’interprétation des profils de
protéines obtenus par électrophorése en deux dimensions. Les protéines sécrétées sont
récupérées et séparées selon leur point isoélectrique et leur poids moléculaire par

électrophoreése sur gel bidimensionnel.
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11.1.1 Recherche de protéines sécrétées par le systéme Tat chez Streptomyces lividans
en milieu xylose par électrophorése bidimensionnelle

Le xylose est le constituant majeur du xylan, un polysaccharide retrouvé dans la fibre du

bois. Il entre dans la voie métabolique des pentoses (Prade, 1996). Il permet la sécrétion

d’une grande diversité de protéines chez S. lividans (Gauthier et al., 2005; Li et al., 2006).

La figure 7 présente la séparation sur gels bidimensionnels des protéines sécrétées par S.

lividans 10-164 et son mutant du systéme Tat en milieu xylose 1%.

Figure 7 : Protéines sécrétées en milieu xylose 1% sur gel 2-DE. Les protéines sécrétées
par la bactérie sauvage et son mutant du systéme Tat en milieu xylose 1% ont été séparées
par 2-DE et colorées a 1’argent.

A. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie sauvage.

B. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie mutante.
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Une « carte » de 13 protéines candidates Tat a été créée en superposant électroniquement les
gels 2-DE. Les protéines sécrétées par la souche sauvage mais absente chez la souche AtatC
ont été encadrées a la figure 8 et sont les protéines candidates a la sécrétion par le systéme

Tat en milieu xylose.
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Figure 8 : « Carte » des protéines candidates Tat en milieu xylose 1%. Vingt-trois spots
comptant pour 13 protéines différentes ont été découpés et analysés au spectrométre de
masse.

Les spots de protéines candidates Tat ont été découpés et identifiés par digestion tryptique
et analyse des peptides au spectrométre de masse. Les protéines identifiées sont ensuite
recherchées dans la liste des 129 protéines possiblement sécrétées par le systéme Tat

générée par TatScan, disponible en annexe.
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Protéine Gene Poids Fonction Dans la liste
# correspondant | (Da) de TatScan
1 SCO2068 59523 | Phosphatase alcaline sécrétée probable oui
2 SCO1230 58516 Tripeptidylaminopfeptidase sécrétée non

putative
3 SC03096 45482 Enolase non
4 SCO6005 50610 Lipoprotéine putative oui
5 SCO7451 43111 Protéine hypothétique non
6 SCO1097 32126 Hydrolase putative non
7 SC0O6590 72587 Estérase putative non
8 SCO1860 33456 Protéine sécrétée putative non
9 SCO1828 8351 Protéine hypothétique non
10 SCO05420 22317 Cholestérol estérase non
11 SC0O2612 15110 Nucléoside diphosphate kinase non
12 SC06650 14382 Protéine hypothétique non
13 SC04622 17781 Protéine membranaire putative non

Tableau 1 : Identification des protéines candidates Tat en milieu xylose 1%. Les
protéines analysées au spectrométre de masse sont recherchées dans la liste générée par le
programme TatScan.

De cette liste, deux protéines, codées par les génes SC0O2068 et SCO6005, figurent sur la
liste des protéines Tat prédites par le programme informatique TatScan. Les protéines
codées par les génes SC0O1230, SC06590 et SCO1860 sont sécrétées mais ne présentent pas
de peptides signaux reconnus par TatScan. L’enolase (SC03096), I’hydrolase (SCO1097) et
la nucléoside diphosphate kinase (SC02612) sont des protéines retrouvées dans le
cytoplasme des bactéries tandis que celles codées par les génes SCO5420 et SCO4622 sont
enchissées dans la membrane. Finalement, les protéines codées par les génes SCO7451,
SCO1828 et SCO6650 ne possédent pas de fonction connue et ne semblent pas contenir de

peptide signal.
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11.1.2 Recherche de protéines sécrétées par le systéme Tat chez Streptomyces lividans
en milieu glucose par électrophorése bidimensionnelle

La deuxieme source de carbone utilisée pour diversifier les sécrétomes est le glucose. Il est

utilisé de fagon ubiquitaire chez les étres vivants et s’avére un choix naturel pour une étude

comme celle-ci. Comme ce sucre est probablement la source de carbone la plus facilement

métabolisée et qu’il exerce une répression catabolique sur un bon nombre de génes

(Hodgson, 2000), la diversité de sécrétion devrait en étre réduite lors de la croissance des

bactéries dans un milieu glucose.

La figure 9 présente la séparation sur gels bidimensionnels des protéines sécrétées par S.

lividans 10-164 et son mutant du systéme tat en milieu glucose 1%.

4 pH

— ik
Figure 9: Protéines sécrétées en milieu glucose 1% sur gel 2-DE. Les protéines
sécrétées par la bactérie sauvage et son mutant du systéme Tat en milieu glucose 1% ont été
séparées par 2-DE et colorées a I’argent.
A. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie sauvage.
B. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie mutante.
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Figure 10 : « Carte » des protéines candidates Tat en milieu glucose 1%. Vingt spots
comptant pour 14 protéines différentes ont été découpés et analysés au spectrométre de
masse.

Les spots ont été¢ découpés, puis digérés a la trypsine. Les peptides générés ont été analysés

a la spectrométrie de masse telle que décrit précédemment.
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. Gene Poids . ]?ans la
Protéine # correspondant | (Da) Fonction liste de
TatScan
1 SCO6109 52475 Hydrolase sécrétée putative non
2 SCO6131 46823 Carboxypeptidase oui
3 SCO4584 42384 Protéine membranaire putative non
4 SCO1936 40587 Transaldolase putative non
5 SCO0805 47562 Prolyl aminopeptidase putative non
6 SCO4958 40754 Cystathionine gamma-synthase non
7 SCO5646 40036 Lipoprotéine de liaison probable non
Transaminase d’acides aminés a chaine
8 $C0O5523 39232 latérale non linéaire (Leu, Ile & Val) non
9 SC02780 36641 Protéine sécrétée putative oui
Composante de liaison probable d’un
10 SC0O2828 33078 | systéme de transport ABC pour acides oui
aminés
11 SC06590 72587 Estérase putative non
12 SC0O3967 25842 Protéine membranaire hypothétique non
13 SC0O2149 38573 Protéine a complexe Rieske fer-soufre non
14 SC02627 17184 | Isomérase de sucre-phosphate putative non

Tableau 2 : Identification des protéines candidates Tat en milieu glucose 1%. Les
protéines analysées au spectrométre de masse sont recherchées dans la liste générée par le
programme TatScan.

Trois protéines, codées par les génes SCO6131, SCO2780 et SCO2828, se retrouvent sur la
liste des 129 protéines sécrétées par le systtme Tat prédites par le programme TatScan.
Notons qu’il s’agit de 3 protéines différentes de celles retrouvées précédemment dans le
sécrétome de la méme bactérie cultivée en milieu xylose. Deux protéines, codées par les
genes SCO6109 et SCO6590, sont des protéines sécrétées dont le peptide signal n’a pas été
reconnu par TatScan. Cinq autres protéines, codées par les génes SCO1936, SCO0805,
SCO4958, SCO5523 et SCO2627, sont des protéines cytoplasmiques et 4 sont des protéines
membranaires, codées par les génes SC04584, SCO5646, SCO3967 et SCO2149. Les
protéines codées par les génes SCO5646 et SCO3967 semblent posséder un peptide signal.

Les autres protéines semblent en étre dépourvues.
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11.1.3 Recherche de protéines sécrétées par le systéme Tat chez Streptomyces lividans
en milieu chitine par électrophorése bidimensionnelle
La chitine est une des composantes principales de 1’exosquelette des insectes et de la paroi
des mycétes. Ce polysaccharide ressemble beaucoup au chitosane, un dérivé de la chitine
avec une plus grande solubilité. La liste des 129 protéines candidates Tat de S. lividans
contient 2 enzymes fortement susceptibles d’étre sécrétées par le systtme Tat dans un
milieu enrichi de chitine, soit une chitosanase et une chitinase respectivement codées par les
génes SCO0677 et SCO5673. La troisiéme source de carbone utilisée dans cette étude est
donc la chitine colloidale, qui semble donner de meilleurs résultats que la chitine non

purifiée pour la croissance des Actinomycétes (Hsu et Lockwood, 1975).

La figure 11 présente la séparation sur gels bidimensionnels des protéines sécrétées par S.

lividans 10-164 et son mutant du systéme tat en milieu chitine 1%.
L o

st A

sécrétées par la bactérie sauvage et son mutant du systéme tat en milieu chitine 1% ont été
séparées par 2-DE et colorées a I’argent.

A. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie sauvage.

B. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie mutante.
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La superposition des gels 2-DE permet d’identifier 35 spots protéiques présents chez la
souche sauvage mais absents chez la souche mutante AtarC (figure 12). Le nombre de spots
est plus élevé que ceux retrouvés dans les cultures en milieu xylose (23 spots) et glucose (20
spots). Cette diversité protéique refléte bien la complexité inhérente a I’utilisation de la
chitine comme unique source de carbone vis-a-vis les sucres simples utilisés dans les deux

expériences précédentes.

Figure 12 : « Carte » des protéines candidates Tat en milieu chitine 1%. Trente-cing
spots comptant pour 27 protéines différentes ont été découpés et analysés au spectrométre
de masse.

Plusieurs protéines se présentent en de multiples spots sur le gel. Notons sur la « carte »
précédente le cas des spots #5, #7 et #26. Ces spots représentent des isoformes d’une méme
protéine, issus d’une modification post-traductionnelle comme une glycosylation ou une
phosphorylation. Ces modifications peuvent changer 4 la fois le poids moléculaire et le
point isoélectrique d’une protéine, ce qui explique la distribution d’une méme protéine sur

plusieurs spots. Comme il est impossible de savoir si deux spots prés I’un de I’autre sont
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deux isoformes de la méme protéine ou deux protéines différentes, chaque spot est découpé
individuellement et analysé indépendamment par spectrométrie de masse. L’analyse de ces

résultats indique par la suite s’il s’agit de protéines différentes ou d’isoformes d’une méme

protéine.
. . Dans la
Protéine # corre(siggrel dant lzg:)s Fonction liste de
TatScan
1 SC04654 128474 Sous-unité B d’ARN polymerase non
2 SCO0560 80815 Catalase / peroxydase non
BIdK B, lipoprotéine de systéme de
3 SCO5113 65532 *:r:nspo AR non
4 SCO2591 61566 Protéine sécrétée putative non
5 SC0O5249 52192 Protéine de liaison aux nucléotides non
6 SC0O3096 45482 Enolase non
7 SCO6005 50610 Lipoprotéine putative oui
8 SC0O3622 48413 Aminotransférase probable non
9 SCO4186 46403 Protéine hypothétique non
10 SCO2198 52567 Glutamine synthétase non
11 SC03801 45970 Aminopeptidase probable non
12 SCO1639 34935 Peptidyl-p’rol)"llcis-tran.s isomérase oui
sécrétée putative
13 SCO2847 38103 Oxydoréductase putative non
14 SCO7511 | 34966 Glycéraldéhyde 3-phosphate non
éshydrogénase
15 SC04771 | 40114 ositol-+ monophosphate non
éshydrogénase
16 SCO5426 36433 6-phosphofructokinase non
17 SC02529 38244 Métalloprotéase non
18 SCO0494 37374 Iron-siderophore binding lipoprotein non
19 SCO3941 39598 Sérine / thréonine kinase non
20 SCO5260 33387 Protéine sécrétée non
21 SCO1643 27882 Sous-unité o du protéasome 20S non
22 SCO5236 27445 Glucosamine phosphate isomérase non
23 SCO5776 29554 Protéine de liaison au glutamate non
24 SCO0804 26998 Protéine hypothétique non
25 SC04930 28120 Enoyl-CoA hydratase putative non
26 SCO5843 20707 Protéine hypothétique non
27 SCO2113 19219 Bactérioferritine non

Tableau 3 : Identification des protéines candidates Tat en milieu chitine 1%. Les
protéines analysées au spectrométre de masse sont recherchées dans la liste générée par le
programme TatScan.
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Deux protéines de ce tableau se retrouvent sur la liste des protéines Tat prédites par le
programme informatique TatScan, soit les protéines codées par les génes SCO6005 et
SCO1639. La premiére est une lipoprotéine qui a déja été retrouvée en milieu xylose.
Encore ici, plusieurs protéines qui ne possédent pas un peptide signal reconnu par TatScan,
codées par les génes SC0O2591, SCO5260 et SC0O2529 sont sécrétées par la bactérie
sauvage mais pas par le mutant du systtme Tat. Onze protéines, codées par les génes
SC0O4654, SCO5113, SCO5843, SCO5249, SCO3096, SCO2198, SCO5426, SCO0494,
SCO1643, SCO2113, et SCO5776, sont soit cytoplasmiques ou membranaires. Finalement,
11 protéines, codées par les génes SCO0560, SC03622, SCO4186, SCO3801, SCO2847,
SCO7511, SCO4771, SCO3941, SCO5236, SCO0804 et SCO4930, ont des localisations

inconnues et ne semblent pas munies d’un peptide signal.
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11.1.4 Recherche de protéines sécrétées par le systéme Tat chez Streptomyces lividans
en milieu terre par électrophorése bidimensionnelle

La derniére source de carbone utilisée dans cette étude est un extrait de sol. La terre

prélevée est traitée selon un protocole reconnu pour en éliminer toute trace de vie, tout en

conservant I’ensemble de la matiére organique et inorganique. La préparation obtenue

contient de multiples sources de carbone et le milieu préparé a partir de I’extrait de terre

représente probablement le mieux le milieu de vie naturel des Streptomycétes.

La figure 13 présente la séparation sur gels bidimensionnels des protéines sécrétées par S.

lividans 10-164 et son mutant du systéme Tat en milieu terre 1%.

Flgure 13 : Protéines sécrétées en milieu terre 1% sur gel 2-DE. Les protelnes secretees
par la bactérie sauvage et son mutant du systéme Tat en milieu terre 1%, séparées par 2-DE
et colorées a I’argent.

A. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie sauvage.

B. 100 pg de protéines du sécrétome de la bactérie mutante.

L’extrait de terre est la source de carbone qui permet d’obtenir le plus grand nombre de

protéines sur les gels 2-DE dans cette étude. Cependant, le nombre de protéines candidates a

72

"!_m-.b_g e o SRR T Y g



la sécrétion par le systéme Tat (19 spots) (figure 14) est moindre que pour le milieu chitine
(27 spots) et faiblement plus élevé que pour les milieux xylose (13 spots) et glucose (14

spots).
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Figure 14 : « Carte » des protéines candidates Tat en milieu terre 1%. Vingt-huit spots
comptant pour 19 protéines différentes ont été découpés et analysés au spectrométre de
masse.

L’extrait de sol utilisé pour créer le milieu terre n’a pas été caractérisé. Les différentes
sources de carbone qu’il contient restent donc inconnues tant dans leur nature que dans leur
concentrations respectives. Le lieu ol la terre a été prélevée peut donner des indices quant
au mélange des sources de carbone. Des morceaux de bois putréfiés retrouvés dans la terre
lors du séchage en laboratoire indique la présence probable des sucres du bois et d’autres
végétaux dans I’extrait de terre, soit la cellulose, le xylan et le xylose. L’ubiquité de la
chitine permet de placer cette source de carbone dans I’extrait. Il est donc logique de
retrouver des protéines déja rencontrées dans les expériences précédentes sur ce gel. Cette

assomption se confirme particuliérement dans la diversité des protéines de poids
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moléculaire supérieur a 45 kDa, avec une distribution tres similaire a celles rencontrées sur

les gels 2-DE issus des milieux xylose et chitine.

Protéine |  Gene Poids . Dans la

" correspondant | (Da) Fonction liste de

TatScan
1 SC0O2068 59523 Phosphatase alcaline sécrétée putative oui
2 SC05249 52192 Protéine de liaison aux nucléotides non
3 SC06005 50610 Lipoprotéine putative oui
4 SCO7501 53301 Hydrolase non
5 SCO6185 43630 Transférase putative non
6 SC06590 72587 Estérase sérétée putative non
7 SCO6199 74399 Estérase sécrétée non
8 SCO1860 33456 Protéine sécrétée putative non
9 SCO7298 59679 Thiorédoxine réductase putative non
10 SCO0638 22255 Lipoprotéine putative non
11 SC0O6963 28424 Lipoprotéine putative non
12 SCO6109 52475 Hydrolase sécrétée putative non
13 SC0O3941 39599 Sérine / thréonine kinase putative non
14 SCO0677 30810 Chitosanase sécrétée oui

Protéine putative de liaison & I’ATP d’un

15 SCO1840 | 57919 S)fstéme de transport ABC non
16 SCO5167 27321 Protéine hypothétique non
17 SCO0315 47260 Décarboxylase putative non
18 SCO2368 20388 Protéine hypothétique non
19 SCO0641 20180 Protéine de résistance au tellure non

Tableau 4: Identification des protéines candidates Tat en milieu terre 1%. Les
protéines analysées au spectrométre de masse sont recherchées dans la liste générée par le
programme TatScan.

Trois protéines recueillies dans le surnageant de culture en milieu terre, codées par les génes
SC02068, SCO6005 et SCO0677, se retrouvent sur la liste des protéines Tat prédites par
TatScan. Les protéines codées par les génes SCO2068 et SCO6005 ont déja été récupérées
dans le surnageant de culture en milieu xylose. La protéine issue du géne SCO6005 a aussi
été sécrétée par les bactéries cultivées en milieu chitine. La protéine du géne SCO0677, une
chitosanase, est retrouvée dans le milieu terre alors qu’elle ne semblait pas étre présente
dans le milieu chitine. Quatre protéines, codées par les génes SC06590, SCO6199,
SCO1860 et SCO6109, sont des protéines sécrétées dont le peptide signal n’est pas reconnu
par le programme informatique TatScan. Les autres protéines sont soit membranaires
(codées par les génes SCO5249, SCO7501, SCO6185, SCO0638, SCO6963 et SCO1840),
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cytoplasmiques (SCO7298) ol de localisation inconnue (SCO3941, SCO5167, SCO0315,
SCO2368 et SCO0641). Les protéines localisées a la membrane codées par les génes
SCO0638, SCO6963 et SCO7501 semblent posséder un peptide signal alors que les autres

ne possédent pas de peptide signal reconnaissable.
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11.1.5 Recherche de protéines sécrétées par le systéme Tat chez Streptomyces lividans
en milieu xylose par électrophorése bidimensionnelle différentielle a fluorescence
Une technique plus sensible que le 2-DE nommée 2-DIGE a été développée par Unlu et ses
collaborateurs (Unlu ef al., 1997). Dans cette nouvelle technique, les protéines de chaque
échantillon sont marquées d’un fluorochrome différent, puis les échantillons sont mélangés
a parts égales et soumis a I’électrophorése bidimensionnelle sur un méme gel. La présence
des protéines est révélée en excitant individuellement les fluorochromes et en captant la
fluorescence émise. Les fluorochromes attachés aux protéines ont une charge positive qui
remplace celle de la lysine abolie lors du marquage et un poids moléculaire spécifique, ce
qui donne aux protéines marquées un point isoélectrique et un poids moléculaire identiques
aux protéines natives. L’utilisation d’un seul gel permet d’éliminer complétement les
variations entre gels observées dans la technique précédente, qui rendaient I’analyse plus

délicate.

Nous cherchons ici & comparer les deux techniques pour déterminer laquelle est la plus
efficace pour cette étude. Comme les caractéristiques des fluorochromes ne modifient pas la
migration des protéines dans les deux dimensions, on comparera un gel 2-DE généré avec
les protéines sécrétées en milieu xylose (Figure 8) avec un gel créé par 2-DIGE dans les

mémes conditions.

Pour le 2-DIGE, les bactéries sont cultivées dans un milieu minimal additionné de xylose
comme précédemment. Les protéines du surnageant de la souche sauvage sont marquées
avec le Cy3 et celles de la souche mutante avec le Cy5. Les échantillons marqués sont
mélangés a4 parts égales et les protéines sont séparées par électrophorése en deux

dimensions.

La présence des protéines est révélée par leur fluorescence a ’aide du Typhoon™ Variable
Mode Imager. Cet appareil permet d’exciter les fluorochromes et de capter la fluorescence
qu’ils émettent & leur longueur d’onde respective. La figure 15 présente deux fois le méme

gel, soit en mode de révélation du Cy3, qui marque les protéines sécrétées par la bactérie
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sauvage, soit en mode de révélation du Cy5, marquant les protéines sécrétées par la bactérie

mutante.

Figure 15: Détection des protéines marquées avec des fluorochromes. Dans cette
expérience, Cy3 marque les protéines sécrétées par la souche sauvage et Cy5 marque les
protéines sécrétées par la souche mutante dans un milieu xylose 1%.

A. Un rayon d’une longueur d’onde de 550 nm excite le Cy3 et la lecture est effectuée a 570
nm, ce qui indique la position des protéines sécrétées par la souche sauvage.

B. Sur le méme gel, un rayon d’une longueur d’onde de 649 nm excite le CySetestlua670
nm, révélant les protéines sécrétées par la souche sans systéme Tat fonctionnel.

Ces deux patrons peuvent étre révélés en méme temps avec le logiciel ImageQuant 5,2. La
sensibilité de la méthode permet de révéler la présence de protéines produites en faibles
quantités. Le logiciel peut effectuer 1’analyse automatiquement ou celle-ci peut étre faite
manuellement en superposant électroniquement les images de la figure 15. Comme
précédemment, une « carte » est créée pour identifier les protéines candidates Tat révélées

par le 2-DIGE.
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Figure 16 : Superposition des patrons de fluorescence. A I’aide du logiciel ImageQuant
5,2, les patrons d’excitation du Cy3 et du Cy5 sont superposes.

A. Superposition des patrons d’excitation du Cy3 pour les protéines sécrétées par la souche
sauvage et du Cy5 pour celles sécrétées par le mutant. Un spot vert indique la présence
d’une protéine sécrétée par la souche sauvage, tandis qu’un spot rouge représente une
protéine sécrétée par le mutant. Un spot jaune indique que la protéine est également
présente dans le surnageant de la souche sauvage et du mutant.

B. Révélation des protéines sécrétées par la souche sauvage seulement. Les protéines
encadrées sont présentes chez la souche sauvage et absentes chez le mutant.

Finalement, la « carte » générée avec la technique du 2-DIGE (Figure 16 B) est comparce
avec la « carte » créée avec les gels 2-DE (Figure 8) pour évaluer I’efficacité relative de

chaque technique.
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Figure 17: Comparaison des « cartes » des protéines candidates Tat. Les protéines
sécrétées en milieu xylose ont été récupérées et séparées sur gels bidimensionnels.

A. « Carte » comptant 13 protéines différentes, générée a partir de gels 2-DE.

B. « Carte » comptant environ 20 protéines différentes, générée a partir d’un gel 2-DIGE.
Les chiffres dénotent les mémes protéines qu’en A. Les chiffres suivis d’un astérisque (*)
marquent des protéines qu’on ne peut déceler qu’avec la technique du 2-DIGE.

On peut voir a la figure 17 que la technique du 2-DIGE est plus sensible que les gels 2-DE.
L’utilisation des fluorochromes pour marquer les protéines permet d’identifier 7 spots de
plus qu’avec les gels 2-DE. Cependant, I’analyse a la spectrométrie de masse ne permet pas
d’identifier ces protéines, probablement parce que leur concentration est insuffisante. Pour
cette raison, la technique du 2-DE, quoique moins sensible, est aussi efficace que le 2-DIGE

dans nos conditions d’identification.
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11.2 Recherche de protéines chaperonnes impliquées dans la sécrétion de la xylanase
A2 par le systéme Sec chez Streptomyces lividans

La majorité des protéines sécrétées par les bactéries empruntent le systéme de sécrétion Sec

(Bernstein, 1998). Chez les bactéries a gram négatif, le transport Sec-dépendant permet le

transit des protéines jusqu’a I’espace périplasmique, alors que chez les bactéries a gram

positif, le systtme Sec permet de sécréter les protéines directement dans le milieu. Le

systéme Sec est essentiel a la survie des bactéries.

Les protéines transitant par ce systéme sont synthétisées sous la forme d’un précurseur. Ce
précurseur doit étre maintenu dans une forme non repliée pour étre pris en charge par le
systtme de sécrétion Sec. Chez les bactéries 4 gram négatif, la chaperonne SecB lie
temporairement les précurseurs afin qu’ils conservent leur forme dépliée propre a la

sécrétion Sec.

Chez les bactéries 4 gram positif, on ne retrouve pas d’homologue fonctionnel de la protéine
chaperonne SecB. Le but de ce travail est d’identifier une ou plusieurs chaperonnes du

systéme de sécrétion Sec chez une bactérie a gram positif.

Pour tenter de capturer une chaperonne du systéme de sécrétion Sec, on utilise la xylanase
A2 de S. lividans, une protéine sécrétée par le systéme Sec, a laquelle une étiquette de 6
histidines (his-tag) a été ajoutée a son extrémité C-terminale. Grice a cette étiquette, la
xylanase A2 modifiée peut étre récupérée par chromatographie d’affinité sur une colonne de
sépharose-nickel. Si une protéine chaperonne est liée au précurseur de la xylanase A2 dans
le cytoplasme, elle sera co-purifiée par cette technique. Le protocole de purification a été
optimisé a partir des protocoles de base proposés par le manufacturier des colonnes
HisTrap™ (GE Healthcare).
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11.2.1 Recherche de chaperonnes impliquées dans Ia sécrétion de la xylanase A2 par le
systéeme Sec chez Streptomyces lividans par chromatographie d’affinité sur colonne
de sépharose-nickel

Les premiéres expériences de chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-nickel

ont €té consacrées a la détermination des concentrations d’imidazole pour ’adsorption et

I’élution de la xylanase A2 avec his-tag a la colonne HisTrap. La fraction protéique

cytoplasmique de la souche IAF906A2his est récupérée et adsorbée sur une colonne de

sépharose-nickel. Aprés un lavage avec du tampon phosphate, la xylanase A2 est éluée avec

une solution contenant de 1’imidazole.

Des concentrations croissantes d’imidazole dans la solution d’élution permettent d’éluer des
protéines retenues par affinité sur la matrice. Dans ce test d’optimisation, des concentrations
de 50, 100 et 150 mM d’imidazole ont été testées. Les fractions d’élution sont récupérées et
les protéines qu’elles contiennent sont séparées par électrophorése. Aprés un transfert semi-
humide des protéines sur une membrane de nitrocellulose, la présence du précurseur de
xylanase A2 est révélée par immunobuvardage de type western avec des anticorps primaires

dirigés contre la xylanase A2.
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Figure 18 : Optimisation de la chromatographie d’affinité sur colonne de sépharose-
nickel. Immunobuvardage de type Western avec anticorps primaires dirigés contre la
xylanase A2. Une concentration de 100 mM d’imidazole permet d’€luer le précurseur de
xylanase A2 adsorbé a la colonne.

50. Elution 4 50 mM d’imidazole.

100. Elution 4 100 mM d’imidazole.

150. Elution & 150 mM d’imidazole.

Ce test d’optimisation démontre qu’une concentration de 100 mM d’imidazole permet
d’éluer la totalité du précurseur de xylanase A2 retenue sur la colonne. Une concentration
de 50 mM d’imidazole commence a éluer faiblement le précurseur de la xylanase A2. Pour

cette raison, les lavages ont été effectués a une concentration de 40 mM d’imidazole.

Les protéines éluées de la colonne HisTrap ont été séparées sur gel de polyacrylamide 12%

de 17 cm de longueur pour une meilleure séparation.
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! Figure 19: Chromatographie d’affinité sur colonne de

sépharose-nickel. Les protéines extraites du clone IAF906A2his,
200 kDa | récupérées sur colonne de sépharose-nickel sont séparées par
électrophorése en conditions dénaturantes.

116 kDo | Bande # Gene Poids (Da) Fonction
' Précurseur de
97kba | I SCOI230 | 58405 tripeptidylaminopeptidase

Tripeptidylaminopeptidase

2 SC0O2761 53551 L Tix .
secretee putative

Tripeptidylaminopeptidase

66 kDa | 3 5C02761 53551 sécrétée putative
4 SCO2582 43900 Protéine hypothétique
5 SCO2582 43900 Protéine hypothétique
6 SCO6407 63334 Gamma-glutamyltranspeptidase
probable
4SkDa | 7 SCO2582 | 43900 Protéine hypothétique
8 SCO2582 43900 Protéine hypothétique
9 SCO5931 33622 Xylanase A2 avec his-tag
10 SCO1651 32978 Protéine hypothétique
11 SCO2532 39122 Protéine similaire 4 PhoH
12 SCO5552 25016 Régulateur de la transcription
probable
. 13 SCO6407 63334 Gamma-glutamyltranspeptidase
- probable
31 kbDa | 14 SC0O2532 39122 Protéine similaire 8 PhoH
15 SC06960 19601 Protéine hypothétique

. Tableau 5 : Identification des bandes de 