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Résumé

Les biphényles polychlorés (BPC) sont des composés xénobiotiques introduits
récemment dans I’environnement. La détection de ces produits toxiques dans la biosphére
et leur accumulation dans les tissus d’organismes vivants a dévoilé la limite de notre
écosysteme a minéraliser ces composés. Autre que par I’intervention de techniques
physico-chimique pour Iélimination de ces contaminants et qui demeurent insatisfaisants
Jusqu’a présent, I'utilisation de procédés de dégradation par les microorganismes est une
avenue intéressante. Plusieurs microorganismes disposent d’un systéme enzymatique
pouvant transformer certains congénéres BPC, par la voie de dégradation du biphényle.
Cependant, les bactéries aérobies identifiées ne transforment qu’un nombre restreint de
congenéres BPC essentiellement ceux a faible teneur en chlore, excluant les congénéres a
fort pourcentage de chlore ou de forme co-planaire. La dioxygénase du biphényle
(BPDO), qui catalyse la premiére étape de la voie catabolique du biphényle, est
déterminante dans le profil de sélection des souches capables de transformer les BPC. Par
les connaissances acquises sur le mécanisme réactionnel de la BPDO, ainsi que sur ses
¢léments structuraux déterminants dans la spécificité de I’enzyme, il nous est possible
d’établir des stratégies de sa modification génétique afin d’améliorer cette voie
catabolique microbienne. L’étude présentée dans ce mémoire comporte deux volets, soit
la caractérisation enzymatique d’hybrides de BPDO produits par ingénierie génétique,
ainsi que la construction et de la caractérisation enzymatique de BPDO variants produits
par recombinaison aléatoire (DNA shuffling) entre les BPDO des souches Burkholderia
cepacia LB400 et Comamonas testosteroni B356. Nous avons donc comparé I’activité
enzymatique des BPDO parentales avec celle de BPDO hybrides dans un systéme in
vitro, utilisant des préparations d’enzymes purifiées et dans un systéme in vivo utilisant
des cellules E. coli exprimant ces enzymes. Ces travaux ont permis de confirmer certaines
études antérieures qui mentionnaient que la portion C-terminale de la sous-unité o ainsi
que la sous-unité B de la BPDO influencaient grandement le profil de transformation des
BPC. De plus, nous avons démontré que la BPDO de LB400 est plus flexible a recevoir
des modifications structurelles majeures que celle de B356 par le maintien de I’activité
enzymatique de ces hybrides. De méme, nous avons identifié trois hybrides LB, LBC et
LBCD comme étant capables de transformer le 33°44’-tetrachlorobiphényle encore
récalcitrant. Cependant, I’ensemble de ces hybrides montre un spectre d’activité peu
varié. De ce constat, nous avons donc utilisé I’évolution moléculaire in vitro par
recombinaison aléatoire afin d’explorer un plus grand nombre de BPDO variantes qui
pourraient présenter un potentiel catabolique plus large ou varié que ceux des BPDO
identifiées jusqu’a ce jour. La stratégie a été d’appliquer la recombinaison in vitro
aléatoire sur les portions du géne bphd en partie C-terminale. Cette approche a permis
d’obtenir le mutant II-H intéressant par son habilité & catalyser une oxygénation en ortho-
meta favorisant une transformation efficace du congénére 2,6-dichlorobiphényle toxique
et persistant dans I’environnement. 7
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Introduction

Les biphényles polychlorés (BPC) sont des composés d’origine industrielle
produits entre les années 30 et 70 qui représentent un groupe de polluants organiques
majeurs et récalcitrants dans I’environnement (Furukawa, 1982). Détectés pour la
premicre fois en 1966 (Jensen, 1966) dans les organismes vivants, on reconnait
maintenant leur présence a I’échelle planétaire. Bien que leur utilisation se soit concentrée
dans les pays en essor industriel, ils se retrouvent méme dans les lieux aussi isolés que
I’ Arctique et I’ Antarctique di a leur transport par les vents atmosphériques (Tanabe,
1988; Macdonal et al, 2000). Malheureusement, ces xénobiotiques, produits d’une
synthése chimique, sont extrémement stables et leur caractére lipophile entraine leur
accumulation dans les tissus adipeux des animaux ainsi que leur bioconcentration dans la
chaine trophique (Hutzinger et al, 1974; Furukawa. 1982). Considérés comme des agents
neurotoxiques (Chou et al, 1979; Safe, 1990), hépatotoxiques (Yoshimura et al, 1979),
génotoxiques (Safe et al, 1982; Brown et al, 1991) et cancérigénes (Kimbough et al,
1975; Shaw, 1993), leur présence persistante dans I’environnement peut représenter un
risque élevé pour préserver le meilleur €quilibre possible chez les organismes vivants du
globe. D’ou I’intérét de développer des techniques de décontamination efficaces de sites

contaminés aux BPC.

La présence diffuse des BPC dans la biosphére et leur accumulation dans les tissus
organiques suggerent que ces produits ne sont pas transformés efficacement dans
I’environnement. Ceci indique une absence d’efficacité des voies cataboliques des micro-
organismes a minéraliser ces produits. L’introduction récente des BPC dans
I’environnement peut expliquer le fait que les micro-organismes ne se sont pas encore
adaptés adéquatement a leur transformation. Afin de contrer ce probléme, des traitements
ont été développés, dont les plus couramment utilisés actuellement pour décontaminer les
sols et les déchets font appel & la destruction thermique. Cependant, ces méthodes
contribuent & I’émission de gaz composés de dibenzo-p-dioxines (PCDD) et de
dibenzofurannes (PCDF) qui s’avérent étre hautement plus toxiques que les BPC en soi

(Safe et al, 1985; Safe, 1990; Jones et al, 1993). L’incapacité a utiliser ces méthodes pour
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décontaminer les sols difficilement accessibles a4 la machinerie lourde, les eaux et les
sédiments démontre la limite de leur application exigeant le développement de méthodes

alternatives.

L’utilisation de micro-organismes s’avére étre une alternative judicieuse. Depuis
quelques temps, un nombre de bactéries ont été identifiées comme étant capables de
transformer les BPC 4 faible teneur en chlore en empruntant la voie de transformation du
biphényle (Furukawa, 1982; Sylvestre, 1995). Aussi, cette voie qui sert a priori a
transformer le biphényle, dispose d’enzymes spécifiques dont la séquence génétique varie
d’un micro-organisme & l'autre définissant leur propre spectre d’activité (Taira et al,
1992; Guilbeault er al, 1994; Haddock et al, 1995). Donc, ces souches bactériennes ont un
profil d’activités enzymatiques différent et elles démontrent un spectre de transformation
plus ou moins large en terme de nombre de congénéres transformés. Cependant, aucune
d’elles ne peut transformer tous les congénéres retrouvés dans les mélanges
commerciaux. Ainsi, I'application de procédés microbiologiques efficaces exige des
modifications majeures du spectre de sélectivité de ces bactéries afin d’étendre leur
capacité a transformer la grande majorité des BPC retrouvés dans I’environnement. Nos
études portent sur la modification du spectre de transformation des souches Burkholderia
cepacia LB400 et Comamonas testosteroni B356 qui comptent parmi les souches

capables de transformer les BPC les mieux connus a ce jour.

Les génes codant pour les enzymes de la voie catabolique du biphényle ont tous
éte localisés et séquencés, et les enzymes ont été purifiés. La dioxygénase du biphényle
(BPDO) qui initie la voie de transformation constitue un déterminant majeur dans la
spécificité ~catabolique d’un micro-organisme a transformer les BPC. Ainsi,
I’augmentation de I’efficacité de cette voie implique des modifications des génes codant
pour cette enzyme. La BPDO est un systéme multi-enzyme constitué de trois
composantes; une oxygénase (ISP), une ferrédoxine-réductase et une ferrédoxine
(Haddock et Gibson, 1995; Hurtubise et al, 1995). La ferrédoxine-réductase et la
ferrédoxine forment une chaine de transport d’électrons pour le transfert de deux
€lectrons vers I'ISP terminale qui catalyse une oxygénation sur le noyau biphényle

(Hurtubise et al, 1995). Ainsi, I’'ISP est la composante de la BPDO qui se lie directement



au substrat et qui est donc 4 la base de la spécificité enzymatique de la voie de
transformation, d’ou I’intérét de nos travaux a modifier I'ISP afin d’obtenir des profils de

sélection différents de ceux connus jusqu’ici.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent mémoire. Selon des études
antérieures, il a ét¢ démontré que I'ISP est constituée de deux sous-unités, o et B, qui
s’assemblent afin de former une enzyme hexamérique active, a3f3; (Haddock et al,
1995; Hurtubise et al, 1996). La portion en C-terminale de la sous-unité o, dont
quatre régions spécifiques ont été identifiées, montre une forte influence sur le spectre
de transformation de la BPDO. Dans la premiére partie de nos travaux, deux objectifs
ont été: (1) de caractériser I’activité enzymatique des hybrides obtenus par I’échange
de fragments dans la partie C-terminale des BPDO des souches B. cepacia LB400 et
C. testosteroni B356 par ingénierie génétique; (2) d’identifier certaines portions de

I’enzyme qui pourraient influencer le spectre de transformation des BPC.

De plus, des études précédentes ont démontré que I’utilisation d’une méthode
d’évolution génétique par recombinaison aléatoire, nommée DNA shuffling, peut
permettre d’augmenter ’efficacité des BPDO a transformer les BPC (Kumamaru et al,
1998; Bruhlmann er al, 1999). La rapidité de la méthode ainsi que les multiples
possibilités de recombinaisons aléatoires sont des atouts intéressants afin d’obtenir des
variants ayant un spectre de transformation des BPC plus large ou différent. La seconde
partie de nos travaux, deux objectifs a atteindrefurent: (1) d’utiliser une approche
empirique par DNA shuffling pour 'obtention de BPDO variants; (2) de caractériser
Iactivité enzymatique des variants sur un mélange de BPC commercial, Aroclor 1242, et
sur un mélange synthétique dans le but de cibler les variants intéressants par leur capacité

de transformation hors du commun.
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1.1 Origine des biphényles polychlorés

Les biphényles polychlorés (BPC) sont des composés xénobiotiques introduits
récemment dans I’environnement. Actuellement, ils comptent parmi les polluants
environnementaux les plus persistants et répandus dans I'écosystéme. C’est en
Allemagne, en 1881 que la premiére synthése de ces composés organiques a été
réalisée (Carrier, 1991). Cependant, ce n’est qu’en 1929 que débute I'utilisation
intensive des BPC a des fins industrielles (Furukawa, 1982). Une premiére
réglementation concernant la production et I'utilisation des BPC a été élaborée en
1976 par le Congrés américain suite a des études démontrant aussi leur présence dans
les organismes vivants (Jensen, 1966; Wassermann ef al, 1979). De par leur caractére
lipophile, les BPC ont tendance a s’accumuler dans les tissus adipeux du vivant et ce,
a tous les niveaux des différentes chaines trophiques. Ce n'est qu'a la fin des années
70 que le principal fabricant mondial, la compagnie Monsanto (93% de la production

mondiale, 1X10°kg) a cessé la production et commercialisation des BPC.

On estime qu'entre les années 1929 et 1989, la production mondiale totale des
BPC (excluant I'ex-Union Soviétique) a été de 1,5 million de tonnes avec une
moyenne de 26 000 tonnes/année. La premiére législation émise par les Etats-Unis en
1976 interdisait la production, la vente et distribution des BPC (hormis dans un
systéme entierement scellé¢). La production mondiale de BPC s’est poursuivie a un
rythme de 16 000 tonnes/année de 1980 a 1984 et de 10 000 tonnes/année de 1984 a
1989 (PNUE, 1998). En 1988, on évaluait que 31% de la production totale de BPC
avait déja pénétré dans l'environnement, que 4% avait été détruit et que 65% a été
encore en usage ou entreposé (Tanabe, 1988). Jusqu'a présent, I'expansion de la
contamination par les BPC dans l'environnement et la création de sites hautement
contaminés sont principalement dues a I'étendue de leur utilisation lors du
développement industriel, ainsi qu'a une mauvaise gestion des déchets contaminés

(Fuoco et al, 1996; Chevreuil et Granier, 1992).



Les BPC sont une famille de composés produits commercialement par la
réaction du biphényle avec du chlore anhydre en présence de chlorure ferrique (ou de
limaille de fer) utilisé comme catalyseur métallique (Hutzinger et al, 1974). En
contrdlant la quantité du chlore dans le mélange réactionnel, le taux de chloration peut
étre ajusté afin de produire une série de produits possédant des caractéristiques
différentes. Ainsi, ils sont produits et commercialisés sous forme de mélanges
complexes constitués de congénéres qui différent par leur niveau de chloration. On les
retrouve sous différentes appellations & travers le monde : " Aroclor " (Monsanto,
Etats-Unis) ; " Phenoclor " et " Pyralene " (Prodelec S.A., France); " Clophen"
(Farbenfabriken Baye AG, Allemagne); " Kanechlor " (Kanegafuchi Chemical
Industrial Co. Ltd, Japon) (Hutzinger et al, 1972). Les compagnies ont un systéme
d’identification spécifique & chacun des mélanges par I’assignation d’un chiffre
reflétant le pourcentage d’atomes de chlore dans le mélange ou la teneur moyenne en
chlore. Par exemple, pour I'Aroclor 1260, le premier chiffre indique la molécule du
départ ; le biphényle. Les deux derniers désignent la teneur en chlore du mélange, soit
60% de chlore ce qui représente un rapport de 6.3 atomes de chlore par molécule de
biphényle. A I’intérieur d’une méme préparation, par exemple Aroclor 1242, il y a

jusqu’a 72 congénéres différents (Albro et Parker, 1979).

Les BPC comprennent un ensemble de molécules possédant une structure de
base identique formée du noyau biphényle, ou se greffent des atomes de chlore en
quantité et de positions différentes. En principe, 209 congénéres différents de BPC
peuvent étre synthétisés. En pratique, seulement 130 sont produits di aux problémes
d'encombrement stérique et a la stabilité de la molécule (figure 1) (Hutzinger et al,

1974).

Les biphényles polychlorés possédent des propriétés physico-chimiques étanta
la base de leur applicaton commerciale. De fagon générale, ces molécules aromatiques
possedent une grande stabilité chimique et thermique (Hutzinger et al, 1974;
Furukawa. 1982). Les caractéristiques physiques importantes des BPC sont la basse

pression d’évaporation, la faible solubilité et le coefficient diélectrique élevé. Les



caractéristiques chimiques comprennent entre autres, la résistance a I’oxydation et
I'hydrolyse acide-base (Carrier, 1991). Leur caractére lipophile augmente selon la
teneur en chlore alors que leur solubilité et leur volatilité varient en sens inverse

(Hutzinger et al, 1974).

Figure 1. Structure chimique des BPC. La numérotation des positions des atomes
de chlore et les positions ortho (o), meta (m) et para (p) sont indiquées. Le nombre

total d’atomes de chlore (x) est compris entre 0 et 10.

Leur spectre d’utilisation industriel va de leur présence dans la fabrication de
plastifiants, d’insecticides, de lubrifiants, de fluides hydroélectriques, de fluides pour
échangeurs de chaleur et de retardateurs de flammes et notamment comme fluides
refroidissants a I’intérieur de transformateurs et condensateurs électriques. On les a
utilisés aussi dans la confection de peintures, de papiers & polycopier, dans les
adhésifs, les savons et dans les encres d’imprimeries (Hutzinger et al, 1972; Safe,

1990; PNUE, 1998).



1.2 Aspects toxicologiques des BPC

Les biphényles polychlorés sont des composés persistants dans
l'environnement et ubiquitaires (Risebrough ef al, 1968). Leur détection requiert des
techniques d'analyses complexes afin de les distinguer des autres composés
organochlorés présents dans I'environnement. Des traces de BPC ont été dépistées
pour la premiére fois lors d'un échantillonnage sur des organismes vivants en 1966
(Jensen, 1966). Par leurs propriétés chimiques favorisant leur transport sur de longues
distances, les BPC ont été détectés dans les régions polaires (Tanabe, 1988; Macdonal
et al,2000), dans ’eau océanique & des concentrations se situant entre 0,04 4 8,0 ng/L
(Tanabe et Tatsukawa, 1986), ainsi que dans I’atmosphére (Chevreuil et Granier,
1992). Malgré les mesures strictes de protection de I’environnement face aux BPC,
ces derniers continuent de pénétrer dans la nature & partir de sources diverses tels
I’élimination inadéquate de ces substances, les déversements accidentels, les
épandages de boues en provenance de stations d’épuration (Chevreuil et Granier,

1992).

1.2.1 Santé humaine

A cause de leur caractére lipophile jumelé a leur faible solubilité dans I’eau, les
BPC s'accumulent principalement au niveau des tissus lipidiques des organismes

vivants. On les retrouve a tous les échelons de la chaine alimentaire.

Chez I'humain des pays industrialisés, la concentration moyenne dans les tissus
adipeux varie entre 0,6 4 10,0 ppm. Chez les travailleurs constamment exposés a ces
produits, on peut détecter plus d'une centaine de ppm de BPC dans leur tissus adipeux
(Brown et al, 1991). Une étude réalisée sur un groupe de travailleurs ayant été
exposés quotidiennement aux Aroclor 1242, 1254 et 1016 a différentes périodes a
permis d'identifier certaines des manifestations toxiques des BPC. L'exposition aux
BPC est associée entre autres 4 une augmentation des risques de développer un cancer

du foie corroborant les résultats d’études menées sur des animaux (Kimbrough et al,



1975; Shaw, 1993). D'autres études indiquent qu'ils pourraient étre des agents
neurotoxiques (Chou et al, 1979; Safe, 1990), hépatotoxiques ( Yoshimura et al,
1979), génotoxiques (Safe et al, 1982; Brown et al, 1991) et responsables du

développement de troubles dermatologiques (Garner et Matthews, 1998).

Les cas d’intoxication alimentaire aux BPC, qui ont eu lieu & Yosho au Japon en
1968 et & Yu-Cheng en Taiwan en 1978 (Rogan et al, 1988), ont témoigné des effets
toxicologiques de ces xénobiotiques. Suite & une consommation d’huile de riz
contaminée accidentellement, les symptomes observés ont été multiples: lésions
dermiques (chloracné), une pigmentation des ongles et de la peau, des troubles de la

vision, des problémes neurologiques et la présence de Iésions hépatiques (Safe, 1990).

1.2.2 Identification des composants responsables des effets toxiques

Les BPC sont des mélanges complexes ou il est difficile d'identifier
précisément les composants responsables des effets toxiques. Plusieurs études
concernant les effets biologiques et toxiques ont démontré une corrélation avec le
degré de chloration du mélange. Ainsi, I’Aroclor 1254 et I’Aroclor 1260 s’avérent
beaucoup plus toxiques que les mélanges commerciaux afaible teneur en chlore (Safe,
1990). De plus, Ila toxicité de chacun des congénéres varie considérablement. Selon
Safe et al (1985), les congénéres les plus toxiques contiennent, au moins, deux atomes
de chlore en position para et deux ou plus en position meta. La présence d'atomes de
chlore dans les positions ortho réduit significativement les effets observés. Enfin, il a
été démontré que les mélanges commerciaux de BPC contiennent des traces de
composés secondaires, tel la 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxine, 10 000 fois plus
toxique que les BPC (Safe et al 1985; Safe, 1990), la dibenzo-p-dioxine (PCDD) et le
dibenzofuranne (PCDF) de conformation coplanaire formés lors de leur production

(figure 2) (Safe, 1990).
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Figure 2. Représentation des structures chimiques du dibenzo-p-dioxine (a), du

dibenzofuranne (b) et du 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxine (c).

La toxicité des congénéres BPC coplanaires etdes impuretés secondaires
seraient associ€ées a une grande affinit¢ de liaison avec les récepteurs cellulaires
hépatiques (Ah) (Safe, 1990; Safe et al, 1985). Ces récepteurs sont impliqués
directement dans les mécanismes de détoxication en régulant I’induction des
monooxygénases du type cytochrome P-450 en présence de ces xénobiotiques.
Cependant, les cytochromes P-450 catalysent la transformation des composés
aromatiques en dérivés €poxydes réactifs et mutagénes pouvant former des liens

covalents avec ’ADN, I’ARN et les protéines (figure 3) (Safe, 1990; Safe et al, 1985)
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Figure 3. Schéma de la transformation d'un congénére BPC toxique au niveau

du foie et induction des cytochromes P-450.

1.3 Décontamination des BPC dans ’environnement

1.3.1 Méthodes conventionnelles

La destruction des molécules de BPC nécessite la scission de liens
moléculaires par I’application d’énergie thermique ou chimique. Actuellement, les
traitements les plus couramment utilisés pour les sols et déchets contaminés sont
davantage axés sur des méthodes de destruction thermique. Les systémes les plus
utilisés sont les fours rotatifs, les fours & ciment et les incinérateurs a lit fluidisé
(Ackerman et al, 1983; PNUE, 1998). Malgré I’efficacité de ces techniques pour le
traitement d’un éventail de congénéres BPC, ellescontribuent néanmoins & 1’émission
des gaz PCDD et PCDF qui représentent 1% de la totalit¢ des gaz émis dans
’atmosphére hautement plus toxiques que les BPC en soi (Jones et al, 1993). Leurs

cofits d’installation et d’exploitation ainsi que ceux requis pour I’excavation des sols
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contaminés sont trés onéreux (Chiarenzenlli et al, 1995). De plus, seuls les sols
accessibles & la machinerie lourde peuvent étre traités, ce qui présente un probléme

sérieux de contamination des eaux, des sédiments et des sols difficilement accessibles.

Certains procédés de déchlorination par voies chimiques ont été proposés. Ces
méthodes se basent sur des réactions d'hydrolyse impliquant un métal alcalin lié a un
groupement organique (naphtaléne ou polyéthyléne glycol de sodium) ou un oxyde
ou hydroxyde métallique alcalin. Cependant, ces procédés peuvent détruire les
inhibiteurs d’oxydation, limitant le recyclage des huiles dans lesquelles les BPC sont
solubilisés (PNUE, 1998). De plus, la déchlorination catalysée par des bases est
inefficace pour le traitement des déchets contenant plus de 10% de BPC et ne peut pas

réduire la teneur en composés chlorés a moins de 2 ppm.

1.3.2 Méthodes microbiologiques

Une alternative aux méthodes conventionnelles est le développement de
méthodes de bioréhabilitation. La bioréhabilitation fait appel a des processus naturels.
L’utilisation contrélée des micro-organismes sélectionnés selon leur capacité a
transformer des composés toxiques ciblés assure la décontamination des sols, de ’eau
et des sédiments. Ainsi, contrairement aux méthodes conventionnelles plutot
dispendieuse et qui vont jusqu'a stériliser le sol, les méthodes microbiologies,
exigeant un temps de réalisation plus long appliquées dans le respect de

l'environnement, sont donc moins dispendieuses et néfastes pour les sites traités.

La présence de différents composés organiques dans I'écosystéme a permis aux
micro-organismes de développer des systémes enzymatiques capables d'utiliser un
grand nombre de substrats. Cependant, pour certains produits xénobiotiques introduits
récemment dans l'environnement, il n'existe pas de voie catabolique efficace, ceux-
ciétant réfractaires a la biotransformation. Jusqu’a présent, diverses souches

bactériennes et fongiques ont été répertoriées 4 méme les sites contaminés en fonction
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de leur capacité a transformer des congénéres BPC (Bedard et al, 1986). On constate
que les activités envers les BPC différent selon la souche, comprenant un spectre plus
ou moins large de congénéres BPC transformés. La transformation des BPC se fait par
co-métabolisme et le biphényle est nécessaire afin d'optimiser leur transformation

(Ahmed et Focht, 1972; Barriault et Sylvestre, 1993).

De facon générale, les méthodes microbiologiques utilisent deux approches.
La premiére approche privilégie I'usage d'un consortium bactérien sélectionné a partir
de la flore indigéne activée et la seconde, emploi de souches pures ou développées en
laboratoire afin d'accroitre leur capacit¢ de transformation. Ces souches sont
employées dans les techniques de bioréhabilitation, tel lors de traitements en biopile
ou en bioréacteur. Ces procédés de décontamination sont effectués de maniére a
optimiser l'activité de transformation en contrdlant certains paramétres dont I'apport

nutritif, la température et le taux d'oxygénation du milieu réactionnel.

1.4 Voies cataboliques des BPC

La transformation des biphényles polychlorés peut s’effectuer par deux voies
distinctes: transformation oxydative dans une niche écologique exposée a I’oxygéne
ou transformation réductive en milieu anoxique (Lunt et Evans, 1970; Brown et al,

1987).

Généralement, les sols saturés en eau et les sédiments aquatiques sont
anaérobies. La présence de métaux tels le Fe, le Mn et I'Al en concentration élevée
peut aussi favoriser le développement de conditions anoxiques dans les sols. Les
congénéres BPC a plus forte teneur en chlore, peuvent étre déshalogénés par des
micro-organismes anaérobies. Le phénoméne de déshalogénation réductrice a été
observé dans les sédiments contaminés ou l'on a noté que la proportion des

congénéres fortement chlorés diminuait de fagon significative en fonction du temps

14



(Brown et al, 1987). Ce processus pourrait faciliter la transformation subséquente des
chlorobiphényles par voie aérobie en réduisant le nombre d'atomes de chlore sur la
molécule. Vu le manque de connaissances des mécanismes de déshalogénation
réductrice, des enzymes impliquées, et des métabolites produits, plusieurs études
seront encore nécessaires avant d'appliquer ce procédé a la bioréhabilitation des sites

contaminés aux BPC.

D'autre part, la voie catabolique oxydative du biphényle favorise la
transformation des congénéres BPC faiblement chlorés en chlorobenzoates
(Furukawa, 1982). Ceux-ci seront éventuellement minéralisés par la voie catabolique
du benzoate (Sondossi et al, 1992). Les souches les plus performantes connues jusqu'a
présent et qui représentent le deux tiers des souches capables de transformer les BPC
appartiennent au groupe des bactéries aérobie strictes Gram négatif (Abramowicz,
1990). Les souches les plus étudi€es en raison de leur performance de transformation
des BPC sont B. cepacia LB400 (Fain et Haddock 2001), C. testosteroni B-356
(Ahmad et al, 1990) et P. pseudoalcaligenes KF707 (Taira et al, 1992).

1.4.1 Spécificité enzymatique des voies de transformation oxydative

Les divergences du profil de transformation préférentielle des bactéries
capables de transformer les BPC s'expliquent par les variations entre les enzymes
impliquées dans la voie de transformation du biphényle d’un organisme & I’autre. B.
cepacia LB400 (Bopp, 1986; Fain et Haddock, 2001), C. ftestosteroni B-356 (Ahmad
et al, 1990) et P. pseudoalcaligenes KF707 (Taira et al, 1992) peuvent catalyser
l'oxygénation de l'un des noyaux aromatiques du biphényle en position 2 et 3.
Cependant, leur profil de transformation des BPC difféere (Haddock et al, 1995;
Guilbeault et al, 1994; Taira et al, 1992). C. testosteroni B-356 transforme
pauvrement les congénéres BPC substitués en position ortho, tel le 2,2'-
dichlorobiphényle (22'CB) (Guilbeault et al, 1994). Selon le profil de sélection de

cette souche, B-356 transforme préférentiellement le congénére substitué en position
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meta, tel le 3,3'-dichlorobiphényle (33'CB) et posséde une faible efficacité de
transformation du 4,4'-dichlorobiphényle (44'CB) (Hurtubise et al, 1998). D'autre
part, P. pseudoalcaligenes KF707, isolé des sites contaminés a Kitakyushu (Japon),
posséde un spectre de transformation étroit dont son substrat préférentiel est le 44'CB.
Tout comme B-356, KF707 est incapable d'oxygéner le noyau biphényle en position
3,4. Finalement, B. cepacia LB400 transforme préférentiellement les congénéres BPC
doublement substitués en position ortho-, tel le 2,2’-dichlorobiphényle (22'CB) que
peu de bactéries connues peuvent transformer (Bedard er al, 1986; Hurtubise et al,
1998). La souche LB400 transforme faiblement les congénéres substitués en meta et
para, tel le 33'CB et 44'CB respectivement. Un autre trait caractéristique de cette
souche est son habileté a oxygéner le noyau biphényle en position 3 et 4 du biphényle
(Haddock et al, 1995). LB400 dispose d'un plus large spectre de transformation lui
conférant la compétence de catalyser des congénéres ayant jusqu'a 6 atomes de chlore
par cette capacité d'hydroxylation en position 2,3 et 3,4. Ce qui explique sa capacité
de transformer le congénére 22'55' CB, ou les sites ortho et meta ne sont pas
disponibles (Haddock et al, 1995). Ceci fait d'elle l'une des souches les plus

performantes connues a ce jour (figure 4).
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Figure 4. Congénéres BPC préférentiellement transformés par les souches B.
cepacia LB400, P. pseudoalcaligenes KF707 et C. testosteroni B-356. Congénéres
[ : 22-dichlorobiphényle, II : 2,2'5,5-tetrachlorobiphényle, III : 44'-
dichlorobiphényle, IV : 3,3'-dichlorobiphényle. Fléche : position d'attaque de la

dioxygénase du biphényle sur le substrat.

1.4.2 Etapes catalytiques du catabolisme oxydatif

La biodégradation des BPC s'effectue par la voie catabolique du biphényle.
Cette voie, qui sert a priori a transformer le biphényle, dispose d’enzymes spécifiques
dont la séquence d’acides aminés varie d’un microorganisme a I’autre, définissant leur
propre spectre d'activité. La minéralisation du biphényle par voie oxydative s'effectue
par l'intermédiaire de deux voies. Une voie supérieure catalyse la conversion du
biphényle en acide benzoique par une hydroxylation suivi du clivage de I'un des
cycles du noyau aromatique. L'acide benzoique est ensuite métabolisé par la voie de
dégradation du benzoate (voie inférieure). Sucessivement, les métabolites formés

pourront étre intégrés au cycle de Krebs (Sondossi et al, 1992).
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La transformation du biphényle en benzoate s’effectue en quatre étapes
enzymatiques (figure 5). Tout d’abord, I’enzyme multi-composante appelée
biphényle 2,3-dioxygénase (BPDO) catalyse I’incorporation d’oxygéne moléculaire
sur l'un des deux cycles du biphényle pour former le 2,3-dihydro-2,3-
dihydroxybiphényle (II) (Haddock et al, 1993; Bergeron et al, 1994). Cette étape
s'effectue en présence du co-facteur NADH. Le métabolite II est ensuite oxydé en
présence de NAD® par une déshydrogénase (BphB) pour former le 2,3-
dihydroxybiphényle (III). Celui-ci est alors clivé en position meta par la 2,3-
dihydroxybiphényle-1,2-dioxygénase (BphC). Le produit de meta-clivage, le 2-
hydroxy-6-oxo-phényl-hexa-2,4-diénoate (HPDA), est ensuite hydrolysé par la HPDA
hydrolase (BphD) pour former le benzoate et le 2-hydroxy-penta-2,4-di¢noate par
I'introduction d'une molécule d'oxygéne (Ahmad et al, 1990; Furukawa, 1982; Massé
et al, 1984).

18



H
ot on = COOH
NADH + H" OH  NADH
NADH NADH + H* OH NN
H -~ = 0o
—

—

O ‘ BPDO O BphB O BphC
02

[ I I

BphD
COOH A/O

CH, COOH

VI \%

Figure 5. Voie catabolique du biphényle. Métabolites I: biphényle, II:2,3-dihydro-2,3-
dihydroxybiphényle, III : 2,3-dihydroxybiphényle, IV : 2-hydroxy-6-oxo-6-phényl-
hexa-2,4-diénoate (HPDA), V : acide benzoique, VI : 2-hydroxy-penta-2,4-diénoate.
Enzymes: BPDO: biphényle 2,3-dioxygénase, BphB: 2,3-dihydro-2,3-
dihydroxybiphényle déshydrogénase, BphC : 2,3-dihydroxybiphényle 1,2-dioxygénase,
BphD : HPDA hydrolase.

1.4.3 Description de la dioxygénase du biphényle

La BPDO est un syst¢éme multi-enzyme qui initie la voie de transformation par
Iincorporation de deux atomes d’oxygéne juxtaposés sur I’un des cycles aromatiques
du biphényle afin de produire un 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle, illustré a la
figure 6. La BPDO se compose d'une ferrédoxine-réductase (43 kDa) codée par le
géne bphG, d’une ferrédoxine (12 kDa) codée par bphF et d’une oxygénase terminale
(ISP) qui est une protéine fer-souffre composée d'une sous-unité o. (51 kDa) et d'une

sous-unité¢ B (22 kDa) codées respectivement par bphd et bphE (Erickson et
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Mondello, 1992; Hurtubise et al, 1995). La ferrédoxine-réductase et la ferrédoxine
servent a transférer deux électrons en provenance du NADH réduit vers le centre
Rieske [2Fe-2S] de l'oxygénase terminale (Hurtubise et al, 1995). Par la suite, ces
électrons pourront étre transférés au fer mononucléaire du site actif situé dans la sous-
unité¢ a afin d'activer la molécule d'oxygéne pour une réaction de cis-hydroxylation
sur le noyau biphényle. Sous forme active, les sous-unités o et B de l'oxygénase
terminale de la BPDO s'associent en hexameére, a3B; (Haddock et al, 1995; Hurtubise

et al, 1996).

NA[§N<ADH +H Génes codant
Réductase , Reéductase xy bphG

; { bphF

Ferredoxine i
oxy Ferredoxine

} < . | bphA (o)

ISP,ed ISP, ‘ on +
OH
S Z . bphE (B)

[ II

Figure 6. Systéme multi-enzyme de Ia dioxygénase du biphényle (BPDO) de la
souche B356. Ferrédoxine-réductase (bphG); Ferrédoxine (bphF); Oxygénase
terminale (ISP) formée d'une sous-unité a (bphA4) et d'une sous-unité B (bphE). Red :
Réduite, Oxy : Oxydée, [ : biphényle, II : 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle.
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1.4.4 Organisation génique des opérons biphényle des souches LB400, B-356 et
KF707

Les génes codant pour le catabolisme du biphényle sont organisés sous forme
d'opérons (Ahmad et al, 1990; Mondello, 1989) localisé soit sur le chromosome
(Ahmad et al, 1990) ou sur le plasmide (Merlin et al, 1997). Leur disposition peut
varier selon la souche étudiée (figure 7). L'opéron biphényle des souches LB400 et
KF707 est ordonné de fagon similaire sur le chromosome (Erickson et Mondello,
1992; Taira et al, 1992). Cette grande ressemblance au niveau de l'organisation est le
reflet du pourcentage d'homologie élevée entre les génes bphAEFG de LB400 et
bphA1424344 de KF707, soit de 95% (Gibson et al, 1993). Cependant, l'organisation
des genes de B-356 différe. Le géne codant pour la ferrédoxine-réductase de B-356
(bphG) est situé a 18kb en amont de bphA et les génes codant pour les enzymes de la
voie inférieure (bphK, bphH, bphJ et bphl) ne sont pas situés entre bphC et bphD
comme chez LB400. Le pourcentage d'homologie entre les génes bph de B-356 et
ceux des souches LB400 et KF707 est de 75%, a l'exception de bphG qui n'a que
30% d'homologie (Sylvestre et al, 1996).



B. cepacia LB400 (Erickson et Mondello, 1992)

orf0 bphA bphE orfl bphF bphG bphB bphC bphK bphH bphJ bphl  bphD

P. pseudoalcaligenes KF707 (Taira et al, 1992)

orf0  bphA; bphA: orf3 bphA; bphA, bphB bphC bphX bphX, bphX, bphX; bphD

C. testosteroni B356 (Sylvestre et al, 1996 ; Bellemare A., 2000)

/18 kb
orf0 | bthl / bphA  bphEbphXbphFbphB bphC bphD

Figure 7. Organisation génique des opérons biphényle des souches B. cepacia
LB400, P. pseudoalcaligenes KF707 et C. testosteroni B-356. Les fléches noires
indiquent les génes codant pour des enzymes de transformation, les fléches blanches
indiquent les génes de fonction inconnue et les fléches rayées indiquent les génes

impliqués ou potentiellement impliqués dans la régulation de I’opéron biphényle.

1.5 Ingénierie de la dioxygénase

Les premicres étapes enzymatiques de la transformation aérobie de divers
composés aromatiques sont similaires. Des enzymes homologues a la BPDO, Bph B
et Bph C ont été identifiées dans les voies cataboliques responsables de la
transformation du naphtaléne, du toluéne et du benzéne (Barriault et al, 1998).
L'arrangement des composantes de la dioxygénase est analogue. Cependant, leur
divergence structurelle est la source de leur activité catalytique distincte et spécifique.
Ainsi, leur adaptation évolutive a généré des spécificités enzymatiques qui leur sont
propres tout en maintenant une capacité a catalyser un large spectre de composés

aromatiques ou leurs activités peuvent se chevaucher (Sylvestre er al, 1996). Par
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exemple, la BPDO a I'habilité de réagir avec les chlorobiphényles (Haddock et
al, 1995), le toluéne (Furukawa er al, 1993), les hydroxybiphényles (Sondossi et al,
1991) et les dichlorophényl-trichloro-éthanes (Massé ef al, 1989). La dioxygénase du
naphtaléne (NDO) peut oxygéner plusieurs hydrocarbones polycycliques aromatiques
(Kiyohara et al, 1994), et posséde la compétence de dihydroxyler le biphényle et
certains chlorobiphényles portant les atomes de chlore en position ortho-meta et meta-
para (Barriault et Sylvestre, 1999a). D’autre part, la dioxygénase du toluéne (TOD)
peut métaboliser une variété de composés aromatiques et le biphényle (Furukawa et

al, 1993).

1.5.1 Etudes de la structure et de Pactivité de la NDO

1.5.1.1 Structure tridimensionnelle de la NDO

De fagon générale, les dioxygénases de composés aromatiques catalysent une
réaction de dihydroxylation sur deux atomes de carbone adjacents du cycle
aromatique. Quelques unes de ces enzymes peuvent oxygéner un large spectre de
substrats analogues (Mason et Cammack, 1992). La connaissance de la structure
tridimensionnelle de la dioxygénase, qui est responsable de la spécificité de 1’enzyme,
de la liaison et de I'orientation du site actif avec le substrat, permet d'identifier
lesquels des résidus aminés détiennent un role important. Jusqu’a présent, la structure
de la BPDO n’est pas encore connue. Toutefois, la structure de la NDO est un modéle
pour tous les membres de la famille des dioxygénases catalysant une hydroxylation
sur les cycles aromatiques. Cette enzyme existe sous forme d'hexamére, o3B3, qui
visuellement prend l'aspect d'un champignon. Les trois sous-unités a composent la
téte du champignon, alors que la base est constituée de I'assemblage des trois sous-
unités B. La sous-unité a contient le centre Rieske [2Fe-2S] qui transfert les électrons
vers le Fe?* mononucléaire du site actif de I'enzyme qui est situé sur la partie C-
terminale de la sous-unité a (figure 8). La structure tridimensionnelle suggére une
coopération entre les sous-unités o adjacentes ou les électrons en provenance du

centre Rieske d'une sous-unité a sont transférés au Fe ** du site catalytique de la sous-
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unité a adjacente. Ainsi, la partie C-terminale de la sous-unité o est directement
impliquée dans le réaction avec le substrat. Parales et al (1999) ont démontré que
I'Asp-205, présent au site actif de la sous-unité a de la NDO, est essentiel lors du
transfert des électrons du centre Rieske vers le Fe 2* de la sous-unité a adjacente. Il en
va de méme de I'Asp-362 qui est impliqué dans la liaison avec le Fer mononucléaire.
De plus, il est possible que I'association et I'espace entre les sous-unités o et B
influencent la dimension et la conformation de la poche catalytique modulant ainsi la
spécificité enzymatique (Kauppi er al, 1998). Ce modéle conceptuel pourrait
expliquer pourquoi les acides aminés du site actif de la sous-unité o identifiés comme
étant critiques lors de la reconnaissance enzyme/substrat dans une dioxygénase
donnée, ont peu ou aucun effet sur I’activité catalytique d’hybrides ayant des

différences au niveau structurel.

Cy —S 'S N

/F \S/F .

Cy —S §\
\ ~N

Figure 8. Structure du centre Rieske [2Fe-2S] présent dans la sous-unité a de

I'oxygénase de la BPDO.

1.5.1.2 Activité de la NDO envers le biphényle

La caractérisation enzymatique de la NDO purifiée de Pseudomonas putida G7 a
permis de démontrer sa capacité a catalyser l'oxygénation du biphényle. Deux
métabolites sont produits, soit le 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle et le 3,4-
dihydro-3,4-dihydrohybiphényle dans un rapport d'environ 90:10 (Barriault et
Sylvestre, 1999a). D'autre part, la 1,2-dihydro-1,2-dihydroxynaphtaléne
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dihydrogénase purifiée de Pseudomonas sp. C18, peut catalyser la déshydrogénation
du 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle, du 3,4-dihydro-3,4-dihydroxybiphényle et
du 3,4-dihydro-3,4-dihydroxy-2,2',5,5'-tetrachloro-biphényle (Barriault et al, 1998).
Ces résultats démontrent Il'utilit¢ des enzymes de la voie de transformation du
naphtaléne, homologues & celle du biphényle afin de construire, par ingénierie
génétique, une voie catabolique nouvelle capable de transformer les BPC plus

efficacement (Barriault er al, 1998).

De plus, il est intéressant de constater que des modifications structurales
mineures de la NDO permettent de modifier considérablement la spécificité de
l'enzyme envers le biphényle ainsi que sa position d'attaque (Parales et al, 1999,
2000). Alors que la NDO parentale catalyse l'oxygénation du noyau bipényle sur les
atomes de carbone 2 et 3 principalement, la NDO mutante, résultant de la substitution
du résidu Phe’** par une valine, transforme 96% du biphényle en cis-biphényle-3,4-
dihydrodiol (Parales et al, 2000). De fagon générale, il est possible d'apporter de
grandes modifications au site actif de la NDO sans en affecter son activité sauf pour
I'Asp-205 et I'Asp-362 (Parales et al, 2000). Par cette tolérance et cette flexibilité de
l'enzyme a subir de telles modifications structurelles en son site catalytique, il est
envisageable d'y introduire des mutations significatives afin de générer de nouvelles

activités spécifiques envers la transformation de congénéres BPC récalcitrants.

1.5.2 Régions influentes sur la spécificité de la BPDO

1.5.2.1 Etudes de Mondello ef al : Régions I-II-III-IV

Mondello ef al (1997) ont catégorisé 15 souches en deux groupes de base selon
leur habilité a transformer les BPC. Le groupe du type LB400 a la capacité de
transformer les BPC plus fortement chlorés et ceux substitués en position 2 et 5 par
une hydroxylation en position 3,4. Cependant, il posséde une faible activité envers les

congénéres substitués en para. Au contraire, le type KF707 performe mieux sur les
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congénéres doublement substitués en para. Ce groupe présente une faible activité
envers les congénéres substitués en position 2 et 5 sur le cycle aromatique. De plus,
leur activité se dirige vers les congénéres plus faiblement chlorés (Mondello et al,
1997). Néanmoins, la comparaison des séquences entre les composantes ISP de
BPDO des souches LB400 et KF707 démontre qu'il y a seulement une différence de
20 acides aminés entre les sous-unités a, incluant 19 substitutions et la délétion d'une
glycine dans celle de KF707, alors que les sous-unités B ne different que d'un acide
aminé (Erickson et Mondello, 1993). Malgré leur forte homologie, de 95,6% pour la
sous-unité a et de 99,3 % pour la sous-unité B, ces deux ISP possédent des spécificités
catalytiques distinctes (tableau 1) (Kimura et al, 1997). Ces divergences ont été
exploitées afin de mettre en évidence les facteurs déterminants dans la structure de la

BPDO pouvant influencer sa spécificité envers divers congénéres BPC.

Tableau 1 Pourcentage d'homologie des BphA et des BphE des souches B.
cepacia LB400, P. pseudoalcaligenes KF707 et C. testosteroni B-356.

Bph A («) Bph E (B)
LB400 — KF707 95,6 % 99,5 %
LB400 - B356 76,2 % 70.1 %

Afin de mieux cibler les portions influentes de la structure lors de la
reconnaissance enzyme/substrat, la comparaison des séquences dans un premier temps
et ensuite la mutagenése dirigée ont permis d'identifier 4 régions importantes ; I, II, 11

et I'V (figure 9) (Erickson et Mondello, 1993; Mondello et al, 1997).
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LB400 22 TTT

KF707 = TMS
2
LB400 = Y
11
30
IN%
LB400 N

Figure 9. Représentation des régions I, II, III et IV identifiées au niveau de la
partie C-terminale de la sous-unité a des ISP des souches B. cepacia LB400 et P.

pseudoalcaligenes KF707.

Les divergences marquées au niveau de la spécificité de la BPDO de LB400 et
KF707 résultent de mutations & l'intérieur des régions III et IV de leur sous-unité o
respective. La modification des acides aminées 335 4 341 de la région III dans la
sous-unité a de LB400 (TF-N--I) par celle de KF707 (AI-T--T) conduit a
I’acquisition d'une activité catalytique envers les congénéres doublement substitués en
para tout en maintenant un spectre de transformation similaire 3 LB400 (Erickson et
Mondello, 1993). Cependant, conjointement a ces modifications, le changement de
I'asparagine’”’ de la région IV de la sous-unité a de LB400 par un thréonine, tel que
présent dans la région I'V de KF707, entraine un profil de sélection similaire 8 KF707
réduisant drastiquement ces capacités a catalyser l'oxygénation en position meta-para
(Mondello et al, 1997). Ces résultats démontrent un effet combinatoire entre les
régions III et IV de la sous-unité a. Par contre, la présence d'une phénylalanine®*®,
dans la région III de la sous-unité o. de LB400, modifie I'effet des mutations dans la

7

région IV. Ainsi, la région IV qui comporte une asparagine’”’ comme dans la BphA

de LB400 ou une thréonine’”’ comme dans la BphAl de KF707 n’a pas d’effets
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336

substantiels lorsque la valine™™ de la région III est remplacée par une phénylalanine

(Mondello et al, 1997).

Les hybrides obtenus par Mondello et a/ (1997), qui témoignent d'une
meilleure activité, ont subi des modifications dans la région III du domaine C-
terminale de la sous-unité¢ a de LB400. Dans la majorité des cas, les acides aminés
remplacés sont petits et hydrophobes. Ceci suggére que l'augmentation d'activité
résulterait de la formation d'un environnement favorisant les interactions
hydrophobiques envers les BPC limitant les contraintes stériques permettant la

transformation de congénéres doublement substitués en para.

1.5.2.2 Recombinaison entre BphA de LB400 et BphA1l de KF707

Kimura et al (1997) ont construit des hybrides entre BphAl de KF707 et
BphA de LB400 a l'aide de sites de restriction ou quatre fragments ont été générés. Il
a été observé que les hybrides ayant acquis les régions III et IV de LB400 se
comportaient exactement comme celle de LB400. D'autre part, le remplacement de la
thréonine®’® (région 1V) de BphAl de KF707 par une asparagine’’® comme dans
LB400 résulte en un élargissement remarquable des capacités de transformation du
nouvel enzyme envers le 22'55'CB en position 3, 4. Ainsi, un seul acide aminé peut
changer grandement le spectre de transformation des BPC (Kimura et al, 1997,
Suenaga et al, 1999). Cependant, I'hybride ap;seBLpaco a la capacité de catalyser une
hydroxylation en position 3,4 sur le cycle aromatique malgré que la région IV de cet

75 De plus, le mutant résultant du changement

hybride soit constituée d'une thréonine
de la Thr'” de B356 par I'Asn®” de LB400 n’a pas acquis la capacité de catalyser
'oxygénation sur les atomes de carbone en position meta et para (Hurtubise et al,
1998). Ainsi, malgré les fortes similarités entre les régions clefs des sous-unités o de
KF707 et de B356, les traits caractéristiques structurels de leur domaine C-terminal,
qui influencent fortement la spécificité KF707 et LB400, n'influencent pas de la

méme fagon l'activité de la BPDO de B356. En somme, il y a d'autres types de
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structures qui peuvent influencer la spécificité de l'enzyme envers les congénéres
BPC, telle I'association de la sous-unité a et B pouvant moduler la structure globale de
I'enzyme, modulant ainsi son spectre d'activité (Chebrou et al, 1999; Hurtubise et al,

1998).

1.5.2.3 Role de la sous-unité

Les différences de séquences et de spécificités enzymatiques retrouvées entre la
BPDO de la souche B. cepacia LB400 et C. testosteroni B356 ont été exploitées afin
de mettre en évidence I'implication de la sous-unité B du composant ISP dans le
profil d'activit¢ de la BPDO envers les congénéres BPC. Des hybrides ont été
construits en remplagant les sous-unités a ou  du composant ISP de LB400 par celles
de Poxygénase de B356 afin d'obtenir les hybrides ag3ssBLpaoo €t 01 psooPpiss (figure

10) (Hurtubise et al, 1998).

BphA BphE
aB3SGBLB4OO

GLB400[33356

B356 LB400

Figure 10. Hybrides construits par I'échange des sous-unités a et p des ISP des

souches B. cepacia LB400 et C. testosteroni B356.

La comparaison des substrats préférentiels révele que 1’hybride ap3ssPipaoo se
comporte comme la BPDO de LB400. Elle a acquis la capacité de transformer aussi
efficacement que oy psooPrLpaco le 22°CB et le 22°55°CB tout en maintenant une activité

équivalente envers le 33'CB et 44'CB (tableau 2). Ainsi, la sous-unité B influencerait
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le comportement de I’enzyme (Hurtubise ez al, 1998). D'autre part, les caractéristiques
catalytiques de I’hybride 0, gs00Pn3s6 SOnt mitoyennes entre celles de la BPDO de B356
et de la BPDO de LB400. Ainsi, elle transforme le 22'CB, la 22'55'CB et le 33'CB,
mais a une efficacit¢ moindre que LB400 et B-356 respectivement, tout en ne

présentant qu'une faible activité envers le 44'CB (Hurtubise et al, 1998).

Tableau 2 Quantité de substrat transformé lors d'essais in vitro par les hybrides
obtenus en interchangeant les sous-unités a et § des BPDO des souches B. cepacia

LB400 et C. testosteroni B356.

nanomoles de subtrat transformé/0,6 nanomole d'enzyme

Substrat 0B3s56PB3356 aLB40oPLBA00 op356BLB400 0B400PB356
22'CB <10 50 50 30
33'CB 50 <10 <10 30
44'CB Trace Trace Trace Trace
22'55'CB - 35 40 20

(Hurtubise et al, 1998)

Le remplacement de la sous-unité o et B a créé des hybrides révélant de nouvelles
propriétés catalytiques qui ne peuvent étre déterminées par 1’une ou I’autre des sous-
unités. L'implication de la sous-unité B dans la spécificité a aussi été confirmée par
diverses études dont l'une a été effectuée sur des hybrides entre les sous-unités a et B
des BPDO des souches LB400 et B356 avec celles de Rhodococcus globerulus P6
(Chebrou et al, 1999). Une autre étude a été réalisée impliquant la BPDO de KF707
(Bph A1A;A3A4) et la TOD de Pseudomonas putida F1 (TodC,;C,BC) qui sont
homologues a 60%. Les résultats de cette derniére étude, basés sur ’analyse du
comportement des hybrides entre les composants de la BPDO et de la TOD, a permis
de montrer I'implication des sous-unités a et B dans la capacité de ces enzymes a

métaboliser le biphényle, le toluéne, le benzéne et d’autres dérivés. Le remplacement
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de BphAlde la BPDO de KF707 par TodCl de la TOD de F1 a généré un hybride

capable de convertir le toluéne en un produit de meta-clivage (Furukawa et al, 1993).

1.5.3 Recombinaison aléatoire in vitro (DNA shuffling)

Stemmer (1994) a été le premier a avancer la stratégie d'évolution moléculaire in
vifro par recombinaison aléatoire d'ADN. Cette méthode, nommée DNA shuffling ou
direct-in vitro evolution®, repose sur la recombinaison aléatoire des séquences. Elle
consiste & mimer le processus d'évolution des étres sexués a une échelle moléculaire
en prenant avantage de la technique de PCR. Au niveau évolutif, une petite proportion
des mutations ponctuelles qui s’introduisent sur I’ADN sont bénéfiques a I'organisme
en favorisant une meilleure adaptation 4 son environnement. Dans une optique
analogue, I'échange de geénes entre individus d'une méme espéce permettra le
développement de nouveaux caractéres. C'est d'ailleurs le principe extrait de la loi du
vivant qui dirige la nouvelle technique de recombinaison in vitro aléatoire.
Récemment, Crameri et a/ (1998) ont appliqué le principe de la recombinaison in
vitro 4 des génes homologues. Le procédé est nommé "family shuffling”. Les
séquences des génes choisis sont similaires et les protéines exprimées possédent des
structures et fonctions semblables. L'avantage d'utiliser cette approche est
l'augmentation des possibilités d'acquérir de nouvelles propriétés sans toutefois
désorganiser la structure tridimensionnelle de l'enzyme. Cette approche d'évolution
moléculaire in vitro aléatoire entre une famille de génes homologues favorise
l'obtention d'une progéniture & caractére phénotypique désiré en un moins grand
nombre de générations que si les génes ont été fortement homologues (Crameri et al,

1998).

La technique de DNA shuffling consiste a scinder les génes homologues par
l'action d'une endonucléase non-spécifique (Dnase I) afin de générer un mélange
d'ADN fragmenté aléatoirement entre 50 et 100 pb (figure 11). Par I'application de la
technique de PCR, ces fragments sont assemblés pour reconstituer un géne complet.

Les événements de recombinaisons génétiques entre les fragments s'effectuent selon



I'homologie existant entre les génes parentaux. Cette population de nouveaux génes
(la progéniture) est clonée dans un vecteur d'expression. Les plasmides générés sont
utilisés lors de Ia transformation bactérienne. Une pression sélective est appliquée et
dirigée selon le caractére phénotypique recherché. Sur les milliers de génes mutants
obtenus, seuls une dizaine, répondront aux critéres de sélection désirés. Tout comme
le phénoméne de sélection naturelle, la plupart des mutations de ’ADN d’un

organisme menent a un cul-de-sac et seules quelques-unes en ressortiront bonifiées.

bphA4 B356 bphd4 LB400
| R R RRRRRARARRRRRIRRRRR [ 2
l Dnase [ ¢
—> HENNEN

PCR sans amorce

l PCR avec amorces

Figure 11. Shéma du procédé de recombinaison aléatoire.

1.5.4 Recombinaison aléatoire in vitro entre bphAlde KF707 et bphA de LB400

Kumamaru et al (1998) ont utilisé le procédé de DNA shuffling pour générer une
population d’hybrides entre les génes homologes bphd; de KF707 et de la bphd de
LB400. Suite a leur expression dans E. coli, quelques-uns des hybrides montraient
une capacité a transformer non seulement les BPC et certains analogues du biphényle,

mais aussi le toluéne et le benzéne, lesquels sont faiblement transformé par les BPDO
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parentales. De plus, certains hybrides avaient acquis une nouvelle activité catalytique
permettant de convertir I'indole en indigo. Trois des variants de cette étude avaient
acquis la région IV de LB400, constituée d'une asparagine-376, tout en conservant la
région III de KF707. Ces variants qui avaient subi d’autres modifications structurales
démontraient une faible activité catalytique en position 3,4 du noyau biphényle. En se
basant sur les analyses d’hybrides obtenus par Kimura et al (1997) et Suenaga et al
(1999), ces trois nouveaux hybrides auraient dii étre trés performants envers le
22'55°CB (Kimumura et al, 1998). Ainsi, entre les régions III et IV, la présence
d'autres types de modifications a l'intérieur de portions différentes de la sous-unité a
influencent aussi la spécificité enzymatique. A l'inverse, un hybride ayant acquis les
acides aminés GIn™’, 11e*® et Glu®* de BphA de LB400 au lieu des acides aminés
His, Val et Asp respectivement et dont le reste de la molécule a été identique a BphAl
de KF707 possédait une action catalytique accrue d’oxygénation en position 3 et 4

(Kimamaru et al, 1998).

Cette méthode d'évolution aléatoire directe a été appliquée aussi par Brithman
et Chen (1999) entre BphA1 de KF707 et BphA de LB400. Quelques-uns des variants
de la progéniture montraient une activité accrue envers les congénéres tetra- et penta-
chlorés comparativement aux enzymes parentales. L'analyse des séquences a montré
que toutes les variations structurelles des BphA hybrides les plus performantes
portaient sur la région III de la sous-unité o, confirmant ainsi l'importance de cette

33 par des acides aminés de plus

région. De plus, le remplacement de Thr’*’ et Phe
petite taille et hydrophobes, comme I’alanine et I’isoleucine, semblaient favoriser la

performance des hybrides envers les BPC (Briihiman et Chen, 1999).

Ces études ont permis de confirmer l'importance de la partie C-terminale de
BphA dans le détermination de la spécificité enzymatique. Cependant, aucun
transformant, jusqu'a présent, démontre des capacités a transformer les congénéres
substitués en position ortho, tels que le 26CB et le 22'66'-CB qui résistent aux

transformations en aérobies et en anaérobies. De ceci l'importance de développer des
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hybrides capables de transformer ce type de congénéres indésirables dans

I'environnement.



Chapitre 2
Materiel et Methodes



2. Matériel et Méthodes

2.1 Souches bactériennes et plasmides

Les souches E. coli DH11S et E. coli SG13009 ont servi d'hétes pour le

maintien et la réplication des plasmides utilisés. Les plasmides d'expression pDB31,

pQE31 et pQES1 ont été utilisés pour diverses manipulations. Leurs caractéristiques

sont énumérées au tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques des plasmides utilisés dans cette étude.

Plasmides Caractéristiques Références
PQE31 Vecteur d’expression (3.4 kb), Amp", promoteur QIAGEN Inc.
T5, opérateur lac, étiquette histidine (6xHis),
casette de clonage, origine de réplication ORI.
PDB31 Vecteur d’expression (5.6 kb), Kan", promoteur Barriault et

T5, opérateur lac, étiquette histidine (6XHis),

cassette de clonage, origine de réplication p15A.

Sylvestre, 1999b

PQE51 Vecteur d’expression (5.4 kb), Amp", origine de
réplication ORI.

QIAGEN Inc

Inc.

Amp® : géne de résistance a I’ampicilline; Kan® : géne de résistance a la kanamycine.




2.1.1 Plasmides utilisés pour l'expressjon des composantes des BPDO des souches

LB400 et B356 et des BPDO hybrides.

Une partie du travail visait & caractériser le spectre d'activité de BPDO hybrides
obtenue en interchangeant des portions des génes bphdE de LB400 et B356. Pour
reconstituer I’enzyme active, nous avons purifié chacune des composantes
individuellement & partir de clones de E. coli exprimant la protéine sous forme de
protéine de fusion portant I’étiquette 6XHis. Nous avons utilisé les plasmides pQE31
[(bphF3ss) et pQE31 [hphGesse) pour exprimer les composantes ferrédoxine et réductase
de la BPDO de la souche B356. Nous avons utilisé les plasmides pQE31 {bphAE paoo] et
pQE31 [bph4FEg;s6] pour exprimer la composante ISP de LB400 et B356. Plusieurs
hybrides de la composante ISP ont aussi été exprimés. Trois sites de restriction situés
sur la partie C-terminale de bphd de LB400 et de B356 ont servi & construire ces
hybrides (figure 12). La figure 13 illustre les hybrides construits en échangeant les
fragments qui ont fait I'objet de ce travail. Les génes bph4E hybrides ont été clonés dans

les plasmides pDB31 ou pQE31 pour étre exprimés dans E. coli DH118S.

BamH | Miu | Sca | Avrli Kpn |

BamH | Miu | Sca l Avrll Kpn |

bphd (o) bphE (B)

B356 LB400

Figure 12. Illustration des sites de restriction utilisés pour construire les hybrides

entre les génes bphAE des souches LB400 et B356.
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BPDO
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LB400 B356

Figure 13. Hybrides contruits par I’échange des fragments A, B, C ou D entre les
genes bphAE des souches LB400 et B356.

2.1.2 Plasmides utilisés pour le criblage des BPDO variants obtenus par

recombinaison aléatoire in vitro.

La seconde partie du travail a consisté & créer des BPDO hybrides par

recombinaison aléatoire in vitro "DNA shuffling" entre les génes bphd des souches
LB400 et B356. Nous avons alors utilisé les plasmides pQES51 [bphFGypago] et pQE51
[bphFGBypaoo] décrits précédemment (Chebrou et al, 1999), ainsi que le plasmide
pDB31 portant les génes de bphAE de LB400 et B356 (Barriault et al, 2001).

38



2.2 Expression et purification de la BPDO de LB400 et de B356 et
BPDO hybrides.

Le milieu Luria-Bertani (LB) en bouillon de culture (10 g NaCl, 10 g tryptone
peptone et 5 g d’extrait de levure dans 1L) contenant les antibiotiques appropriés, a
servi a faire croitre les clones pour la production des protéines. La pré-culture,
incubée a 37°C pendant 18 heures, a servi a inoculer 800 mi de milieu LB contenant
200 mg/ml d’ampicilline et 25 mg/ml de kanamycine dans un flacon Erlenmeyer 2L.
Cette culture a été incubée 4 37°C jusqu’a I’obtention d’une densité optique de 0,9 &
600 nm. Ensuite, les cultures ont été induites en ajustant la concentration du milieu a
0,5 M d’isopropylthiol-béta-D-galactoside (IPTG) puis incubées 4 37°C pour
I'expression de BphF et & température de la piéce pour I’expression de BphAE,

BphG, pendant 3 heures et 30 minutes avec agitation.

La culture a été ensuite centrifugée 4 10 000 g (Sorvall, rotor GSA) a 4°C. Le
culot a été lavé dans un tampon HEPES (50 mM HEPES, pH 7,0) puis suspendu dans
un volume équivalant a 4X le poids du culot dans le mélange composé 50 mM PIPES,
10% (v/v) glycérol et 300 mM NaCl, pH 7,2 (tampon de sonication). Cette suspension
bactérienne a été soniquée (# 4710 série, Cole-Parmer Instrument Co.) puis
centrifugée a 22 000 g (Sorvall, rotor SS-34) 4 4°C, pendant 1 heure. Le surnageant
(lysat) a été agité en présence de résine d’acide nitrilo-triacétique (QIAexpress Ni-
NTA protein purification system, QTAGEN), pendant 1 heure a 4°C. La suspension a
été ensuite transversée a l'aide d'une pipette pasteur sur une colonne. Cette derniére a
¢té dans une succession d'étapes, lavée au tampon de lavage (Pipes 50 mM, Glycérol
10 % et NaCl 300 mM a pH 6,4) contenant des concentrations croissantes d'imidazole
de 20 et 40 mM d'imidazole. La protéine a été éluée avec une solution de lavage ayant

une concentration finale de 200 mM d’imidazole.

La protéine BphAE a parfois été purifiée en condition anaérobie. Dans ce cas, le
culot a été suspendu dans le tampon de sonification décrit plus haut auquel a été

ajouté 2 mM de dithiothréitol (DTT). Les étapes subséquentes, soit ’absorption sur



colonne et I’élution de la protéine BphAE, se sont déroulé dans une chambre
anaérobie obtenue en faisant circuler un mélange gazeux de 9,9 % de CO,; 10,1 % de
H; ; 80 % N,. Les étapes de purification ont été effectuées en présence de sacs de

glace afin de maintenir les solutions a basse température.

2.3 Détermination de la concentration protéique

La concentration en protéine des préparations purifiées a été déterminée par la
méthode de Lowry er al (1951). La courbe standard a été établie & partir des
concentrations d’albumine sérum bovin (BSA) entre 25 et 400 pg/ml. La
concentration protéique a été déterminée en fonction de la courbe standard a une

longueur d’onde de 500 nm.

Dans certains cas, la concentration protéique a été évaluée par
spectrophotométrie en utilisant les valeurs de coefficient d’extinction molaire établies
précédemment, soit de 8 300 M cm™ 4 450 nm pour le composant ISP, de 7 400 M
cm™ a 450 nm pour le composant réductase et de 11 250 M cm™ a 450 nm pour la
ferrédoxine (Hurtubise et al, 1995). Les protéines purifiées ont aussi été analysé sur

un gel d'acrylamide SDS 12,5% (SDS-PAGE).

2.4 Essais enzymatiques et cinétique de transformation

2.4.1 Essais enzymatiques in vitro envers divers congénéres BPC

La cinétique de transformation de divers congénéres BPC par les BPDO
parentales et hybrides a été déterminée en mesurant la disparition du substrat ou la
production de métabolites par chromatographie HPLC (Perkin-Elmer LCI-100 et
Agilent 1100 #G1322A). Le protocole de séparation est décrit 4 la section 2.5.1. Les
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congencres utilisés dans ces essais ont été le 22°CB, le 33°CB, le 44’CB, le 22’55’CB
et le 22°44°55°CB.

La réaction enzymatique a été effectuée dans 200 pul de tampon MES 50 mM a
pH 5,5. Le milieu réactionnel comprenait 1,2 nmoles/ml de FeSO,4, 50 nmoles/ml de
NADH, 50 nmoles/ml du substrat BPC solubilisé dans 5 pl d’acétone, 1 nmole/ml de
la ferrédoxine réductase et 1 nmole/ml de la ferrédoxine. La réaction a été initiée en
ajoutant 200 pg du composant BphAE purifié. Lorsque le 22°55°CB a servi de
substrat, la concentration dans le milieu réactionnel était ajusté a 100 nmoles/ml
plutét qu’a 50 nmoles/ml. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 5 minutes a
37°C avec une agitation constante. La réaction a été arrétée par I’addition de 400 pl
de méthanol et le milieu a été centrifugé par une centrifugeuse de table (Brinkmann
#5414) pendant 1 minute 4 16 000 g. Immédiatement, 50 pl du surnageant a été

injecté a I’injecteur du HPLC.

Lorsque le substrat était le biphényle, la cinétique de la réaction a été évaluée
en mesurant la production du HPDA au cours d’une réaction couplée en présence des
enzymes BphB et BphC. Dans ce cas, la réaction a été effectuée dans 200 pl de
tampon MES 50 mM a pH 5,5. Le milieu comprenait 1,2 nmoles/ml FeSO,, 50
nmoles/ml NADH, 50 nmoles/ml NAD, 100 nmoles/ml de biphényle, 1 nmole/ml de
chacune des préparations enzymatiques purifiées suivantes: BphB, BphC, BphF et
BphG. Cette réaction a été initiée par 1’ajout de 200 pg du composant BphAE purifié.
Le milieu réactionnel a été incubé pendant 2 minutes a 37°C avec une agitation
constante. La réaction a été arrétée par 1’ajout de 800 pl de la solution CAPS (100
mM, pH 9,0) et centrifugée pendant 1 minute sur une centrifugeuse de table
(Brinkmann #5414). Le HPDA produit a été quantifié dans le surnageant par
spectrophotométrie a la longueur d’onde de 434 nm, utilisant la valeur du coefficient

d'extinction molaire de 22 000 M'cm™ établi précédemment (Hurtubise et al, 1996).
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2.4.2 Cinétique de transformation par des suspensions cellulaires de E. coli
recombinants

La capacité de certains hybrides BphAE a transformer les BPC a été évaluée
dans des essais in vivo, utilisant des cellules de E. coli DH11S recombinants,
exprimant ’enzyme hybride. Dans ce cas, la souche de E. coli exprimant les génes
bphAE a partir du plasmide pDB31 et les genes bphF et bphG de LB400 a partir du
plasmide compatible pQE31 a été utilisée. Ces constructions permettaient I’induction

des génes a l'aide de I'IPTG.

Une pré-culture de la souche testée a été d’abord établie dans 2 ml du milieu de
culture LB contenant 200 pg/ml d’ampicilline et 25 pg/ml de kanamycine. La culture
a été incubée 18 heures a 37°C sous agitation. Des portions de 300 ul de cette culture
servaient a inoculer 12 ml de milieu LB identique. Les cultures ont été incubées a
37°C, avec une agitation de 300 rpm jusqu’a I’obtention d’une densité optique de 0,7-
0,8 a une longueur d’onde de 600 nm. A ce moment, PTG (0,5 mM de
concentration finale) a été ajouté et la culture incubée a 37°C pendant 3 heures, avec
agitation. Cette derniére a été ensuite centrifugée a 6 000 g pendant 10 minutes. Le
culot a été lavé avec du milieu M9 (Sambrook et al, 1989) composé de 10% (v/v)
d’une solution mere 10X (60 g Na,HPO,; 30 g KH,PO4; 5 g NaCl et 10 g NH,Cl dans
un volume final de IL), de 0,1% (v/v) MgSOs IM et de 0,2% (p/v) d'acétate de
sodium. Les cellules ont été suspendues dans suffisamment de milieu M9 (contenant
0,0002% (p/v) de thiamine; 100 pg/ml d’ampicilline et 25 pg/ml de kanamycine) pour
ajuster la densité optique & 2,0 a une longueur d’onde de 600 nm. Cette suspension a
été distribuée par volume de 197 pl dans des tubes en verre de 2 ml avec bouchon
vissé. Le milieu réactionnel a recu 1 pul d'acétone contenant une concentration 10 M de
substrat et 2 ul deau contenant une concentration de 100 M d’IPTG. La réaction s'est
poursuivie pendant 2 heures avec agitation a 37°C. Les congénéres BPC suivants :
22°CB, 26CB, 22’66°CB, 22°55’CB et 22°44°55°CB ont été ajoutés individuellement
ou sous forme de mélange aux concentrations finale de 50 nmoles/ml et 125
nmoles/ml du mélange réactionnel. La réaction enzymatique a été arrétée par 1’ajout

de 400 pl d’une solution 50 :50 acétonitrile et méthanol. La suspension a été
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transférée dans un tube de 1,5 ml par I’intermédiaire d’une seringue et centrifugée 3
minutes. Les échantillons ont été transférés dans un contenant en verre de 1 ml (Fisher
Scientific) fermé hermétiquement. Les échantillons ont été maintenus a —20°C

Jjusqu’au moment de I’analyse.

Dans certains cas, nous avons évalué la capacité des bactéries recombinantes a
transformer I’Aroclor 1242 ou un mélange synthétique de congénéres BPC dont la
composition apparait au tableau 5. La disparition du substrat a été alors évalude par
chromatographie en phase gazeuse utilisant un détecteur a capteur d’électrons (GC-

ECD).

Pour ces analyses, la préparation des suspensions cellulaires induites se faisait de
fagon similaire & celle décrite ci-haut. La souche bactérienne a tester a été d’abord
induite & "IPTG dans le milieu LB, puis les cellules ont été lavées et suspendues dans
suffisamment de milieu M9 afin d’obtenir une densité optique de 2,0 &3 600 nm.
Cependant, dans ce cas, cette suspension cellulaire a été distribuée par un volume de 2
ml dans des éprouvettes en verre de 20 ml fermées avec des bouchons vissées
recouverts 4 I'intérieur d’'une membrane de Teflon®. Ces cultures ont regu 5 pl d'une
solution de 100 nmoles d’IPTG dissous dans I'H,O et 10 pul d’Aroclor 1242 équivalent
a 5 ppm (concentration finale) d'une solution stock a 1 000 ppm d'Aroclor 1242 dans
de l'acétone. Dans certains cas, la solution d’Aroclor 1242 a été remplacée par une
solution d’un mélange de congénéres BPC. Dans ce cas, les cultures recevaient 10 pl
d’une solution mére de 18 congénéres BPC dissous dans ’acétone. La concentration
finale obtenue des congénéres BPC dans le milieu réactionnel était de 1 pM sauf pour
les congénéres 26CB, 33'CB et le 44'CB qui a été de 5 uM (tableau 5). Les milieux

réactionnels ont été incubés a 37°C pendant 18 heures sous agitation de 300 g.
L’extraction des BPC des milieux réactionnels a été réalisée avec 3 portions

successives de 5 ml d’hexane. Les phases organiques ont été combinées, puis

déshydratées avec des cristaux de sulfate d’ammonium. L’extrait a été ensuite évaporé
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sous jet d’azote pour réduire le volume a 3 ml. Ces échantillons ont été conservés a

-20°C dans des tubes de verre fermés hermétiquement jusqu’au moment de I’analyse.

2.5 Protocoles d’analyses chromatographiques

2.5.1 Analyse par chromatographie HPLC

La transformation des congénéres BPC par les enzymes purifiées ou par les
suspensions cellulaires a été évaluée en quantifiant la disparition du substrat ou la
production de métabolites par chromatographie HPLC en phase inverse. L’appareil
utilisé a été le HPLC Agilent 1100 #G1322A muni d’un détecteur UV visible a

longueur d’onde variable.

La cinétique d’oxygénation des congénéres 22°CB, 33°CB, 44°CB, 26CB,
22°66’CB et 22°44°55’CB des préparations enzymatiques purifiées a été établie en
évaluant la concentration du substrat résiduel présent dans le milieu réactionnel 5
minutes aprés le début de la réaction. Les essais enzymatiques ont été effectués selon
le protocole mentionné a la section 2.4.1. Apres ajout de 400 pl de méthanol, 50 ul du
milieu réactionnel furent injectés sur une colonne d’octyldecyl silane Hypersil II de 4
mm par 25 cm. La colonne a été pré-équilibrée avec le mélange H,O : acétonitrile
(60 : 40). Apres I’injection de I’échantillon, la colonne a été lavée pendant 5 minutes
avec le mélange H,O : acétonitrile (60 : 40) puis un gradient linéaire a été établi sur
une période de 10 minutes pour atteindre les proportions H,O : acétonitrile (10 : 90)
qui furent maintenues pendant 5 minutes. Les congénéres BPC ont été détectés a une
longueur d’onde de 203 nm. La concentration des congénéres BPC a été déterminée a

partir des courbes standards établies dans les mémes conditions.

La cinétique d’oxygénation du 22'5,5°CB par les préparations enzymatiques
purifiées a été quantifiée en évaluant la quantité de 3,4-dihydro-3,4-dihydroxy-
2,2’5,5 -tetrachlorobiphényle produit dans le milieu réactionnel. Dans ce cas, 50 pl

d’échantillon ont été injectés sur la colonne Hypersil II décrite plus haut qui avait été
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pré-équilibrée avec le mélange H,O : acétonitrile : méthanol (50 : 30 : 20). Aprés
I’injection de ’échantillon, la colonne a été lavée pendant 5 minutes avec le mélange
H,O : acétonitrile : méthanol (50 : 30 : 20) avant d’établir un gradient linéaire étendu
sur une période de 15 minutes pour atteindre la proportion d’acétonitrile : méthanol
(60 : 40) qui a été maintenue pendant 5 minutes. Le 3,4-dihydro-3,4-dihydroxy-
2,2’5,5’-tetrachlorobiphényle a été détecté a 283 nm. Le métabolite a été quantifié a
partir d’une courbe standard établie avec du 3,4-dihydro-3,4-dihydroxy-2,2’5,5°-
tetrachlorobiphényle (Barriault et al, 1998)

Dans certains cas, nous avons évalué la capacité de suspensions cellulaires a
transformer le mélange de 7 congénéres décrits au tableau 4 en quantifiant leur
disparition par HPLC. Les conditions chromatographiques et de détection des
congéneres BPC ont été identiques a celles décrites pour I’analyse des congénéres
individuels. La concentration des congénéres individuels du mélange a été établie a
partir d’'une courbe standard. Le tableau 4 donne les temps de rétention de chacun des

congéneéres du mélange.

Tableau 4 Congénéres caractérisés lors d'essais in vitro et in vivo sur HPLC

Congéneres Temps de
rétention
(moyenne)
22'CB 11,0
26CB 11,4
33'CB 13,2
44'CB 13,1
22'66'CB 12,1
22'44'55'CB 17,9
22'55'CB (diol) 13,7

45



2.5.2 Analyse par chromatographie gazeuse (GC-ECD)

La transformation du mélange Aroclor 1242 et d’un mélange
synthétique de 18 congénéres, décrite au tableau 5, par des suspensions de cellules
recombinantes exprimant les BPDO hybrides a été évaluée par chromatographie en
phase gazeuse en quantifiant la disparition des congénéres présents dans ces
mélanges. L’appareil utilisé a été un chromatographe HP5890 de Hewlett Packard
muni d’un détecteur a capture d’électrons. La colonne utilisée a été une colonne
capillaire de 25 m HPS5 de Hewlett- Packard. Les analytes ont été véhiculés dans la
colonne par un courant d’hélium. La température de I’injecteur a été maintenue a
275°C et celle du détecteur a 350°C. Le four a été maintenu & 60°C aprés I'injection,
puis la séparation a été effectuée par une élévation de température de 5°C/minute
Jjusqu’a 300°C. L'évaluation de la transformation des différents congénéres constituant
le mélange d'Aroclor 1242 a été effectué par rapport au pic de pentachlorobiphényle
présent dans le mélange et difficilement transformable qui servait de standard interne.
La surface sous la courbe pour chacun des pics a été donc divisée par la surface de ce
pic de référence. Il est & noter que le profil général d'élution se fait dans l'ordre

croissant de leur degré de substitution.
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Tableau 5 Mélange de 18 congénéres BPC utilisé lors d'essais in vivo et analysé

par GC-ECD
Congénéres Temps de
rétention
(moyenne)
26'CB 17,42
33CB 22,25
44'CB 23,06
22'66'CB 25,21
23°4CB 25,69
244°CB 26,20
234’CB 27,43
22°55’CB 28,70
22°44°CB 29,22
22°33°CB 31,70
23’44°CB 33,35
33’45°CB 35,57
22'345°CB 37,07
33°44°CB 37,78
23°44’5CB 39,71
22°44°55°CB 41,38
22°3455°CB 42,30
22°33'455°66’CB 52,55

La concentration des congénéres dans la solution mére du mélange de 18 BPC
a été de 1 pM pour tous les congénéres sauf les dichlorés dont la concentration a été
de 5 uM. La solution mére du mélange a été ajouté au milieu réactionnel en quantité
suffisante pour porter les concentrations finales & 250 pmol/ml et 125 pmoles/ml

respectivement.
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2.6 Construction des BPDO hybrides par la recombinaison in vitro
aléatoire

Une partie de ce travail a été consacrée a la construction de BPDO hybrides
obtenus par recombinaison aléatoire in vitro entre les génes bphA des souches LB400
et B356. Nous décrirons donc dans cette section les protocoles généraux de biologie
moléculaire qui ont servi pendant le travail, ainsi que I’approche stratégique utilisée

lors de la construction des hybrides.

2.6.1 Protocoles généraux de biologie moléculaire

2.6.1.1 Purification d’ADN plasmidique

La purification des plasmides des souches de E. coli a été effectuée avec la
trousse Flexi-prep kit ™ d’Amersham Pharmacia Biotech en suivant les
recommandations de la compagnie. 50 ml de culture bactérienne a été centrifugée a
7700 g pendant 10 minutes. Le culot a été suspendu dans 5 ml de la solution I (50 mM
Glucose, 25 mM Tris-HCI et 10 mM EDTA, pH 8,0). De la solution II (0,2 mM
NaOH et 1% SDS) 5 ml a été ajouté€ afin de lyser les celules et une incubation de 5
minutes a température ambiante a été effectuée. Ensuite, 5 ml de la solution III
neutralisante (3 M KOAc, 5 M HOACc) a été ajouté, suivi d'une incubation sur glace
de 10 minutes. Le culot d'’ADN est dissout dans 5 ml de la solution de Sephaglas FP
préparé dans un tampon guanidine-HCI (7 M Guanidine-HCI, 50 mM Tris-HCI (pH
7,5), 10 Mm edta) et ensuite élué dans 500 pl du tampon TE. L’ADN purifié a été
concentré par précipitation a 1’éthanol suivant le protocole décrit par Sambrook et al

(1989).
2.6.1.2 Réactions d’endonucléases et ligation

Les réactions d’endonucléases de restriction ont été réalisées en suivant les

recommandations des fournisseurs; New England BioLab Inc, Boerhinger Mannhein,
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Pharmacia. Les ligations vecteur-insert (proportion 1:3) ont été effectuées avec la T4

DNA ligase (1U) de GIBCO BRL® selon le protocole recommandé par la compagnie.

2.6.1.3 Procédure de séparation et d’élution des fragments d’ADN sur gel
d’agarose

Les fragments d’ADN ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose de
0,7% (pour les fragments de 1 000 & 6 000 pb) et de 1% ( pour les fragments de 500 a
1 000 pb). La séparation des fragments a été réalisée & un voltage de 100 V sur une
période de 1 heure en présence d’un marqueur de poids moléculaire. Les gels ont été
coloré au bromure d’éthidium et les bandes d’ADN ont été révélées sous une lampe
UV. La bande correspondant au fragment recherché a été découpée du gel. L’ADN a
été extrait a I’aide de la trousse QIAEX®II Gel Extraction System (QIAGEN Inc.,

Chatsworth, Calif.).
2.6.1.4 Purification des produits de PCR

La trousse "High Pure ™ PCR Product" de Boehringer Mannheim a servi a
purifier ’ADN obtenu par amplification par une réaction de PCR. Le principe repose
sur la capacité¢ d'une fibre de verre spéciale contenue dans un tube de 2 ml en
polypropyléne a se lier seulement aux fragments d'ADN. 500 pl du tampon de liaison
(3 M guanine-thiocyanate, 10 mM Tris-HCI, 5% éthanol (v/v), pH 6,6) a été ajouté a
100 pl du produit de PCR et le mélange a été centrifugé 60 secondes a 13 000 g avec
une centrifugeuse de table (Brinkmann #5414). Le culot a été lavé deux fois avec 500
ul et 200 pl du tampon de lavage (concentration finale de 20 mM NaCl et 2 mM Tris-
HCI, pH 7,5 dans de I'éthanol) et centrifugé a 13 000 g pendant 1 minute. L'étape de
I'élution a été effectuée avec 50 pl de tampon d'élution (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) et
le produit de PCR purifié a été obtenu aprés une centrifugation a 13 000 g pendant 1

minute.
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2.6.1.5 Synthése des oligonucléotides et séquencage de I’ADN

Les oligonucléotides utilisés lors de cette étude ont été synthétisés par le service
de synthése d'oligonucléotides de I'INRS-Institut Armand-Frappier (Laval, Qc.).

Ceux-ci sont décrits au tableau 6 et positionnés sur les génes a la figure 14.

Le séquengage de 'ADN de la région BamHI-Kpnl de bphA a été effectué au
service de séquengage de ITNRS-Institut Armand-Frappier (Laval, Qc.). L’ADN a
séquencer a été amplifié par PCR avec les amorces 5 et 6. Les amorces 1 et 4 inverses

ont servi au séquengage.

Tableau 6 Amorces utilisées pour les réactions de PCR ou de séquencage

d'ADN
Amorces Séquence des amorces
1 5' ACGGCTGGGCCTACGACATC 3'
2 5'CGTTGTTGCCATTGCTGCAGG 3'
3 5'GACATGTACCACGCCGGCAC 3'
4 5' CTGGGGGCCGTTGCAGGCA 3'
5 5'TTGAGCGTGGCCCACCTA 3'
6 5" AGGGATCCGACCGCACTCACCGAAAG 3'
7 5'GACGGTACCTTACGCGTGCCGCAG 3'

2.6.1.6 Amplification in vitro des fragments d'ADN par PCR

La technique PCR a été utilisée dans le but d'amplifier des fragments d'ADN afin
qu'ils soient clonés dans un vecteur ou pour un séquengage éventuel. Un seul
programme d'amplification a servi a amplifier les fragments désirés. La trousse « Hot
Start Taq DNA polymerase" (QLAGEN) contient une polymérase thermostable, la Hot
Start polymerase. Le mélange réactionnel a été composé de 10 pul du tampon Hot Start
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(10X), de 20 pl de la solution Q (5X), de 4 pl de la solution 5 mM dNTP, de 5 pl de
chacune des deux amorces (10 pmoles/ul), de 1 ul de la Hot Start polymérase (5U/ul) et
d’une quantité variable d’ADN équivalent 4 une concentration finale de 10 ng/pl et
complété avec du H,O pour un volume final de 100 pl. L’échantillon a été recouvert de
0,75 pl d’huile de parafine afin d'éviter l'évaporation a haute température. Le
programme d'amplification au cours duquel les étapes de dénaturation, hybridation et
d'¢élongation ont été répété sur 30 cycles a été le suivant : dénaturation totale de 15
minutes & 95°C; dénaturation de 1 minute 4 94°C; hybridation de 1 minute & 52°C;

€longation de 1 minute et 45 secondes a 72°C; élongation finale de 10 minutes a 72°C.

2.6.1.7 Dosage de 'ADN amplifié au spectrophotométre

La concentration en ADN des échantillons a été déterminée par
spectrophotometre dans un tampon Tris-HCI 10 mM & pH 7,5 en considérant que dans
ces conditions, une densité optique de 1,0 4 260 nm équivaut & 50 ng/ul (Sambrook et

al, 1989).

2.6.1.8 Transformation bactérienne

Dans 50 pl de souches E. coli DH5a. compétentes a été ajouté un volume
équivalent 4 5 ng d'ADN dans un tube de 1,5 ml. Suite 4 une incubation de 30 minutes
sur glace, un choc thermique a été effectué a 42 °C pendant 1 minute suivi d'une
incubation de 2 minutes sur glace. Un volume de 450 pl de milieu LB a été ajouté et
la culture bactérienne a été incubée pendant 1 heure a 37°C avec agitation. De cette
culture de bactéries transformées, 150 pl a été étalé sur une gélose (milieu LB agar

avec 200 pg/mi d'ampicilline) suivi d'une incubation 4 37 °C pendant 18 heures.
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2.6.2 Stratégie et protocoles utilisés pour la construction des hybrides par
recombinaison aléatoire in vitro.

Dans cette étude, nous avons appliqué la procédure de recombinaison aléatoire
in vitro sur la partie distale des génes bphd de LB400 et de B356. La stratégie a été
basée sur Iobservation voulant qu’un fragment MIul-Avrll de 865 pb de bphd de
LB400 pouvait étre remplacé par le fragment correspondant de bphd de B356 sans
perte d’activité (Barriault er al, 2001). La procédure de recombinaison aléatoire a été
appliquée sur une portion de fragment MIul-Avril des génes bphAd de B356 et LB400.
La stratégie utilisée pour la recombinaison in vitro est illustrée a la figure 14. Les
fragments Mlul-Avrll de 865 pb du géne bphA de B356 et un fragment plus court de
193 pb, couvrant la partie distale du fragment Miul-4vril de bphA de LB400 ont été
digérés par la DNAse I (Pharmacia), puis les fragments ont été réassemblés par une
amplification par PCR sans amorce suivi d’une amplification avec les amorces 4 et 5
pour générer des fragments MIul-AvrIl hybrides. Les fragments Mlul-AvrIl hybrides
obtenus ont servi a créer une génothéque de variants en les substituant au fragment

Miul-Avrll de bph4 de LB400 dans le plasmide pDB31 (LB400-bphAE ).
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Figure 14. Stratégie utilisée pour appliquer la procédure de recombinaison aléatoire
in vitro entre bphA de LB400 et de B356. Les fléches représentent les amorces utiliser
pour amplifier les fragments par PCR (les séquences des amorces utilisées sont décrits au
tableau 6). Les régions I, II, IIT et IV identifiées par Mondello ef al 1997 sont aussi
représentées.
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2.6.2.1 Amplification et digestion des fragments a soumettre a la recombinaison
aléatoire

Le plasmide pDB31 [bphA4-B356] a servi 4 amplifier par PCR un fragment de
1022 pb en utilisant les amorces 1 et 2 (tableau 6). Ces amorces délimitaient un
fragment commengant 4 101 pb en amont du site Miul de bphd (figure 14) et se
terminaient 4 30 pb en aval de la fin de bphd dans le vecteur pDB31. De méme, le
plasmide pDB31 [bph4-LB400] a servi a amplifier un fragment de 718 pb avec les
amorces 2 et 3 (tableau 6) qui délimitaient un fragment qui commence a 193 pb en
amont du site Scal de bphA (figure 14) et qui se terminait dans le vecteur a 30 pb en
aval de la fin du géne. Ces deux fragments ont été purifiés et digérés a la DNAse I. Le
mélange réactionnel a été d'abord refroidi sans la DNAse 4 14°C pendant 5 minutes.
La solution de DNAse a été ajoutée puis le milieu réactionel a été incubé pendant 7
minutes a 14°C. Le mélange a été ensuite centrifugé dans des tubes EZ (filtre
millipore de centrifugation, Micon (Bioseparation)) a 16 000 g, 30 secondes, afin d'en
retirer la DNAse I. Puis 20 pl du tampon Tris-HC1 5 mM (sans MnCl,) furent ajoutés,
suivis d'une centrifugation a4 16 000 g, 30 secondes. Le mélange réactionnel était
composé de 5 pg de I'ADN cible (doser selon le protocole 2.4.1.7), de 10 pul du
tampon Tris-HCI 50 mM a pH 7,6 (avec MnCl,), de 10 pl de DNAse I de 2 mU/ul
(préparé dans le tampon Tris-HCl 5 mM (avec MnCl,)) et complété a un volume final
de 100 pl avec de I'H,O déionisée.

Le désalage et la concentration des fragments d'ADN furent effectués selon le
protocole de "Desalting and Concentrating DNA solution" (trousse de QIAGEN Inc,
Chatsworth, Calif). La vérification du produit de digestion a été effectuée par une
migration par électrophorése sur un gel d'agarose 2% avec le tampon TBE (Tris 45
mM, acide borique 45 mM et EDTA 2 mM) 4 100 V.
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2.6.2.2 PCR sans amorce

Le produit digéré a la DNAse 1 (Pharmacia) a été assemblé par PCR sans
amorce dans le but de reconstituer le fragment de géne complet. Les conditions de
PCR suivies sont telles que décrites ci-aprés. Le mélange réactionnel a été composé
de 5 pl du tampon Taq 10X (QIAGEN), de 2 ul de dNTP 5 mM, 0,04 pg/ul de 'ADN
cible (dosé selon le protocole 2.4 .1.7) et complété a un volume final de 50 pl avec de
I'H,O déionisée. La réaction a été initiée par I’ajout de 0,5 pl de la Taq polymérase (5
U/ul). Le milieu réactionnel a été recouvert de 50 pl d’huile de parafine. Le
programme d'amplification au cours duquel les étapes de dénaturation, d’hybridation
et d'élongation ont été répétée sur 60 cycles a été le suivant : dénaturation totale de 3
minutes & 95°C, dénaturation de | minute & 94°C, hybridation de 1 minute a 42°C,
¢longation de 1 minute et 45 secondes a 72°C et élongation finale de 10 minutes a

72°C.
2.6.2.3 PCR avec amorce

Le produit du PCR sans amorce a été séparé par électrophorése sur gel
d'agarose 2% afin de s'assurer que la bande amplifiée avait la dimension attendue. Cet
ADN a été ensuite amplifié par PCR avec les amorces 4 et 5 qui amplifient le
fragment Mlul-Avrll de 865 pb. Le protocole de PCR utilisé a été celui décrit a la
section 2.4.1.6. Le produit de PCR digéré par Mlul et Avrll a ensuite été ligué au
plasmide pDB31 [bphdE -LB400] préalablement digéré avec les deux mémes
enzymes. Le produit de ligation a servi a transformer des cellules de E. coli DH11S

portant le plasmide compatible pQE51 [bphFGB-LB400].
2.6.2.4 Criblage des colonies démontrant une dioxygénase plus efficace

Les cellules de E. coli contenant les plasmides pDB31 [bphAE] et pQESI
[bphFGB] furent étalées sur la surface d'une membrane de nylon déposée sur un

milieu gélosé LB (Sambrook et al, 1989) contenant de I'ampicilline 100 pg/ml et de la
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kanamycine 25 pg/ml. Les géloses ont été incubées a 37°C pendant 18 heures. La
membrane a été transférée sur un nouveau milieu gélosé LB avec antibiotique
contenant une concentration finale de 0,5 mM d'IPTG. Les colonies furent induites a
37°C pendant 3 heures. Ensuite, une cupule contenant des cristaux de 22'CB ou de
22'44'55'CB a été placée dans le couvercle du Pétri. Les colonies ont été incubées 24
heures puis par observation visuelle les colonies de couleur brunitre-rosatre signifiant
leur capacité a transformer les vapeurs du substrat ont été repérées. Ces derniéres ont
€té isolées sur du milieu frais et purifiées afin de déterminer leur habilité 2

transformer les congénéres BPC par les protocoles décrits a la section 2.4.

Le criblage a été basé sur I'instabilité des catéchols en présence d'oxygeéne. A lair
ambiant, ces métabolites se polymérisent pour former un produit oxydé de couleur
brunatre. La souche témoin qui contenait les vecteurs d'expression pDB31 et

pQES51[bphFGB-LB400] ne pouvait pas convertir le substrat en catéchols.
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3. Résultats

3.1 Partie I : Analyse des hybrides produits par ingénierie génétique

3.1.1 Essais enzymatiques in vivo des hybrides entre les sous-unités a des BPDO
de LB400 et de B356

Les résultats d’études menées par Mondello et al (1997) témoignent d’une
activité supérieure pour les mutants de la BPDO de LB400 lorsque la sous-unité o du
composant ISP subissait des modifications dans sa portion C-terminale. A partir de ce
constat, par ingénierie génétique, des hybrides ont été construits par I’échange de
quatre fragments (A, B, C, D) des génes bph4E de LB400 et de B356 (Barriault et al
2001) (voir figure 12). Le premier fragment, désigné A, est délimité par le site de
restriction BamHI qui a servi lors de la ligation de I’insert dans le vecteur et par le site
MIul situé en position 489 pb. Ce fragment couvre la partie N-terminale de BphA. Le

164 et se termine par GIn®™* de la sous-unité o de

fragment B débute par le résidu Arg
la BPDO de LB400 et de B356. 11 est délimité dans bphA par le site Mlul en position
489 pb et le site Scal en position 881 pb. La fragment C est délimité par le site Scal et
le site AvrIl en position 1354 pb et 1348 pb pour les génes bphd de LB400 et de B356
respectivement. Le site Avrll a été introduit par mutagenése dirigée pour pallier a
I’absence de site de restriction identique 4 la fin du géne bphd de LB400 et B356. La
mutation a conduit au changement de la Ser*>® de BphA de LB400 et de la Ser*’' de
BphA de B356 par un résidu Arg. Ainsi, le fragment C est localisé entre Tyr*® et
Glu*' de la sous-unité o de LB400 et entre Tyr**® et Glu*® pour celle de B356. Le

fragment D inclu le géne bphE au complet.

Les fragments d’ADN BamHI/Kpnl hybrides, obtenus par I’échange de ces
quatre fragments, ont été clonés dans le vecteur pDB31. Les BPDO hybrides ont
ensuite été exprimés dans E. coli DH11S et purifiés sous forme de protéine de fusion

portant une étiquette histidine (6XHis) en position N-terminale (Barriault et a/ 2001).
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3.1.1.1 Propriétés catalytiques des hybrides des BPDO de LB400 et de B356

La figure 15 montre les huit hybrides obtenus par I’échange des fragments A,
B, C et D correspondants entre les génes bphd de LB400 et de B356 qui ont fait
I’objet de cette étude. Lors de la construction des génes hybrides, nous avons choisi
de les cloner dans le vecteur pDB31 plutdt que le vecteur pQE31 & cause de la
présence de deux sites Scal dans pQE31. Par la suite, les inserts ont été transférés
dans le vecteur pQE31 afin de favoriser une meilleure expression des génes en vue de
leur purification. Une partie de notre travail a consisté a déterminer de fagon plus

précise le spectre d’activité de ces enzymes hybrides.

Le spectre d’activité des BPDO hybrides purifiés envers les congénéres BPC
sélectionnés a été déterminé selon le protocole décrit a la section 2.4.1. Les résultats
de I'analyse présentés au tableau 7 montrent leur potentiel catabolique comparé a
celui de chacune des BPDO parentales LB400 et B356 envers le biphényle, le 22’CB,
le 33°CB, le 44’CB et la 22°55°CB. L’activité envers le biphényle des BPDO hybrides
a ct¢ évaluée par spectrométrie en quantifiant le 2-hydroxy-6-oxo-phényle-2,4-
dienoate (HPDA) produit suite 4 une réaction enzymatique couplée qui incluait BphB
et BphC. L’activité de chacune des enzymes hybrides envers le 22°55°CB a été
évaluée par la  quantification du 3,4-dihydro-3,4-dihydroxy-2,2,5,5’-
tetrachlorobiphényle produit et les activités envers le 22°CB, le 33°CB et le 44°CB ont
été mesurées en évaluant la disparition du substrat dans le milieu de réaction par
chromatographie HPLC. Il est intéressant de constater que les hybrides de la BPDO
de LB400 ayant subit des modifications dans la portion C-terminale de BphA par
Iintroduction de fragments correspondants de BphA de B356 ont maintenu une
activit¢ enzymatique. Ainsi, les hybrides LACD, LAD, LA, LBCD et LABD
s’averent actifs envers les congénéres sélectionnés et analysés individuellement. A
I’inverse, on note que les hybrides LB, LBC et LC obtenus en remplagant une partie
de BphA de B-356 par le fragment correspondant de BphA de LB400 sont faiblement

actifs ou tout simplement inactifs envers les congénéres BPC utilisés (figure 15).
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Cette faible activité ou I’inactivité enzymatique de ces derniers peuvent étre d’origines

diverses.

Afin d’identifier les causes de cette inactivité, plusieurs analyses de
caractérisation ont été effectuées sur les protéines purifiées. Les résultats d’analyse
par filtration moléculaire ont démontré que les sous-unités o et  de I’hybride LC ne
peuvent s’associer entre elles afin de former une enzyme active, o3B3, expliquant son
incapacité 4 oxygéner les congénéres BPC (Barriault et al, 2001). D’autre part,
I"activité enzymatique déficiente des hybrides LB et LBC est expliquée en partie par
la faible expression des sous-unités a et B démontrée par le résultat d’analyse sur gel
SDS-PAGE (figure 16). Le gel de protéines révéle que pour ces protéines, il est
difficile d’obtenir une bonne préparation de I’enzyme purifiée par chromatographie
d’affinité (figure 16). Ceci s’explique par un excés de protéines contaminantes riches
en résidus histidine qui se sont liées aux sites de liaisons Ni* de la colonne d’acide
nitrilo-triacétique. L’excés de protéines contaminantes peut étre causé par la trop
faible expression de la protéine BphA hybride ou par sa précipitation dans des corps
d’inclusions. Notamment, la présence de ces protéines contaminantes peuvent étre
ainsi la source d'une sous-estimation de l'activité de ces hybrides par le fait que la
mesure d'activité enzymatique est exprimée en pg d'enzymes. Enfin, il est aussi
possible que la faible activité de ces BPDO hybrides soit due 4 une reconstitution
inadéquate du centre Rieske dans la cellule de E. coli DH11S. Globalement, il est
intéressant de constater la flexibilité qui distingue la BPDO de la souche LB400
comparativement a la BPDO de B356 a recevoir des modifications majeures au
niveau de sa structure tridimensionnelle sans toutefois en affecter son activité
enzymatique. Outre le premier constat, les résultats présentés au tableau 7 démontrent
que des changements dans la portion C-terminale de la sous-unité o de la BPDO

peuvent modifier les capacités catalytiques des enzymes.
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Hybrides faiblement actifs (ou inactif):
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Figure 15. Représentation des hybrides construits entre les BPDO des souches
LB400 et de B356.
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LB400 B-356 LACD LB LABD LC LAD LBC LA LBCD B-356

Figure 16. Représentation de ’expression des sous-unités a et B sur gel SDS-PAGE

12 % des BPDO parentales et des variants obtenus par échange de fragments entre
la BPDO de LB400 et de B356.
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Ainsi, en référence a la figure 15 et au tableau 7, les hybrides LA et LAD
possédant les régions (B + C) de B356 dans BphA de LB400 ont une activité
spécifique similaire & I’enzyme parentale B356 envers le biphényle, soit de 101
pmoles de substrat transformés/min/ug et de 95 pmoles/min/ug respectivement. Les
hybrides LACD possédant la région B de B356 et LABD possédant la région C de
B356 ont aussi conservé une activité envers le biphényle. Cependant, dans ce cas, les
valeurs sont nettement plus faibles de 16 umoles/min/ug et de 11 pumoles/min/pg
respectivement comparativement aux enzymes parentales LB400 (63 pmoles/min/pg)
et B356 (121 pmoles/min/pg). De ces résultats, il est intéressant de constater que
I"introduction simultanée de la région B et C de B356 dans la BPDO de LB400
produit des hybrides qui se caractérisaient par une activité spécifique envers le

biphényle qui est plus élevé que la BPDO de LB400.

En ce qui a trait aux activités envers les BPC, les hybrides LABD et LAD
obtenus par le remplacement des régions C et (B + C) respectivement montrent des
traits caractéristiques plus similaires & ’enzyme de B356 qu’a celle de LB400. Toutes
deux possedent une activité spécifique envers le 22°55°CB ainsi qu’envers le 22°CB
qui est plus faible que celle de la BPDO de LB400. De plus ces deux hybrides
catalysent I’oxygénation du 33’CB de fagon équivalente a la BPDO de B356. D’autre
part, ’hybride LACD, obtenu par le remplacement de la région B de la sous-unité a
de LB400 par celle de B356, montre une activité plus élevée que la BPDO de B356
envers le 22°55°CB et le 22°CB, mais est incapable d'oxygéner le 33'CB. De plus, son
activité envers le 44'CB est plus élevée que celle de la BPDO de LB400.

L’hybride LA qui posséde la région A de la BPDO de LB400 et les régions BCD
de la BPDO de B356 a maintenu son activité et détient des traits caractéristiques
fortement similaires 4 la BPDO de B356. Par contre, les hybrides LACD et LABD
sont faiblement actifs envers le biphényle comme s’est le cas pour I’hybride LBCD
qui posséde la région A de BphA de B356. Toutefois, les hybrides LACD, LABD et
LBCD peuvent catalyser I’oxygénation du 22°CB, du 44°CB et du 22°55’CB.
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3.1.1.2 Transformation des congénéres BPC sélectionnés par des cellules de E. coli
DH11S exprimant les BPDO hybrides

Le détermination des activités spécifiques des différentes BPDO purifiées envers
les congéneres BPC est un processus long et ardu. De fagon a pouvoir caractériser les
enzymes hybrides envers un plus large spectre de substrats, un protocole a été d’abord
mis au point afin de mesurer la transformation de plusieurs congénéres a la fois par
des suspensions cellulaires de E. coli qui exprimaient les BPDO hybrides. Des essais
in vivo visant a vérifier le potentiel de la BPDO de LB400 a hydroxyler le 22°CB qui
est son substrat préférentiel ont démontré qu’aprés 18 heures d’incubation le substrat

a été complétement transformé pour des quantités de 50 nmoles/ml et 125 nmoles/ml.

Dans une second temps, des essais enzymatiques in vivo ont été effectués en
présence d’un mélange de 50 nmoles/ml de chacun des deux congénéres 22°CB et
44’CB. Ceci a permis d'évaluer l'influence que peut avoir la présence d'un second
substrat sur la capacité de l'enzyme a4 maintenir une activité catalytique envers un
substrat préférentiel, comme le 22°CB. En présence du 44’CB, les cellules de E. coli
exprimant la BPDO de LB400 ont transformé 100% du 22°CB présent dans le milieu
réactionel apres 18 heures d’incubation. Ainsi, ’activité de la BPDO de LB400 envers
le 22'CB ne semble pas affecter par la présence du 44'CB. Ces résultats confirment
ceux de Bédard er al (1986) et Hurtubise ef al (1998). Toutefois, aucune diminution
de la quantité ajoutée de 44’CB n’a été observée aprés 18 heures d’incubation alors
que la BPDO purifiée de LB400 a une activité spécifique évaluée a 5 pumoles du

44’CB consommé/min/pg d'enzyme.

D’autre part, lorsque le nombre de congénéres BPC est augmenté dans le
milieu réactionnel, la transformation des substrats préférentiels est affectée. La
capacité¢ d’une suspension cellulaire de E. coli exprimant la BPDO de LB400 a
dégrader un mélange constitué de 50 nmoles/ml ou de 125 nmoles/ml de chacun des
congénéres 22°CB, 26CB, 22°66’CB, 22’55°CB et 22°44°55°CB a été évalué. En
présence de ce mélange de cinq congénéres, nous avons constaté que la BPDO de

LB400 transforme le 22°CB ainsi que le 22°55°CB moins efficacement (figure 17 et
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figure 18). Lorsque le mélange comprennait 50 nmoles/ml de chacun des congéneres,
56.7+8,1% du 22'CB ont été transformés. Et lorsque le mélange a été composé de 125
nmoles/ml de chacun des congénéres, seulement 25,6+3,2% du 22'CB ont été
transformés. Ainsi, nous avons noté une nette diminution de 43,3% de la capacité de
la BPDO de LB400 a oxygéner son substrat préférentiel en présence d’un mélange de
50 nmoles/ml de chacun des cinq congénéres. Cette diminution atteignait 74,4%
lorsque les essais de transformation ont été effectués en présence du mélange

composé de 125 nmoles/ml de chacun des cinq congénéres.

Figure 17. Transformation d’un mélange de 50 nmoles/m! de chacun des
congénéres 22'CB, 26CB, 22'66'CB, 22'55'CB et 22'44'55'CB par la BPDO de
LB400. La BPDO de LB400 a été exprimée par une suspension de E. coli DH118S. La
lecture a été produite aprés 18 heures d’incubation dans des conditions décrites a la

section 2.4.2 de Matériel et Méthodes.
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Figure 18. Transformation d'un mélange de 125 nmoles/ml de chacun des
congénéres 22'CB, 26CB, 22'66'CB, 22'55'CB et 22'44'55'CB par la BPDO de
LB400. La BPDO de LB400 a été exprimée par une suspension de E. coli DH11S. La
lecture a été produite aprés 18 heures d’incubation dans des conditions décrites a la

section 2.4.2 de Matériel et Méthodes.
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Ces résultats suggérent que méme si certains congénéres comme le 26CB et le
22°66°CB ne sont pas transformés par la BPDO de LB400, ceux-ci compétitionnent
avec les congénéres préférentiels comme le 22°CB pour réduire I’efficacité de
transformation. Il faut donc en conclure que les essais de transformation des
congéneres BPC risquent de ne pas étre fiables lorsque les concentrations de
congeénéres ajoutés sont €levés. Or, pour que les analyses de transformation par
I’évaluation de la disparition du substrat par chromatographie HPLC soient
statistiquement valables, nous devions avoir des concentrations de chacun des
congéneéres dans le milieu au-dessus de 50 nmoles/ml. De ces observations, I’analyse
du spectre de transformation des hybrides des BPDO de LB400 et de B356 sur GC-
ECD s’est avérée étre une alternative intéressante car cette technique permet d’utiliser
des concentrations finales 400 plus petite de ’ordre de 125 pmol/ml et 250 pmol/ml

au lieu de concentration finales détectables sur HPLC de l'ordre de 50 nmoles/ml et

plus.
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Afin d'obtenir une évaluation plus exhaustive du spectre de transformation des
hybrides de la BPDO de LB400 et de B356, des essais in vivo ont été effectués sur un
mélange de 18 congéneres BPC. Le mélange a été constitué du 26CB, 33°CB, 44°CB,
22°66°CB, 23°4CB 244°CB, 234°CB, 22°55°CB, 22°44°CB, 22°33°CB, 23°44°CB,
33’45°CB, 22'345°CB, 33°44°CB, 23°44’5CB, 22’44°55’CB et 22°3455’CB incluant
un témoin négatif qui a été le 22°33'455°66’CB (voir section 2.5.2). La concentration
résiduelle de chacun des congénéres dans le milieu réactionnel a été déterminée par
chromatographie en phase gazeuse (GC-ECD) selon le protocole décrit a la section
2.5.1. Le mélange ne contenait pas le 22°CB car il a été impossible de discriminer le
congénere 26CB de celui-ci par GC-ECD. Les résultats illustrés au tableau 8,
présentent les valeurs de P’activité catalytique des hybrides sous forme de pourcentage
(%) de transformation des congénéres BPC évaluées en mesurant la disparition des
congénéres BPC apres 18 heures d’incubation selon le protocole décrit a la section

2.4.2.

Les résultats confirment ceux obtenus avec la BPDO purifiée de LB400 qui
démontrait que I’enzyme a un fort potentiel catalytique envers le 22°55°CB et un
faible potentiel de transformation envers le 44’CB (Haddock et al, 1995; Hurtubise et
al, 1998). De plus, 'enzyme a démontré une activité envers les congénéres 23'4CB,
234'CB et 22'33'CB. Le pourcentage de transformation du 22'55'CB qui est de 87% a
€té trés €levé par rapport 4 I'incapacité de la BPDO de LB400 a transformer ce
congénere lors des essais in vivo réalisé avec un mélange composé de 50 nmoles/ml
de cinq congénéres. Ces résultats montrent la validité de notre approche. De plus, ces
résultats démontrent que le 23°4CB et le 22°33°CB sont transformés par la BPDO de
LB400. D’autre part, le 33'CB est transformé a 245% et le 234'CB a 27%.
Etonnamment, la BPDO de LB400 purifiée ne démontrait aucune activité envers 50
nmoles/ml du congénére 33'CB lors d'essais in vitro, alors que les essais in vivo
semblent favoriser la transformation du 33'CB présent a la concentration de 125

pmol/ml.
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Les hybrides LB, LBC et LC obtenus par le remplacement des fragments B et C
de BphA de B356 par ceux de LB400 ont montré une activité catalytique envers les
congénéres BPC qui différait de celle présenté au tableau 7. L'hybride LC est demeuré
inactif. Ce résultat a été attendu du fait que les deux sous-unités ne se réassemblaient
pas pour constituer une oxygénase terminale active (voir la section précédente)
(Barriault er al, 2001). Cependant, considérant le faible spectre d’activité de I’hybride
LB purifié, les résultats obtenus des essais in vivo sont étonnants. En effet, les cellules
de E. coli exprimant I’hybride LB ont transformé 25% de 44'CB, 17% de 33'44'CB,
12% de 23'44'CB et entre 7 et 9% des congénéres 234'CB, 23'44'5CB et 22'44'55'CB
présents. De fagon similaire, I’hybride LBC, qui a été trés faiblement actif lors des
essais d’enzymes purifiées, semble capable de transformer faiblement les congénéres

plus fortement chlorés comme le 33'44'CB et le 22'44'55'CB (tableau 8).

Les hybrides LA, LAD et LABD obtenus par le remplacement des régions B, C
ou (B + C) de Ia sous-unité a du BphA de LB400 par celles de B356 sont demeurés
actifs, ainsi que I'hybride LBCD. Comme pour les analyses faites avec les enzymes
purifiées, les hybrides LA et LAD ont maintenu une activité enzymatique envers le
33'CB et le 44'CB. De plus, ces hybrides ont transformé le 23'4CB et le 234'CB

efficacement.

Ainsi, comme nous I’avons constaté précédemment, les hybrides formés par le
remplacement des fragments B, C ou D de B356 par ceux de LB400 sont faiblement
actifs (Barriault e al, 2001) . Il est cependant intéressant de constater que les hybrides
LBC et LABC ont démontré une capacité de transformer les congénéres a forte teneur

en chlore que la BPDO de LB400 est incapable de transformer.
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3.2 Partie Il : Analyse des hybrides produits par recombinaison
aléatoire (DNA shuffling)

Dans la premiere partie de cette étude, la caractérisation de I'activité
enzymatique des hybrides de la BPDO de LB400 et B356 a permis de démontrer tout
d'abord la flexibilité qui distingue la BPDO de la souche LB400 comparativement a la
BPDO de B356. Ainsi, de fagon générale, les hybrides qui ont présenté une plus
grande efficacit¢ de transformation envers certains congénéres BPC sont ceux
construits en remplagant des fragments de la partie C-terminale de la BPDO de
LB400 par ceux de la BPDO de B356. A quelques exceptions prés, leur spectre
d'activité enzymatique demeurait dans les limites des capacités catalytiques des
enzymes parentales. De ces observations, il a été envisagé d’expérimenter diverses
variations structurelles de la partie C-terminale de BphA de LB400 par une approche
empirique, soit par recombinaison aléatoire in vitro, afin de favoriser le
développement de BPDO hybrides plus efficaces ou possédant un spectre de
transformation plus large ou varié que ceux connus jusqu’ici. De plus, basé sur le
travail de Ness er al (1999), plutét que de cibler une progéniture de premiére
génération de recombinaisons aléatoires, nous avons choisi de retenir de fagon
aléatoire le plus grand nombre de variants de la progéniture de premiére génération.
Cette approche, selon Ness et al (1999), nous a permis d’explorer un plus grand

ensemble de spectre des structures possibles de la protéine.
3.2.1. Criblage des BPDO variants

Nous avons appliqué le procédé de « DNA shuffling of gene family »
(recombinaison aléatoire in vitro entre génes d’une méme famille mais qui ne sont pas
trés rapprochés phylogénétiquement) (Crameri es al, 1998). La recombinaison
aléatoire in vitro a été réalisée sur une portion seulement du géne bphd de LB400.
Cette stratégie avait pour but d’augmenter la fréquence d’obtention d’une progéniture
active (Barriault er al, 2002). La stratégie utilisée a consisté a recombiner le fragment

de bphd de LB400 qui code pour la partie C-terminale de la sous-unité o. de BphA
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avec la portion correspondante du géne homologue a 76,2% de B356. Dans une
premiére étape, des variants ont été créés lors d'une premiére recombinaison in vitro
entre le fragment Mlul-Avrll du géne bph4 de B356 et d'un fragment plus court (de
193 pb) couvrant la partie distale du fragment Mlul-4vrll correspondant de bphd de
LB400 (figure 14). Les fragments MIul-Avrll hybrides obtenus ont servi a créer une
génothéque d’hybrides en les substituant au fragment Mlul-Avrll de bphd de LB400
dans le plasmide pDB31 [bph4 E-LB400].

Cette génothéque de plasmides a servi a transformer E. coli DH11S. Les
transformants ont été disposés sur un milieu gélosé LB et sans criblage. Toutes les
colonies transformées ont été recueillies sans discriminaiton afin de récupérer le plus
grand nombre de combinaisons possibles obtenues durant le processus de
recombinaisons entre les fragments d’ADN. L’ADN du mélange des clones
recombinants a été extrait et a servi 4 un deuxiéme recombinaison aléatoire créant une
progéniture de deuxiéme génération de recombinaison aléatoire. Dans ce cas, le
fragment Mlul-Avrll de la population de clones a été isolé puis digéré et soumis au
protocole de DNA shuffling. Les fragments hybrides Mlul-Avrll reconstitués ont été
clonés dans le vecteur pDB31 [bphdE-LB400]. Cette génothéque a servi a
transformer les cellules £.coli DH118S. La sélection s'est effectuée selon le protocol de
criblage présenté a la section 2.6.2.4 en présence de vapeur du congénére 22'44'55'CB
ou du congénere 22'CB. Les hybrides ayant la capacité de transformer I'un ou l'autre

des congénéres furent identifiés selon la coloration des colonies.

Parmi 3 000 colonies criblées pour leur capacité a transformer le 22°44°55°CB,
15 colonies ont produit une coloration foncée. Par contre, 40 colonies sur 2 000
analysées ont produit une coloration foncée lorsqu’elles ont été exposées aux vapeurs
du 22°CB. Le tableau 9 présente les caractéristiques de quelques-uns des variants
obtenus sur les milieux de criblage. Une plus faible proportion de colonies positives
sur le 22°44°55°CB n'est pas étonnante en considérant que ce congénére est
difficilement transformable par les BPDO parentales. Nous avons choisi ce congénére

dans le but de sélectionner des variants que nous présumions étre plus efficaces pour
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transformer les congénéres BPC fortement chlorés. D'autre part, parmi les variants
obtenus, nous avons constaté qu’environ 1,3 % des colonies présentaient une couleur
bleu foncé avant méme d’étre exposé aux vapeurs de BPC. Aussi, tous ces variants
ont €€ actifs envers le biphényle. Une observation similaire a été rapportée par
Kumamaru ez al (1998) ou il a été constaté que plusieurs clones exprimant des BPDO
variants obtenus en recombinant BphA de LB400 avec BphAl de KF707 présentaient
une coloration bleue. Cette coloration a été attribuée au fait que ces BPDO avaient
acquis la capacité de transformer I’indole en indigo. Les BPDO qui présentaient cette
caractéristique semblaient catalyser I’oxygénation en position ortho plus

efficacement.

Tableau 9 Phénotype des BPDO variants obtenue du deuxiéme cycle de

recombinaison aléatoire en recombinant bphA de B356 et de LB400.

Hybrides de Substrat de criblage Couleur de la colonie
pieme (congénére BPC) sur milieu LB gélosé
génération
I1-3 aucune Bleu foncé
11-6 22'44'55'CB Beige-verditre
[I-11 22'44'55'CB Verdatre
1I-14 22'44'55'CB Beige foncé
II-A 22'CB Beige-verditre
II-G 22'CB Brunitre
II-H 22'CB Beige foncé
II-1 22'CB Brunitre
11-J 22'CB Brunitre

Dans une seconde étape, une démarche similaire a celle de recombinaison
aléatoire de deuxieéme génération a été suivie pour créer des variants de troisiéme
génération. Donc, un troisiéme cycle de recombinaison aléatoire a été effectué a partir

d’une génothéque de variants choisis au hasard parmi les variants de deuxiéme
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geénération. Les BPDO variants de troisiéme génération ont été criblés sur le 22'CB ou
le 22'44'55'CB. Parmi les 1 800 colonies analysées, 34 hybrides ont été capables
d’oxygéner le 22’CB. Aucune colonie bleue n'a été observée. Et sur le nombre de
colonies hybrides, cinq ont été retenues parce qu’elles présentaient une coloration plus
foncée que le témoin exprimant la BPDO de LB400. Il s’agit des variants II-1, I1-2, II-
3, II-5 et I1-6 (tableau 10).

Tableau 10 Phénotype des BPDO variants obtenus du troisiéme cycle de

recombinaison aléatoire en recombinant bph4 de B356 et de LB400.

Hybrides de 3'“™ Criblage Couleur de la colonie
génération (congénére BPC) sur milieu LB gélosé
I11-1 22'CB Beige
I11-2 22'CB Beige-rosé
I11-3 22'CB Beige-rosé
I11-5 22'CB Beige
I11-6 22'CB Beige foncé

3.2.2. Caractérisation des BPDO variants

Nous avons évalué le potentiel 4 transformer I'Aroclor 1242 par les cellules E.
coli DH118S exprimant la BPDO de la souche LB400 ou les BPDO hybrides variants
1I-3, -6, 11-11 et II-14. La disparition de chacun des congénéres du mélange Aroclor
1242 a été évaluée par GC-ECD selon le protocole décrit a la section 2.5.2 (tableau
11). Etrangement, aucune activité catalytique envers le 22'44'55'CB n'a été détectée
qui pourtant a été le substrat de criblage pour les variants I1-6, II-11 et II-14.
Cependant, ces variants ont été capables de transformer le 22'344'5CB, qui est un
congénére fortement chloré, alors que la BPDO de LB400 est incapable de
transformer ce congénére. D'autre part, ces variants ont transformé 100% des

congénéres monochlorés présents dans le mélange, entre 80-100% le 24'CB sauf pour
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I1-11 (21%) et entre 35-45% les penta-chlorés. Les variants II-6 et II-14 ont démontré
une plus grande activité oxydative envers les congénéres 23'CB, 23CB, 24'CB,
236CB, 23'6CB, 234'CB, 22'46'CB et 22'33'CB que les variants IT-3 et II-11.

La complexit¢é des mélanges commerciaux d’Aroclor rend difficile
I’interprétation des résultats de I’analyse de transformation des congénéres qui les
composent. Pour cette raison nous avons choisi d’évaluer le potentiel de quelques
variants obtenus des recombinaisons aléatoires de deuxiéme et de troisiéme
génération a transformer un mélange constitué de 18 congénéres BPC (tableau 12).
De fagon générale, les hybrides de deuxieéme génération transforment les congénéres
23'4CB et 234'CB plus efficament que la BPDO de LB400. Cependant, sauf le variant
II-H, tous les variants montrent un spectre d’activité envers les congénéres BPC du
mélange qui est beaucoup plus étroit que celui de la BPDO de LB400. Deux
observations intéressantes : bien que faible, II-6 peut transformer le 22°44°55°CB et
d’autre part, [I-H transforme de fagon significative le 26’CB qui est un congénére

trés récalcitrant.

Les hybrides 1I-6, 1I-14, II-A, 1I-G, II-H, II-I et II-J ont pu transformer de 85-
99% du 23'4CB (sauf II-G, 46%) et de 70-96% du 234'CB (sauf II-A, 32% et II-I,
18%). Un profil de transformation identique a été observé pour II-A et II-I qui
transforment seulement le 234'CB et 23'4CB a des pourcentages analogues. De méme,
II-G et II-J possédent un activité oxydative similaire par leur capacité a transformer
respectivement 24% et 18% du 33'CB, en plus de transformer le 23'4CB et 234'CB.
D’autre part, I'hybride II-6 a témoigné d'une capacité a transformer 33% du 44'CB
présent et 7% du 22'44'55'CB présent dans le milieu. Enfin, II-14 a pu transformer
88% du 22'33'CB. Ces habilités catalytiques ont fait d'eux les hybrides de deuxiéme
génération de recombinaison aléatoire qui peuvent transformer les congénéres les plus
fortement chlorés. Néanmoins, I'nybride II-H est le plus intéressant de tous par ses
capacités de transformer un large spectre de congénéres incluant le 26CB, le 33'CB, le

44'CB, le 244'CB et le 22'33'CB. Ainsi, ce dernier a démontré un profil de
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transformation différent et une activité catalytique plus efficace que la BPDO de

LB400 envers les congénéres BPC.

D'autre part, les hybrides III-1, III-2, III-3, III-5 et III-6, obtenus d'une troisiéme
genération de shuffling, se sont révélés en tout point moins performants que la BPDO
de LB400 (tableau 13). Les hybrides III-5 et III-6 ont transformé 65% et 54% du
22'55'CB et 20% et 8% du 22'33'CB respectivement, comparativement a une
transformation de 87% du 22'55'CB et 70% du 22'33'CB par la BPDO de LB400. Par
ailleurs, III-3 a manifesté une activité oxydative unique envers le 23'4CB, et les
hybrides III-1 et III-2 détiennent un profil de transformation analogue. Toutefois I1I-1
s'avere étre moins performant que III-2 mais posséde une activité de transformation
additionnelle de 16% du 23'44'CB. D'un point de vue général, les hybrides obtenus de
troisieme génération semblent étre avantagés pour une capacité a oxyder en position
meta-para des cycles aromatiques qui favoriserait majoritairement la transformation
du 22'55'CB. Cependant, une perte certaine de leur capacité 4 oxygéner en position

ortho le noyau biphényle a été observée.
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3.2.3 Analyse de la séquence du variant II-H

Le variant II-H origine d'une deuxiéme génération de recombinaison aléatoire in
vitro effectué sur la génothéque dhybrides non sélectionnés d'une premiére
recombinaison in vitro entre le fragment Mlul-Avrll de 865 pb du géne bphd de B356
et un fragment plus court couvrant la partie distale du fragment Mlul-AvrIl de 193 pb
correspondant de bphA de LB400 (figure 14).

Le variant II-H a démontré des capacités catalytiques intéressantes et différentes
des profils de transformation connus jusqu'ici. Ainsi, II-H transforme le 33'CB, le
44'CB, le 23'4CB, le 244'CB, le 234'CB et le 22'33'CB plus efficacement que Ia
BPDO de LB400 (tableau 12). De plus, son habilité a transformer le 26CB s'avére étre
une caractéristique unique qui n’est pas partagée par aucune autre bactérie connue

dans l'environnement (Maltseva e al, 1999)

Le séquengage du fragment Mlul-Avrll de II-H a permis de mettre en évidence
les différences structurales qui distinguent ce variant des parents. Le variant II-H a
hérité du fragment Miul-Avrll de B356. Il est donc trés similaire 4 I’hybride LAD
décrit a4 la premiére section des résultats. Cependant, le fragment a subi trois
mutations pendant le processus de recombinaison aléatoire illustré a la figure 19.
Deux de ces mutations ont été silencieuses soit par le remplacement de la cytosine®*’
par une thymine et de la cytosine’®' par une thymine. Une seule mutation causée par
le remplacement de la guanine®® par une adénine a conduit a un changement d’acide
aminé dans BphA. Cette mutation a causé le remplacement de la valine’® (V), codée
par le codon GTC dans la séquence d'acides aminés de BphA de B356, pour une
isoleucine (I), codée par le codon ATC dans celle de I'hybride II-H (figure 20). En
comparant I’activité des cellules de E. coli exprimant la BPDO hybride LAD avec des
cellules de E. coli exprimant la BPDO II-H, il semble donc que la position V>%° a une

grande influence sur ’activité de ’enzyme envers les BPC.
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Figure 19. Ilustration de la séquence d'acides nucléiques de bphA (comprise dans
la séquence Mlul-AvrIl (490pb-1353pb)) de LB400, B356 et du variant II-H. Les

modifications* des acides nucléiques ont été indiquées en caractére gras. *Remplacement

de la cytosine®’

variant [I-H.

531)

581)

631)

6B81)

731)

781)

831)

B81)

931)
924)
924)

981)
973)
973)

1031)
1023)
1023)

1081)
1073)
1073)

1131)
1123)
1123)

1181)
1173)
1173)

TGTGCAGGCG
CCCCGA....
CCCCGA. ...

TGGACGTCAT

TGGCGGGCAT
....C..TC.
....C..TC.

AAGGGCAATC

TGTCGACGAG
CA.TA....C
CA.TA....C

AGTACTGGAC

CACACCGGCA
.=GT..C...
.=AT..C...

TTCCCGACCT

CCGACGCCCC
«...T..G..
v T G.

AACTTCTCCG
.C...TRA..
.C...TAA..

GGAGATCCAG
...A..T...
...A..T...

CCAGACCTGG
..C...c..a
..C...T..Aa

GCTGGATCGC

GGGTGATTCC
....C..C..
..C..C..

ATGTACCACG

AGTTCCGGGC
-...T..CT.
+...T..CT.

CCGGGCTCAC
T..TCGATT.
T..TCGATT.

CGAGGGTCCG

GC.A..C..A ..
GC.A..C..Aa ..

=--TGCCGGTT

GTTCATTCCT
.C..G...T.
.C..G...T.

CCCAATGAAA
.GG

GGCGGAG-TC
-.A...TA..
..A...TA..

CAGGCGGCGT

AAGGGGCTAC
CG..TAA.G.
CG..TAA.G.
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AGACCTACCT

ACGCCGGCCG
..CGA...G.
..CGA...G.

GTGCAACTGG

..GA

TCCTGGCGGT
.G...T.T..
.G...T.T..

GCTGCCGAGC

CGACGCATGG

.TGGA....T ....

LTGGA....T

GCCCACCTTC
...TGG.A. .
...TGG.A..

TCGAGGTGTG

GTGGGTACAA
.C..CC....
.C..cc....

. TC...TT...

CGGTGACGCC

GGACTGTGGC
.A..C.AA..
-A..C.AA..

AAGTTTGCCG

CCCAGGCGCA
....AATC..
....AATC..

GGGCACGGCT

GATGGGCCCC

.G....G..G ..

.G....G..G

TTGCGGAACA

AACAACATCC
c.e..C...T.
.C...T.

GGCCTTCACC

ATCGCCGGCA
TC...TT.

GACGATGGCG

CGCCCCTATA

TCCGGCATCC
-.A...G.G.
..A...G.G.

GATACCCACC
AC.GT.G.AG
AC.GT.G.AG

CGGGCTGGTA
.C..G....T
.C..G....T

AAGGTCACCC
AL LA,
...A....A.

GCGCCTGGGG
C....A..C.
C....A..C.

CATGACGATC

CTGGTCGATG
T....G..C.
T....G..C.

CAACATCCGC

et de la cytosine”® de B356 par une thymine et de la guanine’® par une adénine dans le



LB400 171) LV FANWDPVQAP ETYL-GDAR- PYMDVMLDRT PAGTVAIGGM QKWVIPCNWK

B356 e eeeean EAPD LKTYLSDAM .......... E...E....T ..........
II-H e e EAPD LKTYLSDAM .......... E...E....T ..........
LB400 223) FAAEQFCSDM YHAGTTTHLS GILAGIPPEM DLSQAQIPTK GNQFRAAWGG
B356 = LLLL.... ..., MS... .V...L.... ..T.I.LSKN ..... S....
II-H i e MS... .Vv...L.... ..T.I.LSKN ..... S....
LB400 273) HGSGWYVDEP GSLLAVMGPK VTQYWTEGPA AELAEQRLGH TGMPVRRMVG
B356 ..A..FINDS SI..S.V... I..... Q... ..K.AR.VPQ LPILD--.F.
II-H --A..FINDS SI..S.V... I..... Q... ..K.AR.IPQ LPILD--.F.
LB400 323) QHMTIFPTCS FLPTFNNIRI WHPRGPNE

B356 ce. VOTLL L .QILT... ...

II-H B 0 2 N

Figure 20. Illustration de la séquence d'acides aminés de BphA de LB400, B356 et du
variant II-H. Les résidus aminés en caractére gras ont subi des modifications dans le codon
de lecture dont deux sont silencieuses.
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4. Discussion

La premiére partie de ce travail confirme les résultats obtenus précédemment
suggérant que la partie C-terminale de la sous-unité o ainsi que la sous-unité B de la
BPDO influencent fortement le profil de transformation envers les congénéres BPC
(Kimura er al, 1997; Kumamaru et al, 1998; Mondello et al, 1997; Chebrou et al,
1999). La seconde partie montre I’intérét d’utiliser une approche empirique, telle la
recombinaison aléatoire in vitro appliquée sur la partie C-terminale de BphA afin
d’obtenir des BPDO hybrides qui présentent des caractéristiques enzymatiques
différentes a celles connues jusqu’ici. Cette approche a permis d’obtenir I’hybride II-
H intéressant par son habilit¢ 4 transformer efficacement le congénére 2,6-
chlorobiphényle récalcitrant dans I’environnement. Finalement, dans cette étude nous
avons démontré I’influence des concentrations de BPC individuels ou utilisés sous
forme de mélanges sur Iactivité catalytique de la BPDO de LB400 envers les
congénéres BPC. Cette derniére information sera trés utile dans les essais de

caractérisation de nouveaux variants de BPDO.

4.1 Déterminants structuraux de I’activité catalytique de la BPDO
envers les congénéres BPC

Notre étude a démontré que pour certaines BPDO, il est possible d’introduire des
modifications structurelles majeures dans la partie C-terminale de BphA sans perdre
de Pactivité de I’enzyme. Cependant, certaines autres BPDO perdent leur activité
catalytique lorsqu’elles subissent des modifications structurelles dans la partie C-
terminale de la sous-unité a. Les hybrides construits en remplagant certaines portions
de BphA de LB400 par les portions correspondantes de BphA de B356 sont demeurés
actifs contrairement a ceux construits en remplagant les portions de BphA de B356
par les portions de BphA de LB400. Cette capacité 4 rester actif malgré Iintroduction
de changements majeurs a I’intérieur de la structure de I’enzyme pourrait expliquer le
fait que la BPDO de la souche LB400 soit plus performante envers les BPC que tous

les autres BPDO connues a ce jour. A I’instar de ceux de Barriault ef af (2002), nos
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résultats montrent I’intérét d’expérimenter diverses autres variations sur de courtes
chaines de BphA de LB400 comme approche visant a identifier plus précisément les
déterminants de la reconnaissance enzyme-substrat et 4 augmenter le potentiel de
transformation de la BPDO. Une meilleure connaissance de I’influence de la structure
sur I’activité, favorisera le développement d’enzymes plus efficaces ou possédant un
spectre de transformation envers les BPC plus large ou varié que celui des BPDO

connus jusqu’ici.

Mondello et al (1997) ont construit les mutants BDE335-5 dans lequel la
région III de BphA de LB400 (T**’F*N¥'N?¥PIRMP4Yy 3 ¢t remplacée par la
région III de BphA1 de KF707 (AP NPTH7P3BRIP40) et EMT335-5 dans lequel
les régions III et IV de BphA de LB400 (T3 F*NP'N338PPRIMOPUNTTY ont été
remplacées par les régions III et IV de BphAl de KF707
(APHPINDOTITPBRIOTIOTIT6)  Ces mutants ont acquis une activité catalytique
accrue envers les congénéres doublement substitués en para comme le 44’CB.
Cependant, le mutant FMT335-5 a été faiblement actif envers le 22°CB et il a été
inactif envers 22°55°CB. Notamment, cette étude a permis de constater que
conjointement aux modifications de la région III, le changement de N*”7 de la région
IV de BphA de LB400 par le résidu correspondant T*’® de BphA1 de KF707 confere
un profil d'activité envers les BPC similaire a la BPDO de KF707, réduisant
drastiquement ses capacités a catalyser ’oxygénation en meta et para. Ceci démontre
un effet combinatoire des régions III et IV sur le profil de sélection de ’enzyme. Cette
observation a été confirmée par le fait que le remplacement de T>’® de BphAl de
KF707 par N crée une nouvelle enzyme qui acquiére la capacité de catalyser une
dioxygénation en position 3 et 4 du 22°55°CB (Kimumura, 1997; Suenaga et al,
1999). Il est a noter que les régions III et IV de BphA de B356 sont identiques a celles
de BphA1l de KF707 a I’exception d’une alanine (A***) de KF707 qui est remplacée
par une glycine dans BphA de B356 (Hurtubise et al, 1998).

La structure de la dioxygénase du biphényle n’est pas encore connue.

Cependant, la structure de la dioxygénase de la naphthaléne (NDQO) est un modéle

85



pour tous les membres de la famille des dioxygénases catalysant une hydroxylation
sur les sites aromatiques (Kauppi et al, 1998; Parales et al, 2000). Cette enzyme
retrouvée sous forme d’hexamére, a;PB;, porte dans la sous-unité o un centre Rieske
[2Fe-2S] qui transfert les électrons vers le Fe** mononucléaire du site actif de
I’enzyme situé dans le domaine C-terminale de la sous-unité o (Kauppi et al, 1998).
Notons cependant, que chaque centre Rieske intéragit avec le Fe?* mononucléaire de
la sous-unité o adjacente a celle a laquelle il appartient. Chaque cycle catalytique
implique donc un transfert d’électrons entre deux sous-unités a distinctes. Ainsi,
toutes modifications structurelles qui pourraient potentiellement changer les distances
entre les deux sous-unités o adjacentes pourraient avoir des conséquences néfastes sur
Iactivité de I’enzyme par une interaction inadéquate entre le centre Rieske et le Fe?*
mononucléaire. De plus, d’autres études enzymatiques ont révélé I’influence de la
sous-unité 3 de la BPDO sur la spécificité enzymatique (Chebrou et al, 1999;
Hurtubide et al, 1998). Ainsi, ces études suggérent que d’autres domaines extérieures
aux régions III et IV de la partie C-terminales de la sous-unité o de BphA peuvent
influencer le profil de réactivité de la BPDO. L’analyse des hybrides de la BPDO de
LB400 et de B356, qui ont fait ’objet de cette étude, confirme ces observations.

Lors d’essais in vitro envers les congénéres individuels, les hybrides LABD et
LAD qui possedent les régions III et IV ciblées par Mondello et al (1997) de la BPDO
de B356 se sont avérés plus actifs envers le 22°CB que la BPDO de B356 et ont
montré des traces d’activité envers le 22°55°CB. De plus, ils ont présenté une activité
enzymatique semblable a la BPDO de B356 envers le 33°CB tandis qu’ils ont été
inactifs envers le 44°CB. D’autre part, les hybrides LBC et LBCD qui possédent les
régions III et IV de la BPDO de LB400 ont montré une faible activité envers le
biphényle ainsi qu’une activité plus élevée que la BPDO de LB400 envers le 44°CB;
cependant LBC est incapable d’oxygéner le 22°CB et 22°55°CB. Si les régions III et
IV ont été les seuls déterminants de la spécificité, les hybrides LBC et LBCD auraient
di étre capables de transformer ces deux congénéres. D’autre part, les hybrides
LABD et LAD auraient dii pouvoir transformer le 44°CB et étre incapables
d’oxygéner le 22°CB et le 22°55°CB (Mondello et al, 1997; Kimura et al, 1997,

86



Suenaga et al,1999). Ceci démontre que les régions 111 et IV ne sont pas les seuls
éléments structuraux qui influencent le profil de transformation envers les congénéres

substitués en ortho.

Conformément aux résultats d’études antérieures, I’activité spécifique des
préparations purifiées que nous avons obtenues de la BPDO de la souche B356 a été
plus élevée sur le biphényle que celle de la BPDO de LB400 (Hurtubise et al, 1998).
Les essais enzymatiques effectuées en présence de biphényle ont démontré que les
hybrides LAD et LA ont une activité spécifique similaire a la BPDO de B356. Ceci
suggere que le fragment B + C de BphA de B356 présent dans LAD et LA
influencerait le maintien d’une activité plus forte envers le biphényle. D’autre part, les
hybrides LAD, LA et LABD qui possédent le fragment B de BphA de B356, ont
présenté une activité catalytique équivalente a la BPDO de B356 envers le congénére
33°CB, qui est son substrat préférentiel en plus d’étre inactifs envers le 44’CB. Au
contraire, la présence du fragment C de LB400 a semblé favoriser la transformation
du 44°CB, tel qu'observé pour les hybrides LACD, LBC et LBCD. Tel qu’abordé
précédemment, ces résultats vont a ’encontre des études menées par Erickson et
Mondello (1997) qui suggéraient que la région III de KF707, présente dans le
fragment C, portait le déterminant permettant 4 I’enzyme d’oxygéner le congénére
44°CB efficacement. En effet, rappelons que la région III de BphAl de KF707 est
identique a un acide aminé pres a celle de BphA de B356 (Hurtubise et al, 1998). Le
fait que les variants LACD, LBC et LBCD portent la région III provenant de LB400
montre que cette région n’est pas la seule a influencer la réactivité de ’enzyme envers
le 44°CB. En somme, certains acides aminés peuvent influencer grandement le profil
catalytique d’une BPDO donnée (Erickson et Mondello, 1993; Mondello et al, 1997;
Kimura et al, 1997; Suenaga et al, 1999). Toutefois, ces mémes résidus aminés
témoignent d’une plus faible influence dans le contexte structural d’autres BPDO.
Cette constatation est confirmée par le fait que le remplacement de la région III de
BphA de LB400 par celle de BphA de B-356 confére aux nouveaux variants, un
potentiel de transformation des BPC trés élevé (Barriault er al, 2002). Toutefois, le

potentiel de transformation des BPC et de ces variants diminue considérablement
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lorsqu’ils subissent une mutation causant le changement de I'Ala?’ de BphA de

LB400 par une sérine, comme pour BphA de B-356 (Barriault ef al 2002).

Notre étude montre aussi une influence de la sous-unité B de LB400 sur le
maintien d’une activité catalytique envers les congénéres 22°CB et 22°55°CB par les
hybrides LACD, LAD, LBCD et LABD. Ces résultats corroborent ceux obtenus par
Hurtubise et al (1998) suite a I’analyse de I’activité enzymatique d’hybrides construits
par I’échange complet des sous-unités o et § des BPDO de B356 et LB400. L’hybride
o3s6PLesoo @ maintenu une activité équivalente a la BPDO de LB400 envers la
transformation du 22°CB et du 22°55°CB, alors qu’une diminution de ces activités a

été observée pour I’hybride o 4ooBs3s6-

Ainsi, pour un type d’association o/, des changements mineures au niveau de la
structure de la sous-unité a peuvent affecter fortement la spécificité d’une BPDO. Par
exemple, I"altération de la T°"° de la région IV de BphA de KF707 par le résidu N*”’
de la région IV de BphA de LB400 conduit & I’élargisssement remarquable du spectre
de transformation comprennant un gain d’activité d’hydroxylation en position 3,4 du
noyau biphényle. Ainsi, un seul acide aminé peut changer grandement le profil de
transformation des BPC d’une enzyme donnée (Kimura et al, 1997; Mondello et al,
1997). Un exemple similaire a été rapporté au niveau d’une substitution du résidu
Phe’®® par une valine localisée au site actif de la NDO. La NDO parentale, qui
catalyse I’oxygénation du biphényle sur les atomes de carbone en position 2 et 3
principalement, a acquis par cette substitution une capacité a transformer le biphényle
a 96% en cis-biphényle-3,4-dihydrodiol (Parales et al, 2000). Cependant, Hurtubise et
al (1998) ont démontré que malgré de grandes similarités entre les régions clés
identifiées par Mondello et al (1997) entre BphAl de KF707 et BphA de B356, les
traits caractéristiques structurels de la sous-unité o en partie C-terminale qui
influencent fortement la spécificité de KF707 et LB400, n’influencent pas de la méme

facon I’activité de la BPDO de B356.
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D’autre part, une analyse du potentiel des hybrides entre les BphA de LB400 et
B356 a transformer un mélange de 18 congénéres a fait ressortir différentes autres
caractéristiques des enzymes. Les hybrides LB, LBC, LBCD et LABD ont témoigné
d’une activité envers des congéncres BPC tetra, penta et hexa-chlorés (tableau 12). La
présence des fragments A de B356 et B de LB400 dans LB, LBC et LBCD suggére
que ces portions de BphA favoriserait chez ces hybrides la transformation des
congéneres doublement substitués en ortho, meta et para comme les congénéres
33°44°CB et 23°44’5CB présents dans le mélange. Plus précisément, le fragment B de
LB400 présent dans LB, LBC, LBCD et LABD semble avantager les BPDO hybrides

a transformer le congénére 22°44°55°CB.

Selon le tableau 12, les hybrides LB, LBC et LBCD ont semblé se spécialiser
dans la transformation des congénéres co-planaires en perdant I’activité envers le
22°CB et gagnant une activité envers le 33°44’CB et aussi envers le 44’CB pour les
hybrides LB et LBCD. L’acquisition d’une capacité & transformer le 33°44°CB, qui
est un congénére co-planaire, persistant et toxique est trés intéressante. Jusqu’a
présent, aucune dioxygénase n'a été identifiée comme étant capable de transformer ce
congénere substitué en di-para et des plus récalcitrant dans 1’environnement. Par sa

structure tridimensionnelle, ce dernier simule les dioxines et les furannes.

En somme, cette premiére partie de notre travail a permis de confirmer que des
domaines structuraux autres que les régions III et IV peuvent influencer la spécificité
de I’enzyme envers les congénéres BPC complexes. Chebrou er a/ (1999) ont suggéré
que la structure tridimensionnelle, o3B3 modulait le site actif ou favorisait les
intéractions entre certains acides aminés et certains congénéres BPC. L’approche
rationnelle est basée sur la compréhension de la structure tridimensionnelle de la
protéine et sur les intéractions enzyme/substrat afin d’apporter des modifications
spécifiques & I’amélioration du spectre d’activité de I’enzyme. En vain, les résultats
d’essais effectués afin de changer les propriétés de ’enzyme par des modifications
rationnelles sont souvent inattendus, car les effets de substitutions d’acides aminés sur

la structure et sur la fonction de I’enzyme ne correspondent pas aux résultats
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escomptés (Kikuchi et al, 1999). En conséquence, il est probablement plus laborieux
de suivre une telle approche pour développer de nouvelles enzymes di aux effets

fortuits des substitutions.

4.2 Influence de la concentration totale d’un mélange de BPC sur le
spectre de transformation de la BPDO de LB400

La premiére partie de I’étude de caractérisation enzymatique des hybrides a été
effectuée par I’analyse chromatographique HPLC des congénéres BPC ajoutés au
mélange réactionnel. Les concentrations des congénéres analysés individuellement
dans le milieu réactionnel a ét¢ de I’ordre du nanomole. Par contre, I’analyse de
I’activité des BPDO hybrides envers le mélange BPC a été effectuée par GC-ECD a
des concentrations de I’ordre du picomole. Il a été observé que la concentration finale
de la totalité des congénéres lors d’un essai enzymatique peut influencer grandement
le profil de sélection. Par exemple, lorsque le 22°CB a été le seul substrat, les
suspensions de E. coli exprimant la BPDO de LB400 le dégradaient complétement
pour des concentrations de 50 nmoles/ml a 125 nmoles/ml (tableau 9). Par contre, la
transformation du 22°CB a été de 56,6 % seulement a une concentration de 50
nmoles/ml lorsqu’il a été présent dans un mélange constitué de 5 congénéres BPC
(tableau 10) et de 25,6 % a une concentration de 125 nmoles/ml (tableau 11). Cette
modification dans la capacité de transformer le 22°CB suggére que le spectre
d’activité de la BPDO est aussi influencé par la concentration finale du mélange BPC.
Cette influence peut étre attribuée a I’inhibition causée par certain congénéres
reconnus pour étre transformés efficacement. Mukerjee-Dhar et a/ (1998) ont fait ces
mémes constatations. La souche étudiée, Burkholderia sp. TSN101, a I’habilité de
transformer le mélange kaneclor 300, qui est un mélange de BPC comparable a
I’Aroclor 1242. A 25 pg/ml de kaneclor 300, TSN101 dégradait les congénéres di- et
trichlorés substitués en position ortho, meta et para. Cependant, & plus hautes
concentrations (150 pg/ml de kaneclor 300) les di- et trichlorobiphényles substitués
en position ortho cessaient d’étre transformés mais les trichlorobiphényles substitués

en position para et meta ont été transformés a des niveaux semblables 4 ceux obtenus

90



en présence de 5 pg/ml de kaneclor 300 (Mukerjee-Dhar et al, 1998). Ainsi, 4 forte
concentration, Iactivité enzymatique envers les congénéres substitués en position
ortho est affectée. A partir de cette constatation, I’analyse sur GC-ECD s’est avérée
I"alternative qui permettait d’utiliser de trés faibles concentrations d’un mélange BPC

pour contrer le phénomeéne d’inhibition observée a de fortes concentrations.

Malgré cette précaution, des variations subsistent dans 1’analyse des spectres de
transformation déterminée par HPLC et GC-ECD, tel qu’observé pour la BPDO de
LB400. Cependant, il faut considérer le fait que tous les essais par HPLC ont été
effectués en utilisant des préparations de protéines purifiées, alors que les essais sur
GC-ECD ont été effectués in vivo. Plusieurs facteurs peuvent influencer I’activité de
I’enzyme. De ces facteurs, I’accessibilité de 1’enzyme aux substrats peut jouer un role,
la concentration d’enzyme utilisée qui differe ou la qualité de I’enzyme en considérant
qu’en essais in vifro ’enzyme subit des étapes de purification pouvant affecter
particllement sa structure protéique. De plus, la perméabilisation de la membrane
bactérienne a certains congénéres plus qu’a d’autres peut jouer un rdle dans
Iaccessibilité d’un substrat donné. Les résultats d’évaluation des capacités des
oxygeénases a transformer des BPC devraient toujours étre comparables pour des
conditions d’analyses identiques. Ces résultats suggérent aussi que les spectres de
transformation risquent d’étre partiellement modifiés une fois introduits dans un autre
type de systéme d’analyse enzymatique ou dans I’environnement, soit au contact de
sols ou de déchets contaminés car les concentrations auxquelles les souches pourront

étre exposées seront probablement d’un autre ordre de grandeur.
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4.3 L’intérét d’une approche empirique afin de favoriser le
développement de BPDO variants a2 haut potentiel catabolique
envers les BPC

Une approche empirique, tel le processus de I’évolution directe in vitro, aussi
nommée DNA shuffling, peut s’avérer un outil indispensable pour augmenter
I’efficacité des BPDO a transformer les BPC. La rapidité de la méthode ainsi que les
multiples possibilités de recombinaisons aléatoires sont des atouts intéressants afin
d’obtenir des variants ayant un spectre de transformation plus large ou différent
envers les congéneres BPC. Cette approche a d’ailleurs fait ses preuves par le succés
obtenus en recombinant le géne bphA4 de la souche LB400 avec bphAl de la souche
KF707 (Briihlmann and Chen, 1999; Kumamaru et al, 1998) qui possédent 95,5%
d'homologie (Erickson and Mondello, 1992; Taira et al, 1992). Les hybrides obtenus
ont démontré une activité de transformation accrue envers les congénéres tetra et
penta-chlorés comparativement aux enzymes parentales, ainsi qu'une capacité a
transformer a la fois les congénéres 44'CB, 22'CB et 22'55'CB. Toutefois, aucune
dioxygénase jusqu'a présent a démontré la capacité de transformer des congénéres
substitués en ortho, tels le 2,6-dichlorobiphényle et le 2,2',6,6'-tetrachlorobiphényle
qui résistent aux transformations aérobies et aux déshalogénations anaérobies

(Maltseva et al, 1999)

Afin d'arriver a ces fins, des modifications structurelles majeures sont peut-étre
requises. L'application de la technique d'évolution moléculaire aléatoire in vitro a une
famille de génes ayant moins d'’homologie entre eux, nommé family shuffling,
suggérée par Crameri et al (1998), demeure une approche empirique intéressante.
Cette approche permet l'introduction de modifications structurelles substantielles sur
une protéine. On estime qu'entre les génes ayant une grande homologie, une
cinquantaine de cycles d'évolution aléatoire in vitro (générations) seront nécessaires
pour obtenir les variants possédant les caractéristiques recherchées, alors que pour des
genes ayant entre 58% et 82% d'homologie, une seule génération est nécessaire pour
I'obtention du trait recherché (Crameri et al, 1998). Une rigoureuse pression de

sélection est toutefois nécessaire pour éliminer tous les recombinants non désirables et

92



retenir la progéniture ayant les caractéristiques phénotypiques recherchées. Afin de
réduire le nombre de variants de BPDO 4 analyser, le procédé de family shuffling a été
effectué sur une portion de bphA. L'approche encouragée a consisté a recombiner la
partie C-terminale de la sous-unité o de LB400 avec une portion correspondante du
géne homologue a 76,2% de la BPDO de la souche B356 en suivant le protocole de

recombinaison aléatoire (figure 15).

4.3.1 Variants de seconde génération

Dans notre étude, nous n’avons pas criblé les variants résultant du premier cycle
de recombinaison in vitro aléatoire (premiére génération). En nous basant sur les
résultats de Ness er al (1999), nous avons plutdt utilisé toute la population de variants
obtenue du premier cycle, pour faire un deuxiéme et un troisiéme cycles de
recombinaison. Le but de cette approche a été de favoriser au maximum le niveau de
modifications de séquences des acides aminés dans la région ciblée. La tendance
générale tend a démontrer que tous les hybrides de deuxiéme génération ont acquis
une activité d’oxygénation plus performante en ortho, tel qu’observé par leur
efficacité a transformer les congénéres 23°4CB et 234°CB. Cependant, comme pour la
BPDO de LB400, le site actif semblait demeurer peu réceptif envers les congénéres
portant un chlore en position para comme le 244°CB et le 44’CB. D’autre part, en
plus d’avoir I’habilité a transformer les congénéres 23°4CB et 234°CB, les hybrides
II-G et II-I ont aussi préservé une activité envers le 33’CB équivalente a la BPDO de
LB400. Hormis leur ressemblance avec I’activité de la BPDO de LB400 envers les
congéneres portant des atomes de chlore en ortho-meta, ces derniers ont perdu toute
trace d’activité d’oxygénation en position meta-para. Contrairement a la majorité des
hybrides de deuxiéme génération, les hybrides II-6, II-14 et tout particuliérement II-H
témoignent d’une plus grande habileté a accepter des congénéres co-planaires ainsi
que ceux ayant une distorsion de I’axe dii aux encombrements stériques. Ainsi,
I’hybride II-H est capable de transformer le 26CB, le 33°CB et le 22°33°CB, I’hybride
1I-14 transforme le 22°33°CB et I’hybride II-6 transforme le 33°CB et 22°44°55°CB

en plus de transformer les congénéres 23°4CB et 234°CB.
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L’hybride II-H est celui qui présente le plus grand intérét. Tout comme pour les
congénéres 33’44’-tetrachlorobiphényle et 22°66’-tetrachlorobiphényle, le 2,6-
dichlorobiphényle est persistant et toxique (Maltseva et al, 1999). De plus, I’hybride
II-H, comme la BPDO de KF707 est capable de transformer le 44’CB et le 244°CB
(Mondello et al, 1997). Cependant, [I-H démontre une plus grande efficacité a
transformer le 44’CB et le 244°CB en plus de transformer les congénéres 33°CB,
23°4CB, 234°CB et 22°33°CB exigeant une oxygénation ortho-meta. Ceci suggére que
le site actif de II-H est trés flexible et peut performer plus que tout autre a une

oxygénation en position ortho-mela.

4.3.2 Gain d’une capacité a transformer I’indole en indigo

Les résultats visuels de D’activité de transformation sur milieu gélosé des
hybrides obtenus au cours du deuxiéme cycle de recombinaison aléatoire ont
démontré la formation de colonies de couleur bleue. Ce phénoméne a aussi été
observé sur des hybrides obtenus en recombinant bph4 de la BPDO de LB400 et de
bphAl KF707 (Kumamaru et al, 1998). En particulier, ’hybride pSHF1003
(Kumamaru et a/, 1998) a témoigné d’une augmentation de ces capacités a oxygéner
en position 2 et 3, de méme qu’il a acquis une nouvelle activité enzymatique qui
permet de transformer I'indole en indigo. Dans la littérature, cette capacité de
produire de I’indigo par la catalyse de I'indole a été observée pour quelques
dioxygénases et monooxygénases impliquées dans le métabolisme d’hydrocarbures
aromatiques, tel le toluéne, le phénol, le styréne et la naphtaléne. Mais jusqu’a
présent, aucune dioxygénase du biphényle n’avait été rapportée capable de
transformer I’indole. En se basant sur des études réalisées avec d’autres congénéres,
la dioxygénase du biphényle cataboliserait I’indole en cis-indole-2,3-dihydrodiol suivi
d’une élimination spontanée d’une molécule d’eau et d’une polymérisation du
métabolite intermédiaire pour former de I’indigo (Ensley et al, 1983). Cette nouvelle
habileté a été retrouvée pour les hybrides obtenus d’une deuxiéme génération. Ces

hybrides ont été identifiés par le fait que certaines colonies de la progéniture ont été

94



bleuatres. L’analyse préliminaire du spectre d’activité des hybrides de deuxiéme
génération présentant cette caractéristique envers un mélange de 18 BPC et envers
Aroclor 1242 a permis de constater une augmentation d’activité de ces variants envers
les congénéres portant des atomes de chlore en position 2 et 3 correspondant aux
résultats de Kumamaru et a/ (1998) (résultats non présentés). Ceci suggére que
I’acquisition d’une activité¢ de transformation plus efficace en ortho-meta a permis
aux hybrides de deuxiéme génération de bénéficier d’une nouvelle activité sur

I’indole..
4.3.3 Variants de troisi¢éme génération

Selon les statistiques, plus le nombre de séquences et de mutations
augmentent, plus les probabilités d'identifier des recombinants intéressants diminuent.
La fréquence de variants capables de transformer le 22'CB, qui ont été obtenus au
cours du troisitme cycle de recombinaison aléatoire ont été similaires a celle du
deuxiéme cycle de recombinaison aléatoire. Par contre, I'analyse des variants de
troisiéme génération témoigne d'un potentiel catabolique plus spécifique ou plus
restreint. Moins efficace que la BPDO de LB400, leur potentiel catabolique a été
dirigé vers les tetrachlorobiphényles, tel le 22'55'CB et le 22'33'CB, suggérant une
capacité de porter une attaque en position 3,4 et en position 2,3 respectivement, qui
serait intéressant a confirmer par I'analyse des métabolites par GC-MS. Etonnamment,
la majorit¢ d'entre eux ont I'habilité a transformer le 23'4CB sans toutefois étre
capable de transformer le 234'CB comme les hybrides de la deuxiéme génération.
Pour I’instant, nous n’avons pas d’explication permettant de rationnaliser la différence
entre les variants de deuxiéme et troisiéme génération. Une étude plus approfondie
incluant I’analyse de leur séquence en acides aminés permettra d’avoir des hypothéses

a ce sujet.
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4.3.4 Variant II-H

Selon la séquence en acide aminé de I'hybride II-H, ce dernier correspond
exactement au recombinant LAD de la premiére partie de cette étude a I'exception
d'une mutation ponctuelle au niveau du résidu d'acide aminé en position 309.
L'hybride II-H a changé la valine par une isoleucine comme dans BphA de B356
(figure 13). LAD a démontré une flexibilité de son site actif par sa capacité
d'oxygéner les congéneres de diverses configurations substitués en ortho, meta et
para, tel que le 44'CB, le 33'CB, le 23'4CB et le 234'CB. En plus de transformer ces
congénéres plus efficacement que LAD ou que la BPDO de LB400, II-H a aussi
acquis la capacité de transformer les congénéres substitués sur les atomes de carbone
2 et 6 qui, par leur encombrement stérique, crée une distorsion de 90° de l'axe de la
molécule. Ainsi, la comparaison entre l'hybride II-H et LAD suggére que
I'isoleucine®® favorise une certaine élasticité du site actif permettant des liaisons

enzyme/ligand plus diversifiées allant de molécules co-planaires (180°) a celles

perpendiculaires a I'axe (90°).

Mondello et al (1997) ont construit des hybrides en modifiant la région III de
BphA de la BPDO LB400 et KF707. De ces constructions, le mutant FMT20V a subi

® ou ces deux

la substitution d'une isoleucine®*® de la région III pour une valine®
résidus aminés présentent des caractéristiques similaires par leur courte chaine de
carbone latérale et par leur hydrophobicité équivalente. Malgré cela, cette conversion
mineure a modifié significativement le spectre de transformation du mutant FMT20V
par une perte d'activité envers certains congénéres BPC. Dans plusieurs cas, les acides
aminés remplacés afin d'obtenir une activité enzymatique plus efficace envers les
BPC sont petits et hydrophobes. Ceci suggére que I'augmentation d'activité résulterait
de la création d'un environnement plus favorable aux interactions du site catalytique
de I'enzyme avec les molécules BPC hydrophobiques tout en réduisant les contraintes
stériques lesquelles rendent plus difficile la transformation des congénéres substitués
en di-para (Mondello et al, 1997). Cependant, il est étonnant de constater que les

résidus aminés similaires, telles la valine et l'isoleucine, soient en mesure de modifier
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grandement le spectre de transformation de I'enzyme. 11 serait intéressant d'identifier
ou se porte l'attaque des congénéres di-para par I'analyse des métabolites obtenus par
GC-MS, mais il est fort probable que I'attaque s'effectue sur les atomes de carbone 2
et 3 du fait que II-H est incapable de transformer le 22'55'CB qui exige une attaque

sur les atomes de carbone 3 et 4.

97



Chapitre 5
Conclusion




5. Conclusion

Conscient de la persistance dans I’environnement de composés xénobiotiques et
qui s’avérent étre toxiques pour les organismes vivants, tel que les BPC, des solutions de
décontamination saines et efficaces s’imposent. Les méthodes microbiologiques de
décontamination sont des alternatives intéressantes en rapport aux méthodes
conventionnelles appliquées actuellement. Cependant, les micro-organismes démontrent
des limites dans leur capacité & transformer ces composés polychlorés par la voie de
transformation d | biphényle, qui est initiée par I’enzyme de la dioxygénase du biphényle
(BPDO). De ce constat, I’ingénierie génétique est une approche prometteuse pour contrer
ce probleme. Cependant, I’ingénierie de nouveaux variants de BPDO plus performants
envers les BPC nécessitera une meilleure connaissance des régions protéiques qui

influencent I’activité catalytique de I’enzyme.

Un premier objectif de notre travail a été de caractériser le profil de
transformation de BPDO hybrides construits par I’échange de portions de BphA des
souches LB400 et B356. Le but a été d’évaluer I’influence de certaines portions de
I’enzyme sur son activité catalytique. Un second objectif consistait a utiliser le procédé
d’évolution moléculaire in vitro par recombinaison aléatoire (DNA shuffling) pour
explorer un plus grand nombre de BPDO variants qui auraient pu présenter un potentiel

catabolique plus large ou varié.

A la lumiére des résultats de la premiére partie de notre étude, la caractérisation
des hybrides de la BPDO obtenus par ingénierie génétique nous a permis de confirmer
que la partie C-terminale de la sous-unité o de BphA ainsi que la sous-unité B de la
BPDO influencent fortement le spectre de 'activité catalytique de I’enzyme envers le
congéneres BPC. De plus, nous avons pu constater que sur I’ensemble des BPDO
hybrides, seules celles construits en remplagant une partie de BphA LB400 par celle de
BphA de B-356 ont maintenu une activité enzymatique significative envers les
congéneres BPC. Ceci suggére une certaine flexibilité de BphA de LB400 lui permettant

d’expérimenter un plus grand nombre de variations structurelles sans perte d’activité. Ce
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constat pourrait expliquer le fait que la souche LB400 soit la plus performante parmi les
souches capables de transformer les BPC qui sont connues a ce jour. D’autre part, des
portions de la BPDO de LB400 et de B356 ont été identifiées comme pouvant influencer
la reconnaissance enzyme/substrat. Les résultats suggérent que les portions B + C de
B356 favorisent le maintien d’une activité envers le biphényle similaire 4 la BPDO de
B356, que la portion B de B356 permet une activité envers le 33°CB, que la portion C de
LB400 favorise une activité envers le 44’CB et finalement que la présence de la sous-
unité 3 de LB400 permet de maintenir une activité équivalente 4 la BPDO de LB400 sur

le 22°CB et le 22°55°CB.

Dans la seconde partie de notre étude, la recombinaison aléatoire in vitro s’est
avérée étre une stratégie intéressante pour générer des variants de BPDO d’intérét. Cette
approche empirique entre génes homologues nous a permis d’obtenir une progéniture de
BPDO actives et ayant des caractéristiques enzymatiques distinctes des BPDO parentales.
Notamment, le variant II-H issu d’une seconde génération de recombinaison témoigne
d’une plus grande flexibilité que les parents puisqu’il a été capable d’oxygéner des
congéneres substitués en ortho, meta et para présentant diverses configurations spatiales.
Ces capacités enzymatiques uniques lui permettent de transformer & 91,4% le congénére

2,6-dichlorobiphényle toxique et toujours persistant dans I’environnement.

En somme, I’ensemble de ces résultats nous améne 4 suggérer que pour les
travaux futurs, il serait pertinent d’utiliser la BPDO de LB400 afin d’y introduire des
modifications par la méthode de recombinaison aléatoire in vitro dans la partie C-
terminale de BphA en présence de génes homologues de différentes souches. Cette
stratégie aurait I’avantage d’augmenter les possibilités de trouver des variants d’intérét
parmi la progéniture sans toutefois avoir une connaissance approfondie de I’influence de
la structure tridimensionnelle de la protéine, qui par cette étude, nous a démontré étre

distincte d’une structure donnée a une autre.
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