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RESUME

L’acétyle xylane estérase de Streptomyces lividans (AxeA) est une enzyme
qui hydrolyse les liens esters des groupements acétyles du xylane. Il a été
démontré que I’ AxeA avait aussi la capacité de déacétyler des substrats chitineux.
Cette enzyme pourrait donc étre utilisée pour la production de chitosan.
Cependant, I’activité enzymatique de I’AxeA envers les substrats chitineux est
trop faible pour étre industriellement viable. L’objectif de cette étude était
d’augmenter I’activité de déacétylation de I’AxeA envers des oligoméres de
chitosan. L’approche expérimentale consistait a construire des librairies d’axeA,
mutés, puis a isoler les clones comportant des caractéristiques améliorées. Les
librairies ont été obtenues par mutagenése de saturation de site. Pour le criblage,
I’expression protéique et les essais enzymatiques ont été adaptés au format
microplaque 96 puits. Une souche de Streptomyces lividans AaxeA a été
construite pour la production de I’ AxeA,.. Suite a différents essais, les oligoméres
de chitosan ont été retenus comme substrat de criblage. Afin d’identifier les
clones les plus performants, I’acide acétique libéré par la réaction enzymatique
devait étre quantifié. La méthode la plus couramment utilisée dans la littérature
ne pouvait étre adaptée au criblage a haut débit. La quantification par HPLC a
donc été envisagée. Des essais préliminaires ont permis de détecter 1’acide
acétique, mais des modifications au protocole doivent étre apportées pour

permettre une quantification précise.
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INTRODUCTION

La chitine est un polysaccharide linéaire composé d’unités N-acétyl-D-
glucosamine. Aprés la cellulose, la chitine est le polymeére naturel le plus
abondant, se retrouvant chez de nombreux d’organismes, tels les arthropodes, les
mollusques, les algues, les champignons et les levures. Le chitosan est la forme
déacétylée de la chitine et est beaucoup moins répandu dans la biomasse. Dans le
domaine industriel, I’ utilisation des polymeéres de chitine est limitée par leur faible
solubilité. A I'inverse, les oligomeres de chitine et le chitosan comportent un
vaste potentiel d’applications, allant du traitement des eaux usées au domaine
pharmaceutique. Présentement, le chitosan est obtenu par traitement
thermochimique. Les procédés thermochimiques, bien qu’efficaces, ont pour
désavantage d’effectuer une déacétylation hétérogéne et de fragmenter le
polymere. De plus, la déacétylation thermochimique est un procédé polluant et
énergivore. Comme alternative, la déacétylation enzymatique a été envisagée. Le
procédé enzymatique a pour avantage, outre l’aspect environnemental, d’étre
facilement contr6lable, hautement reproductible et de ne pas briser les liens

glycosidiques.

L’acétyle xylane estérase de Streptomyces lividans (AxeA) est une enzyme
qui a pour fonction d’hydrolyser les liens esters des groupements acétyles du
xylane. L’AxeA est classée dans la famille 4 des carbohydrates estérases, dans
laquelle ont retrouve aussi des chitine déacétylases, des chitooligosaccharides
déacétylases et des peptidoglycane déacétylases. 11 a été démontré récemment que
I’AxeA avait aussi la capacité de déacétyler des substrats chitineux. De ce fait,
cette enzyme pourrait €tre utilisée dans la production de dérivés de chitine.
Cependant, I’AxeA a une activité de déacétylation envers les substrats chitineux

trop faible pour avoir un intérét industriel.
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L’objectif de ce projet était d’augmenter I’activité de déacétylation de
I’AxeA envers des oligomeéres de chitosan, par un processus d’évolution dirigée.
L’approche expérimentale globale consistait & construire des librairies de génes
axeA mutés et a identifier les mutations bénéfiques par criblage fonctionnel. Les
librairies ont été produites en mutant a saturation le géne axeA, en deux sites
distincts. Afin de mettre au point une méthode de criblage efficace, différents
essais ont été effectués au niveau de la production d’AxeA et de la détection de
Pactivité de déacétylation. Aussi, pour permettre la production et la purification
d’AxeA mutées, une souche de Streptomyces lividans a été modifiée

génétiquement.



1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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1.1 Chitine et chitosan

1.1.1 Description

La chitine est un polysaccharide linéaire composé d’un nombre variable
d’unités N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc) reliées par des ponts glycosidiques -
(1-4) (figure 1A) (Tsigos et al., 2000). Elle est également décrite comme un
copolymere constitué d’unités GIcNAc et N-glucosamine (GIcNH,) distribuées en
bloc ou de fagon aléatoire (Khor et Lim, 2003; Lamarque ez al., 2004). Aprés la
cellulose, la chitine est le polymere naturel le plus abondant. Elle est présente
chez un grand nombre d’organismes, tels les arthropodes, les mollusques, les
algues, les champignons et les levures (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003;
Muzzarelli, 1977). Les molécules de chitine varient grandement en longueur,
pouvant aller de 8000 unités GIcNAc chez le crabe, 2 seulement 100 chez
certaines levures (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). La chitine est utilisée
principalement comme composante structurale dans la paroi cellulaire et dans
I’exosquelette. Elle se présente généralement sous forme de microfibrilles
incorporées dans une matrice de protéines ou de polysaccharides (Ruiz-Herrera et

Martinez-Espinoza, 1999; Muzzarelli, 1977).

Le chitosan est la forme déacétylée de la chitine et fait référence & un
ensemble de polymeres possédant des degrés d’acétylation et des poids
moléculaires variés (figure 1B) (Tsigos et al., 2000; Singla et Chawla, 2001). Le
terme chitosan est généralement utilisé lorsque le degré d’acétylation est inférieur
a 50 % (Khor et Lim, 2003). Contrairement a la chitine, le chitosan est beaucoup
moins répandu dans la biomasse. Il provient essentiellement de la déacétylation
de la chitine et se retrouve presque exclusivement dans la paroi cellulaire de

certains champignons (Kuhn et al., 1990).



CH,

OH
.- o] HO NH o]
.. o (6]
HO
HO NH °© NH
0 OH
o]
CH
3 CH,
B
OH OH
. 0 HO i 0
.- o) (o)
H o HO
o NH, NH
OH
o)
CHs

Figure 1. Structure de la chitine (A) et du chitosan (B) (Muzzarelli, 1977).

OH

OH

NH,

20



21
1.1.2 Propriétés physico-chimiques

Sous sa forme native, la chitine est cristalline et insoluble dans presque
tous les solvants, a I’exception de certains acides concentrés (Synowiecki et Al-
Khateeb, 2003). Elle peut toutefois étre rendue soluble par des traitements
chimiques qui brisent les liens hydrogene intra- et intermoléculaires (Synowiecki

et Al-Khateeb, 2003).

Contrairement a la chitine, le chitosan se dissout aisément en solutions
aqueuses d’acides organiques et inorganiques (Ogawa et al., 2004). La solubilité
du chitosan résulte de la disponibilité de groupements amine qui se protonent en
solutions acides (Schatz et al., 2003). La présence de groupements amine a aussi
pour effet de rendre le chitosan plus réactif que la chitine (Ogawa et al., 2004).
Ces derniéres caractéristiques font du chitosan un biopolymeére de choix pour de

nombreuses applications.
1.1.3 Intéréts et applications

Depuis une dizaine d’années, un intérét grandissant est accordé a la chitine
et au chitosan. Aujourd’hui, plusieurs compagnies de différentes parties du
monde produisent de la chitine et du chitosan a I’échelle commerciale (Singla et
Chawla, 2001). La grande majorité des industries sont cependant situées au
Japon, ou plus de 100 millions de tonnes de chitosan sont manufacturées chaque
année (Tsigos et al., 2000). Dans le domaine industriel, l'utilisation des
polyméres de chitines est limitée par leurs faibles solubilité et réactivité. A
I’inverse, les oligoméres de chitine et le chitosan comportent un vaste potentiel
d’applications en raison de leurs propriétés physico-chimiques. En effet, ils
posseédent des applications dans les domaines du traitement des eaux usées, de
I’agro-alimentation, de la santé et de la cosmétologie (tableau 1) (Tsigos et al.,
2000).



Tableau 1. Applications de la chitine et du chitosan.
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Applications Exemples

Références

Traitement des eaux Récupération d’ions métalliques, de pesticides et
de matiéres organiques; élimination de phénols,
de protéines, de radio-isotopes et de BPC.

Agriculture Enrobage de semences, de fruits et de Iégumes;
fertilisant et fongicide.
Alimentation Eclaircissement et déacidification de Jus,

stabilisateur de couleur, réduction de I’adsorption
des lipides, prolongement de la saveur,
préservatif, antioxydant, émulsifiant, agent
d’épaississement, additif et préparation de fibres

diététiques.
Domaine Traitement de briilures, préparation de peau
biomédical et artificielle, sutures chirurgicales, lentilles de
pharmaceutique contact, membranes de dialyse pour le sang,

vaisseaux sanguins artificiels, anti-tumorigene,
anticoagulant sanguin, anti-gastrite,
hémostatique, hypocholestérolémique, anti-
thrombogénique, vecteurs pour médicaments et
genes, antibactériens, immunomodulateur,
adjuvant, traitement anti-viral et thérapie
dentaire.

Produits Produits de soins pour la peau et les cheveux.
cosmétiques

Chromatographie et Immobilisation d’enzymes, matrice dans les
réactifs analytiques chromatographies et substrat pour les enzymes.

Hirano, 1996; Shahidi et
al., 1999; Bailey et al.,
1999

Hirano, 1996; Illum,
1998

Hirano, 1996; Dodane et
Vilivalam, 1998

Dodane et Vilivalam,
1998; Kas, 1997; Felt et
al., 1998; Madihally et
Matthew, 1999; -
Vasudeyv et al., 1997,
Shigemasa et Minami,
1996; Thacharodi et
Rao, 1995; Koide, 1998

Hirano, 1996

Hirano, 1996; Dodane et
Vilivalam, 1998;
Tokuyasu et al., 1999a;
Tokuyasu et al., 1999b;
Honda et al., 1999,
Tokuyasu et al., 2000

Autres Fibres synthétiques, papier, fibre, coton, film et Hirano, 1996

éponges.

Tableau adapté de Tsigos et al. (2000).
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1.1.4 Production

Généralement, la chitine est obtenue a partir de carapaces de crustacés en
raison de leur grande disponibilité (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). La chitine
est isolée par un procédé en trois étapes qui consiste en la déminéralisation, la
déprotéination et le blanchiment. Le chitosan est ensuite obtenu en déacétylant la
chitine (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). A I’heure actuelle, la déacétylation est
effectuée par des procédés thermochimiques. Une des méthodes consiste a traiter
la chitine avec une solution concentrée de NaOH a des températures élevées,
Dans une autre méthode, le NaOH est utilisé dans des conditions moins extrémes
qui permettent d’obtenir du chitosan soluble. Ces méthodes thermochimiques
produisent un chitosan de degré d’acétylation variant entre 48 % et 93 % (Tsigos
et al., 2000). La température et la concentration de NaOH sont les deux facteurs
qui influencent le taux de déacétylation (Chang et al., 1997). Les procédés
thermochimiques, bien qu’efficaces, ont pour désavantage d’effectuer une
déacétylation hétérogeéne et de fragmenter le polymeére en clivant les unités
glycosidiques. Pour ces raisons, le chitosan ainsi produit est généralement
hétérogéne, ce qui limite son utilisation. @ De plus, la déacétylation
thermochimique est un procédé polluant, qui consomme une grande quantité

d’énergie (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003).

En considérant les nombreux inconvénients liés aux procédés
thermochimiques, la déacétylation enzymatique a été envisagée comme
alternative (Tsigos et al., 2000). L’efficacité de déacétylation a été évaluée pour
différentes chitine déacétylases (CDA) provenant de mycétes (Gao et al., 1995;
Shrestha et al., 2004; Tokuyasu et al., 1997; Tsigos et Bouriotis, 1995; Alfonso et
al., 1995; Martinou et al., 2002; Aye et al., 2006; Kafetzopoulos et al., 1993).
Différents taux de déacétylation ont été obtenus en fonction des substrats utilisés.
Pour des substrats insolubles, comme la chitine sous sa forme native, les taux de

déacétylation étaient généralement faibles (0,5 % - 9,5 %) (Tsigos et al., 2000;
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Tsigos et Bouriotis, 1995). Ceci s’expliquerait par le fait que les CDA ne peuvent
pénétrer les microfibrilles de chitine et que seuls les groupements N-acétyles
externes sont disponibles pour la déacétylation (Aye et al., 2006). Par contre,
dans le cas de la chitine partiellement déacétylée e;t d’oligomeres, les taux de
déacétylation augmentaient considérablement, variant entre 17 % et 100 %
(Tsigos et Bouriotis, 1995; Tsigos et al., 2000; Martinou et al., 2002; Tokuyasu et
al., 1997; Win et Stevens, 2001). Le procédé de déacétylation enzymatique a
pour avantage, outre I’aspect environnemental, d’étre facilement contrélable,
hautement reproductible et de ne pas briser les liens glycosidiques. De plus, il
permet de produire des polyméres et des oligoméres de chitosan impossible a
obtenir par les méthodes thermochimiques (Tsigos et al., 2000; Tokuyasu et al.,
1997; Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). Cependant, il existe certains
inconvénients a utiliser le procédé enzymatique au niveau industriel, comme la
faible activité de déacétylation envers les substrats insolubles, la grande
spécificité des enzymes et leur coiit de production. D’autres études doivent donc

étre menées pour rendre ce procédé applicable a grande échelle.

1.2 La famille 4 des carbohydrates estérases

La famille 4 des carbohydrates estérases (CE4) est un groupe d’enzymes
qui catalysent I’hydrolyse des groupements O-acétyle ou N-acétyle de
poly/oligosaccharides substitués. La famille des CE4 regroupe des acétyle
xylane estérases (EC 3.1.1.72), des chitine déacétylases (EC 3.5.1.41), des
chitooligosaccharide déacétylases (EC 3.5.1.-), des peptidoglycane N-
acétylglucosamine déacétylases (EC 3.5.1.-) et des peptidoglycane acide N-
acétylmuramique déacétylases (EC 3.5.1-) (Coutinho et Henrissat, 2002;
http://afmb.cors-mrs.fi/CAZY/). Les enzymes de la famille des CE4 ont en

commun une région désignée comme le domaine d’homologie NodB, en raison de
sa ressemblance avec les protéines NodB (Kafetzopoulos er al., 1993). Ces
derniéres sont des chitooligosaccharide déacétylases impliquées dans la

production de signaux de nodulation bactériens (Kafetzopoulos et al., 1993).
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Plusieurs membres des CE4 ont déja été exprimés, purifiés et caractérisés.
La caractérisation des CE4 a principalement été effectuée au niveau cinétique et
spécificité de substrats. A ce jour, quatre structures tridimensionnelles ont été
publiées, soit celles de la peptidoglycane acide N-acétylmuramique déacétylase de
Bacillus subtilis (PdaA), de la peptidoglycane déacétylase de Streptococcus
pneumoniae (PdgA), du domaine C-terminal de la xylanase U de Clostridium
thermocellum (XylU) et du domaine catalytique de 1’acétyle xylane estérase de
Streptomyces lividans (AxeA,) (Blair et van Aalten, 2004; Blair et al., 2005;
Taylor et al., 2006).

1.3 Les chitine déacétylases

Les chitine déacétylases (CDA) catalysent la déacétylation des résidus
GIcNAc de la chitine (figure 2). Elles sont regroupées exclusivement dans la
famille 4 des carbohydrates estérases. Les CDA ont été observées pour la
premicre fois chez le champignon Mucor rouxii (Kafetzopoulos et al., 1993).
Depuis, ces enzymes ont été répertoriées chez plusieurs autres champignons (Gao
et al., 1995; Alfonso et al., 1995; Tokuyasu et al., 1996; Tsigos et Bouriotis,
1995; Christodoulidou et al., 1996). Des activités de CDA ont aussi été observées
chez des bactéries et des insectes (Natsir et al., 2002; Arachami et al., 1986).
Chez les champignons, les CDA sont impliquées dans la formation de la paroi
cellulaire, ainsi que dans les interactions avec les plantes et les insectes
(Christodoulidou et al., 1999; Davis et Bartnicki-Garcia, 1984; Nahar et al., 2004;
Tsigos et Bouriotis, 1995).
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Les chitine déacétylases caractéris€es a ce jour, proviennent toutes de
champignons (tableau 2). Ce sont des glycoprotéines qui sont périplasmiques ou
extracellulaires. Parmi les CDA caractérisées, les poids moléculaires et les pH
optimums sont variables, mais elles possedent toutes une température optimale de
50 °C. Les trois CDA extracellulaires, soit celles d’Aspergillus nidulans et de
Colletotrichum lindemuthianum ne sont pas inhibées par I’acétate contrairement
aux trois autres CDA périplasmiques. Selon le degré de polymérisation du
substrat (DP), I’efficacité de déacétylation varie et un DP minimal est nécessaire

pour qu’il y ait catalyse (2 ou 3).

On dénote une régiosélectivité variable parmi les CDA. Chez M. rouxii, le
mode d’action est de type exo-, effectuant la déacétylation a partir de I’extrémité
non réductrice de la chitine. L’hydrolyse des groupements acétyle est effectuée
selon un mécanisme d’attaques multiples. L’enzyme forme un complexe enzyme-
polymere et catalyse I’hydrolyse de trois groupements avant de se dissocier
(Martinou et al., 1998; Tsigos et al., 1999). A P’inverse, on observe un mode
d’action de type endo- chez C. lindemuthianum, avec un patron de déacétylation

spécifique ou aléatoire dépendamment du substrat (Hekmat et al., 2003).
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Tableau 2. Caractéristiques de chitine déacétylases provenant de différentes
sources.

Poids H Température Inhibition DP
Sources moléculaire o lt)imal onti nl: ale (°C) par minimal* Références
(kDa) P P I’acétate
2 g . Gao et al.,
Absidia coerulea 75 5,0 50 oui 3 1995
Aspergillus Alfonso et
nidulans 27 7.0 30 non 2 al., 1995
Colletotrichum Tokuyasu
lindemuthianum 258 11,5 30 non 2 et al., 1996
(ATCC 56676)
Colletotrichum Tsigos et
lindemuthianum 150 8,5 30 non 2 Bouriotis,
(DSM 63144) 1995
Kafetzopou
Mucor rouxii 75 4.5 50 oui 3 los et al.,
1993
Saccharomyces . Martinou et
cerevisiae 43 8.0 50 out 2 al., 2002
(Cda2p)

* Degré de polymérisation minimal du substrat nécessaire a la déacétylation.
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1.4 Peptidoglycane acide N-acétylmuramique déacétylase de

Bacillus subtilis

La peptidoglycane acide N-acétylmuramique déacétylase de Bacillus
subtilis (PdaA) agit sur le peptidoglycane en déacétylant les résidus acide N-
acétylmuramiques. Avec I’action combinée d’une muramoyl L-alanine amidase,
la PdaA permet la formation de résidus muramiques 6-lactame nécessaires a la

germination des spores (Fukushima et al., 2005).

La structure de la PdaA est apparentée aux protéines de type (B/a)s (figure
3A). Elle comporte huit hélices o et onze brins p. A la différence des protéines
(B/a)s classiques, la PdaA posséde deux brins B additionnels a I’extrémité N-
terminale, formant un petit feuillet B. Aussi, I’extrémité C-terminale comporte un

brin B et une hélice o supplémentaires (Blair et van Aalten, 2004).

La PdaA possede un sillon a sa surface, dans lequel se retrouvent des
résidus hautement conservés parmi les membres des CE4. Ces résidus créent un
espace suffisant pour accommoder au moins trois monosaccharides (Blair et van
Aalten, 2004). Ceci est en accord avec le fait que les membres de la famille des
CE4 reconnaissent tous des substrats multimériques. Un complexe enzyme-
GlcNAc a démontré que le sucre s’insérait bien dans le sillon, qui a donc été
désigné comme le site actif (Blair et van Aalten, 2004). Fait intéressant, le
substrat interagit principalement avec des résidus qui sont hautement conservés

parmi les CE4 (figure 4).
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Figure 3. Représentation des structures tridimensionnelles de la peptidoglycane
acide N-acétylmuramique déacétylase de Bacillus subtilis (A), de la
peptidoglycane déacétylase de Streptococcus pneumoniae (B) et de I’acétyle
xylane estérase de Streptomyces lividans (C) (Blair et van Aalten, 2004; Blair et
al., 2005; Taylor et al., 2006).
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Figure 4. Alignement de séquences protéiques de la peptidoglycane acide N-
acétylmuramique déacétylase de Bacillus subtilis (PdaA), de l’acétyle xylane
estérase de Streptomyces lividans (AxeA), de la chitine déacétylase de
Colletotrichum lindemuthianum (CDALl), de la chitine déacétylase de
Saccharomyces cerevisiae (CDA2) et de la chitine déacétylase de Mucor rouxii
(CDA3). Les résidus de la PdaA interagissant avec le substrat sont indiqués par
une fleche.
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1.5 Peptidoglycane déacétylase de Streptococcus pneumoniae

La peptidoglycane déacétylase de Streptococcus pneumoniae (PdgA)
permet a la bactérie, en déacétylant la paroi de peptidoglycane, de résister aux

lysozymes de I’hote (Vollmer et Tomasz, 2002).

La PdgA comporte trois domaines séparés, soit un domaine N-terminal, un
domaine central et un domaine catalytique C-terminal (figure 3B) (Blair et al.,
2005). Le domaine catalytique comprend le domaine NodB, caractéristique des
CE4. La structure du domaine catalytique est trés similaire a celle de la PdaA de
Bacillus subtilis.

I a été démontré par Blair et al. (2005) que la PdgA est une
métalloenzyme, liguant I’ion métallique grice a une triade His-His-Asp. La triade
est a proximité d’une histidine et d’un acide aspartique agissant respectivement
comme acide et base catalytiques. Ainsi, la PdgA effectue une catalyse acide-
base utilisant une molécule ion métalique-H,O comme groupe nucléophile. Le
Co** était I’ion métallique qui permettait la plus grande activité. Les résidus
impliqués dans la liaison de I’ion métallique et dans la catalyse sont tous
conservés parmi les CE4. Le mécanisme d’action de la PdgA pourrait donc étre

une caractéristique générique de cette famille d’enzyme.
1.6 Acétyle xylane estérase de Streptomyces lividans

1.6.1 Caractéristiques et fonction

L’acétyle xylane estérase produite par Streptomyces lividans (AxeA) est
une enzyme extracellulaire qui catalyse I’hydrolyse des liens ester des
groupements acétyle du xylane (figure 5) (Dupont et al., 1996). Elle fait partie du
systtme xylanolytique, un groupe d’enzymes impliqués dans la dégradation du
xylane. L’AxeA, par son activité de déacétylation, rend le xylane plus accessible

aux xylanases (Dupont et al., 1996). L’AxeA posséde un domaine catalytique N-
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terminal et un domaine de fixation au substrat C-terminal, séparés par une région
riche en glycine. Le domaine de fixation au substrat posséde une grande
similarité avec celui de la xylanase B de Streptomyces lividans et est spécifique au
xylane (Dupont et al., 1996). Le domaine catalytique comprend un domaine
d’homologie NodB, classant AxeA parmi la famille des CE4 (Coutinho et
Henrissat, 2002; http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/). La caractérisation de I’ AxeA a

démontré que I’activité maximale envers le xylane de bouleau était obtenue a une
température de 70 °C. L’enzyme conservait 75 % de son activité a 95 °C.
L’ AxeA était active sur une large gamme de pH, avec une activité maximale a pH

7,5 (Dupont et al., 1996).



4 o )

o

(o}

HO .
,.ow 4
(o]

N y

Figure 5. Action catalytique des acétyle xylane estérases.

-

-

~

OH

HO .
- o

J

34

* + CH3;COOH



35

1.6.2 Structure

Derni¢rement, la structure tridimensionnelle du domaine catalytique de
’AxeA (AxeAy) a été résolue (Taylor er al., 2006). L’AxeA, posséde une
structure treés similaire a celle de 1a PdaA de Bacillus subtilis et celle du domaine
catalytique de la PdgA de Streptococcus pneumoniae (figure 3C). Tout comme
ces derniéres enzymes, 1’AxeA,, présente un sillon & sa surface, dans lequel se

situe le site actif.

1.6.3 Spécificité et mécanisme d’action

Lors de la caractérisation de 1’AxeA par Dupont et al. (1996), des essais
enzymatiques ont été effectués avec du xylane acétylé, de la chitine, du N-acétyl-
D-glucosamine, du glucose penta-acétate, du xylose tétra-acétate, du 4-
méthylumbelliféryl acétate et du p-nitrophényl acétate. La plus grande activité a
été observée avec le xylane acétylé, suivit du xylose tétra-acétate et du glucose

penta-acétate. Aucune activité n’a été détectée envers les autres substrats.

Dans une étude portant sur la spécificité de substrat de la CDA de M.
rouxii et de I’ AxeA de S. lividans, des essais ont été effectués avec de la glycol
chitine, de la chitine 50 (60 % acétylée, 160 000 Da) et du N-acétylchitotétraose,
(Caufrier et al., 2003). Contrairement aux résultats obtenus par Dupont et al.
(1996), il s’est avéré que I’AxeA avait la capacité de déacétyler les substrats
chitineux. D’autres études corroborent ce fait et permettent de conclure que cette
enzyme peut hydrolyser des groupements O- et N-acétyle (Nisole et al., 2006;
Puchart et al., 2006).

Dans des études portant sur le mode d’action, il a été établi que I’AxeA
hydrolysait spécifiquement les groupements 2- et 3-O-acétyle de substrats
méthyle B-D-glycopyranosides acétylés (Biely et al., 1996; Biely et al., 2003). Il a
aussi été démontré que le groupement hydroxyle adjacent au groupement acétyle

Jjouait un réle important dans le mécanisme de déacétylation (Biely et al., 2003).
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Ainsi, I’enzyme requiert un arrangement trans des groupements hydroxyle libres

et acétylés en positions 2 et 3, pour une action efficace.

Taylor et al. (2006) ont démontré que I’ AxeA est une métalloenzyme, tout
comme la PdgA de Streptococcus pneumoniae et la xylanase U Clostridium
thermocellum. Dans cette méme étude, I’ AxeA,, atteignait son activité maximale
en présence de Co**, lorsque le 2-0-acétyl-4-nitrophényl B-D-xylopyranoside était
utilisé comme substrat. D’autres études ont aussi montré que la présence de cet
ion métallique augmentait I’activité de déacétylation de I’AxeA envers des
substrats chitineux. Cependant, dans le cas du xylane acétylé et du 2,3,4-tri-O-
acétyl-B-D-xylopyranoside, le Co** n’influencait pas l’activit¢ de [’enzyme

(Caufrier et al., 2003; Puchart et al., 2006).

Basé sur le mécanisme d’action proposé pour la PdgA de Streptococcus
pneumoniae, il a été suggéré que 1’ AxeA effectue une catalyse acide-base. Tout
comme la PdgA, l’acide catalytique serait une histidine (His66), la base
catalytique un acide aspartique (Aspl3) et I’ion métallique formerait le groupe
nucléophile (Taylor et al., 2006).

1.7 Autres acétyle xylane estérases
Selon la classification basée sur la similarité de séquences, les acétyle

xylane estérases (Axe) sont classées dans les familles 1 & 7 des carbohydrates

estérases (Coutinho et Henrissat, 2002; http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/). Des Axe

ont été identifiées et caractérisées chez de nombreux microorganismes, incluant
des bactéries et des champignons (tableau 3). En plus des structures de I’AxeAy
de S. lividans et du domaine C-terminal de I’enzyme bifonctionnelle XylU de
Clostridium thermocellum, deux autres structures tridimensionnelles d’Axe ont
été publiées, soit celles de Trichoderma reesei et de Penicillium purporogenum
(figure 6) (Hakulinen et al., 2000; Ghosh et al., 2001). Ces deux Axe sont

classées dans la famille 5 des carbohydrates estérases (CES) et possédent une
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structure tres similaire, sans lien avec celle des CE4. L’étude des Axe de T. reesei
et de P. purporogenum a permis d’€lucider leur mécanisme d’action. Ainsi, pour
les Axe de la famille CES5, la catalyse s’effectue griace a une triade Ser90-His187-
Asp175 (Hakulinen et al., 2000; Ghosh et al., 2001). Ces résidus catalytiques ne

sont pas présents chez les membres des CE4.



Tableau 3. Acétyle xylane estérases de différents organismes.
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Masse

Sources # CE moléculaire p .H Tel'np erat:,lre Références
optimal optimale (°C)
(kDa)
, . Koseki et al.,
Aspergillus awamori 1 32,6 7,0 - 2005
, Chung et al.,
Aspergillus ficuum 1 29,5 7,0 37 2002
. . Degrassi et
Bacillus pumilus 7 36,1 8,0 55 al., 1998
Caldocellum saccharolyticum - 30,6 6,0 70-75 Il‘;‘;ho‘ etal.,

. . McDermid et
Fibrobacter succinogenes 6 55 7,0 45 al.. 1990
Neocallimastix patriciarum Cybinski et
(BnaA) 6 40,5 3 35 al., 1999
Neocallimastix patriciarum 2 430 ) ) Dalrymple et
(BnaB) ’ al., 1997
Neocallimastix patriciarum 3 395 ) ) Dalrymple et
(BnaC) ’ al., 1997
Orpinomyces sp. souche PC-2 6 34,8 9,0 30 ]13911;911 etal.,
Penicillium purpurogenum Egana et al.,
(AXEI) ! 48,0 5.3 50 1996
Penicillium purpurogenum Egana et al.,
(AXEII) > 230 60 60 1996

. . Zhang et al.,

Ruminococcus flavefaciens 3 - - - 1994

. Halgasova et
Schizophyllum commune 1 31 7,7 30-45 al., 1994
Streptomyces thermoviolaceus 4 34,3 - - '11‘988171 boetal.,
Thermoanaerobacterium sp. 7 32 70 80 Shao et
souche JW/SL YS485 (AXEI) ’ Wiegel, 1995
Thermoanaerobacterium sp. ) 2 75 84 Shao et
souche JW/SL YS485 (AXEII) ’ Wiegel, 1995

Sundberg et

Trichoderma reesei 5 34 7,0 5,0-6,0 Poutanen,

1991
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Figure 6. Structure des acétyle xylane estérases de Trichoderma reesei (A) et de
Penicillium purporogenum (B) (Hakulinen e al., 2000; Ghosh et al., 2001).
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1.8 Evolution dirigée

Les techniques d’évolution dirigée miment le processus d’évolution
naturelle de fagcon accélérée. Par I’introduction de mutations, les différentes
techniques visent a modifier la ou les propriétés d’une protéine donnée dans un
dessein précis (Chirumamilla et al., 2001). Contrairement a 1’ingénierie protéique
traditionnelle, impliquant la modélisation par ordinateur et la mutagenése dirigée,
I’approche de I’évolution dirigée ne nécessite pas de connaissances structurelles
ou mécanistiques de la protéine d’intérét (Chirumamilla et al., 2001).
Globalement, I’évolution dirigée consiste en la création de librairies de génes
mutés et en D'identification des protéines mutantes possédant les propriétés
désirées par sélection ou criblage (Aharoni et al., 2005). Une approche sélective
peut étre utilisée lorsque que I’activité désirée est reliée a la survie cellulaire.
Dans le cas contraire, différentes méthodes de criblages reliées a la propriété
recherchée doivent étre utilisées. Les protéines mutées possédant 1’activité
désirée peuvent subir d’autres cycles de mutagenése et sélection/criblage pour

ainsi accumuler des mutations bénéfiques (Aharoni et al., 2005).

Les possibilités de variations pour une protéine donnée sont en lien avec sa
taille et le nombre d’acides aminés visés. Ainsi, un nombre important de variants
peut étre créé lorsque de multiples mutations sont introduites. Parce que la
majorité des mutations sont néfastes, un grand nombre de mutants doivent étre
analysés pour espérer identifier une protéine possédant des caractéristiques
améliorées. La sélection/criblage est donc souvent 1’étape limitante d’une étude

d’évolution dirigée (Aharoni et al., 2005).
1.9 Création de librairies
La création de librairies de génes mutés est la premiére étape d’une étude

d’évolution dirigée. Les méthodes pour générer ces librairies peuvent étre

classées en trois catégories, soit aléatoires, dirigées et recombinatoires (Neylon,
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2004). Dans les méthodes aléatoires et dirigées, la diversité est générée
directement a partir de la séquence du gene d’intérét par mutations, insertions ou
délétions. L’approche aléatoire comprend I’utilisation d’agents mutagénes, de
souches mutatrices et de diverses techniques d’amplification par PCR. Dans le
cas de ’approche dirigée, I’introduction de variations est contrdlée et vise des
régions spécifiques du geéne. Ceci est généralement effectué par PCR a 1’aide
d’amorces dégénérées ou de cassettes. A I’inverse, les méthodes recombinatoires
n’introduisent pas directement de mutations, mais générent la diversité en

combinant les séquences d’un ou de plusieurs génes (Neylon, 2004).

1.9.1 Méthodes aléatoires

Les agents mutagénes chimiques et physiques ont longtemps été utilisés
dans I’étude des systemes biologiques. Le principe repose sur le fait que I’ ADN
endommagé par irradiation ou alkylation est incorrectement répliqué ou réparé,
menant a I'introduction de mutations (Neylon, 2004). L’utilisation de souches
bactériennes mutatrices est une autre facon simple de muter un géne. Les souches
mutatrices comportent des déficiences au niveau de leurs systémes de correction
et/ou réparation de ’ADN. Généralement, ces déficiences sont causées par des
mutations dans les génes mutD, mutS et mutT (Nguyen et Daugherty, 2003). Les
agents mutageénes et les souches mutatrices ont comme désavantage commun
d’affecter le vecteur et I’ADN chromosomique de la souche lors du processus de
mutation, ce qui est peu souhaitable pour la construction de librairies. De plus, le
changement d’un ou deux nucléotides par génes peut nécessiter de nombreux

passages dans les souches mutatrices (Neylon, 2004; Greener et al., 1996).

L’error-prone PCR (epPCR) est la méthode aléatoire la plus utilisée pour
la création de librairies (Cirino et al., 2003). L’epPCR est une adaptation de la
méthode de PCR classique, modifiée pour augmenter le taux d’erreurs de I’ADN
polymérase. Ceci est obtenu le plus souvent en incorporant une concentration non

optimale de Mn** et en modifiant le ratio des différents nucléotides (Cadwell et
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Joyce, 1994; Cirino et al., 2003). Dépendamment des conditions utilisées, les
taux de mutations peuvent varier de 1 a 20 nucléotides par kilobase. Il est
possible de moduler le nombre de genes mutés en variant le nombre de cycles
d’amplification et/ou la concentration initiale de la matrice (Cirino et al., 2003).
Les nucléotides traditionnels peuvent aussi étre substitués par des bases
modifiées, permettant ainsi d’obtenir des taux de mutations allant jusqu’a 200
nucléotides par kilobase (Zaccolo et al., 1996). Bien que 1’epPCR soit une
méthode tres utilisée, elle comporte tout de méme des défauts. Statistiquement,
les mutations sont rarement introduites 1’une a c6té de I’autre, biaisant la variation
des acides aminés par le fait que certains changements seront plus fréquents que
d’autres (Neylon, 2004). De plus, avec les polymérases couramment utilisées, les
transitions AT — GC et les transversions AT — TA sont surreprésentées.
Conséquemment, tous les types de mutations ne sont pas également représentés et
un contenu en GC élevé peut réduire significativement le taux de mutations

(Vanhercke et al., 2005; Moore et Maranas, 2000).

Récemment, de nouvelles méthodes ont été mises au point pour obtenir
des remplacements aléatoires d’acides aminés non-biaisés. La méthode
d’insertion et délétion aléatoires (RID) permet le remplacement d’un nombre
arbitraire de bases consécutives a des positions aléatoires par un processus de
délétion/insertion (Murakami et al., 2002; Neylon, 2004). Les bases délétées
peuvent étre remplacées par une séquence spécifique ou aléatoire. Cependant,
cette méthode demeure complexe et requiert un investissement de temps
important (Neylon, 2004). Une autre méthode, la mutagenése par saturation de
séquence (SeSaM), permet aussi d’éviter les biais de I’epPCR. Cette méthode se
divise en quatre grandes étapes, soit la création d’une banque de fragments
d’ADN de longueurs variables, I’ajout d’une queue de bases universelles a
Pextrémité 3°, I’élongation des fragments par PCR et le remplacement des bases
universelles par des nucléotides standards. La méthode SeSaM permet la création

de librairies dans lesquelles chacune des bases est mutée a saturation (Wong et al.,
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2004). Bien que les méthodes RID et SeSaM présentent de nombreux avantages,

elles semblent rarement utilisées dans les études d’évolution dirigée.

1.9.2 Méthodes dirigées

Les méthodes dirigées de création de librairies consistent en I’introduction
d’un oligonucléotide 2 I’intérieur d’un géne d’intérét, a une position spécifique.
Ce sont les oligonucléotides qui portent les mutations. Ainsi, les deux éléments
clés des méthodes dirigées sont la diversification et I’incorporation des séquences

synthétiques (Neylon, 2004).

La synthése d’oligonucléotides dégénérés est couramment utilisée pour
obtenir des banques d’ADN synthétiques diversifiés (Neylon, 2004). Les
oligonucléotides dégénérés comportent plusieurs bases & une position donnée,
permettant ainsi I’introduction de différents codons. Pour qu’un codon puisse
coder pour les 20 acides aminés, les quatre bases sont requises a la premiére et
deuxiéme position, et au moins deux bases a la troisiéme position. Lorsque les
quatre bases sont présentes aux trois positions, trois codons d’arrét peuvent étre
introduits (figure 7A). Ceci peut étre évité en n’utilisant pas de thymine en
premiére position, ou d’adénine et de guanine en troisi¢éme position (figures 7B et
7C) (Neylon, 2004). Par contre, cette derniére stratégie a pour effet de réduire la
diversité d’acides aminés. Un compromis est d’exclure 1’adénine et/ou la cytosine
en position trois, permettant alors I’introduction d’un seul codon d’arrét sans
affecter la diversité des acides aminés (figures 7D et 7E) (Neylon, 2004).
L’utilisation d’oligonucléotides dégénérés posséde bien évidemment un biais
quant & la probabilité d’introduction de chacun des acides aminés, dii a la
redondance des codons. Il est possible d’éliminer ce biais en synthétisant des
oligonucléotides pour chacun des acides aminés 2 introduire, pouvant ensuite étre
mélangés pour la construction de librairies (figure 7F). Cependant, le nombre
d’oligonucléotides nécessaire peut étre considérable lorsque la région visée

comporte un grand nombre de codons (Neylon, 2004).
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Indépendamment de la technique de diversification, les oligonucléotides
doivent étre incorporés au géne d’intérét. Pour ce faire, il existe de nombreuses
techniques basées sur I’amplification par PCR, les plus populaires étant
I’élongation par chevauchement, I'utilisation d’une méga-amorce et la

mutagenese par amplification plasmidique (Neylon, 2004).

L’élongation par chevauchement est une technique utilisée depuis
longtemps pour lintroduction de mutations (Higuchi et al., 1988). Cette
technique nécessite I’utilisation de deux amorces externes (a et b) ainsi que deux
amorces internes complémentaires portant les mutations (c et d) (figure 8).
Premiérement, deux réactions de PCR séparées sont effectuées en utilisant les
groupes d’amorces a/c et d/b. Deux fragments de génes comportant les mutations
sont ainsi obtenus. Ces fragments sont ensuite combinés et amplifiés avec les

amorces externes (a et b) pour reconstituer le géne complet.

La méthode de la méga-amorce utilise deux amorces externes et une
amorce interne pour I’incorporation des mutations (figure 9) (Sarkar et Sommer,
1990). Un premier PCR est effectué avec I’amorce interne et une des amorces
externes, créant ainsi la méga-amorce double brin. Dans la méthode originale de
Sarkar et Sommer (1990), la méga-amorce est ensuite purifiée et utilisée avec la
deuxi¢me amorce externe pour amplifier le géne natif. Dans une méthode
modifiée plus récente, la méga-amorce non-purifiée est allongée en utilisant le
géne natif. Seul un brin de la méga-amorce est alors allongé pour former une
séquence simple brin correspondant au géne muté complet. Cet ADN simple brin
est ensuite amplifié avec les amorces externes pour obtenir I’ADN mutant double

brin (Marini et al., 1993).

La mutagenése par amplification plasmidique, commercialisée par
Stratagene sous le nom de QuickChange System, utilise un plasmide double brin
contenant le geéne d’intérét et deux amorces complémentaires portant les

mutations (figure 10). Les amorces s’hybrident au plasmide et sont allongées par
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PCR, générant un plasmide complet avec un insert muté. Le produit de PCR est
ensuite trait€¢ avec I’endonucléase Dpnl, spécifique 2 I’ADN méthylé et
hémiméthylé. Le plasmide parental non-muté isolé d’Escherichia coli est dam
méthylé et est donc susceptible & la digestion par Dpnl. Ce dernier plasmide est
ainsi éliminé et le produit de PCR peut alors étre introduit directement dans 1I’hote
bactérien. La mutagenese par amplification plasmidique peut aussi étre combinée
a la méthode de méga-amorce, ne nécessitant alors qu’une seule amorce (Sawano

et Miyawaki, 2000).



A
5’—NNN—3’

AAA
TTT
GGG
CCC

64 séquences
20 acides aminés
3 codons d’arrét

D
5=—NNB—3’

AA

TTT
GGG
CCC

48 séquences
20 acides aminés
1 codon d’arrét

B
5—NNY—3

AA
TTT
GG
CCC

32 séquences

15 acides aminés

0 codon d’arrét

E
5=—NNK—3’

AA

TTT
GGG
CCC

32 séquences

20 acides aminés

1 codon d’arrét

C
5—VNN—3’

AAA

TT
GGG
CCC

32 séquences
16 acides aminés
0 codon d’arrét

F
5=—Ser—3
val
Tyr

Arg
20 séquences

20 acides aminés
0 codon d’arrét
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Figure 7. Approches dirigées permettant de générer de la diversité au sein d’une
séquence nucléotidique (Neylon, 2004).
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Figure 8. Méthode d’élongation par chevauchement (Higuchi et al., 1988).
Amorces externes (a et d); amorces internes portant les mutations (b et c).
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Figure 9. Meéthode d’introduction de mutations par méga-amorce (Sarkar et
Sommer, 1990). Amorce externes (a et c); méga-amorce portant les mutations

(b).
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OO0

ﬂ Digestion avec Dpn 1

Amorces
<_
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== Gene

Figure 10. Méthode de mutagenese par amplification plasmidique (Stratagene).
Les mutations sont introduites grice & deux amorces internes complémentaires.
Le plasmide parental non muté est éliminé par digestion avec ’endonucléase
Dpnl.
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1.9.3 Méthodes recombinatoires

Les librairies construites par recombinaison ne résultent pas de
Pintroduction de mutations, mais du remaniement de séquences existantes. Les
diverses techniques recombinatoires peuvent étre classées en deux grands
groupes, soit homologie-dépendantes (HD) et homologie-indépendantes (HI). Les
techniques HD permettent la recombinaison de séquences provenant d’un méme
geéne ou de différents génes homologues. A I’inverse, les techniques HI sont
utilisées pour générer des hybrides de génes ne comportant que peu ou pas de

similitudes (Neylon, 2004).

Le DNA shuffling est la technique recombinatoire la plus couramment
utilisée (figure 11A) (Stemmer, 1994; Neylon, 2004). Le géne est tout d’abord
fragmenté aléatoirement a ’aide de la DNase I. Ces fragments sont ensuite
purifi€s, puis soumis a des cycles répétés d’amplification par PCR sans utiliser
d’amorces. Les fragments peuvent alors s’hybrider les uns aux autres selon leur
homologie. Le géne complet est finalement reconstitué et amplifié a Iaide

d’amorces externes.

Le processus d’élongation par étape (StEP) est une autre technique
recombinatoire homologie-dépendante (figure 11B). Le StEP consiste en
I’amplification par PCR d’un mélange de génes homologues, en utilisant des
temps d’€longation trés courts. Durant chacun des cycles, les fragments générés a
partir des amorces s’allongent et vont s’hybrider & un nouveau brin matrice. Des
séquences chimériques sont donc créées par la permutation de matrice durant le
processus d’amplification (Aguinaldo et Arnold, 2003). Contrairement au DNA
shuffling, le StEP ne nécessite pas d’étapes de fragmentation et purification,

simplifiant de beaucoup le procédé.

La genese aléatoire de chiméres sur matrice transitoire (RACHITT) est
semblable aux techniques de DNA shuffling et de StEP, mais permet d’obtenir un

plus grand nombre de recombinaisons (figure 11C) (Coco et al., 2001). Dans la
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technique RACHITT, les geénes chimériques sont créés par I’hybridation de
fragments de génes a une matrice. Parmi un groupe de génes homologues, un est
utilis€é comme matrice et les autres sont fragmentés a I’aide de la DNase I. Apres
I’étape d’hybridation entre les fragments et la matrice, les segments non-hybridés
sont clivés, les vides sont comblés et le tout est ligué. Finalement, le brin matrice
est éliminé et les brins chimériques sont convertis en ADN double brin. Bien que
la technique RACHITT soit trés efficace a générer des recombinaisons, elle
demeure plus complexe d’exécution que le DNA shuffling et le StEP (Coco,
2003).

A la différence des techniques décrites précédemment, les méthodes
homologie-indépendantes ne nécessitent pas d’élongation ou d’hybridation de
fragments. Ces méthodes ne permettent pas la recombinaison de mutations
ponctuelles, mais sont utiles pour générer des hybrides de génes non-homologues.
La création d’enzymes hybrides par clivage incrémentielle (ITCHY) est la
premicre technique homologie-indépendante a avoir été décrite (Ostermeier et al.,
1999). La technique ITCHY est basée sur la ligation de librairies de fragments,
générées par le clivage de deux génes a des extrémités opposées. Les fragments
digérés par 1’exonucléase Il a partir de I’extrémité 5° sont ligués aux fragments
digérés a partir de 'extrémité 3’, créant ainsi une librairie de geénes hybrides
(Ostermeier et al., 1999). Les hybrides obtenus, ne comportent donc qu’une
recombinaison. La technique ITCHY peut étre combinée au DNA shuffling pour
ainsi augmenter le nombre de recombinaison. La combinaison de ces deux

techniques est nommée SCRATCHY (Lutz et al., 2001).
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Figure 11. Méthodes recombinatoires homologie-dépendantes : DNA shuffling
(A), StEP (B) et RACHITT (C) (Stemmer, 1994; Aguinaldo et Arnold, 2003;

Coco et al., 2001).
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1.10 Sélection et criblage

Un des principaux défis d’une étude d’évolution dirigée est de mettre au
point une méthode de sélection ou criblage. Idéalement, la méthode doit viser
directement la propriété recherchée. Dans le cas d’études portant sur des
enzymes, le substrat utilisé pour la sélection/criblage doit étre identique ou le plus
prét possible du substrat visé€. Aussi, les conditions dans lesquelles la réaction
catalytique est conduite doivent se rapprocher des conditions d’application. De
plus, la sensibilité de la technique doit étre adaptée a la grandeur de la librairie.
Finalement, la procédure devrait pouvoir s’appliquer a un format haut débit

(Aharoni et al., 2005).

La sélection, dans laquelle seuls les clones comportant les caractéristiques
désirées survivent ou croissent plus rapidement, peut rarement €tre utilisée dans
les études d’évolution dirigée. Par contre, lorsque cela est possible, les méthodes
de sélection s’averent trés efficaces (Arnold et Volkov, 1999). Une de ces
méthodes est d’utiliser une souche bactérienne déficiente en I’activité recherchée.
La sensibilité ou la stringence de la sélection peuvent étre ajustées en variant la
quantité de substrat ou de produit dans le milieu de culture (Yano et al., 1998;
Martineau et al., 1998). La complémentation génétique peut aussi tre un moyen
efficace de sélection. Elle permet I’identification rapide de clones ayant conservé
un certain niveau d’activité. La complémentation est particuli¢rement utile pour
identifier les séquences fonctionnelles dans le cas de librairies de génes hautement

mutés (Christians et Loeb, 1996; MacBeath et al., 1998).

Le criblage est utilisé lorsque la caractéristique ou 1’activité désirée ne
peut étre reliée a la survie cellulaire. Dans ce cas, chacun des clones est analysé
pour ainsi identifier les plus performants. De nombreux essais permettent de
détecter I’activité enzymatique de colonies sur agar, de cultures en microplaque
ou de lysats. La détection peut s’effectuer grace a des fluorophores ou des

chromophores (Leemhuis et al., 2003; Goddard et Reymond, 2004). Ce type
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d’essais permet un criblage rapide avec généralement peu de manipulations. La
détection sur agar permet d’analyser plus de 10* clones par jour, mais est souvent
peu sensible. Les produits solubles peuvent diffuser et la détection se limite
généralement aux clones tres actifs. Un plus grand nombre d’essais s’appliquent
aux cultures ou lysats en microplaques, mais nécessitent 'apport de Ila

robotisation pour étre efficaces (Aharoni et al., 2005).
1.11 Détection de P’activité de déacétylation enzymatique

La réaction de déacétylation enzymatique consiste en 1’hydrolyse d’un
groupement acétyle. La détection de I’activité de déacétylation peut se faire en
mesurant la disparition du substrat ou la formation des produits. Dans le cas de
chitine déacétylases et d’acétyle xylane estérases, le moyen de détection le plus
répandu est basé sur la méthode de Bergmeyer (1974) qui permet de quantifier la
formation de I’acide acétique (Nisole et al., 2006; Amorim et al., 2005; Shrestha
et al., 2004; Caufrier et al., 2003; Martinou et al., 2002; Laurie et al., 1997;
Tsigos et Bouriotis, 1995; Kafetzopoulos e? al., 1993). La méthode de Bergmeyer
(1974) est basée sur une réaction couplée de trois enzymes (figure 12). L’acétyl-
coenzyme A synthétase (ACS), en présence d’adénosine-5’-triphosphate (ATP) et
de coenzyme A (CoA), convertit I’acide acétique en acétyl-CoA, avec formation
d’adénosine-5’-monophosphate (AMP) et de pyrophosphate. Ensuite, la citrate
synthase (CS), en présence d’acétyl-CoA, convertit I’oxaloacétate en citrate.
L’oxaloacétate requis dans la deuxiéme réaction est produit a partir du L-malate et
du nicotinamideadénine dinucléotide (NAD?), en présence de la L-malate
déshydrogénase (L-MDH). Dans cette derniére réaction, le NAD" est réduit en
NADH. Ainsi, le dosage de I’acide acétique repose sur la formation de NADH,

qui est mesurée par I’augmentation de I’absorbance a 340 nm.

L’acide acétique peut aussi étre quantifié par chromatographie liquide a
haute pression (HPLC) et par chromatographie en phase gazeuse (GC) (Aye et al.,
2006; Blum et al., 1999; Biely et al., 1996; Dupont et al., 1996). Dans la méthode
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HPLC P’acide acétique est mesuré a ’aide d’un détecteur UV a 210 nm. Dans le
cas de la méthode GC, la quantification s’effectue a 1’aide d’un détecteur par

ionisation de flamme (FID).

La réaction de déacétylation peut tre suivie par radiométrie en marquant
les groupements acétyle avec un isotope hydrogéne (CH) (Araki et Ito, 1975).
Ainsi, apres extraction des groupements acétyle, la déacétylation est quantifiée en
mesurant la radioactivité de 1’échantillon (Araki et Ito, 1975; Martinou et al.,
2002; Kafetzopoulos et al., 1993; Tsigos et Bouriotis, 1995).

L’activit¢ de déacétylation peut aussi &tre détectée sur gel de
polyacrylamide, suite a4 une électrophorése en conditions natives (Trudel et
Asselin, 1990; Nahar et al., 2004). Apres la migration des échantillons, le gel de
polyacrylamide est recouvert d’un autre gel contenant de la chitine soluble (glycol
chitine). Suite a une coloration dans une solution de calcofluor, ’activité de
déacétylation des différentes protéines est observée a 1’aide d’ultraviolets. Le

produit de déacétylation, le chitosan, apparait plus fluorescent que la chitine.

En utilisant des substrats artificiels, tels le 4-méthylumbelliféryl acétate
(MUA) et le p-nitrophényl acétate (pNPA), I’activité de déacétylation peut étre
quantifiée en mesurant la formation de produits autres que 1’acide acétique (Shao
et Wiegel, 1995; Degrassi et al., 1998). La déacétylation du MUA et du pNPA
produit respectivement du 4-méthylumbelliferone (MU) et du p-nitrophénol
(pNP). Le MU est un fluorophore qui émet & 440 nm lorsqu’il est excité a 360
nm, et le pNP est un chromophore dont I’absorbance maximale est obtenue a 410
nm. Ainsi, il est possible de quantifier la déacétylation du MUA par
spectrofluorométrie et celle du pNPA par spectrophotométrie. Le MUA et le
pNPA peuvent aussi €tre utilisés dans des essais qualitatifs, en les incluant dans le
milieu de culture. De cette facon, il est possible de visualiser directement

Pactivité de déacétylation des différents clones (Howard et al., 2003).
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Par spectrophotométrie, la disparition du substrat peut étre évaluée en
mesurant 1’absorbance en fonction du temps (Hekmat et al., 2003). La méthode
est basée sur le fait que I’absorbance d’oligomeres de chitine diminue lorsque les
groupements acétyle sont hydrolysés. Le taux de déacétylation d’un échantillon
peut donc é€tre calculé en comparant la variation d’absorbance obtenue a celle

attendue pour une déacétylation compléte.
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(1) Acétate + ATP + CoA

(ACS)
—

(L-MDH)
(3) L-Malate + NAD® —> oxaloacétate + NADH + H*

acétyl-CoA + AMP + pyrophosphate

(CS)

(2) Acétyl-CoA + oxaloacétate + H O ——>»

citrate + CoA

Figure 12. Réaction couplée de trois enzymes permettant la quantification de
I’acide acétique. Acétyl-coenzyme A synthétase (ACS), citrate synthase (CS) et
L-malate déshydrogénase (L-MDH) (Bergmeyer, 1974).
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1.12 Dislocation génétique

1.12.1 Généralités

La dislocation génétique consiste en I’interruption ou la délétion d’un géne
pour en empécher son expression. Cette méthode trouve son utilité en génomique
fonctionnelle et en ingénierie cellulaire. Par dislocation génétique, il est possible
d’étudier la fonction d’un géne en comparant le phénotype de la souche disloquée
avec celui de la souche sauvage. Le génotype d’un organisme peut aussi étre
modifié a des fins diverses lorsque la fonction du géne est connue. La dislocation
génétique peut s’effectuer par simple ou double recombinaison entre le géne

d’intérét et une séquence homologue (Kieser et al., 2000).

Lors d’une simple recombinaison homologue, le géne est interrompu par
I’intégration compléte du vecteur portant la séquence homologue (figure 13A).
Avec cette approche, il est essentiel de s’assurer que le géne interrompu est non-
fonctionnel, car plusieurs exemples ont démontré que la séquence partielle d’un
gene peut conserver une ou plusieurs activités. La portion du géne interrompu en
aval du vecteur, peut aussi étre exprimée grice aux signaux de transcription et
traduction contenus dans le vecteur. Bien que la simple recombinaison
homologue permette d’obtenir rapidement une souche mutante, il y a toujours
possibilité de réversion par excision du vecteur via une seconde recombinaison

(Kieser et al., 2000).

Dans le cas d’une double recombinaison homologue, le géne est remplacé
en partie ou en totalit€ par un fragment flanqué de régions homologues (figure
13B). Cette méthode permet le remplacement de la région chromosomique
comprise entre les sites de recombinaisons, sans qu’il y ait intégration du vecteur.
Par double recombinaison homologue, il est possible d’obtenir des mutants stables

et d’exciser précisément le géne d’intérét sans effet polaire (Kieser et al., 2000).
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Ainsi, cette derniere méthode est généralement préférable a la simple

recombinaison homologue.
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Chromosome
A B C
- B
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B
Chromosome
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X

J

A C

Figure 13. Dislocation d’'un géne par recombinaison homologue simple (A) et
double (B) (Kieser et al., 2000).
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1.12.2 Dislocation génétique dirigée par PCR

Il a été démontré que l'expression des génes gam, bet, et exo, du
bactériophage A, favorisait grandement la recombinaison homologue d’ADN
linéaire chez Escherichia coli (Murphy, 1998). Partant de ce fait, Datsenko et
Wanner (2000) ont mis au point une technique de dislocation génétique dirigée
par PCR, dans laquelle le géne visé est remplacé par une cassette. Gust et al.

(2003) ont ensuite adapté cette derniére technique aux Streptomyces.

La cassette de dislocation se compose d’un géne de résistance a un
antibiotique, comme marqueur de sélection, et de sites de reconnaissance pour la
FLP-recombinase (FRT). Les séquences FRT permettent I’excision de la cassette
par la FLP-recombinase (Datsenko et Wanner, 2000). Dans la technique de Gust
et al. (2003), la cassette contient en plus une origine de transfert (oriT). Des
séquences de recombinaison, correspondant aux régions bordant le géne visé, sont
ajoutées par PCR a chaque extrémité de la cassette (figure 14). Les amorces
utilisées se composent donc d’une séquence de recombinaison en 5’ et d’une

séquence complémentaire a la cassette en 3°.

Dans la technique de Gust et al. (2003), le remplacement du géne
d’intérét, cloné dans un cosmide, est effectué dans une souche d’E. coli exprimant
les génes gam, bet et exo. Le cosmide recombinant est ensuite transféré a
Streptomyces par conjugaison, griace a I’oriT contenue dans la cassette (Gust et
al., 2003). Le géne chromosomique est finalement remplacé par la cassette, par
double recombinaison homologue. La dislocation dirigée par PCR permet ainsi

d’obtenir une souche stable sans effet polaire.
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Gene ATM
Cassette ﬁ—

Amorces m
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Figure 14. Ajout des séquences de recombinaison a la casette de dislocation.
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2.1 Souches bactériennes
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Les différentes souches bactériennes utilisées pour la dislocation génétique

et I’expression protéique sont décrites dans le tableau 4.

Tableau 4. Souches bactériennes.

Souches

Génotypes

Sources/références

E. coli
DHS50/plJ773

BW25113/plJ790

ET12567/pUZ800
2

BL21/pREP4

S. lividans
1326

IAF10-164

IAF45

F, 080lacZAM15, A(lacZY A-
argF)U169, recAl, endAl,
hsdR17(xr’, my’), phoA, supE44,
thi-1, gyrA96, relAl, A
Plamide : Dérivé de pBluescript
KS(+), aac(3)IV, oriT (RK2),
sites FRT

Dérivée d’E. coli K12, lacl?,

rrnBT14, AlacZme, hst514,
AaraBADAH33, ArhaBADng
Plasmide : A-RED (gam, bet,
exo), cat, araC, repA101(Ts)

F dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM,
hsdR, recF143, zjj-202::Tn10,
galK2, galT22, aral4, lacY1,
xyl-5, leuB6, thi-1, tonA31,
rpsL136, hisG4, tsx78, mtl-1,
ginV44

Plasmide : tra, neo, RP4

Dérivée d’E. coli B, F, dcm,
ompT, hsdS(rg’, mg’), gal
Plasmide : lacl®, neo

Souche sauvage

Dérivée de 1326, msiK’

Dérivée de 1326, AaxeA

John Innes Centre/
Gust et al., 2003

John Innes Centre/
Datsenko et Wanner,
2000

John Innes Centre/
Paget et al., 1999

Invitrogen

John Innes Centre
Hurtubise et al., 1995

Ce travail




2.2 Plasmides et cosmides

Le tableau 5 présente les vecteurs plasmidiques et cosmidiques utilisés.

Tableau 5. Plasmides et cosmides.

65

Plasmides/cosmides Description Sources/références
ScC75A Dérivé de Supercos-1, contient  John Innes Centre/
I’'insert C75A Redenbach et al.,
1996
ScC75A1 Dérivé de ScC75A, AaxeA, Ce travail
aac(3)IV, oriT (RK2), sites FRT
pIAF841 Dérivé de pTZ19U, contient la ~ INRS-Institut
séquence codant pour le peptide Armand-Frappier/
signal d’ AxeA. Nisole et al., 2006
pIAF843 Dérivé de pIAF841, axeA INRS-Institut
Armand-Frappier/
Nisole et al., 2006
pIAF844 Dérivé de pIAF841, contient la  INRS-Institut
séquence codant pour le peptide  Armand-Frappier/
signal de OmpA, fusionnée ala  Nisole et al., 2006
séquence codant pour I’ AxeAtr
mature
pIAFC109 Dérivé de plJ702, xInCpcios INRS-Institut
Armand-Frappier
pIAF933 Dérivé de pIAFC109, axeA INRS-Institut
Armand-Frappier
pIAF934 Dérivé de pIAFC109, axeAq INRS-Institut
Armand-Frappier
pIAF550 Dérivé de pIAFS5S5, tsr INRS-Institut
Armand-Frappier
pIAF935 Dérivé de pIAF550, axeAy INRS-Institut

Armand-Frappier
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2.3 Amorces

Les amorces utilisées lors des différentes réactions de PCR sont présentées

dans le tableau 6.

Tableau 6. Séquences des différentes amorces utilisées et leur application.

Nom Séquence (5°—3°) Sources

Dislocation du géne axeA

axeA-1 gacccaccccaccagcggagaggaggaatca Ce travail
ctcgcatgatteccggggatccgtecgacce
axeA-2 cgtccacgggtacggacccgaggggtccggg Ce travail

ctcggtcatgtaggctggagectgette
Confirmation de la dislocation

c75ver-5 tcaacgccagctatcccagt Ce travail
c¢75ver-3 atcacggcgatggtggccct Ce travail
Mutagenese
CD202 cactcgcatgcgtaccagtaccgga Ce travail
Sph 1

CD201 aaagagctctcaactgccgtcgggagcga Ce travail
Sacl

SGS-V5 ttecgacgacggcccecvnnvnnvnnacccagt Ce travail
ccctgetce

SGS-V3 gagcagggactgggtnnbnnbnnbggggccg Ce travail
tcgtcgaa

SGS-Y5 ttcgacgacggcccconnynnynnyacccagt Ce travail
ccectgcete

SGS-Y3 gagcagggactgggtrnnronrnnggggccg Ce travail
tcgtcgaa

SYT-V5 tgggtcgccaaccacvnnvnnvnncacccge Ce travail
acatgacc

SYT-V3 ggtcatgtgcgggtgnnbnnbnnbgtggttg Ce travail
gcgaccca

SYT-Y5 tgggtcgccaaccacnnynnynnycacccgc Ce travail
acatgacc

SYT-Y3 ggtcatgtgcgggtgrnnrnnrnngtggttg Ce travail
gcgaccca

Séquencage
Ml3for gtaaaacgacggccagt Génome Québec

Ml13rev ggaaacagctatgaccatg Génome Québec
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2.4 Milieux de culture

2.4.1 Milieux solides pour E. coli

Les différentes souches d’E. coli ont été cultivées sur les milieux 2xTY
agar et LB agar. Le milieu 2xTY est composé de 16 g de tryptone, 10 g d’extrait
de levure et 5 g de NaCl par litre d’eau distillée. Le milieu LB est constitué de 10
g de tryptone, 5 g d’extrait de levure et 5 g de NaCl par litre d’eau distillée. Ces
deux milieux contiennent 20 g d’agar par litre et étaient autoclavés a 121 °C

durant 20 minutes.

2.4.2 Milieux solides pour S. lividans

Le milieu Bennett a été utilis€é pour la conservation des souches de S.
lividans. 11 est composé de 1 g d’extrait de levure, 1 g d’extrait de boeuf, 2 g de
NZ amine A, 10 g de maltose et 20 g d’agar par litre d’eau distillée. Le pH était
ajusté a 7,3 a I’aide de NaOH. Le milieu était stérilisé a I’autoclave durant 20
minutes a 121 °C.

Les protoplastes de S. lividans étaient régénérés sur milieu RS agar lors du
processus de transformation. Le milieu RS est composé de 103 g de saccharose,
250 mg de K>SO, 10,12 g de MgCl,*6H,0O, 10 g de glucose, 100 mg de
Casamino Acid, 5 g d’extrait de levure, 5,73 g d’acide N-tris(hydroxyméthyl)
méthyl-2-aminoéthanesulfonique (TES) et 2 mL de solution d’éléments traces par
litre d’eau distillée. La solution d’éléments traces contient 40 mg de ZnCl,, 200
mg de FeCl3*6H,0, 10 mg de CuCl,*2H,0, 10mg MnCl,*4H,0, 10 mg de
Na;B407°10H;0 et 10 mg de (NH4)sM07024°4H,0 par litre d’eau distillée. Aprés
la stérilisation du milieu &4 121 °C durant 20 minutes, les solutions stériles
suivantes étaient ajoutées : 10 mL de KH,PO,4 0,5 % (p/v), 4 mL de CaCl,*2H,0,
15 mL de L-proline 20 % (p/v), 1 mL de CuSO,5 mg/mL, 10 mL de méthionine 1
% (p/v) et 400 mg de tyrosine préalablement dissous dans 5 mL de NaOH 1N.
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Apres répartition dans les boites de Pétri, le milieu était conservé a température
piece durant environ 5 jours, pour ainsi obtenir une perte de poids d’environ 15 %.

Les essais pour détecter 1’activité de déacétylation ont été effectués sur
milieu Stewart. Ce dernier est composé de 2 g de (NH,4),SOq, 1,5 g de KH,POq,, 5
g de K;HPO,, 0,5 g d’extrait de levure, 0,5 g de KCl, 1 mL de sels de Mandels
(140 mg de ZnSO4*7H,0, 160 mg de MnSO4°H,0, 500 mg de FeSO,*7H,0 et
200 mg de CoCl;*6H,0 pour 100 ml d’eau distillée) (Mandels et Reese, 1957) et
17 g d’agar par litre d’eau distillée. Des milieux Stewart-glycol chitine ont aussi
été préparés en ajoutant 1 % (p/v) de glycol chitine (acétylée a 80 %). Du CoCl; a
aussi €t€ ajouté lors de certains essais, & une concentration finale de 1 mM. Le
milieu était autoclavé durant 20 minutes a 121 °C.

Lors de la conjugaison entre E. coli et S. lividans, les suspensions
bactériennes étaient étalées sur milien MS. Le milien MS était constitué de 20 g

d’agar, 20 g de mannitol et 20 g de farine de soya pour un litre d’eau du robinet.

zzzzz

2.4.3 Milieux liquides pour E. coli

Les milieux 2xTY et LB ont été utilisés pour la croissance d’E. coli. Ces
milieux étaient préparés comme dans la section 2.6.1, mais sans I’ajout d’agar.
Pour la préparation de cellules électrocompétentes utilisées lors de la dislocation
génétique, le milieu SOB a été utilis€. Ce milieu était préparé en additionnant 20
g de tryptone, 5 g d’extrait de levure, 0,58 g de NaCl et 0,19 g de KCl a un litre
d’eau distillée. Le pH était ajusté a 7,0 a aide de HCl. La stérilisation était

effectuée a 121 °C durant 20 minutes

2.4.4 Milieux liquides pour S. lividans

Le milien TSB a été utilis€ pour la croissance bactérienne. 1l était
composé de 27,5 g de poudre de soja tryptique par litre d’eau distillée et était

stérilisé 4 121 °C durant 20 minutes.
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Lors de la préparation des protoplastes, le milieu R5 a été utilisé pour la
culture du mycélium. Il était préparé comme a la section 2.6.2, mais était
additionné de 2,5 mL de glycine 20 % (p/v) aprés stérilisation et ne contenait pas
d’agar.

Pour ’expression protéique, S. lividans a été cultivé en milieu minimal
M14. Ce dernier était préparé en ajoutant 5 g de K;HPO,, 1 g de KH,PO4, 1,4 g
de (NH4)2SO4, 2 mL de Tween 80 et 1 mL de sels de Mandels (Mandels et Reese,
1957) a un litre d’eaun distillée. Aprés dissolution, le pH était ajusté a 7,4. La
stérilisation était effectuée a 121 °C durant 20 minutes. Avant I’utilisation, le
milieu était complété par 1’addition de 6 mL de MgSO4+7H,0 5 % (p/v), 10 mL
de CaCl,*H;O 3 % (p/v) et 50 mL de xylose 25 % (p/v), tous préalablement

stérilisés.

2.5 Conditions de culture

Les souches d’E. coli ont été cultivées a 37 °C, a I’exception de la souche
BW25113/pIJ790 qui a été cultivée a 30 °C. Les souches de S. lividans ont été
cultivées & 34 °C. Les différents milieux contenaient les antibiotiques nécessaires
a la conservation des souches.

Les fioles Erlenmeyer contenaient un volume de milieu de culture
équivalant a 1/5 de leur volume total. Les microplaques & 96 puits (Corning)
comportaient des puits carrés de 2 mL et étaient scellées avec une membrane
perméable au gaz (Sigma). Les fioles Erlenmeyer étaient agitées a 240 rpm et les
microplaques a 800 rpm a l'aide d’un agitateur a2 microplaques (Lab-Line

Instruments).
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2.6 Conservation des souches

2.6.1 Streptomyces lividans

Les différentes souches de S. lividans ont été lyophilisées pour étre
conservées a long terme. Pour ce faire, les souches étaient cultivées environ sept
jours sur milieu Bennett a 34 °C. Le mycélium était gratté afin de récupérer les
spores, qui étaient suspendues dans une solution de lait écrémé 10 % (v/v) stérile.
Les suspensions étaient distribuées dans des ampoules de verre (Wheaton), puis
congelées dans un mélange de méthanol et de glace séche. Par la suite, les
ampoules étaient lyophilisées pendant 16 heures et scellés sous vide a la flamme.
A moyen terme, le mycélium obtenu de cultures liquides peut étre conservé a
— 80 °C dans une solution de glycérol 20 % (v/v) stérile. Sur milieu solide, les

souches pouvent étre conservées a 4 °C pour une période d’environ un mois.

2.6.2 Escherichia coli

Tout comme S. lividans, les souches d’E. coli ont été lyophilisées pour étre
conservées a long terme. Les souches étaient cultivées en milieu 2xTY liquide
pour une période de 16 heures a 30 °C ou 37 °C. Les cultures étaient ensuite
centrifugées et les culots resuspendus dans une solution de lait écrémé 10 % (v/v)
stérile. La suite de la lyophilisation était identique & la méthode décrite
précédemment pour S. lividans. Les cellules pouvaient aussi étre resuspendues
dans une solution de glycérol 20 % (v/v) stérile, pour étre conservées a — 80 °C a
moyen terme. Sur milieu solide, les souches pouvaient étre maintenues a 4 °C

pour quelques semaines.
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2.7 Analyse et manipulation de PADN

2.7.1 Extraction et purification de plasmides chez E. coli

L’extraction et la purification de plasmides chez E. coli a été effectuée a
I’aide de la trousse QIAprep de Qiagen. Pour ce faire, 2 mL de milieu 2xTY
étaient ensemencés et incubés 16 heures a 37 °C. De cette culture, 1 mL était
prélevé et centrifugé. Le culot était ensuite resuspendu et les cellules étaient
lysées par traitement alcalin. L’ADN était récupéré par adsorption sur une
colonne de silice (Qiaprep Spin Column) en présence de sels chaotropiques
concentrés. Suite a un lavage, I’ADN était élué a 1’aide d’une solution de Tris-

Hcl 10 mM a pH 8,5. Les plasmides purifiés étaient conservés a — 20 °C.

2.7.2 Extraction et purification de cosmides chez E. coli

Les cosmides ont été isolés a I’aide d’une lyse alcaline, suivie d’une
purification au phénol/chloroforme. L’isolement était effectué a partir d’une
culture de 5 mL en milieu 2xTY, incubée 16 heures & 37 °C. De cette culture, 1
mL était prélevé et centrifugé pendant 30 secondes dans un microtube de 1,5 mL.
Le culot était resuspendu dans 100 pL de solution I (Tris-HCl 50 mM a pH 8 et
EDTA 10 mM). Par la suite, 200 pL de solution I (NaOH 0,2 M et SDS 1% p/v)
étaient ajoutés et mélangés par inversion. Le mélange était ensuite neutralisé par
I’ajout de 150 pL de solution ITI (acétate de potassium 3 M a pH 5,5). Le tout
était centrifugé 5 minutes et le surnageant était transféré dans un microtube. Pour
la purification, 400 uL d’un mélange phénol/chloroforme (1:1) étaient ajoutés au
surnageant. Aprés avoir été vortexé durant 2 minutes, le mélange était centrifugé
5 minutes. La phase supérieure était transférée dans un microtube et 600 pL
d’isopropanol étaient ajoutés. Le tube était placé 10 minutes sur glace, puis
centrifugé 5 minutes. Le culot obtenu était resuspendu dans 200 pL d’éthanol 70

% (v/v). Suite a une centrifugation de 5 minutes, le surnageant était éliminé et le
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tube était asséché. Finalement, le culot était resuspendu dans 50 pL de Tris-HCI

10 mM a pH 8,0. Les cosmides étaient conservés a — 20 °C.
2.7.3 Extraction et purification de plasmides chez S. lividans

Une culture de 5 mL en milieu TSB était préalablement préparée. Suite a
une incubation de 24 a 48 heures a 34 °C, environ 100 mg de mycélium étaient
récupérés par centrifugation dans un microtube. Le mycélium était ensuite
resuspendu dans 500 pL de solution I (Tris-HCl 25 mM a pH 8,0, saccharose 10,3
% (p/v) et EDTA 25 mM), puis centrifugé 30 secondes. Le culot était resuspendu
dans 400 pL de solution I contenant 2 mg/mL de lysozyme, puis incubé 30
minutes a 37 °C. Suite a I’incubation, 250 pL de solution II (NaOH 0,3 M et SDS
2 % pl/v) étaient ajoutés. Le tout était immédiatement vortexé durant 10 secondes,
puis incubé 15 minutes a 70 °C. Ensuite, 100 pL de solution III (5 g de phénol, 5
mL de chloroforme, 1 mL d’eau et 5 mg d’hydroxyquinoline) étaient ajoutés et
mélangés par vortex. Aprés une centrifugation de 10 minutes, le surnageant était
récupéré et transféré dans un microtube contenant 50 pL d’une solution de
sodium-acétate 3 M. A cela étaient ajoutés 450 puL d’isopropanol et le tout était
mélangé par inversion. Suite & une autre centrifugation de 10 minutes, le
surnageant était €liminé et le culot était asséché a I’air libre. Une fois sec, le culot
était resuspendu dans 50 uL de tampon TE (Tris-HCI 10 mM a pH 8,0 et EDTA
ImM). Ensuite, 25 pL de phénol étaient ajoutés et le mélange était vortexé
immédiatement durant 5 secondes. Suite & une centrifugation de 3 minutes, la
phase supérieure était transférée dans un autre microtube et 50 pL d’isopropanol
étaient ajoutés. Le tout était mélangé par inversion, puis incubé 5 minutes a
température piéce. Le microtube était centrifugé 5 minutes et le surnageant était
€liminé. Une fois le microtube asséché, I’ADN était resuspendu dans 50 pL de
tampon TE ou de Tris-HCI 10 mM a ph 8,0. Les plasmides étaient conservés a —
20 °C.
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2.7.4 Digestion de ’ADN par des enzymes de restriction

L’ADN était digéré dans un volume réactionnel de 20 pL, pour un
maximum de 17 pL d’ADN. Différents tampons étaient utilisés selon les
enzymes de restriction : le tampon L 10x (Tris-HCl 100 mM a pH 7.5, MgCl, 100
mM et dithiothréitol10 mM), le tampon M 10x (Tris-HCl 100 mM & pH 7.5,
MgCl, 100 mM, dithiothréitol 10 mM et NaCl 500 mM), le tampon H 10x (Tris-
HCI 100 mM a pH 7.5, MgCl, 100 mM, dithiothréitol 10 mM et NaCl 1 M) et le
tampon K 10x (Tris-HC] 200 mM a pH 8.5, MgCl, 100 mM, dithiothréitol 10 mM
et KC11 M). Les tampons L, M, H et K étaient utilisés a une concentration finale
de 1x. Lorsqu’une digestion double était effectuée, le tampon One-Phor-All
PLUS 10x (Tris-acétate 100 mM a pH 7.5, acétate de magnésium 100 mM et
acétate de potassium 500 mM) (GE Healthcare) était utilisé 2 une concentration
finale de 1x ou 2x, dépendamment des enzymes de restrictions. Les digestions
étaient effectuées en utilisant 0,5 pL d’enzyme (4-12 U/uL). Le mélange
réactionnel était incubé a 37 °C durant 3 heures. Si nécessaire, 1 uL d’une
solution d’ARNase (Img/mL) était ajouté au mélange, suivi d’une autre
incubation de 15 minutes & 37 °C. Les enzymes de restriction pouvaient ensuite

étre inactivées en incubant le mélange a 65 °C ou 85 °C durant 30 minutes.

2.7.5 Amplification par PCR

L’ADN était amplifié par réaction de polymérase en chaine (PCR). Les
réactions étaient effectuées dans des microtubes de 500 pL & paroi mince, dans un
volume réactionnel de 50 uL. Dans ces tubes, étaient ajoutés 5 pL de tampon 10x
(Roche), 4 uL de MgSO4 25 mM (Roche), 10 pL de dNTPs 10 mM, 5 pL de
chacune des amorces diluées a 10 pmol/uL, 50 ng d’ADN, 2,5 uL de DMSO, 22
puL d’eau ultra pure et 0,5 pL d’ADN polymérase PWO (5U/uL) (Roche). La
polymérase était ajoutée a la toute fin. Les conditions d’amplification sont

décrites dans le tableau 7. Apres amplification, I’ ADN était conservé a — 20 °C.



Tableau 7. Conditions d’amplification.

Etapes

Température et temps

1. Dénaturation

2. Dénaturation

3. Hybridation

4. Elongation

5. Dénaturation

6. Hybridation

7. Elongation

8. Elongation finale

94 °C, 2 min
94 °C, 45 sec
50 °C, 45 sec
72 °C, 90 sec
94 °C, 45 sec
55 °C, 45 sec
72 °C, 90 sec
72 °C, 5 min
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J> 10 cycles

L 15 cycles
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2.7.6 Electrophorése en gel d’agarose

L’électrophorése en gel d’agarose était utilis€ée pour analyser et purifier
I’ADN. La migration était effectuée dans une cuve DNA Sub Cell de BioRad
contenant du tampon TBE (Tris 89 mM, EDTA 20 mM et acide borique 89 mM;
ajusté a pH 8,0). Le gel de 15 x 20 cm était préparé en dissolvant entre 0,7 et 2 %
(p/v) d’agarose dans le tampon TBE. Le tout était chauffé jusqu’a compléte
dissolution de I’agarose. La solution était ensuite refroidie jusqu’a environ 50
°C. Une solution de bromure d’éthidium était alors ajoutée a une concentration
finale de 0,5 pg/mL. Lorsque solidifié, le gel était placé dans la cuve.

Aux solutions d’ADN était ajouté le tampon d’échantillon 6x (bleu
bromophénol 0,25 % (p/v), xyléne cyanol 0,25 % (p/v) et Ficoll 400 15 % (p/v))
afin d’obtenir une concentration finale de 1x. Les échantillons étaient déposés
dans les puits du gel et la migration était effectuée a 30 V pendant 16 heures ou a
120 V durant 2 heures. Le marqueur de poids moléculaire 1 kb PLUS DNA

ladder (Invitrogen) a été utilisé. L’ADN était visualisé€ sous ultraviolets.

2.7.7 Purification de fragments d’ADN

Les fragments d’ADN ayant migré dans un gel d’agarose ont été
extraits et purifiés a 1’aide de la trousse QIAquick Gel Extraction de Qiagen. Les
bandes visualisées aux ultraviolets étaient découpées avec un scalpel, puis
transférées dans un microtube. Les bandes d’agarose étaient solubilisées dans une
solution contenant du thiocyanate de guanidine, & 50 °C. L’ADN était ensuite
purifié sur une colonne de silice (QIAquick spin column), puis élué a I’aide d’une

solution de Tris-Hcl 10 mM a pH 8,5. L’ ADN était conservé a — 20 °C.

2.7.8 Ligation

Le géne amplifié par PCR et le vecteur étaient tout d’abord digérés avec

les enzymes de restriction appropriées Apres inactivation, 400 a 600 ng de
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vecteur, 600 ng d’insert, 2 pL d’ATP 10 mM, 2 puL de tampon One-Phor-All
PLUS 10x (Tris-acétate 100 mM a pH 7.5, acétate de magnésium 100 mM et
acétate de potassium 500 mM) (GE Healthcare) et 1 uL de T4 ligase (3,5 U/uL)
(GE Healthcare) étaient ajoutés dans un microtube. Le volume était ajusté a 20
uL avec de I’eau distillée. Le mélange était incubé a température piéce entre 4 et

16 heures.

2.8 Transformation bactérienne

2.8.1 Cellules électro-compétentes d’E. coli

Une pré-culture était préparée en inoculant une colonie isolée dans 10 mL
de milieu 2xTY. Aprés une incubation de 16 heures & 37 °C, 5 mL étaient
prélevés pour ensemencer 500 mL de 2xTY frais. Cette culture était incubée a 37
°C jusqu’a une DOgqgo entre 0,5 et 0,8, puis refroidie sur glace durant 15 minutes.
La culture était ensuite centrifugée a 4000 x g durant 15 minutes & 4 °C. Le
surnageant était éliminé et le culot était resuspendu délicatement dans 500 mL
d’eau distillée stérile & 4 °C. Une centrifugation était effectuée comme
précédemment et le culot était resuspendu dans 250 mL d’eau. Aprés une autre
centrifugation, le culot était resuspendu dans 20 mL de glycérol 10 % (v/v) stérile
a 4 °C. Une derni¢re centrifugation était effectuée et le culot était resuspendu
dans le volume résiduel pour obtenir un volume de 1,5 mL. Une concentration
cellulaire d’environ 1 x 10'° cell/mL était ainsi obtenue. Le tout était réparti dans

des microtubes, puis conservé a — 80 °C.
2.8.2 Electro-transformation d’E. coli

Un volume de 40 pL de cellules électrocompétentes était mélangé a 2-5
pL d’ADN (= 100 ng). Le mélange était ensuite transféré dans une cuvette
d’électroporation froide de 0,2 cm (Biorad). L’électroporation était effectuée avec

Pappareil GenePulser (Biorad). La résistance utilisée était de 200 Q, la
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capacitance de 25 MF et le voltage de 1,6 kV. Immédiatement aprés
€lectroporation, 1 mL de milieu 2x TY froid était ajouté a la cuvette. Le tout était
ensuite transféré dans un tube de 10 mL et incubé 1 heure a 37 °C. La suspension
était finalement étalée a I’aide de billes de verre sur milieu 2xTY agar et incubée
16 heures a 30 ou 37 °C.

Lorsque I’ADN était un produit de ligation, il devait préalablement étre
traité afin d’éliminer les sels. Pour ce faire, il était tout d’abord incubé i 65 °C
durant 10 minutes, pour dénaturer la ligase. Le produit de ligation était complété
a 50 pl avec de I’eau distillée et 500 pl de n-butanol étaient ajoutés. Le tout était
mélangé et centrifugé a 13000 rpm dans une centrifugeuse de table durant 10
minutes. Le surnageant était élimin€ et le culot, une fois asséché, était resuspendu

dans 5 pL de Tris-HC1 10 mM a pH 8,0.

2.8.3 Protoplastes de S. lividans

Tout d’abord, 12 mL de milieu TSB étaient ensemencés avec du mycélium
sporulé. Cette pré-culture était incubée de 24 a 48 heures 4 34 °C. Environ 5 mL
de cette pré-culture étaient ensuite centrifugés pour récupérer le mycélium, qui
était utilisé pour ensemencer 100 mL de milieu R5. Aprés une incubation de 24 a
48 heures a 34 °C, le mycélium était récupéré a I’aide d’une centrifugation de 15
minutes a environ 15000 x g et lavé deux fois dans une solution de saccharose
10,3 % (p/v). Aprés centrifugation, le mycélium était resuspendu délicatement
dans 40 mL de tampon P contenant 1 mg/mL de lysozyme et incubé 30 minutes 2
37 °C. Le tampon P était composé de 103 g de saccharose, 250 mg de K;SOq, 2
mL d’éléments traces, 2,02 g de MgCl,-6H,O et complété a 800 mL avec de ’eau
distillée. Aprés 30 minutes d’incubation, les protoplastes ainsi générés étaient
filtrés sur laine de verre pour €liminer le mycélium restant. La suspension de
protoplastes était ensuite centrifugée durant 7 minutes & 5000 x g. Le surnageant
était éliminé et le culot était resuspendu délicatement dans le volume résiduel,
auquel étaient ajoutés 40 mL de tampon P. Le tout était centrifugé 7 minutes a

5000 x g et le culot était resuspendu comme précédemment dans 40 mL de
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tampon P. Suite a4 une autre centrifugation, le culot était resuspendu dans le
volume résiduel, puis du tampon P était ajouté pour obtenir une concentration
entre 10% et 10° protoplastes/mL. La concentration de protoplastes était estimée a
partir de la DOsggo. La suspension de protoplastes était répartie dans des

microtubes et ils étaient conservés a — 80 °C.

2.8.4 Transformation des protoplastes de S. lividans

Dans un microtube stérile, 5 a 10 uL d'ADN étaient mélangés a 50 pL de
protoplastes. Par la suite, 200 pL d’une solution de PEG6000 25 % (v/v) étaient
ajoutés et le tout était mélangé. Aprés une incubation de 90 secondes a
température piéce, la suspension était étalée sur milieu RS agar a I’aide de billes.
Suite a une incubation de 16 heures a 34 °C, le milieu était recouvert de 1,5 mL
d’eau contenant 0,5 mg de thiostreptone. Une fois asséché, le milieu était de

nouveau incubé a 34 °C pour une période de 3 a 4 jours.

2.9 Création de librairies de genes mutés

Les différentes librairies ont été obtenues par la mutation du géne axeA.
Les mutations ont été introduites par PCR grice a la méthode d’élongation par
chevauchement. Cette méthode nécessitait I’utilisation de deux amorces externes,
ainsi que deux amorces internes complémentaires comportant des séquences
dégénérées (tableau 6). Premiérement, deux réactions d’amplification étaient
effectuées simultanément avec les groupements d’amorces internes et externes, en
utilisant le géne axeA, comme matrice (tableau 8). Les deux fragments de génes
ainsi obtenus, subissaient ensuite une électrophorése sur gel d’agarose et étaient
purifiés comme décrit précédemment. Les deux produits de PCR purifiés étaient
ensuite mélangés pour servir de matrice dans une deuxiéme amplification,
effectuée avec les amorces externes CD201 et CD202. Les produits de PCR
étaient encore une fois déposés sur gel d’agarose et purifiés. Les librairies ainsi

obtenues ont été conservées a — 20 °C.
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Tableau 8. Combinaisons d’amorces utilisées lors de la premiére réaction

d’amplification.

Librairies

Groupes d’amorces

SGS-V

SGS-Y

SYT-V

SYT-Y

CD202 / SGS-V3
SGS-V5/CD201

CD202 / SGS-Y3
SGS-Y5 / CD201

CD202 /SYT-V3
SYT-V5/CD202

CD202/SYT-Y3
SYT-Y5 / CD202
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2.10 Préparation de spores de S. lividans

Quinze plats de Pétri contenant du milieu Bennett ont été ensemencés et
incubés entre 7 a 10 jours a 34 °C, jusqu’a sporulation du mycélium. Les spores
ont ensuite été récupérées en ajoutant du glycérol 20 % (v/v) stérile dans les plats
de Pétri et en grattant le mycélium délicatement. Le volume final de 10 mL a été
transféré dans un Erlenmeyer contenant une barre magnétique et des billes, puis
agité a vitesse moyenne durant 10 minutes. La suspension de spores a ensuite été
filtrée sur laine de verre stérile. Avant la filtration, la laine a été mouillée avec du
glycérol 20 % (v/v) jusqu’a saturation. Aprés avoir déposé la suspension sur la
laine, du glycérol 20 % (v/v) a été ajouté jusqu’a ce que le liquide passant a
travers la laine soit clair. Par la suite, le filtrat a été centrifugé a 3000 x g durant
10 minutes a 4 °C. Le culot de spores a ensuite été resuspendu dans le volume
résiduel. Si nécessaire, la concentration était ajustée avec du glycérol 20 % (v/v)
pour obtenir une concentration de 10® spores/ml. La suspension de spores a été

répartie dans des microtubes et conservée a — 80 °C.
2.11 Dislocation génétique dirigée par PCR
2.11.1 Extraction de la cassette de résistance a Papramycine

Le plasmide plI773 a tout d’abord été extrait de la souche d’E. coli DH5a.
La cassette de résistance & I’apramycine a ensuite été purifiée par la digestion du
plasmide avec les enzymes de restriction EcoRI et HindIll. Le produit de
digestion a ét€ séparé par électrophorése sur gel d’agarose et la bande
correspondant a la cassette a été découpée et purifiée avec la trousse QIAquick

Gel Extraction (Qiagen), comme décrit  la section 2.7.7.
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2.11.2 Amplification de la cassette de résistance a ’apramycine

La cassette a été amplifiée par PCR a I’aide de deux amorces de 59 nt et 58
nt (axeA-1 et axeA-2). Chacune des amorces comportaient une extrémité 5’ de 39
nucléotides complémentaires aux séquences bordant le géne axeA (figure 15). A
Pextrémité 3’°, les amorces étaient composées d’une séquence de 19 ou 20
nucléotides spécifique a la cassette. Le produit de PCR a été analysé par
électrophorése sur gel d’agarose, puis purifié a I’aide de la trousse QIAquick Gel

Extraction (Qiagen), tel que décrit a la section 2.7.7.



39 nt sur le brin codant se terminant
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Figure 15. Composition des amorces utilisées pour I’amplification de la cassette
de résistance a I’apramycine.
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2.11.3 Introduction du cosmide ScC75A dans E. coli BW25113/p1J790

Une pré-culture d’E. coli BW25113/plJ790 a été préparée en inoculant une
colonie isolée dans 5 mL de milieu 2xTY. Suite & une incubation de 16 heures &
30 °C, 1 % (v/v) de la pré-culture a ét€ prélevé pour ensemencer 50 mL de milieu
SOB contenant 20 mM de MgSO,. Cette derniére culture a été incubée a 30 °C
jusqu’a I’obtention d’une DOggo d’environ 0,6, puis centrifugée a 2000 x g durant
5 minutes a 4 °C. Le culot a été resuspendu délicatement dans 35 mL de glycérol
10 % (v/v) stérile a 4 °C. Suite a un deuxiéme lavage, les cellules ont été
centrifugées comme précédemment et resuspendues dans le volume résiduel
d’environ 100 pL. De cette suspension cellulaire, 40 uL ont été prélevés pour étre
électro-transformés avec 2 pL d’ADN cosmidique. De cette fagon, la souche

BW25113/plJ790/ScC75A a été obtenue.

2.11.4 Introduction de Ia cassette dans E. coli BW25113/pI1J790/ScC75A

Avec la souche BW25113/plJ790/ScC75A, une culture de 50 mL en
milieu SOB-MgSO, a été préparée comme en section 2.12.3. Les génes red,
contenus dans le plasmide plJ790, ont été induits par I’ajout de 100 pL de L-
arabinose 1 M. La culture a ensuite été incubée jusqu’a I’obtention d’une DOgqo
d’environ 0,6. Les cellules électro-compétentes ont été obtenues de la méme
fagon que dans la section 2.12.3. Les cellules ont été électro-transformées avec 2
uL de la cassette de dislocation préparée en section 2.12.2. Les transformants,
dans lesquels I’événement de double recombinaison s’est produit, ont été
sélectionnés en présence d’apramycine. Les plaques de Pétri ont été incubées a 37

°C pour éliminer le plasmide thermosensible pLI790.

2.11.5 Extraction et analyse du cosmide ScC75AI1

La souche BW25113/ScC75A1l a été ensemencée dans 5 mL de 2xTY et
le cosmide ScC75AII a été extrait par la méthode décrite en section 2.7.2. Le
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remplacement du géne axeA par la cassette de dislocation a été confirmé en

analysant le patron de digestion obtenu avec I’enzyme de restriction Sacl.
2.11.6 Transfert du cosmide ScC75AIl a 8. lividans par conjugaison

Tout d’abord, le cosmide ScC75AII a été introduit dans la souche d’E. coli
ET12567/pUZ8002 par électroporation, comme décrit dans la section 2.12.3.
Avec la souche ET12567/pUZ8002/ScC75AIl ainsi obtenue, 5 mL de 2XTY ont
ét€ ensemencés et incubés 16 heures & 37 °C. De cette culture, 100 uL ont été
prélevés pour inoculer 10 mL de 2xTY qui ont été incubés a 37 °C jusqu’a une
DOggo d’environ 0,6. Les cellules ont ensuite ét€ lavées deux fois dans du milieu
2xTY afin d’éliminer les antibiotiques, puis resuspendues dans 1 mL de ce méme
milieu. Afin d’induire la germination des spores de S. lividans, 10 pL de
suspension (10%) ont été dilués dans 500 pL de 2xTY et incubés i 50 °C durant 10
minutes. Une fois refroidi, les spores ont ét€ mélangées a 500 puL de la
suspension d’E. coli ET12567/pUZ8002/ScC75AIl. Le tout a été centrifugé
briévement et resuspendu dans le volume résiduel. Des dilutions de 10° a 10™
dans 100 pL d’eau stérile ont été préparées et étalées sur milien MS sans
antibiotique contenant 10 mM de MgCl,. Les milieux ont été incubés 16 heures a
30 °C puis ont été recouverts avec 1 mL d’eau stérile contenant 0,5 mg d’acide
nalidixique et 1,25 mg d’apramycine. L’incubation s’est poursuivie a4 34 °C
durant 3 a 4 jours. Les exconjugants ayant subi une double recombinaison
homologue (Kana® et Apra®) ont été sélectionnés 2 ’aide de milieux Bennett
contenant de 1’acide nalidixique et de 1’apramycine, et de milieux avec acide
nalidixique, apramycine et kanamycine. Les exconjugants sensibles a la
kanamycine et résistant a I’apramycine ont été repiqués sur des milieux Bennett
contenant de 1’apramycine pour obtenir des colonies isolées. Afin de confirmer la
sensibilité a la kanamycine, ces derniers exconjugants ont été repiqués de nouveau

sur des milieux Bennett avec et sans kanamycine.
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2.11.8 Confirmation de la dislocation

Dans le but de confirmer la dislocation du géne axeA, une amplification
par PCR a été effectuée directement sur une colonie de S. lividans (Kana® et
ApraR). Pour ce faire, une colonie a été prélevée et déposée dans le tube a PCR, la
suite de la procédure était identique a celle de la section 2.8.5. Les amorces
utilisées pour cette amplification, c75ver-5 et c75ver-3, s’hybridaient a environ
150 nucléotides en aval et en amont des régions de recombinaison. Le produit de
PCR a été analysé par électrophorese sur gel d’agarose. La bande correspondant a

la cassette de dislocation a été extraite et séquencée en utilisant les mémes

amorces.

2.12 Expression protéique

2.12.1 E. coli

La souche BL21/pREP4 a été utilisée pour la production de protéine. Une
pré-culture en milieu LB était tout d’abord incubée 16 heures a 37 °C. Un milieu
LB était ensuite inoculé avec 5 % (v/v) de cette pré-culture et incubé a 37 °C
jusqu’a I’obtention d’une DOggy d’environ 0,6. A ce moment, ’expression était
induite par 1’ajout d’IPTG a une concentration finale de 0,1 mM. La culture était

ré-incubée pour une période de 6 heures.

2.12.2 S. lividans

Pour I’expression de protéines, la souche IAF45/pIAF935 a été utilisée.
Un milieu TSB était ensemencé et incubé de 24 a 48 heures a 34 °C. Le
mycélium était récupéré par centrifugation et lavé avec du milieu M14. Une fois
complété, le milieu M14 était inoculé avec le mycélium obtenu a partir de 8 %

(v/v) de pré-culture. Lorsque I’expression était effectuée en microplaques a 96
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puits, le milieu M14 était inoculé directement avec 8 % (v/v) de pré-culture. La

culture était ensuite incubée pour une période de 72 heures a 34 °C.

2.13 Analyse des protéines

2.13.1 Préparation des échantillons

Une fois I’expression protéique terminée, la culture était centrifugée et le
surnageant, correspondant a la fraction protéique extracellulaire, était récupéré.
Pour obtenir les fractions intracellulaires, le culot était tout d’abord lavé deux fois
avec du tampon sodium-phosphate 0,1 M a pH 7,0, puis resuspendu dans un
volume minimal du méme tampon contenant 0,1 mM de fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF). La suspension était ensuite traitée aux ultrasons
afin de lyser les cellules. Les cellules d’E. coli étaient soumises & 6 impulsions de
55 W de 10 secondes, avec des pauses de 10 secondes. Pour S. lividans, la méme
intensité était utilisée, mais le mycélium était soumis a 7 impulsions d’une minute
avec des pauses d’une minute. Le lysat était ensuite centrifugé a2 20000 x g durant
30 minutes a 4°C. Le surnageant obtenu correspondait a la fraction
intracellulaire soluble. Le culot, correspondant a la fraction intracellulaire
insoluble, était resuspendu dans un tampon sodium-phosphate 0,1 M & pH 7,0

contenant 1 mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF). Les différentes

fractions étaient conservées a — 20 °C.

2.13.2 Dosage des protéines

La concentration protéique des fractions a ét€ déterminée en utilisant la
solution Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), basé sur la méthode de Bradford
(1976). Pour ce faire, une courbe standard a été préparée en utilisant 1’albumine
sérine bovine (BSA) comme standard. Suite & ’ajout de la solution Bio-Rad
Protein Assay (1:4), le mélange était incubé 15 minutes et la DO était prise a une

longueur d’onde de 595 nm.
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2.13.3 Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Les différents échantillons protéiques ont été analysés par électrophorese
en gel de polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE),
basé sur technique décrite par Laemmli et al. (1970). Ainsi, a 15 pL
d’échantillons étaient ajoutés 5 pl. de tampon d’échantillon 4x. Ce dernier était
composé de 1,2 mL d’eau distillée, 2,0 mL de Tris-HC1 0,5 M a pH 6,8, 3,2 mL de
glycérol, 0,64 g de SDS, 1,6 mL de B-mercaptoéthanol et de 2 grains de bleu de
bromophénol. Les échantillons étaient ensuite dénaturés a 100 °C durant 7
minutes. Une fois refroidis, les échantillons étaient déposés sur le gel de
polyacrylamide 15 %. La migration était effectuée & 120 V, jusqu’a ce que le

front de migration atteigne le bas du gel.

2.13.4 Coloration au bleu de Coomassie

La coloration au bleu de Coomassie a €té utilis€ée pour visualiser les
protéines sur gel de polyacrylamide. Pour ce faire, le gel était immergé dans la
solution de coloration (1,25 g de bleu de Coomassie, 227 mL de méthanol, 46 mL
d’acide acétique et 227 mL d’eau distillée) pour une période de 30 minutes. Les
protéines étaient ensuite révélées en transférant le gel dans la solution de
décoloration (70 mL d’acide acétique, 300 mL de méthanol et 630 mL d’eau
distillée).

2.13.5 Coloration au nitrate d’argent

Lorsqu’une plus grande sensibilité était nécessaire, le gel de
polyacrylamide était coloré au nitrate d’argent. Les protéines étaient tout d’abord
fixées en incubant le gel dans une solution de méthanol 50 % /acide acétique 5 %
(v/v) durant 1 heure, puis dans une solution de méthanol 50 % (v/v) pour 10
minutes. Le gel était ensuite rincé deux fois dans de I’eau déionisée durant 10

minutes et transféré dans une solution fraiche de Na,S;03;¢5H,0 0,02 % (p/v)
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pour 1 minute. Suite a deux ringages d’une minute dans de I’eau déionisée, le gel
était coloré dans une solution fraiche de AgNQO; 0,2 % (p/v). Deux autres
rincages étaient effectués et les protéines étaient révélées dans une solution
fraiche de Na;CO3 2 % (p/v) additionnée de 0,1 % (v/v) de formaldéhyde 37 %.
La réaction était stoppée en déposant le gel dans une solution d’acide acétique 5

% (VIV).

2.13.6 Immunobuvardage de type Western

Une fois la migration des protéines terminée, le gel était équilibré dans le
tampon de transfert (48 mM de Tris, 39 mM de glycine et 0,375 g/L de SDS)
durant 20 minutes. La membrane de nitrocellulose et les papiers buvards ont été
trempés dans le méme tampon de transfert. Le montage a été réalisé en déposant
dans I’ordre : papier buvard, membrane de nitrocellulose, gel et papier buvard. Le
transfert a été réalisé€ dans I’appareil Trans-Blot de Biorad durant 15 minutes a 20
V.

Suite au transfert, l]a membrane était incubée 30 minutes dans la solution
de blocage. La solution de blocage était composée de 1 % de lait écrémé (p/v)
dans un tampon TBS pH 7,5 (20 mM de Tris et 500 mM de NaCl). La membrane
était ensuite lavée trois fois 5 minutes dans la solution de lavage (0,05 % (v/v) de
Tween80 dans du TBS pH 7,5), puis incubée dans la solution d’anticorps
primaires (70 pL d’anticorps polyclonaux anti-AxeA provenant de lapin, 29 mL
de solution de lavage et 1 mL de solution de blocage) durant 1 heure sous
agitation légére. Apres trois lavages, la membrane était incubée dans la solution
d’anticorps secondaire (7,5 pL d’anticorps anti-IgG de lapin couplé a la
phosphatase alcaline (Boehringer Mannheim) et 15 mL de solution de blocage)
pendant 1 heure avec une légere agitation. Par la suite, la membrane était lavée
trois fois dans la solution de lavage et une fois 5 minutes dans le tampon TBS
pH7.5. Finalement, la membrane était incubée dans la solution de développement
jusqu’a I’apparition des bandes. La solution de développement était composée de

15 pL de solution NBT (Boehringer Mannheim) et 10 mL de solution de
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coloration (50 mM de MgCl,#6H,;0, 100 mM de Tris-HCI pH 9,5 et 100 mM de
NaCl). La réaction était arrétée par deux lavages de 5 minutes dans de I’eau

distillée.
2.13.7 Immunodétection avec I’appareil Slot Blot

L’appareil Slot Blot de Biorad a été utilisé pour déposer directement des
surnageants de cultures sur membrane de nitrocellulose, pour ensuite effectuer
une immunodétection. La membrane était tout d’abord équilibrée dans un tampon
TBS pH 7,5. La membrane était déposée sur un papier buvard humecté avec du
tampon TBS et le tout était placé dans I’appareil Slot Blot. Le vide était alors
appliqué et les quatre vis de I’appareil étaient serrées pour que le tout soit étanche.
Le vide était ensuite brisé et 200 pL de tampon TBS étaient déposés dans chaque
puits. Le vide était appliqué jusqu’a ce que les puits soient vides. Par la suite, SO
pL de surnageant étaient déposés dans les puits et le vide était de nouveau
appliqué jusqu’a ce que les puits se vident complétement. Un lavage était effectué
en déposant 200 pL. de tampon TBS par puits et en appliquant le vide.
L’immunodétection était ensuite effectuée de la fagcon décrite dans la section

2.14.6.

2.14 Détection de I’activité de déacétylation sur milieu solide

2.14.1 Glycol chitine

Des milieux Stewart ont été préparés en incorporant 1 % (p/v) de glycol
chitine acétylée a 80 %. Différentes souches de S. lividans ont été repiquées sur
ce milieu et ont été incubées 3 jours & 34 °C. Les géloses ont ensuite été
recouvertes d’une solution de rouge Congo 0,1 % (p/v) durant 15 minutes. Le
surplus de colorant a été éliminé, puis les géloses ont été lavées avec une solution

de NaCl 5M.



90

2.14.2 p-Nitrophényl acétate

Les souches d’E. coli ont ét€ cultivées sur milieu 2xTY agar et les souches
de S. lividans sur milieu Stewart. Apres croissance bactérienne, une solution de p-
nitrophényl acétate (pNPA) (1 mM de pNPA dans du tampon sodium-phosphate
0,1 M pH7,0) a été pulvérisée sur les géloses et ces derniéres ont été incubées 30

minutes a 37 °C.

2.14.3 4-Méthylumbelliféryl acétate

Des cultures sur Pétri ont été préparées comme en section 2.15.2. Une
solution de 4-méthylumbelliféryl acétate (MUA) (1 mM de MUA dans du tampon
sodium-phosphate 0,1 M pH7,0) a été pulvérisée sur les milieux. Suite 2 une
incubation de 30 minutes a 37 °C, la fluorescence a été visualisée sous les

ultraviolets.

2.15 Essais enzymatiques

2.15.1 p-Nitrophényl acétate

Les essais ont été effectués en mélangeant 50 pL de fraction protéique a
100 pL de solution de pNPA. Une premicre prise de DOygs a été effectuée au
temps zéro, puis le mélange a été€ incubé a 50 °C durant 30 minutes. Par la suite,
une deuxiéme lecture a été prise et I’augmentation de la DOygs a été calculée. La
solution de pNPA était composée de 11,11 mL de tampon sodium-phosphate 0,1
M pH7.,0, de 870 uL d’acétonitrile et de 20 puL d’une solution de pNPA 200 mM

préparée dans 1’acétonitrile.
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2.15.2 Oligomeres de chitosan

Les essais ont été effectués avec des oligomeres de chitosan de degré de
polymérisation moyen de 6,4 et de 7.4, acétylés a 20 %. Les essais ont été
effectués avec I’AxeA pure et des surnageants de cultures d’E. coli. Dans les
essais effectués avec ’enzyme pure, le mélange réactionnel était composé de 20
uL d’AxeA; (0,1 mg/mL), de 20 pL d’oligomeres de chitosan (50 mg/mL), de 10
ML de CoCl; 10 mM et de 50 pL de tampon Tris-HCl 50 mM a pH 7,5. Le
mélange réactionnel des essais effectués avec les surnageants de cultures avait la
méme composition, mais 65 puL de surnageant et 5 pL de tampon Tris-HC1 0,5 M
a pH 7,5 ont été utilisés. Les réactions étaient effectuées a 50 °C durant une

période de 24 heures.

2.16 Quantification de Pacide acétique

2.16.1 Trousse K-ACET (Megazyme)

Suite aux essais enzymatiques avec les oligoméres de chitosan, I’activité
de déacétylation était évaluée en mesurant la quantité d’acide acétique libérée par
la réaction. Pour ce faire, la trousse K-ACET de Megazyme a été utilisée. Cette
trousse est basée sur la méthode développée par Bergmeyer (1974), décrite a la
section 1.12. La quantification était effectuée dans des microplaques a 96 puits en
acrylique, a partir de 10 pL de milieu réactionnel. Le protocole du fournisseur a
été adapté a la quantification en microplaques en divisant les volumes des

différentes solutions par un facteur de 10.

2.16.2 HPLC

Une méthode de dosage d’acide acétique par HPLC, mise au point par
Dupont et al. (1996), a aussi été utilisée. Une fois la réaction enzymatique avec

les oligoméres de chitosan terminée, les échantillons étaient placés dans
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I’autoéchantillonneur (Spectra Physics SP8880) a une température de 15 °C. Un
volume d’échantillon de 100 puL était injecté sur la colonne HPX-87H (Biorad)
maintenue a2 60 °C. L’acide acétique était ensuite détecté par la mesure de
I’absorbance a 210 nm, a I'aide d’un détecteur UV (Waters 484). La phase
mobile utilisée était de I’acide sulfurique 33 mM avec un débit de 0,6 mL/min.



3. RESULTATS
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3.1 Dislocation du gene axeA

3.1.1 Construction de la cassette de dislocation

La cassette de dislocation a été obtenue par la digestion du plasmide
pLI773 avec les enzymes de restrictions EcoRI et HindIIl. Le produit de digestion
a subi une électrophorése sur gel d’agarose 0,7 % (p/v). Ainsi, des fragments de
2952 pbs et 1384 pbs ont été observés, correspondant respectivement au vecteur
linéaire et a la cassette de résistance a I’apramycine (figure 16). Celle-ci a été
extraite du gel d’agarose et purifiée a 1’aide de la trousse QIAquick de Qiagen. La
cassette a ensuite été amplifiée par PCR 2 I’aide des amorces AxeA-1 et AxeA-2,
pour ainsi ajouter les séquences de recombinaisons 4 chaque extrémité. L’analyse
du produit de PCR, par électrophorése sur gel d’agarose, a permis de visualiser
une bande correspondant a la cassette de dislocation (1448 pbs), qui a été extraite

et purifiée comme précédemment (figure 17).
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Figure 16. Digestion du plasmide pIJ773 avec les enzymes de restriction EcoRI et
HindIll, analysée par électrophorese sur gel d’agarose 0,7 % (p/v). (1) Marqueur
de poids moléculaire et (2) 5 pL de produit de digestion.
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Figure 17. Cassette de dislocation amplifiée par PCR 2 I’aide des amorces AxeA-

1 et AxeA-2, analysée par électrophorése sur gel d’agarose 0,7 % (p/v).
Marqueur de poids moléculaire et (2-4) produit de PCR.
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3.1.2 Introduction du cosmide ScC75A dans E. coli BW25113/p1J790

Le cosmide ScC75A, contenant le géne axeA, a été introduit dans la
souche E. coli BW25113/plJ790 par électro-transformation. Les transformants
ont été sélectionnés a l’aide d’ampicilline et de kanamycine, les génes de
résistance a ces antibiotiques étant compris dans le cosmide. La souche
BW25113/plI790/ScC75A ainsi obtenue, a ensuite été utilisée pour obtenir le
cosmide ScC75AIl.

3.1.3 Obtention du cosmide ScC75AI1

La cassette de dislocation a été introduite dans la souche d’E. coli
BW25113/plI790/ScC75A par électro-transformation. Par double recombinaison
homologue, la cassette a remplacé le géne axeA contenu dans le cosmide
ScC75A, créant ainsi le cosmide ScC75AIl (figure 18). Les transformants
comportant le cosmide mutant ont ét€ sélectionnés a 1’aide d’apramycine. Parmi
les transformants résistant & 1’apramycine, trois ont été mis en culture afin
d’extraire et de purifier leurs cosmides. Pour confirmer le remplacement du géne
axeA par la cassette, les cosmides ont été digérés avec I’enzyme de restriction
Sacl. De cette digestion, trois fragments étaient attendus pour ScC75A et cing
pour ScC75AIl (tableau 9). Les produits de digestion ont été analysés par
€lectrophorése sur gel d’agarose (figure 19). L’analyse a montré la présence des
fragments 751 pbs, 8810 pbs et 8966 pbs pour les cosmides ScC75AIl, confirmant

le remplacement d’axeA par la cassette.
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Sacl 7117

C75A
48419 bps Sadl 12800
ori. T3
SV40
cos2 ~  neo
CcOS1 *:;s Sacl 7117
T7
Sacl 39148

Cassette dislocation

C75All
48787

Sacl 38397

Sacl 12800

Sacl 29429

Figure 18. Carte physique des cosmides ScC75A et ScC75AIl  Origine de
réplication (ori), géne de résistance a I’ampicilline (amp), géne de résistance 2 la
kanamycine (neo), origine de réplication de cellules eucaryotes (SV40), séquences
nécessaires a I’encapsidation (COS1 et COS2), promoteurs d’ARN polymérases
phagiques (T3 et T7) et géne de I’acétyle xylane estérase (axeA).
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Tableau 9. Longueur (pbs) des fragments générés par la digestion des cosmides
ScC75A et SCC75AII avec I’enzyme de restriction Sacl.

ScC75A ScC75A11
5683 751
16629 5683
18167 8810
8966

16629
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Figure 19. Electrophorgse sur gel d’agarose 0,7 % (p/v) montrant les cosmides
ScC75A et ScC75AII digérés avec I’enzyme de restriction Sacl. (1) Marqueur de
poids moléculaire, (2) produit de digestion de ScC75A et (3-5) de ScC75AIl.
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3.1.4 Confirmation de la dislocation de axeAd

Le cosmide ScC75AIl a été introduit dans E. coli ET12567/pUZ8002 et
transféré a S. lividans par conjugaison. Les exconjugants ont été sélectionnés en
présence d’apramycine. Ainsi, seuls les exconjugants ayant intégré la cassette de
dislocation dans leur génome ont pu croitre. Les colonies ont ensuite été
repiquées sur milieu apramycine et apramycine/kanamycine. Les exconjugants
résistants a I’apramycine (apraR) et sensibles & la kanamycine (kanaS) ont été
retenus, excluant de cette fagon les événements de simple recombinaison
homologue.

Pour confirmer la dislocation d’axeA, 1’ADN chromosomique des
exconjugants apraR/kanaS a été isolé et la région voisine du géne axeA a été
amplifiée par PCR a I’aide des amorces C75ver-5 et C75ver-3. Les amorces ont
été construites afin qu’elles s’hybrident a environ 150 pbs en amont et en aval de
la région de recombinaison. Les longueurs de fragments attendues sont de 1701
pbs pour la souche ayant intégré la cassette de dislocation et de 1333 pbs pour
Pamplification du géne axeA. Les produits de PCR ont été analysés par
électrophorése sur gel d’agarose 0,7 % (p/v). Les quatre exconjugants analysés
ont présenté une bande a 1701 pbs, démontrant le remplacement du géne axeA par
la cassette de dislocation (figure 20).

Le produit de PCR de 1701 pbs a été séquencé en utilisant les amorces
C75ver-5 et C75ver-3. Le résultat a démontré que le géne axeA a bien été
disloqué précisément en laissant les codons ATG et TGA (figure 21). Entre ces

deux codons, la séquence compléte de la cassette de dislocation était présente.
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Figure 20. Analyse par €lectrophorése sur gel d’agarose 0,7 % (p/v) des produits
de PCR obtenus pour I’ADN chromosomique de quatre exconjugants
apraR/kanaS amplifiés a I’aide des amorces C75ver-5 et C75ver-3. (1) Marqueur
de poids moléculaires et (2-5) produits de PCR.
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tcgtgctatg
atacgaatgg
ttaccccegg
ccectegaag
gggtccggga
agcecgttcga
tctgacacat
tgecctttgceg
tgcceetgece
ctcgatgggc
gctgcatctt
actgcaccat
aatgaccact
gaagagcctt
tcecgectececg
ccgttgatct
cgctegecag
tattctctag
gagcccggac
acctteggte
gccgcccgaa

atcgccgtga
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Figure 21. Séquence du produit de PCR de 1701 pbs obtenu par I’amplification
de la région de recombinaison chromosomique. Le codon de départ du géne axeA
est indiqué en vert et le codon de terminaison en rouge. La zone grise correspond
a la séquence de la cassette de dislocation et les régions d’hybridation des
amorces C75ver-5 et C75ver-3 sont soulignées.
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3.2 Construction des librairies de mutants AxeA,,

3.2.1 Sites de mutations

Le choix des sites de mutations a été basé sur un alignement de séquences
protéiques de divers membres de la famille 4 des carbohydrates estérases (CE4)
(figure 22). Les résidus visés se devaient d’étre non-conservés parmi les CE4,
afin d’éviter de modifier des résidus essentiels a I’activité de déacétylation. Ainsi,

les sites Ser16-Gly17-Ser18 et Ser63-Tyr64-Thr65 ont été retenus.

3.2.2 Mutagenése

Le geéne codant pour I’AxeA, a ét¢ muté par PCR a I’aide d’amorces
dégénérées. Un premier PCR a été effectué en combinant les amorces internes
(SGS-VS5, SGS-V3, SGS-YS5, SGS-Y3, SYT-VS, SYT-V3, SYT-Y5 et SYT-Y3)
et externes (CD202 et CD201), générant deux portions de geénes (5’ et 3’). Les
produits de PCR ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose 2 % (p/v)
(figure 23). Les longueurs de fragments attendus étaient de 567 pbs et 205 pbs
pour le site SGS, ainsi que de 426 pbs et 346 pbs pour le site SYT. Les bandes
correspondantes ont été découpées et purifiées avec la trousse QIAquick (Qiagen),
pour étre ensuite utilisées dans un deuxiéme PCR.

Les fragments de 567 pbs et 205 pbs ont été combinés, ainsi que les
fragments de 426 pbs et 346 pbs. Dans un deuxieme PCR, les mélanges de
fragments ont été amplifiés a I’aide des amorces externes CD201 et CD202, pour
ainsi reconstituer la séquence compléte du géne. Comme précédemment, les
produits de PCR ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose 2% (p/v)
(figure 24). Des fragments de longeurs correspondant a I’axeA, (733 pbs) ont été
observés pour I’ensemble des réactions. Les fragments de 733 pbs ont été
découpés et purifiés comme précédemment. Quatre librairies ont donc été

obtenues, soit SGS-V, SGS-Y, SYT-V et SYT-Y.



AxeA
PdaA
CDA1l
CDA2
CDA3

AxeA
PdaA
CDAl
CDA2
CDA3

AxeA
PdaA
CDAl
CDA2
CDA3

AxeA
PdaA
CDAl
CDhA2
CDA3

VGLTFDDG-PSGSTQSLLNALRQNGLRATMFNQG- - - - - QYAAQN
IYLTFDNGYENGYTPKVLDVLKKHRVTGTFFVTG- - - - - HFVKDQ
VALTYDDG-PFTFTPQLLDILKQNDVRATFFVNGNNWANI EAGSN
LSQTFDDG-PAPATEALLKKLRQ- - -RTTFFVLG- - - - - INTVNY
WGLTYDDG-PNCSHNAFYDYLQEQKLKASMFYIG----- SNVVDW

PSLVRAQVDAGMWVANHSYTHPHMTQLGQAQMDSEISRTQQAIAG
PQLIKRXSDEGHIIGNHSFHHPDLTTKTADQIQDELDSVNEEVYK
PDTIRRMRADGHLVGSHTYAHPDLNTLSSADRISQMRHVEEATRR
PDIYEHILERGHLIGTHITWSHEFLPSLSNEEIVAQIEWSIWAMNA
PYGAMRGVVDGHHIASHTWSHPOQMTTKTNQEVLAEFYYTQKAIKL

AGG-GTPKLFRPPYGETNATLRSVEAKYGLTEVIWDVDSQDWN - -
ITGKODNLYLRPPRGVFSEYVLKETKRLGYQTVFWSVAFVDWKIN
IDG-FAPKYMRAPYLSCDAGCQGDLGGLGYHI IDTNLDTKDYENN
TGK-HFPKYFRPPYGAIDNRVRAIVKQFGLTVVLWDLDTFDWKLI
ATG-LTPRYWRPPYGDIDDRVRWIASQLGLTVVLWDLDTFDWKLI

—————— NASTDAIVQAVSRLG- - - -NGQ—VILMHDWPANTLAATIP
NQKGKKYAYDHXIKQAHPGA--------- IYLLHTVSRDNAEALD
KPETTHLSAEKFNNELSADV- - - -GANSYIVLSHDVHEQTVVSLT
TN-DDFRTEEEILMDINTWK- - - -GKRKGLILEHDG-ARRTVEVA
VITTTVEAVEQSYSDYIAMGTNGTFANSGNIVLTHEINTTMSLAVE
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126
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160
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173

Figure 22. Alignement de séquences protéiques partielles de différents membres
de la famille 4 des carbohydrates estérases; acétyle xylane estérase de
Streptomyces lividans (AxeA), peptidoglycan déacétylase de Bacillus subtilis
(PdaA), chitine déacétylase de Colletotrichum lindemuthianum (CDA1), chitine
déacétylase 2 de Saccharomyces cerevisiae (CDA2) et chitine déacétylase de
Mucor rouxii (CDA3). Le site de mutations SGS est surligné en vert et le site
SYT en bleu.
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Figure 23. Analyse du premier PCR par électrophorése sur gel d’agarose 2 %
(p/v). (1) Marqueur de poids moléculaire, (2) SGS-V 5°, (3) SGS-V 3’, (4) SGS-
Y 5’,(5) SGS-Y 3°, (6) SYT-V 5°, (7) SYT-V 3°, (8) SYT-Y 5’ et (9) SYT-Y3".
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Figure 24. Analyse du deuxieme PCR par électrophorése sur gel d’agarose 2 %
(p/v). (1) Marqueur de poids moléculaire, (2) SGS-V, (3) SGS-Y, (4) S SYT-V et
(5) SYT-Y.
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3.2.3 Clonage

Les librairies de génes mutés et le plasmide pIAF844 ont été digérés avec
les enzymes de restriction EcoRI et Sacl. Les produits de digestion ont subit une
électrophorése sur gel d’agarose. Les bandes correspondant au plasmide linéarisé
et aux genes axeA, mutés ont été découpées et purifiées a ’aide de la trousse
QIAquick (Qiagen). Les genes ont été ligués au plasmide et le tout a été introduit

dans la souche d’E. coli BL21/pREP4 par électro-transformation.

3.2.4 Séquencage

Pour confirmer lefficacité de la méthode de mutagenése, I’ADN
plasmidique de neuf clones a été isolé et purifié, pour ensuite étre séquencé a
I’aide des amorces universelles M13rev et M13for. L’analyse des séquences
nucléotidiques a permis de confirmer que les neufs clones comportaient des

mutations aux trois positions visées (figure 25).
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Site SGS Site SYT

Séquence native TQ SLLNALRQNG

Q SLLNALRQNG
Q SLLNALRQNG
I'Q SLLNALRQNG
'Q SLLNALRQNG
&Q SLLNALRQNG
'Q SLLNALRQNG
'Q SLLNALRQNG
I'Q SLLNALRQNG
T'Q SLLNALRQNG

Séquences mutées <

Figure 25. Séquences partielles de neuf clones provenant des librairies SGS-V,
SGS-Y et SYT-V
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3.3 Expression protéique

L’efficacité d’expression de I’AxeA, a été évaluée chez deux souches
bactériennes, soit S. lividans IAF45 et E. coli BL21/pREP4. Le vecteur
d’expression pIAF935 a été utilisé pour S. lividans. Chez E. coli, les vecteurs
pIAF843 et pIAF844 ont été testés, comportant respectivement la séquence codant
pour le peptide signal de I’AxeA et celui de OmpA. L’expression de I’AxeAy a
été évaluée pour des cultures en Erlenmeyer et en microplaques. Les fractions
protéiques intracellulaire soluble, intracellulaire insoluble et extracellulaire ont été
analysées pour les cultures en Erlenmeyer. Seule la fraction extracellulaire des

cultures en microplaques a été analysée.
3.3.1 Profil d’expression de S. lividans

Pour les cultures en Erlenmeyer et en microplaque, il a été possible
d’observer 1’AxeA; sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) coloré au bleu de
Coomassie. Dans la fraction extracellulaire, I’enzyme était visible a 23 kDa
(figures 26A et 27A). Bien que le poids théorique de I’enzyme soit de 21 kDa,
I’'immunobuvardage de type Western a confirmé que cette bande correspondait
bien a I’ AxeAq (figures 26B et 27B). Dans la culture en Erlenmeyer, I’enzyme a
été sécrétée de facon pratiquement pure. La fraction extracellulaire des cultures
en microplaques ne possédait pas le méme niveau de pureté. En effet, d’autres
bandes étaient visibles sur le SDS-PAGE, dont une de forte intensité & environ 17
kDa. Dans les deux types de cultures, des bandes de poids inférieur & I’ AxeA,; ont
pu étre observés par immunobuvardage. Les anticorps anti-AxeA ont aussi révélé
la présence de I’enzyme dans la fraction intracellulaire soluble de la culture en
Erlenmeyer, mais en trop faible quantité pour &tre visible sur le SDS-PAGE.
Aucune bande de poids supérieur, pouvant correspondre au précurseur (25 kDa),
n’a été détectée. Aucune forme de la protéine AxeA n’a été détectée chez les
souches sans plasmide (IAF45) et avec plasmide sans insert axeAy

(IAF45/pIAF550) (figures 26 et 27).
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Figure 26. Analyse des différentes fractions protéiques de S. lividans cultivée en
Erlenmeyer. Les échantillons contenaient environ 2 pg de protéines pour le SDS-
PAGE (A) et 0,2 pg pour I'immunobuvardage de type Western (B). (1) Marqueur
de poids moléculaires; (2) IAF45 intracellulaire soluble; (3) IAF45 intracellulaire
insoluble; (4) IAF45 extracellulaire; (5) IAF45/pIAF550 intracellulaire soluble;
(6) IAF45/pIAF550 intracellulaire insoluble; (7) IAF45/pIAF550 extracellulaire;
(8) marqueur de poids moléculaires; (9) IAF45/pIAF935 intracellulaire soluble;
(10) IAF45/pIAF935  intracellulaire insoluble; (11) IAF45/pIAF935
extracellulaire. La fleche indique I’ AxeA,.
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Figure 27. Analyse de la fraction extracellulaire de S. lividans cultivée en
microplaque. Un volume de 15 pL de surnageant de culture a été utilisé pour le
SDS-PAGE (A) et 5 pL pour I'immunobuvardage de type Western (B). (1)
marqueur de poids moléculaires, (2) IAF45/pIAF550 et (3) IAF45/pIAF935. La

fleche indique I’ AxeA,.
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3.3.2 Profil d’expression d’axeA,, chez E. coli

Tout comme pour S. lividans, les fractions protéiques ont été analysées par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) coloré au bleu de
Coomassie et par immunobuvardage de type Western. L’AxeA, a pu étre
observée a environ 23 kDA dans chacune des fractions, pour les souches
BL21/pREP4/pIAF843 et BL21/pREP4/plAF844 (figures 28 et 29). Dans les
fractions intracellulaires insolubles, le précurseur de 1’ AxeA, a été observé a 28
kDa et 25 kDa. L’identité des bandes a été confirmée par immunobuvardage de
type Western. Aucune différence d’expression n’a été notée entre les cultures en

Erlenmeyer et en microplaque.
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Figure 28. Analyse des différentes fractions protéiques de E. coli cultivée en
Erlenmeyer. Les échantillons contenaient environ 5 pg de protéines pour le SDS-
PAGE (A) et 100 ng pour I’immunobuvardage de type Western (B). (1)
BL21/pREP4 intracellulaire soluble; (2) BL21/pREP4 intracellulaire insoluble;
(3) BL21/pREP4 extracellulaire; (4) BL21/pREP4/pIAF841B intracellulaire
soluble; (5) BL2I/pREP4/plAF841B intracellulaire  insoluble; (6)
BL21/pREP4/pIAF841B extracellulaire; (7) marqueur de poids moléculaire; (8)
BL21/pREP4/pIAF843 intracellulaire soluble; (9) BL21/pREP4/pIAF843
intracellulaire insoluble; (10) BL21/pREP4/pIAF843 extracellulaire; (11)
BL21/pREP4/pIAF844 intracellulaire soluble; (12) BL21/pREP4/pIAF844
intracellulaire insoluble; (13) BL21/pREP4/pIAF844 extracellulaire. L’AxeA,
mature est indiquée par une fléche noire, le précurseur provenant du plasmide
pIAF843 par une fleche rouge et le précurseur provenant du plasmide pIAF844
par une fléche bleu.
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Figure 29. Analyse de la fraction extracellulaire de E. coli cultivée en
microplaque. Un volume de 15 pL de surnageant de culture a été utilisé pour le
SDS-PAGE (A) et 5 uL pour 'immunobuvardage de type Western (B). (1)
marqueur de poids moléculaire, (2) BL21/pREP4/pIAF841 et 3
BL21/pREP4/pIAF844. L’AxeA, mature est indiquée par une fléche noire.
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3.4 Détection de Pactivité de déacétylation

3.4.1 Essais sur Pétri

Les essais de criblage sur Pétri ont été effectués avec les souches d’E. coli
et de S. lividans, en utilisant trois substrats : la glycol chitine (acétylée a 80 %), le
p-nitrophényl acétate (pNPA) et le 4-méthylumbelliféryl acétate (MUA). La
glycol chitine a tout d’abord été utilisée pour visualiser I’activité de déacétylation
chez S. lividans 10-164. Le substrat a été incorporé dans un milieu Stewart avec
et sans chlorure de cobalt (CoCl;). Suite a une incubation d’environ 64 heures a
34 °C, les géloses ont été colorées au Rouge Congo (figure 30). Quatre souches
ont été comparées, soit 10-164/pIAFC109, 10-164/pIAF933, 10-164/pIAF934 et
10-164/pIA935. Sur le milieu sans CoCl,, les quatre souches ont présenté des
zones de couleur rouge foncé, indépendamment de la production d’AxeA. La
grandeur des zones semblait variée en fonction de la croissance des colonies.
Pour le milieu avec CoCl,, des résultats semblables ont été obtenus, mais avec des
zones plus petites pour les souches 10-164/pIAF934 et 10-164/pIAF935. Ainsi,
les milieux Stewart contenant de la glycol chitine, colorés au Rouge Congo, n’ont
pas permis de distinguer les souches productrices d’AxeA des souches non-

productrices.

Le pNPA et le MUA ont été pulvérisés sur le milieu de culture aprés
croissance des bactéries. Lorsque déacétylés, le pNPA devient jaune et le MUA
fluoresce sous les UV. Aucune coloration jaune n’a pu étre détectée avec le
pNPA, pour E. coli et S. lividans. Avec le MUA, une fluorescence a été observée
pour I’ensemble des souches testées. La souche d’E. coli BL21/pREP4 a présenté
une fluorescence comparable celle de la souche BL21/pREP4/pIAF843 qui sur-
exprimait I’ AxeAy (figure 31). Chez S. lividans, des différences au niveau de la
grandeur de la zone fluorescente ont pu étre observées (figure 32). Encore une
fois, les zones variaient en grandeur selon la croissance des colonies. La souche

IAF45, n’exprimant pas I’AxeA, comportait des zones comparables a celles des
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souches 10-164/pIAF934 et 10-164/pIAF935. La présence de CoCl, n’a pas
semblé avoir de I’influence sur I’intensité de la fluorescence ou la grandeur des

Zones.
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Figure 30. Essais sur milieu Stewart/glycol chitine effectués avec les souches de

S. lividans 10-164/pIAFC109, 10-164/pIAF933,

164/pIAF935; en présence (A) et en absence (B) de CoCl,.

10-164/pIAF934 et

10-
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Figure 31. Essais effectués sur milieu 2xTY agar avec les souches d’E. coli
BL21/pREP4 (A) et BL21/pREP4/pIAF843 (B). Une solution de pNPA a été
pulvérisée sur le Pétri aprés croissance bactérienne.
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10-164/pIAF935 10-164/pIAF935

Figure 32. Essais sur milieu Stewart effectués avec les souches de S. lividans
IAF45, 10-164/pIAF934 et 10-164/pIAF935. Une solution de MUA a été
pulvérisée sur les plaques de Pétri aprés croissance bactérienne. Milieux avec (A)
et sans CoCl; (B).
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3.4.2 Criblage en solution avec le pNPA

Des essais enzymatiques ont été effectués avec les fractions protéiques,
intracellulaire soluble, intracellulaire insoluble et extracellulaire, provenant des
souches d’E. coli BL21/pREP4, BL21/pREP4/pIAF843 et BL21/pREP4/plAF844.
Les essais, effectués en duplicata, ont été conduits a 55 °C, I’absorbance (405 nm)
a été prise au temps z€ro et aprés 30 minutes d’incubation. Une augmentation de
Pabsorbance a été observée pour les trois souches et pour les trois fractions
(figure 33). Malgré le fait que la souche B121/pREP4 ne produise pas d’ AxeA,
des résultats comparables aux souches BL21/pREP4/pIAF843 et
BL21/pREP4/pIAF844 ont été obtenus.
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Figure 33. Augmentation d’absorbance lors d’essais enzymatiques utilisant le
pNPA comme substrat, pour les différentes fractions cellulaires d’E. coli
BL21/pREP4, BL21/pREP4/pIAF843 et BL21/pREP4/pIAF844.
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3.4.3 Essais enzymatiques avec des oligomeéres de chitine

En premier lieu, des essais ont été effectués avec I’AxeA, pure, afin de
connaitre le niveau d’activité de I’enzyme envers des oligoméres de chitosan.
Deux oligomeres ont été testés, soit un de degré de polymérisation moyen (DPM)
égal 2 6,4 et un de 7,4. Les deux oligoméres possédaient un degré d’acétylation
de 20 %. Les essais enzymatiques ont été effectués dans un tampon Tris-HCI 25
mM pH 7,5 en présence de CoCl, 5 mM. Le mélange réactionnel a été incubé
durant 24 heures a 50 °C. Ensuite, la quantité d’acide acétique libéré par la
réaction enzymatique a été mesurée a ’aide de la trousse K-ACET de Megazyme.
Les essais ont été effectués en triplicata et les réactions de quantification en
duplicata. Des résultats semblables ont été obtenus pour les deux substrats
(tableau 10).

Afin de vérifier que ce type d’essai était applicable au criblage, des tests
ont été effectués avec les fractions protéiques extracellulaires des souches d’E.
coli BL21/pREP4/pIAF841B et BL21/pREP4/pIAF844. Le mélange réactionnel
contenait la fraction protéique, du tampon Tris-HCl, du CoCl,, et les oligoméres
de chitosan DPM 7,4. Comme avec ’enzyme pure, les échantillons ont été
incubés durant 24 heures a 50 °C. La quantité d’acide acétique a été mesurée
comme précédemment. L’acide acétique produit durant la croissance bactérienne
a été soustrait a I’acide acétique total, pour ne considérer que I’acide acétique issu
de la réaction de déacétylation. De plus, ’acide acétique ne résultant pas de
Paction de T'AxeAy a été soustrait grice a la souche témoin
BL21/pREP4/pIAF841B qui ne produit pas d’AxeA,. De cette facon, lors de
deux expériences différentes, la présence de 0,772 mM et 1,14 mM d’acide
acétique a été attribuée a la déacétylation d’oligomeéres de chitosan par I’ AxeAy

contenue dans la fraction extracellulaire de BL21/pREP4/pIAF844.
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Tableau 10. Quantité d’acide acétique libérée par I’AxeA, (10 ug/ml) lors
d’essais enzymatiques utilisant comme substrats les oligoméres de chitosan DPM
6,4 et DPM 7,4.

Oligomeres Acide acétique (mM)

DPM 6,4 1,593 + 0,129

DPM 7.4 1,630 + 0,124
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3.5 Stratégie de criblage

Suite a différents essais, une stratégie de criblage a été mise au point
(figure 34). La librairie a ét¢ clonée dans E. coli BL21/pREP4 et les
transformants ont ét€ sélectionnés sur Pétri, 4 'aide d’ampicilline. Pour
I’expression protéique, les clones obtenus ont été repiqués en milieu liquide, dans
une microplaque de 96 puits. Les surnageants de cultures ont ensuite été recueillis
par centrifugation, pour étre analysés dans une étape de pré-criblage. Finalement,
les surnageants contenant I’AxeA; ont été testés pour leur capacité a déacétyler

des oligomeéres de chitosan.
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Figure 34. Stratégie de criblage.
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3.5.1 Pré-criblage

L’étape de pré-criblage avait comme fonction de réduire le nombre de
clones a cribler en permettant de sélectionner les surnageants contenant I’ AxeAy.
Le surnageant des différents clones a ét€ analysé par immunobuvardage de type
Western, grice a I’appareil Slot blot de Biorad. Cet appareil a permis de déposer
directement des surnageants de culture sur une membrane de nitrocellulose. De
cette fagon, les surnageants de 89 clones provenant de la librairie SYT-V ont été
analysés. Cette méthode a permis de visualiser la présence ou 1’absence d’ AxeA,
dans les surnageants de cultures (figure 35). Il a été possible de distinguer des
bandes de différentes intensités. Des témoins positifs (BL21/pREP4/pIAF844) et
négatifs (BL21/pREP4/pIAF841) ont aussi été analysés. L’AxeA, a été détectée

chez environ 75 % des clones.
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Figure 35. Analyse des surnageants de culture de clones de la librairie SYT-V par
immunobuvardage. (Al et HI12) milieu de culture, (Bl et C1)
BL21/pREP4/plAF844, (A2-C2) BL21/pREP4/pIAF841B et (autres puits) clones

SYT-V.
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3.5.2 Criblage de Pactivité enzymatique de I’AxeA,

Les surnageants contenant 1’AxeA, ont été analysés dans I’étape de
criblage. Cette étape consistait en un essai enzymatique effectué en microplaque
96 puits, avec des oligomeres de chitosan (20 % acétylés) de DPM 7,4. Ainsi,
aprés 24 heures d’incubation, la quantité d’acide acétique libérée par la réaction
de déacétylation a été mesurée a I’aide de la trousse K-ACET (Megazyme). Le
dosage de P’acide acétique a aussi été effectué en microplaques a 96 puits. Les
lectures d’absorbance ont tous ét€ faites gridce a un spectrophotométre a
microplaques. Pour chaque échantillon, un témoin a été préparé afin de soustraire
I’acide acétique produit durant la croissance bactérienne. Ces témoins ont été
préparés comme les échantillons, mais ne contenaient pas de substrats. Dfi au
grand nombre d’échantillons a traiter, aucun duplicata n’a été effectué. Ainsi, 32
clones provenant de la librairie SYT-V ont été analysés et comparés a
BL21/pREP4/pIAF844 (figure 36). Environ 80 % des clones testés étaient actifs

envers les oligomeres de chitosan. Les quantités d’acide acétique libéré variaient

grandement parmi les clones.
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Figure 36. Quantité d’acide acétique libéré par les différentes réactions de
déacétylation; (AxeA) enzyme pure en bleu (10ug/ml), (T#1 et T#2) surnageant
de culture de BL21/pREP4/pIAF844 en rouge, (A3-H11) surnageant des clones en
vert.
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3.6 Dosage de I’acide acétique par HPLC

Pour trouver une alternative a la trousse K-ACET (Megazyme), des essais
ont été effectués pour doser I’acide acétique par HPLC. Cette méthode a déja été
utilisée par Dupont et al. (1996) pour la caractérisation de I’AxeA. Comme décrit
précédemment, les surnageants de culture des souches d’E. coli
BL21/pREP4/pIAF841B et BL21/pREP4/pIAF844 ont été utilisés dans un essai
enzymatique avec des oligoméres de chitosan. Des témoins, dans lesquels il n’y
avait pas de substrat, ont été effectués simultanément. Aprés incubation, le
mélange réactionnel a été précipité a l’aide d’acétonitrile pour nettoyer
I’échantillon, puis injecté sur la colonne. Plusieurs pics ont été observés entre 6 et
20 minutes de rétention, pour les deux échantillons (figure 37). L’acide acétique
apparaissait aprés un temps de rétention d’environ 16 minutes. Un pic d’acide
acétique de plus forte intensité a été détecté pour ’essai enzymatique avec le
surnageant de BL21/pREP4/pIAF844. Cependant, la quantification de 1’acide
acétique était difficile, car le chromatogramme n’offrait pas une bonne résolution.
En effet, le pic de I’acide acétique était chevauché par deux autres pics. La
quantité d’acide acétique libérée par la réaction enzymatique ne pouvait donc étre

mesurée précisément.
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Figure 37. Chromatogrammes obtenus pour les essais enzymatiques effectués
avec le surnageants de culture des souches BL21/pREP4/pIAF841 (A) et

BL21/pREP4/pIAF844 (B).
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4.1 Dislocation du gene axeA

Dans le but d’adapter une souche de S. lividans a la production de ' AxeA,
et ses formes mutées, le géne chromosomique codant pour I’ AxeA a été délété.
Pour ce faire, la méthode de dislocation génétique dirigée par PCR, mise au point
par Gust ez al. (2003), a été utilisée. Cette derniére méthode est beaucoup plus
efficace que celles utilisées auparavant chez les Streptomyces (Kieser et al.,
2000). Elle permet la délétion compléte d’un géne par une double recombinaison
homologue entre une cassette de dislocation et I’ ADN chromosomique, et ce, sans
créer d’effet polaire. La dislocation génétique dirigée par PCR permet donc
d’obtenir une souche mutante stable. Cette méthode a été utilisée avec succés
dans de nombreuses autres études (Li et al., 2006; Kim et al., 2005; Aigle et al.,
2005; Derouaux et al., 2004, Brekasis et Paget, 2003). La délétion du geéne axeA
a ét¢ confirmée en séquencant la région chromosomique comprise entre les
régions de recombinaison. La séquence obtenue montrait la présence de la
cassette de dislocation, située entre les codons de départ et d’arrét du géne axeA.
La souche S. lividans IAF45 a ainsi été obtenue.

En utilisant la souche IAF45 pour la production de 1’AxeAtr, il est
possible d’obtenir une fraction protéique extracellulaire sans traces de 1’AxeA
native. Ainsi, le processus de purification est simplifié€ et les tests d’activité ne
sont pas faussés. Il est toutefois possible que d’autres enzymes ayant une activité
comparable a I’AxeA soient présentes dans le milieu extracellulaire. En effet,
Streptomyces coelicolor (un trés proche parent de S. lividans) posséde, en plus de

I’AxeA, dix protéines présomptives classées dans la famille 4 des carbohydrates

estérases (CE4) (Coutinho et Henrissat, 2002; http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/)

4.2 Construction des librairies

La construction de librairies d’axeA, mutées s’inscrivait dans le cadre
d’une étude d’évolution dirigée visant 4 accroitre I'activité de déacétylation de

I’enzyme envers des oligomeéres de chitosan. Les librairies ont été obtenues en
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mutant a saturation des régions précises du géne. Par cette méthode, des librairies
comportant I’ensemble des mutations possibles & une position donnée d’un géne
peuvent étre créées. La mutagenése par saturation de site permet d’introduire des
acides aminés nécessitant la substitution de plusieurs bases a I'intérieur d’un
méme codon, impossible & obtenir par les méthodes de mutagenése aléatoire,
comme le error-prone PCR (epPCR). En effet, cette derniére méthode ne permet
généralement d’introduire que 2 a 3 mutations par géne, ce qui limite les
possibilités de substitutions a environ 6 acides aminés (Patrick et al., 2003;
Miyazaki et Arnold, 1999). La mutagenése par saturation de site permet

d’explorer de facon approfondie la séquence d’un géne (Zheng et al., 2004).

4.2.1 Choix des sites de mutations

Au moment ou les librairies ont été construites, les acides aminés
impliqués dans I’interaction avec le substrat et dans ’activité catalytique n’étaient
pas connus. Le choix des sites de mutations a donc été effectué de facon semi-
rationnelle, basé sur un alignement de séquences protéiques. L’alignement
comprenait les séquences de la peptidoglycan déacétylase de Bacillus subtilis, de
la chitine déacétylase de Colletotrichum lindemuthianum, de la chitine déacétylase
2 de Saccharomyces cerevisiae et de la chitine déacétylase de Mucor rouxii, tous
membres de la famille des CE4 (Coutinho et Henrissat, 2002; http://afmb.cnrs-
mrs.fr/CAZY/). Selon une approche conservative, les sites de mutations ne

devaient pas contenir d’acides aminés hautement conservés parmi la famille des

CE4, pouvant potentiellement étre essentiels & 1’activité catalytique ou au bon
repliement de ’enzyme. Ainsi, deux sites ont été sélectionnés, soit les sites

Ser16-Gly17-Ser18 (SGS) et Ser63-Tyr64-Thr65 (SYT).

Dans une étude portant sur la PdaA de Bacillus subtilis, il a été démontré
que les acides aminés interagissant avec le GIcNAc étaient hautement conservés
parmi les membres de la famille des CE4 (Blair et van Aalten, 2004). 1l a aussi

été démontré par Blair et al. (2005) que la PdgA de Streptococcus pneumoniae
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était une métalloenzyme liguant I’ion métallique grice a une triade His-His-Asp.
Cette triade est a proximité d’une histidine et d’un acide aspartique identifiés
respectivement comme acide et base catalytiques. Parce que tous ces résidus sont
conservés parmi les CE4, les données recueillies pour la PdgA pourraient aussi
s’appliquer a2 I’AxeA. Le site SGS se situe immédiatement aprés deux acides
aspartiques (Aspl2 et Aspl3), identifiés respectivement comme base catalytique
et ligand de I’ion métallique (Blair et al., 2005; Taylor et al., 2006). Pour sa part,
le site SYT est compris entre deux histidines (His62 et His66) faisant partie de la
triade qui interagit avec I’ion métallique (Taylor et al., 2006).

Selon des études d’ingénierie protéique rationnelle, les substitutions
d’acides aminés a proximité du site de fixation au substrat seraient propices a
modifier les propriétés d’une enzyme, telles la spécificité, ’activité et la
thermostabilité (Cedrone et al., 2000; el Hawrani et al., 1994; Morley et
Kazlauskas, 2005). Des études d’évolution dirigée ont aussi montré que des
mutations éloignées du site actif pouvaient modifier efficacement la spécificité
d’une enzyme (Zhang et al., 1997; Yano et al., 1998; Reetz, 2004). Pour accroitre
’activité catalytique, il semblerait que les mutations distantes sont aussi efficaces
que celles a proximité du site actif. Pour ce qui est de la spécificité envers le
substrat, les mutations prés du site actif seraient plus efficaces que celles
éloignées (Morley et Kazlauskas, 2005). Par leur position respective, les deux
sites de mutations sélectionnés pourraient donc modifier I’activité catalytique et la

spécificité de I’ AxeAy.

4.2.2 Méthode de mutagenése

Les mutations ont ét€ introduites a 1’aide d’amorces comportant des
séquences dégénérées VNN et NNY (N=A/T/G/C, V=A/G/C et Y=T/C). Les
amorces VNN et NNY permettaient respectivement I’introduction de 48 et 32
codons différents a une position donnée. Ceci se traduisait par une possibilité de
16 acides aminés pour les amorces VNN et 15 pour les amorces NNY. En

limitant I’introduction de thymine a la position un du codon (amorces VNN), ainsi
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que I’introduction d’adénine et de guanine a la position trois (amorces NNY),
aucun codon d’arrét ne pouvait étre introduit.

Des séquences NNN, NNB ou NNK (B=G/T/C et K=G/T) auraient aussi
pu étre utilisées. La séquence NNN permet I’introduction des 64 codons, incluant
les trois codons d’arrét. Avec une séquence NNB, 48 codons et 20 acides aminés
peuvent étre insérés. Une séquence NNK permet aussi d’introduire les 20 acides
aminés, mais avec une possibilit¢ de 32 codons. Pour ces deux derniéres
séquences, un codon d’arrét peut étre introduit. La séquence NNK est la plus
couramment utilisée dans les expériences de mutageneses (Miyazaki et Arnold,
1999; Horsman et al., 2003; Kretz et al., 2004; Zheng et al., 2004; Parikh et
Matsumura, 2005). Ceci peut s’expliquer par le fait que cette s€quence permet
d’obtenir le meilleur compromis entre le nombre de codons, le nombre d’acides

aminés et le nombre de codons d’arrét.

Pour I’obtention des différentes librairies, 1’élongation par chevauchement
a été utilisée. Cette technique de PCR nécessitait 1’utilisation de deux amorces
externes, ainsi que deux amorces internes complémentaires portant les séquences
dégénérées. L’introduction des mutations s’effectuait a ’aide de deux réactions
d’amplifications par PCR. Une multitude d’autres méthodes permettent
d’introduire des mutations a I’aide d’amorces dégénérées (Neylon, 2004). Parmi
les différentes méthodes, la mutagenese par amplification plasmidique semble étre
la plus simple et la plus rapide. La méthode de base consiste a amplifier un
vecteur double brin comprenant 'insert d’intérét, a I’aide de deux amorces
complémentaires portant les mutations. Le vecteur matrice non muté est ensuite
éliminé par digestion avec l’endonucléase Dpnl. Les vecteurs contenant les
mutations peuvent alors étre introduits directement dans la souche d’expression
(Kretz et al., 2004). La mutagenese par amplification plasmidique est
commercialisée sous le nom de QuickChange System par Stratagene et est vendue

sous forme de trousse.
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En comparant les différentes approches décrites dans la littérature, la plus
efficace semble étre la méthode de mutageneése par amplification plasmidique
combinée a I’utilisation d’amorces de types NNK. Malgré ce fait, 1’approche
préconisée dans la présente étude a tout de méme permis d’obtenir quatre

librairies.

4.2.3 Caractéristiques des librairies

Les librairies SGS-V et SYT-V ont été obtenues avec les amorces
dégénérées de type VNN. Trois codons ont été mutés simultanément, ce qui
pouvait potentiellement créer 110592 séquences nucléotidiques différentes et
4096 combinaisons de trois acides aminés. La probabilité d’introduction de
chaque acide aminé était variable, allant de 1/48 a 6/48. Quatre acides aminés
n’étaient pas représentés parmi les 48 codons, soit la phénylalanine, la tyrosine, la
cystéine et le tryptophane. Ces deux librairies étaient biaisées au niveau de la
variation des acides aminés, car ils n’avaient pas tous la méme probabilité d’étre
introduits.

Les librairies SGS-Y et SYT-Y découlaient des amorces NNY. Le
nombre de possibilités de séquences était inférieur aux librairies SGS-V et SYT-
V, soit de 32768. Parmi les 32 codons pouvant étre introduits a chacune des trois
positions, le tryptophane, la glutamine, la méthionine, la lysine et 1’acide
glutamique n’étaient pas représentés. Ainsi, 3375 combinaisons d’acides aminés
pouvaient étre générées. Les probabilités d’introduction des différents acides
aminés étaient de 2/32, a I’exception de la sérine pour qui elle était de 4/32. Les
librairies SGS-Y et SYT-Y n’ont donc qu’un léger biais au niveau de la variation

des acides aminés.

En comparant les différentes librairies, il apparait que celles obtenues avec
les amorces NNY posseédent les meilleures caractéristiques. Bien que les librairies
SGS-Y et SYT-Y ne permettent d’introduire que 15 acides aminés, leurs

probabilités d’introduction sont pratiquement toutes équivalentes. De plus, elles
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permettent d’obtenir un moins grand nombre de séquences nucléotidiques, ce qui

réduit la quantité de clones a analyser. Seules les librairies SGS-Y et SYT-Y

devraient donc étre criblées.

4.3 Expression protéique

4.3.1 Streptomyces lividans

Les Streptomyces ont été utilisées dans de nombreuses études pour la
production de différentes protéines homologues et hétérologues (Binnie et al.,
1997; Isiegas et al., 1999; Tremblay et al., 2002; Eustaquio et al., 2005). La
quantité de protéines sécrétées peut varier de quelques pg 2 plusieurs g/L,
dépendamment de la nature de la protéine, de la force du promoteur et de la
méthode de culture (Morosoli et al., 1997). Les plus grandes quantités de
protéines sécrétées ayant €té rapportées sont de 3 g/L pour la xylanase A
homologue, et de 300 mg/L pour le récepteur CD4 de cellules T humaines et le
facteur tumoral nécrotique o murin (Bertrand et al., 1989; Fornwald et al., 1993;
Lammertyn et al., 1997).

Dans la présente étude, 596 mg/L et 264 mg/L de protéines ont été sécrétés
respectivement par S. lividans 10-164/pIAF935 et IAF45/plAF935, lorsque
cultivées en fiole Erlenmeyer. L’analyse des fractions protéiques extracellulaires
par SDS-PAGE (coloré au bleu de Coomassie) n’a permis d’observer qu’une
seule bande, correspondant a I’AxeA,. La concentration de I’enzyme dans le
milieu extracellulaire se rapproche donc des concentrations de protéines totales
mesurées. Ce niveau élevé de pureté a été observé dans d’autres études, aussi
bien pour des protéines homologues qu’hétérologues (Bertrand et al., 1989; Ogino
et al., 2004).

L’analyse des différentes fractions protéiques par immunobuvardage a
permis d’observer la forme mature de I’AxeA, dans les fractions intracellulaires
solubles et extracellulaires. En théorie, seul le précurseur de 1’enzyme aurait pu

étre présent dans la fraction intracellulaire soluble. En effet, dans le processus de
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sécrétion, le peptide signal n’est clivé que lors de la translocation (Morosoli et al.,
1997). Ainsi, la forme mature ne peut étre présente dans le milieu intracellulaire.
Les résultats obtenus peuvent s’expliquer par la méthode de lyse utilisée lors de la
préparation des fractions protéiques. Le mycélium a été lavé, puis lysé, ce qui a
permis aux protéines sécrétées encore présentes dans la paroi d’étre incluses dans
la fraction intracellulaire. Par un prétraitement au lysozyme, il aurait été possible
de digérer la paroi et de libérer ainsi ces protéines. Aucune forme mature de
I’enzyme n’aurait alors été détectée dans la fraction intracellulaire soluble.

Les anticorps anti-AxeA ont aussi révélé des bandes de poids inférieures a
I’AxeA dans la fraction extracellulaire, suggérant la présence de protéolyse.
Toutefois, ces bandes n’étaient présentes qu’en faible quantité, n’ayant pas été
détectées sur gel coloré au bleu de Coomassie. L’activité protéolytique
extracellulaire de S. lividans, bien que considérée comme faible, augmente durant
la phase de croissance stationnaire (Binnie e? al., 1997; Isiegas et al., 1999). La
protéolyse aurait pu étre réduite en ajoutant des inhibiteurs de protéases dans le
milieu de culture. Les acides Casamino sont aussi reconnus pour inhiber
efficacement les protéases (Fornwald et al., 1993; Brawner, 1994). La
dégradation de I’AxeA, aurait aussi pu étre évitée en récoltant les protéines avant
la phase de croissance stationnaire. Par contre, une moins grande quantité

d’enzymes aurait alors été récoltée.

Les cultures en microplaques a 96 puits ont permis d’obtenir des résultats
comparables a ceux des cultures en fioles Erlenmeyer. Toutefois, la quantité de
protéines sécrétées était 1égérement inférieure et le milieu extracellulaire contenait
une plus grande variété de protéines. Ces résultats peuvent s’expliquer par des
différences au niveau des conditions de culture.

Premi¢rement, il est possible que 1’oxygénation du milieu ait été moins
efficace en microplaques, considérant que le ratio surface/volume du milieu était
d’environ 1/3, comparativement a 1/1 en fioles Erlenmeyer. Les Streptomyces
étant hautement aérobiques, leur croissance est grandement influencée par la

quantité d’oxygéne dissoute dans le milieu (Shioya et al., 1999; Kieser et
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al.,2000). Ainsi, il est probable que la croissance bactérienne en microplaques ait
été limitée par un manque d’oxygéne, menant 2 une production de protéines
réduite. La forme des puits, le rayon de giration et la vitesse d’agitation sont aussi
des facteurs qui ont pu influencer la productivité.

De plus, le processus d'expression en microplaques différait légérement de
celui en fioles Erlenmeyer. En microplaques, le milien MIl4-xylose était
ensemencé directement avec 8 % (v/v) de pré-culture, plutét qu’avec du
mycélium. De cette facon, des composés provenant de la pré-culture, comme des

déchets, ont pu affecter la croissance bactérienne et 1’expression protéique.

4.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli est I'un des hotes les plus utilisés pour la production de
protéines recombinantes (Choi et Lee, 2004). La grande popularité d’E. coli
s’explique par sa croissance rapide sur des milieux non cofiteux, par sa génétique
bien caractérisée et par le grand nombre de systtmes d’expression disponibles
(Baneyx, 1999). Dans la présente étude, la souche BL21 a été utilisée pour
I'expression du géne axeA,. Cette souche est spécialement adaptée pour la
production de protéines recombinantes, par son activité protéolytique réduite. En
effet, elle posséde une délétion au niveau du géne ompT, qui code pour une
protéase membranaire externe reconnue pour dégrader les protéines hétérologues
(McCarter er al., 2004). La protéase cytoplasmique Lon est aussi absente de la
souche BL21, du fait qu’elle découle d’E. coli B.

Pour la production de I’AxeA;, deux vecteurs d’expression ont été
évalués, soit pIAF843 et pIAF844. Ces deux vecteurs sont identiques, a
Pexception des séquences codant pour le peptide signal (PS). Le plasmide
pIAF843 contient la séquence compléte du géne axeA,, incluant celle du PS natif.
Dans le plasmide pIAF844, la séquence du PS d’axeA a été remplacée par celle
du PS de ompA. OmpA est une protéine membranaire externe présente

naturellement chez E. coli (Chai et Foulds, 1977). La séquence du PS d’ompA a
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souvent été utilisée pour diriger les protéines recombinantes vers le périplasme

(Hytonen et al., 2004; Manosroi et al., 2001; Robbens et al., 1995).

Les deux vecteurs utilisés ont permis la production de I’AxeA,.. L’analyse
des différentes fractions protéiques par imunobuvardage de type Western, a révélé
la présence de I’AxeA dans chacune d’elles. Normalement, E. coli n’excréte par
de protéines dans le milieu extracellulaire, di 4 la présence de la membrane
externe qui est généralement imperméable aux protéines (Rinas et Hoffmann,
2004). La présence d’AxeA dans le milieu de culture pourrait donc s’expliquer
par la lyse des cellules. Cependant, parce que seule la forme mature de I’enzyme
était présente, il est plus probable que les résultats obtenus soient dus a une fuite
du périplasme. En effet, lorsqu’une protéine sécrétée est surproduite, des études
ont démontré qu’il pouvait y avoir libération des protéines périplasmiques dans le
milieu extracellulaire (Georgiou et al., 1988; Tokuyasu et al., 1999). La forme
mature de I’AxeA, était aussi présente dans la fraction intracellulaire soluble, ce
qui indique qu’une certaine portion de I’enzyme demeure dans le périplasme. En
accentuant la perméabilité du périplasme, une plus grande quantité d’enzyme
aurait pu €tre excrétée dans le milieu. Pour ce faire, il existe différentes méthodes
mécaniques, chimiques et enzymatiques (Shokri et al., 2003). La production de
I’AxeAy dans le milieu de culture simplifie le criblage et limite la présence de
protéines homologues (Jonasson et al., 2002).

Dans la fraction intracellulaire insoluble, le précurseur et la forme mature
de I’AxeA, étaient présents. Ce qui indique que I’AxeA, formait
vraisemblablement des corps d’inclusions dans le cytoplasme et le périplasme. La
surproduction de protéines hétérologues chez E. coli méne souvent a la formation
de corps d’inclusion (Baneyx, 1999). Les principaux facteurs influencant la
formation de ces agrégats sont le taux d’expression, la présence de ponts disulfure
et la nature hydrophobique de la séquence peptidique (Swartz, 2001; Jonasson et
al., 2002). Le taux d’expression peut étre facilement réduit en utilisant des
concentrations d’inducteur moins élevées et en abaissant la température

d’incubation. L’utilisation de promoteur moins puissant peut aussi limiter la
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formation de corps d’inclusion. Une autre approche, est de coexprimer des génes
codant pour des chaperonnes moléculaires impliquées dans le repliement des
protéines (Baneyx et Mujacic, 2004). En réduisant la formation de corps

d’inclusion, la quantité d’ AxeA sécrétée aurait du méme coup augmenté.

La quantité totale de protéines excrétées dans le milieu de culture était
d’environ 30 mg/L pour les souches BL21/pREP4/pIAF843 et
BL21/pREP4/pIAF844. Outre I’ AxeAy, il était possible d’observer deux bandes
de fortes intensités sur gel coloré au bleu de Coomassie. Dans la présente étude,
aucune différence notable n’a ét€ observée entre les deux souches utilisées. Par
contre, dans une autre étude utilisant les mémes souches, il a été démontré que le
vecteur pIAF844 permettait I’excrétion de deux fois plus d’AxeA; que pIAF843
(Nisole et al., 2006). II apparait donc que le peptide signal de OmpA est plus
approprié que celui de I’ AxeA pour la production de I’ AxeA chez E. coli. Cette
méme étude a aussi démontré que la plus grande quantité d’ AxeA, dans le milieu
extracellulaire de BL21/pREP4/pIAF844 n’était pas due a une meilleure sécrétion,
mais plutét a une augmentation de la transcription ou de la traduction. Ceci
pourrait s’expliqué par le fait que la séquence nucléotidique codant pour le
peptide signal de OmpA posséde un contenu en G/C (57 %) moins élevé que celle
de I’AxeA (80 %). Des études ont en effet démontré qu’un enrichissement en A/T
dans la séquence suivant le codon d’initiation favorisait la traduction (Hall et al.,

1982; Chen et al., 1994).

4.2.3 Streptomyces lividans versus Escherichia coli

Les deux hétes bactériens testés, soit S. lividans et E. coli, ont permis la
production de I’AxeA;. Toutefois, il existe des différences importantes entre ces
deux souches. Premiérement, S. lividans permet de produire une plus grande
quantit¢ d’enzyme qu’E. coli et de fagon plus pure. Par contre, le temps
d’incubation requis pour I’expression protéique est environ quatre fois plus long

chez §. lividans. Le choix de I’h6te doit donc étre fait en fonction des besoins. E.
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coli est mieux adapté pour le criblage par sa croissance rapide et sa facilité de
manipulation. Par contre, lorsqu’une grande quantité d’enzyme est nécessaire, S.

lividans est alors I’héte de prédilection.

4.4 Détection de D’activité de déacétylation

4.4.1 Essais sur milieu solide

Des essais visant a détecter la déacétylation de différents substrats par
I’ AxeA,s ont été effectués sur des milieux nutritifs solides en plaques de Pétri. Ce
type d’essais permet un criblage rapide avec généralement peu de manipulations
(Aharoni et al., 2005). La détection de I’activité enzymatique sur milieu solide
peut donc servir d’étape de pré-criblage, permettant d’éliminer les clones sans
activité. Trois substrats ont donc été testés, soit la glycol chitine (acétylée a 80%),

le p-nitrophényle acétate (pNPA) et le 4-méthylumbelliferyle acétate (MUA).

La glycol chitine a été utilisée dans de nombreuses études pour mesurer
Pactivité de déacétylation de différentes enzymes de la famille des CE4, dont
I’AxeA et I’AxeA; (Kafetzopoulos et al., 1993; Tsigos et Bouriotis, 1995;
Martinou et al., 2002; Caufriet et al., 2003). Dans ces études, les groupements
acétyles de la glycol chitine étaient radiomarqués et la déacétylation était évaluée
par radiométrie. Dans le cas présent, la glycol chitine a été ajoutée au milieu de
culture solide. Différentes souches de S. lividans ont été ensemencées sur ces
milieux. Suite a I'incubation, les milieux ont été colorés au rouge Congo afin de
visualiser les zones de déacétylation. Des zones plus foncées entourant les
colonies ont été observées, indépendamment de la production d’AxeA,. Ces
zones n’étaient donc pas dues a I’activité de I’AxeA,. Il se pourraient qu’elles
soient plut6t dues a I’hydrolyse de la glycol chitine par des chitinases (Fujii et
Miyashita, 1993; Miyashita et Fujii, 1993).

Le pNPA et le MUA sont des substrats qui peuvent étre utilisés pour

mesurer D’activité de diverses estérases, dont les acétyle xylane estérases
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(Degrassi et al., 1998; Gazenko et al., 1998; Blum e al., 1999). Le pNPA et le
MUA ont ét€ pulvérisés sur le milieu de culture, suite 2 la croissance des
bactéries. Lorsque déacétylés, le pNPA devient jaune et le MUA fluoresce sous
les UV. Aucune coloration jaune n’a été observée avec le pNPA, pour E. coli et
S. lividans. La quantité de pNP produit était peut-étre insuffisante pour étre
visible a I’ceil nu. Généralement, les essais avec le pNPA sont effectués en
solution et la quantité de pNP formé est mesurée par spectrophotométrie (Blum et
al., 1999) . Avec le MUA, une fluorescence a été observée pour ’ensemble des
souches testées, indépendamment de la production d’AxeA,. I était donc
impossible de discriminer les souches productrices d’AxeA. des souches non
productrices. La présence d’enzymes capables d’hydrolyser le MUA rend donc

cet essai inadéquat pour la détection de I’ AxeA,.

4.4.2 Essais en solution

Les essais enzymatiques en solutions ont été effectués dans le but de
mettre au point une méthode de criblage. Deux substrats ont été testés, soit le
pNPA et des oligomeres de chitosan acétylés a 20 %. Des essais ont été effectués
avec I’ AxeA purifiée et des fractions protéiques d’E. coli. Les deux substrats se
sont avérés efficaces avec I’enzyme pure, permettant de quantifier I’activité de
déacétylation. Par contre, avec les fractions protéiques, le pNPA était déacétylé
méme en I’absence de ’AxeA;. La quantité de pNP formé semblait plutdt variée
en fonction de la concentration bactérienne. Comme pour le MUA, la présence
d’enzymes capables de déacétyler le pNPA rendait la détection de I’activité de
I’AxeA, impossible. Le pNPA ne pouvait donc étre utilisé pour le criblage des
librairies.

Dans le cas des oligomeéres de chitosan, les essais avec les fractions
protéiques extracellulaires ont été concluants. L’activité de déacétylation était
observée seulement dans les fractions contenant I’AxeA,,. L’activité enzymatique
était évaluée en mesurant la quantité d’acide acétique formé a I’aide de la trousse

K-ACET (Megazyme). La quantification de I’acide acétique était toute fois
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compliquée par la présence d’acide acétique produit par E. coli. Pour soustraire
cet acide acétique, il était nécessaire de préparer un témoin pour chacun des
clones testés. La production d’acide acétique peut résulter d’une surcharge du
métabolisme du glucose ou de la fermentation acides mixtes en conditions
anaérobiques (Xu et al., 1999). Parce que le milieu de culture utilisé ne contenait
pas de sucres, la production d’acide acétique résulterait d’un manque d’oxygéne.
Ceci pourrait étre évité en augmentant la vitesse d’agitation ou en réduisant le
volume du milieu de culture.

Des oligomeres de chitine auraient aussi pu étre utilisés comme substrat
(Caufrier et al., 2003). Ainsi, une plus grande quantité d’acide acétique aurait été
libéré par la réaction de déacétylation, du fait que les oligoméres de chitine
comportent un plus grand nombre de groupement acétyles. Il aurait alors été plus
aisé de faire la différence entre 1’acide acétique produit par la bactérie et celui
produit lors de la réaction enzymatique. Par contre, I’utilisation d’oligoméres de
chitines augmenterait considérablement le coiit de criblage par leur prix élevé. De
plus, sachant que le but du projet est d’augmenter ’activité de déacétylation de
I’AxeA envers les oligomeres de chitosan, il est préférable d’utiliser ce dernier

substrat pour le criblage (Aharoni et al., 2005).

4.5 Criblage

4.5.1 Approche expérimentale

Un des principaux défis du projet consistait & mettre au point une stratégie
de criblage efficace. Pour le moment, la méthode ne permet pas un criblage a
haut débit et nécessite encore des améliorations. La présente étude a tout de
méme permis de développer une technique d’expression protéique en
microplaques a 96 puits pour S. lividans et E. coli. La surproduction de protéines
en microplaques avec E. coli s’effectue couramment. Par contre, pour S. lividans,
la littérature ne décrivait aucune méthode de culture en microplaques avant ce

projet. Une étape de pré-criblage ainsi qu’un essai enzymatique avec des
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oligomeres de chitosan ont aussi été adaptés au format microplaque. L’étape de
pré-criblage permettait d’éliminer les clones ne produisant pas d’ AxeAy, réduisant
ainsi la charge de criblage. Seule la détection de I’acide acétique n’est toujours
pas adaptée au criblage a haut débit. En effet, la trousse K-ACET (Megazyme)
nécessite beaucoup de manipulations et ne permet pas de tester un grand nombre
d’échantillons simultanément.

La quantification de l’acide acétique par HPLC pourrait étre une
alternative a la trousse K-ACET. Une telle technique a déja été utilisée par
Dupont et al. (1996) lors de la caractérisation de I’AxeA de S. lividans. Les essais
étaient alors effectués avec I’enzyme purifiée et du xylane acétylé comme
substrat. Dans la présente étude, les essais enzymatiques ont été effectués avec
des surnageants de culture et des oligomeres de chitosan comme substrat. Il a été
possible de détecter I’acide acétique libéré par la réaction de déacétylation.
Cependant, le pic de I’acide acétique était chevauché par deux autres pics, ce qui
ne permettait pas une quantification précise. Malgré ce fait, la quantification de
I’acide acétique par HPLC apparait applicable au criblage. Des modifications
apportées au protocole pourraient permettre de diminuer le nombre de pics
contaminants et/ou d’obtenir une meilleure résolution. Par exemple, la distance
entre chaque pic pourrait étre augmentée en diminuant le débit de la phase mobile.
Aussi, I'utilisation d’une pré-colonne plus restrictive pourrait permettre de réduire
le nombre de molécules détectées. 1l est probable qu’une grande partie des pics
contaminants provient du surnageant de culture. L’utilisation d’un milieu de

culture minimale pourrait donc faciliter la quantification de 1’acide acétique.

4.5.2 Librairie SYT-V

Malgré le fait qu’une méthode de criblage a haut débit n’a pas été mise au
point, 89 clones provenant de la librairie SYT-V ont été analysés. A I’étape de
pré-criblage, I’AxeA, a ét€ détectée chez environ 75 % clones. Ces derniers
sécrétaient donc une enzyme mutée stable en quantité suffisante pour étre détectée

par immunobuvardage. De ces clones positifs, 32 ont été testés pour leur
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efficacité a déacétyler des oligoméres de chitosan. La trousse K-ACET
(Megazyme) a été utilisée pour la quantification de I’acide acétique. Environ 80
% des clones testés étaient actifs envers les oligoméres de chitosan, avec des
niveaux d’activité variable. Aucune amélioration évidente de I’activité de
déacétylation n’a été observée. Il apparait étonnant qu’un si grand nombre de
clones aient conservé une activité, considérant que trois acides aminés successifs
ont ét€é mutés simultanément. Le site Ser63-Tyr64-Thr65 est donc relativement
peu sensible aux mutations, malgré le fait qu’il soit bordé de deux histidines
faisant possiblement partie du site actif (Blair et van Aalten, 2004). Pour conclure

sur I’intérét de ce site, d’autres analyses devront étre effectuées.



5. CONCLUSION
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Dans le cadre d’une étude d’évolution dirigée, I’objectif était d’augmenter
Pactivité de déacétylation de I’AxeA envers des oligoméres de chitosan.
L’approche expérimentale consistait a construire des librairies d’axeA, mutés,
puis 2 isoler les clones comportant des caractéristiques améliorées grice un

criblage fonctionnel.

En premier lieu, une souche de Streptomyces lividans a été adaptée a la
production de I’AxeA,, par modification génétique. Le géne axeA a été délété
grice a une méthode développée par Gust et al. (2003). Une souche mutante
stable a ainsi été obtenue. L’utilisation de cette souche pour la surexpression
d’axeA, permet de produire ’enzyme sans contamination par I’AxeA native. De
cette fagon, le processus de purification est simplifié et les essais enzymatiques

effectués avec les surnageants de culture ne sont pas faussés.

Les librairies d’axeA; ont été obtenues par mutagenése de saturation de
site. Ainsi, I’ensemble des mutations possibles pouvait étre introduit dans une
région précise. Lors de la construction des librairies, les résidus impliqués dans
Pactivité catalytique n’étaient pas connus. Le choix des sites de mutations a donc
été effectué en analysant un alignement de séquences protéiques, composés de
différents membres de la famille des CE4. De cette fagcon, deux sites ont été
sélectionnés, soit les sites Ser16-Gly17-Ser18 et Ser63-Tyr64-Thr65. Suite i la
publication de la structure tridimensionnelle de 1’AxeAy, il s’est avéré que les
deux sites de mutations choisis se situaient tout prés des résidus impliqués dans la
catalyse, soit une histidine (His62) et deux acides aspartique (Aspl2 et Aspl3).
Les deux sites de mutations sélectionnés ont donc le potentiel pour modifier

Pactivité catalytique et la spécificité de I’ AxeA,..

Deux hotes bactériens ont permis de produire 1’AxeA, dans le milieu
extracellulaire, soit Escherichia coli et Streptomyces lividans. S. lividans produit
une plus grande quantité d’enzyme qu’E. coli et de fagon beaucoup plus pure. Par

contre, le temps d’incubation requis pour 1’expression protéique est relativement
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long. E. coli est donc mieux adaptée pour le criblage, en raison de sa croissance
rapide et de sa facilité de manipulation. S. lividans trouve plut6t son utilité lors de

la purification d’enzyme.

Différents essais ont été effectués afin de détecter D’activité de
déacétylation de 1’AxeA. Pour les essais sur milieux solides, trois substrats ont
été utilisés, soit le p-nitrophényl acétate, le 4-méthylumbelliféryl acétate et la
glycol chitine. Tous les essais se sont avérés infructueux, ne permettant pas de
distinguer les souches productrices d’AxeA, des témoins négatifs. Des essais
avec des surnageants de culture d’E. coli ont aussi été effectués. Seuls les
oligomeres de chitosan ont donné des résultats intéressants. Le p-nitrophényl
acétate était déacétylé en présence et en absence d’AxeA,, possiblement par la

présence d’estérases. Il ne pouvait donc étre utilisé pour le criblage.

Dans une optique de criblage a haut débit, la culture en microplaques a 96
puits de S. lividans et d’E. coli a été optimisée. L’expression protéique et les
essais enzymatiques ont aussi été adaptés au format microplaque. Seuls les
oligomeres de chitosan ont démontré un potentiel pour le criblage. Ainsi, la
quantité d’acide acétique libérée par la réaction de déacétylation devait étre
mesurée pour identifier les clones les plus performants. Une trousse commerciale
permet le dosage de I’acide acétique, mais ne peut étre adaptée pour le criblage.
Comme alternative, la quantification par HPLC a été examinée. Les résultats
obtenus ont démontré le potentiel de cette méthode, mais des modifications

doivent encore étre apportées pour permettre une quantification précise.

En P’absence d’une méthode de criblage efficace, un nombre réduit de
clones a été analysé. A I’étape de pré-criblage, ’AxeA, a été détectée chez
environ 75 % des 89 clones analysés. De ces clones positifs, 32 ont été testés
pour leur efficacité a déacétyler des oligoméres de chitosan. Environ 80 % des

clones étaient actifs, a des niveaux variables. Le site Ser63-Tyr64-Thr65 apparait
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donc peu sensible aux mutations, considérant que trois résidus ont été substitués

simultanément.

Pour la poursuite de cette étude, il est essentiel de compléter I’optimisation
de la méthode de détection de I’acide acétique par HPLC, pour ainsi permettre un
criblage efficace des librairies. Par la suite, les AxeA, mutées ayant montré une
activité accrue pourront étre produite grice a la souche S. lividans 1AF45, pour
étre purifiées et caractérisées. D’autres cycles de mutations/criblages seront
certainement requis pour atteindre un niveau d’activité suffisamment élevé. La
création de nouvelles librairies par mutagenése aléatoire ou recombinatoire
permettrait de complémenter les librairies obtenues dans la présente étude. Aussi,
la structure tridimensionnelle de 1’ AxeA, récemment publiée et une meilleure
compréhension du mécanisme catalytique permettent maintenant d’effectuer de la
mutagenése dirigée. A plus long terme, il serait envisageable de modifier
d’autres propriétés de I’AxeA, comme son activité cobalt-dépendante, pour ainsi

obtenir une enzyme industriellement viable.
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Liste des produits chimiques utilisés

Acétate de potassium
Acétate de sodium
Acide acétique

Acide borique

Acide nalidixique
Acide sulfurique

Agar

Agarose

Albumine sérine bovine
Apramycine

ATP

Bleu bromophénol
Bleu de Coomassie
Borate de sodium
Bromure d’éthidium
Carbonate de sodium
Casamino Acid
Chloroforme

Chlorure de calcium
Chlorure de cobalt
Chlorure de cuivre
Chlorure de magnésium
Chlorure de manganése
Chlorure de potassium
Chlorure de sodium
Chlorure de zinc
Chlorure ferrique
DMSO

dNTPs
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Sigma

EM Science
EMD
Sigma

EM Science
USB

USB

USB

Sigma
Sigma
Sigma
Biorad
Biorad

- Fisher
EM Science
Fisher
Fisher
Fisher
Sigma
Sigma
VWR
VWR
Sigma
Fisher
Fisher
VWR
Fisher
Fisher
Fisher



EDTA

Ethanol

Extrait de boeuf
Extrait de levure
Farine de soya
Ficoll 400
Formaldéhyde
Glucose
Glycérol
Glycine

Glycol chitine
Hydroxyde de sodium
Hydroxyquinoline
IPTG
Isopropanol
Kanamycine
Lait écrémé
L-arabinose
L-proline
Lysozyme
Maltose
Mannitol
Méthanol
Méthionine

4-méthylumbelliféryl acétate

Molybdate d'ammonium

n-butanol

Nitrate d’argent

NZ amine A
Oligomeres de chitosan
PEG6000
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Fisher
Gouvernement du Québec
Difco

Difco

TAU

Sigma

Fisher

Sigma

Fisher

GE Healthcare
Université McGill
VWR

Sigma

USB

Fisher

Sigma

Merck

ICN

Roche

USB

Difco

Sigma
Gouvernement du Québec
Sigma

Sigma

Fisher

Sigma

Sigma

Sigma

ISM Biopolymer
Roche



Phénol

Phénylméthylsulfonyl fluoride
Phosphate de potassium dibasique

Phosphate de potassium monobasique

Phosphate de sodium
p-nitrophényl acétate

Polyacrylamide

Poudre de soja tryptique

RNase

Rouge Congo
Saccharose

SDS

Solution NBT

Sulfate d'ammonium
Sulfate de cuivre
Sulfate de magnésium
TES

Thiosulfate de sodium
Tris

Tryptone

Tween80

Tyrosine

Xyléne cyanol

Xylose
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Roche
Sigma
Fisher
Fisher
VWR
Sigma

GE Healthcare
Difco
Roche

J.T. Baker
Sigma
Biorad
Boehringer Mannheim
Fisher
Sigma
VWR
Sigma
VWR

USB

Difco
Sigma
Gibco BRL
Sigma
Sigma
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