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RESUME

Les bactéries sont de formidables outils biotechnologiques, permettant notamment
la production de protéines recombinantes & des fins diverses. Les systemes
d’expression bactériens sont essentiels & de nombreux domaines de recherche,
ainsi qu’a I’industrie des biotechnologies. Les deux composantes d’un systéme
d’expression sont le vecteur et I’hdte cellulaire. La bactérie Gram-négatif
Escherichia coli est I’hote d’expression le plus couramment utilisé et est bien
établie dans de nombreux laboratoires. L utilisation d’E. coli n’est cependant pas
un gage de succes et il peut étre nécessaire de faire appel & des hotes alternatifs
pour obtenir une production adéquate. Streptomyces lividans et Bacillus subtilis
sont deux bactéries Gram-positif présentant des qualités particuliérement
intéressantes pour la production de protéines recombinantes.

Pour la découverte de nouvelles enzymes, |’approche métagénomique
permet d’accéder a la diversité génétique des microorganismes non-cultivables.
Pour ce faire, ’ADN génomique des microorganismes présents dans un
échantillon donné est extrait, cloné dans un vecteur et introduit dans un hote
hétérologue pour ainsi créer une banque métagénomique. Cette banque peut
ensuite étre criblée pour identifier des génes d’intérét. L approche métagénomique
requiert donc un vecteur pour accueillir ’ADN génomique et un hdte permettant
I’expression des génes. Comme pour I’expression de protéines recombinantes, E.
coli est I’hote le plus utilisé. Ceci s’explique entre autres par le manque de
systémes alternatifs.

Les travaux présentés dans cette thése ont été réalisés au sein d’une étude
métagénomique visant I’identification de nouvelles enzymes d’intérét industriel.
Cette thése présente le développement de nouveaux systémes d’expression
utilisant S. /ividans et B. subtilis comme hotes. Deux vecteurs multifonctionnels et
deux souches d’expression ont été construits. Leur fonctionnalité a été démontrée
par la production d’enzymes sécrétées. Le systtme d’expression de S. lividans a

aussi été utilisé pour la construction et le criblage d’une banque métagénomique,
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permettant ainsi I’identification d’une nouvelle enzyme lipolytique possédant une

application industrielle potentielle.

" )@C,Z_

Directeur de recherche Etudiant
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INTRODUCTION

Les enzymes sont de remarquables catalyseurs agissant dans une infinité de
réactions moléculaires. Elles trouvent des applications dans une grande diversité
d’industries et de domaines de recherche. Dans le secteur industriel, les enzymes
sont de plus en plus utilisées comme biocatalyseurs et remplacent les procédés
chimiques traditionnels. Le marché des enzymes industrielles atteignait 2
milliards de dollars au début de la décennie et serait d’environ 2,5 milliard
aujourd’hui (Demain et Vaishnav 2009). Les protéases occupent la plus grande
part du marché. Viennent ensuite les amylases, les xylose isomérases, les lactases,
les lipases, les cellulases et les xylanases. Environ la moitié de ces enzymes
proviennent de champignons et de levures, et le tiers sont d’origine bactérienne
(Demain et Vaishnav 2009). L’avenue de la technologie de ’ADN recombinant a
rendu possible I’expression de génes d’intérét dans un héte hétérologue.
Aujourd’hui, la majorité des enzymes industrielles sont produites grice a cette
approche (Drepper et al. 2006; Soetaert et Vandamme 2006). L’accés 3 des
systémes d’expression performants est donc essentiel a I’utilisation d’enzymes
industrielles. La découverte de nouveaux biocatalyseurs est aussi indispensable a
I’expansion de cette biotechnologie.

Les bactéries sont présentes dans pratiquement tous les environnements
terrestres et aquatiques, incluant les plus extrémes. Un seul gramme de terre
pourrait contenir jusqu’a 18000 génomes procaryotes distincts (Torsvik et al.
1996; Torsvik et al. 1998; Doolittle 1999; Torsvik et Ovreas 2002). Les bactéries
sont donc un réservoir extraordinaire de diversité génétique. Traditionnellement,
la recherche de nouvelles enzymes se faisait & partir de microorganismes isolés en
cultures pures. Cependant, une trés faible proportion des bactéries existantes
pourraient étre cultivées en laboratoire. La grande majorité des génes bactériens
seraient donc inaccessibles par ’approche classique. Pour accéder a ce matériel
génétique, I’approche métagénomique a émergé vers la fin des années 1990
(Handelsman et al. 1998). Cette approche consiste 4 extraire I’ensemble des

génomes microbiens d’un environnement donné pour ensuite les introduire dans

13



un héte hétérologue. La banque métagénomique ainsi obtenue peut ensuite étre
criblée pour identifier des génes d’intérét. Comme pour la production de protéines
recombinantes, la construction et le criblage de banques métagénomiques
requiérent I’utilisation de vecteurs et d’hotes d’expression.

Les travaux de recherche présentés dans cette thése ont été réalisés dans le
cadre général d’une étude métagénomique visant a identifier de nouvelles
enzymes d’intérét industriel. Le principal objectif était de développer de nouveaux
systémes d’expression multifonctionnels pouvant étre utilisés a la fois pour la
production de protéines recombinantes et I’étude métagénomique. Cette thése est
présentée sous forme d’articles scientifiques et se divise en deux grandes parties.
La partie | traite du développement des systémes d’expression, alors que la partie
11 démontre 1"utilité de ces systémes dans la découverte de nouvelles enzymes par
I’approche métagénomique. Chacune des parties est précédée par une revue de
littérature. La thése se termine par une discussion générale englobant chacune des

sections.
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PARTIE I: PRODUCTION DE PROTEINES
RECOMBINANTES




1. REVUE DE LITTERATURE



1.1 Introduction

Les protéines forment la classe la plus nombreuse et la plus diversifiée des
biomolécules. Elles jouent un réle dans pratiquement tous les aspects fonctionnels
et structuraux de la cellule: biocatalyse, régulation, signalisation, transport,
motilité et formation du cytosquelette. Avec I’essor du génie génétique du début
des années 70 est apparue la possibilité de construire des molécules d’ADN
composées de séquences provenant de différents organismes. Cette nouvelle
technologie de I’ADN recombinant a rendu possible le clonage de fragments
d’ADN d’intérét, dont ceux codant pour des protéines. La production de protéines
recombinantes est aujourd’hui essentielle 4 de nombreux domaines de recherche,
aussi bien au niveau fondamental qu’appliqué, ainsi qu’a I’industrie des
biotechnologies: pharmaceutique, agroalimentaire et industrielle (Demain et
Vaishnav 2009).

La production de protéines recombinantes requiert que le géne soit cloné
dans un vecteur d’expression en aval d’un promoteur, pour en permettre la
transcription et la traduction. La machinerie moléculaire nécessaire a I’expression
est fournie par la cellule hdte ou peut provenir d’un extrait cellulaire. Une grande
variété de systémes d’expression sont disponibles, basés sur des hotes bactériens,
des levures, des champignons, des cellules de mammiféres, d’insectes et de
plantes (Schmidt 2004). 11 existe aussi différents systémes acellulaires, mais leur
colt d’utilisation demeure encore prohibitif, particuliérement pour la production
de grandes quantités de protéines (Kim et Kim 2009). Parce que chaque protéine
est différente, il ne peut y avoir de systéme d’expression unique. Les facteurs a
considérer dans le choix d’un systéme d’expression incluent le rendement, la

vitesse de production, la fonctionnalité de la protéine et I’utilisation visée.

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli est une 7-protéobactérie Gram-négatif dont la génétique, la

physiologie et la biochimie sont trés bien caractérisées. Parmi les nombreux hotes
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disponibles pour 1’expression de génes recombinants, E. coli demeure le plus
couramment utilisé. Ceci peut entre autres s’expliquer par sa capacité a croitre
rapidement & haute densité dans des milieux peu coiteux, par sa facilité
d’utilisation et par la grande diversité de vecteurs et de souches disponibles

(Baneyx 1999).

1.2.1 Souches d’expression

Les souches d’E. coli aujourd’hui utilisées en laboratoire dérivent trés
majoritairement des souches K-12 et B, issues respectivement de travaux
précurseurs en génétique et sur les bactériophages (Gray et Tatum 1944; Delbruck
1945; Demerec et Fano 1945; Tatum 1945; Tatum et Lederberg 1947). Les
génomes d’E. coli K-12 et B sont identiques & environ 99 %, ne différant
principalement que par quelques délétions et insertions (Studier er al. 2009). Une
différence digne de mention est I'incapacité d’E. coli B a produire la protéase
ATP-dépendante Lon, dii & P’insertion de 1’élément I1S/86 dans le promoteur du
géne (saiSree et al. 2001). Une autre différence provient d’une délétion de huit
geénes (gspD-K) chez E. coli K-12 (Jeong et al. 2009). Ce groupe de génes
pourrait étre impliqué dans le mécanisme de sécrétion de type 1I (Studier et al.
2009). E. coli B pourrait ainsi posséder une capacité de sécrétion absente chez E.
coli K-12.

En tant qu’outil biomoléculaire, E. coli est utilisée pour le clonage et
I’expression de genes. A ces fins, des souches aux propriétés distinctes ont été
développées. Les souches de clonage dérivent généralement d’E. coli K-12 et
possédent deux caractéristiques communes, soit les mutations endAl et recAl.
Ces mutations conférent respectivement une activité endonucléase et une capacité
de recombinaison réduites (Willetts e al. 1969; Wright 1971). La mutation endA ]
limite la dégradation de I’ADN lors des extractions de plasmides et la mutation
recAl stabilise les constructions (Vapnek et al. 1976; Taylor et al. 1993). Ces
souches sont toutefois inappropriées pour la production de protéines. De par leur

capacité réduite a réparer ’ADN endommagé et une fréquence réduite de
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réplication de leur chromosome (Whittier et Chase 1981; Skarstad et Boye 1988),
les souches rec4 ! ont une croissance plus lente et un taux de survie réduit.

Les souches développées pour [I’expression de génes dérivent
principalement d’E. coli B. Une des premiéres souches d’expression décrite dans
la littérature, E. coli BL21, découle de la transduction de la souche B834 par le
phage P1 afin de rétablir le phénotype Met" (Studier et Moffatt 1986; Daegelen et
al. 2009). Dérivant d’E. coli B, la souche BL21 ne produit pas la protéase Lon.
Elle a aussi hérité de la mutation acquise par la souche B834, inactivant la
protéase membranaire extracellulaire OmpT (Grodberg et Dunn 1988). Ces deux
mutations font d’E. coli BL21 une souche particuliérement adaptée pour
I’expression de geénes hétérologues. Les protéases Lon et OmpT sont en effet
connues pour dégrader les protéines cytoplasmiques et sécrétées (Buell e al,
1985; White et Richardson 1987; Grodberg et Dunn 1988; Faraldo ef al. 1991;
Kelsall et Kulski 1995). Un peu moins répandus, £. coli K-12 et ses dérivés sont
tout de méme couramment utilisés pour I’expression routiniére de genes
hétérologues. Le tableau I présente les souches d’expression les plus connues. Ces
derniéres sont toutes disponibles commercialement et sont adaptées pour

différentes applications.
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Tableau L. Souches d’expression.

Souche Origine Caractéristiques

B834 B Auxotrophe pour la méthionine, permet I’ étiquetage 33S-met

BL2I B834 Ne produit pas les protéases Lon et OmpT

BLR BL21 Mutant recd, stabilise certaines constructions; ne produit pas
les protéases Lon et OmpT

C41 (C43) BL21 Mutants adaptés pour la production de protéines
membranaires

Origami K-12 Mutant #rxb et gor, facilite la formation de ponts disulfures
dans le cytoplasme

Origami B BL21 Mutant #-xb et gor; facilite la formation de ponts disulfures
dans le cytoplasme; ne produit pas les protéases Lon et OmpT

Rosetta BL21 Favorise 1’expression de génes contenant des codons rarement
utilisés par E. coli; ne produit pas les protéases Lon et OmpT

Rosetta-gami Origami Favorise I’expression de génes contenant des codons rarement

(K12) utilisés par E. coli; mutant trxb et gor, facilite la formation de

ponts disulfures dans le cytoplasme

Rosetta-gami B Origami B Favorise I’expression de génes contenant des codons rarement
utilisés par E. coli; ne produit pas les protéases Lon et OmpT;
mutant trxb et gor, facilite la formation de ponts disulfures
dans le cytoplasme

Tuner BL21 Mutant A /acZY, permet un contréle précis du niveau

d’expression induit par 'IPTG
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1.2.2 Réplicons

Pour surexprimer un géne, la séquence codante est généralement clonée dans un
vecteur plasmidique multi-copies. Le réplicon le plus utilisé dans les vecteurs
d’expression provient du plasmide pMBI1 isolé d’E. coli (Bolivar 1979). Outre
I"origine de réplication, la séquence nécessaire 4 la réplication comprend deux
régions transcrites, générant les ARN partiellement complémentaires 1 et II.
L’extrémité 3’ de I'’ARN II s’hybride & une région prés de I’origine de réplication
et permet Iinitiation de la réplication (Kues et Stahl 1989). La réplication
progresse de fagon unidirectionnelle selon le mécanisme de type théta (del Solar
et al. 1998). L’initiation de la réplication est régulée par I’entremise de I’ARN 1,
qui en s’hybridant & ’ARN II, empéche la formation de I’hybride ADN-ARN II
(Lacatena et Cesareni 1983). La fréquence d’initiation est aussi influencée par la
protéine Rop, qui stabilise I’hybridation non-productive entre I’ARN I et ’ARN 11
(Lacatena et al. 1984). Rop n’est pas essentielle a la réplication et la délétion de
son géne a pour effet d’augmenter le nombre de copies par cellule du plasmide
(Atlung ez al. 1999). Basé sur le réplicon pMBI, le plasmide pBR322 a longtemps
¢té le vecteur le plus utilisé pour le clonage et ’expression de génes recombinants
(Itakura et al. 1977; Goeddel et al. 1979). Ce plasmide présente un nombre de
copies par cellule variant entre 15 et 20 (Lee ef al. 2006a). Plusieurs vecteurs
d’expression utilisés aujourd’hui dérivent de pBR322, notamment la série de

vecteurs pET basés sur le promoteur T7 (Novagen) (Rosenberg ef al. 1987).

1.2.3 Promoteurs

Un grand nombre de promoteurs ont été décrits dans la littérature comme pouvant
étre utilisés pour la production de protéines recombinantes, mais seul un petit
nombre d’entre eux sont couramment utilisés. Des promoteurs constitutifs ont
quelquefois été utilisés avec succés pour la production de protéines hétérologues
(Chauhan er al. 2001; Haryoung Poo 2002). La production constitutive de

protéines peut toutefois entrainer une diminution du taux de croissance de la
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cellule hote et par le fait méme la productivité du systéme. Dans le cas de
protéines toxiques, cela peut mener & d’importants défauts de croissance et a la
mort de la cellule (Saida ef al. 2006). Par conséquent, les promoteurs inductibles
sont généralement mieux adaptés a la production de protéines, permettant
I’expression au moment ou la densité cellulaire optimale est atteinte. Idéalement,
un promoteur doit permettre un haut taux de transcription, avoir un faible niveau
d’expression basale et son induction doit étre simple et peu coiiteuse.

L’opéron lactose (/ac), impliqué dans le métabolisme du lactose, fut
pendant de nombreuses années le paradigme de la régulation génique chez les
procaryotes. I est composé de trois geénes structuraux, lacZYA, codant
respectivement pour une f-galactosidase, une perméase et une transacétylase
(Wilson ef al. 2007). L’opéron /ac est contrdlé par le répresseur Lacl, qui inhibe
la transcription en 1’absence de lactose (Riggs et al. 1970). Le promoteur lac
(Plac) est aussi sujet a la répression catabolique en présence de glucose (Loomis
et Magasanik 1966; Kolb er al. 1993). Le promoteur /ac a été utilisé pour la
premiére fois dans I’expression de génes recombinants il y a plus de 30 ans
(Polisky et al. 1976). Depuis, il a servi dans un grand nombre de systémes
d’expression (Sweet 2003). Le promoteur /ac est toutefois relativement faible et
posséde une expression basale non-négligeable (Makoff et Oxer 1991). La fuite
d’expression en absence d’inducteur peut toutefois étre réduite en ajoutant du
glucose au milieu de culture (Grossman et al. 1998). Une version de Plac moins
sensible 3 ’AMPc, PlacUV5, permet d’obtenir un niveau de transcription
légérement plus élevé, demeurant constant pendant les différents stades de
croissance (Wanner et al. 1977; Wanner et al. 1978).

Dans le but d’obtenir des niveaux de transcription plus élevés, des
promoteurs synthétiques hybrides ont été développés a partir de Plac. Les
promoteurs synthétiques zac et trc sont composés de la région -35 du promoteur
trp et de la région -10 de Plac (de Boer et al. 1983; Brosius et al. 1985). Le
promoteur tac est au moins cinq fois plus performant que PlacUV3, permettant
une accumulation jusqu’a 15-30% des protéines totales. Ayant la méme

expression basale que Plac, cette plus grande activité peut étre problématique pour
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I’expression de génes dont le produit est toxique. Le promoteur /ac et ses dérivés,
dont la régulation est médiée par Lacl, peuvent étre induits par un analogue non-
hydrolysabe du lactose, Iisopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG).

Un autre promoteur utilisé dans 1’expression de génes recombinants
provient de I’opéron arabinose (ara), lequel est compos¢ des geénes codant pour
une isomérase (arad), une ribulokinase (araB) et une épimérase (araD)
(Greenfield et al. 1978). La régulation de la transcription se fait par I’entremise du
produit du géne araC (Hirsh et Schleif 1977). Le mécanisme de régulation de
'opéron ara est légérement plus complexe que celui de l'opéron lac. Le
régulateur AraC agit en effet comme répresseur en absence d’arabinose et comme
activateur en sa présence (Ogden et al. 1980). Le promoteur de ’opéron ara
(PBAD) permet donc une expression finement régulée, de faible & forte selon la
dose d’inducteur. Comme pour le promoteur /ac, PBAD est sensible a la
répression catabolique et 1’ajout de glucose dans le milieu de culture permet de
réduire les fuites d’expression. Avec une souche dont les geénes araBAD sont
inactifs, il est possible d’obtenir une expression maximale avec aussi peu que
0,001 % d’arabinose. Par contre, avec une souche capable de métaboliser
Iarabinose, 1 % d’inducteur est requis pour obtenir une induction compléte
(Mayer 1995). D’autres promoteurs moins populaires incluent celui du gene fetA
et de I’opéron rhad, induits respectivement par la tétracycline et le rhamnose.

Parmi I’ensemble des promoteurs utilisés pour I’expression de génes
recombinants, le promoteur du phage T7 est sans aucun doute le plus populaire
(Terpe 2006). A la différence des promoteurs décrits précédemment, le promoteur
T7 n’est reconnu que par ’ARN polymérase du phage T7. Pour que ce promoteur
puisse €tre utilisé dans un vecteur d’expression, I’héte doit avoir la capacité de
produire PARN polymérase du phage T7. Pour ce faire, le geéne codant pour
’ARN polymérase T7 peut étre intégré dans le chromosome de ’héte ou étre

porté par un plasmide.
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1.3 Systéme d’expression T7

L’un des systémes d’expression le plus utilisé est celui basé sur I’ARN
polymérase du phage T7 (systtme T7), développé chez Escherichia coli par
Studier et Moffatt (1986). Dans le systéme T7, le géne d’intérét est placé sous le
contrdle d’un promoteur tardif du phage et la transcription est effectuée grace a

I’ARN polymérase phagique (ARNpol T7) produite par la cellule hote (Figure 1).

Figure 1. Représentation du systéme d’expression T7. Le géne codant pour

I’ARNpol T7 est placé sous le contrdle d’un promoteur inductible (P) dans le
chromosome de la cellule héote. En présence de I'inducteur, ’ARNpol T7 est
produite et transcrit spécifiquement le géne d’intérét cloné dans le vecteur

d’expression, en aval d’un promoteur T7 (PT7).

1.3.1 ARN polymérase du phage T7

Chez les cellules procaryotes et eucaryotes, la transcription s’effectue grace a des

ARN polymérases composées de plusieurs sous-unités. Par contre, les ARN
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polymérases de certains phages, comme T7, T3, SP6 et K11, ont une structure
beaucoup plus simple et ne sont composées que d’une seule unité (McAllister et
Raskin 1993; Cermakian er al. 1997). Ces ARN polymérases ont la capacité
d’effectuer un cycle complet de transcription sans I’intervention de facteurs
protéiques supplémentaires. Elles sont aussi caractérisées par leur activité de
synthése élevée et leur grande spécificité envers leurs promoteurs.

L’ARN polymérase la plus étudiée et la mieux caractérisée est celle du
bactériophage T7. L’ARNpol T7 a été isolée pour la premiere fois chez des
cellules d’Escherichia coli infectées par le phage T7 (Chamberlin ef al. 1970).
Cette enzyme est composée de 883 acides aminés et posséde une masse de 98 kDa
(Moffatt er al. 1984). L’ARNpol T7 est produite durant la phase précoce de
Pinfection et joue un rdle clé dans la régulation de I’expression des génes du
bactériophage T7. La spécificité de I’ARNpol T7 envers les promoteurs T7 tardifs
est centrale dans la stratégie d’infection du phage, lui permettant de transcrire
uniquement ses propres génes (McAllister et Carter 1980). Les promoteurs T7
tardifs contiennent tous une séquence nucléotidique conservée de 23 nucléotides,
s’étendant de ~ 17 a + 6 relativement au point de départ de transcription (Dunn et
Studier 1983). Cette séquence de 23 nucélotides requise pour étre reconnue par
I’ARNpol T7 fait en sorte qu’il est trés peu probable qu’une telle séquence soit
présente dans I’ADN de I’héte (Studier et Moffatt 1986). L’ARNpol T7 initie la
synthése d’ARN de fagon trés efficace et effectue I’élongation environ cing fois
plus rapidement que I’ARN polymérase d’E. coli (Golomb et Chamberlin 1974).
De plus, contrairement aux ARN polymérases bactériennes, I’ARNpol T7 n’est
pas inactivée par la rifampicine (Chamberlin et Ring 1973). Lorsque I’ARNpol T7
rencontre un terminateur de transcription du phage T7 (T®), I’élongation est en
grande partie arrétée (Carter er al. 1981). Par contre, les terminateurs de
transcription provenant d’autres sources sont beaucoup moins efficaces et
permettent la synthése d’ARN de plusieurs dizaines de milliers de bases
(McAllister et al. 1981). Ainsi, ’ARNpol T7 a la capacité de générer des

transcrits complets de pratiquement tout ADN lié & un promoteur T7.
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1.3.2 Souches

Dans le systéme T7 d’E. coli, les souches d’expression utilisées contiennent une
copie chromosomique du géne codant pour I’ARNpol T7 (géne /). La grande
majorité des souches d’expression T7 sont des lysogénes du phage DE3, dérivé du
vecteur lambda D69 comprenant le géne / sous le contrdle du promoteur /lacU Vs.
Le segment lacUV5-géne | est inséré dans le géne int du vecteur lambda D69, ce
qui stabilise ’intégration du phage DE3 (Studier et Moffatt 1986). Ainsi, 1’ajout
&’IPTG au milieu de culture induit la production d’ARNpol T7, qui a son tour
permet la transcription du géne d’intérét présent dans le vecteur d’expression. Il
existe aussi d’autres souches dans lesquelles la production d’ARNpol T7 est
induite par 1’ajout de NaCl. Dans ces souches, le géne de I’ARNpol T7 est sous le
contrdle du promoteur de 1’opéron proU d’E. coli (Gowrishankar et Manna 1996).
Ce promoteur permet de controler la production d’ARNpol T7 de fagon plus
efficace que le promoteur /acUV5, idéal pour la production de protéines toxiques
(Bhandari et Gowrishankar 1997). La premiére souche d’E. coli lysogéne DE3
créée par Studier et Moffatt (1986) a été générée a partir de la souche BL21. Cette
derniére est spécialement adaptée pour la production de protéines recombinantes,
par son activité protéolytique réduite. Depuis la création de la premiére souche
lysogéne DE3, de nombreuses autres souches ont été générées pour différentes
applications (Novagen). Plus récemment, des souches d’expression T7 ont €été
développées en intégrant directement le géne / dans le chromosome, sans

I’utilisation de phages lysogéniques (New England Biolabs).

1.3.3 Vecteurs

Les premiers vecteurs développés spécifiquement pour I’expression dirigée par
’ARNpol T7 ont été construits en introduisant dans le plasmide pBR322 le
promoteur du géne /0 du phage T7, ainsi que le site de liaison des ribosomes
(RBS) et le terminateur de transcription du méme geéne (Rosenberg et al. 1987)

(Figure 2). Depuis, plusieurs autres vecteurs ont été mis au point, présentant des
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fonctionnalités améliorées pour le clonage, la détection et la purification des
protéines (Novagen). Ainsi, certains vecteurs permettent de fusionner la protéine
d’intérét a une étiquette peptidique pouvant étre utilisée a différentes fins. Par
exemple, les étiquettes poly-histidines permettent la purification de la protéine
d’intérét par chromatographie d’affinité et la détection par immunobuvardage de
type Western. D’autres étiquettes, telles que NUS-tag et Trx-tag, peuvent faciliter

le repliement de la protéine et augmenter sa solubilité (Davis ef al. 1999).

ori
pMB1

rop

Figure 2. Vecteur d’expression T7 pET-3a. PT7, promoteur du geéne /0 du phage
T7; T7ter, terminateur de transcription; RBS, site de liaison des ribosomes; ori
PMBI, réplicon pMBI1 provenant du plasmide pBR322; rop, gene codant pour la

protéine ROP impliquée dans la régulation du nombre de copies du plasmide.

1.3.4 Expression basale

Les souches d’expression T7 présentent un niveau basal de production d’ARNpol
T7 qui se traduit par une légére expression du géne d’intérét en absence

d’inducteur. Si la protéine produite est suffisamment toxique pour la cellule, elle
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peut nuire 4 la croissance et rendre le vecteur d’expression instable (Studier ef al.
1990). Une des approches pour réduire cette fuite d’expression a été de fusionner
I’opérateur /ac au promoteur T7 dans le vecteur (Studier er al. 1990; Dubendorff
et Studier 1991). Ainsi, en absence d’inducteur, méme si une petite quantité
d’ARNpol T7 est produite, I’opérateur /ac permet de réduire la transcription du
geéne cloné grace au répresseur Lacl. Une autre approche pour réduire la fuite
d’expression chez le systtme T7 d’E. coli, est d’utiliser une souche qui produit
une petite quantité de lysozyme T7 a partir d’un plasmide compatible avec le
vecteur d’expression. Le lysozyme T7 est un inhibiteur naturel de I’ARNpol T7 et
réduit ainsi ’expression du géne d’intérét en absence d’inducteur (Chamberlin et
Ring 1973). Lorsque I’inducteur est ajouté, la quantité d’ARNpol T7 active est
suffisamment grande pour permettre la transcription adéquate du géne d’intérét

(Studier 1991).

1.4 Streptomyces lividans

Parmi la classe Actinobacteria, le genre Streptomyces comporte plus de 600
espéces et sous-especes répertoriées (German Collection of Microorganisms and

Cell Cultures; http://www.dsmz.de/index.htm). Ces bactéries Gram-positif sont

strictement aérobies et possédent un génome riche en G+C (69-78 %) (Glauert et
Hopwood 1961; Korn-Wendisch et Kutzner 1992; Wright et Bibb 1992). De type
saprophyte, ces bactéries sont présentes naturellement dans le sol et assurent leur
croissance & partir de la dégradation des matiéres organiques grace a la production
de nombreuses enzymes hydrolytiques extracellulaires (Hodgson 2000). Les
streptomycétes se caractérisent par leur forme filamenteuse, se développant sous
forme d’hyphes coenocytiques et présentant un cycle de vie complexe (Figure 3)
(Claessen et al. 2006). Les streptomycétes sont parmi les bactéries possédant les
plus gros génomes, leur chromosome linéaire variant entre 8,5 et 12 Mb (lkeda et
al. 2003; Borodina et al. 2005; Ohnishi et al. 2008; Wang et al. 2010b). Une
importante proportion des génes est consacrée a la production de métabolites

secondaires, dont plusieurs possédent des propriétés antibiotiques (Hopwood
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1999). De ce fait, les streptomycétes sont I’une des principales sources
d’antibiotiques, tels le chloramphénicol, la néomycine, la streptomycine et la
tétracycline (Distler er al. 1987; Dairi et al. 1995; Fan ef al. 2008; Podzelinska ef
al. 2010).

Spbre

—— \_

Germination de la spore

Croissance du mycélium végétatif

Formation du mycélium
aérien et sporulation

Figure 3. Cycle de vie des streptomycétes. Dans les conditions propices, la spore
germe pour former un mycélium végétatif qui colonise le substrat. Par la suite, un
mycélium aérien émerge du substrat pour éventuellement se segmenter et former

des spores.

1.4.1 Souches

Parmi le genre Streptomyces, S. coelicolor est I’espéce la plus étudiée et la mieux

caracterisée génétiquement (Hopwood 1999; Bentley et al. 2002). S. coelicolor est
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en effet étudiée depuis plus de 50 ans et est devenue le paradigme des
actinomycétes. Par contre, pour la production de protéines recombinantes, S.
lividans est pratiquement la seule espéce utilisée. Ceci s’explique en partie par le
fait que S. coelicolor, comme beaucoup d’autres Streptomyces, posséde un
systéme de restriction trés actif qui limite I'utilisation de vecteurs dérivés d’E. coli
(Kieser et al. 2000). S. lividans est connue pour sa capacité a sécréter de grandes
quantités d’enzymes (Gilbert et al. 1995). S. lividans permet de produire les
protéines d’intérét directement dans le milieu de culture, ce qui peut €tre
avantageux pour un grand nombre d’applications. En effet, ceci permet d’obtenir
la protéine d’intérét sous sa forme mature et active. La sécrétion des protéines
facilite aussi grandement la purification de la protéine d’intérét en I’isolant des
nombreuses protéines cytoplasmiques. La protéine produite étant directement
accessible dans le milieu de culture, il est aisé d’en évaluer ’activité. De plus, S.
lividans est reconnue pour son activité protéolytique extracellulaire réduite,
limitant la dégradation des protéines recombinantes (Binnie et al. 1997; Kieser et
al. 2000). Ces derniéres caractéristiques font de S. /ividans un hote alternatif
particuliérement intéressant pour la production de protéines homologues et
hétérologues (Tableau II).

Depuis que S. lividans est utilisée comme hote d’expression, peu de
modifications génétiques ont été apportées pour tenter d’améliorer cet organisme.
La souche sauvage, ainsi que des dérivés comportant des marqueurs de sélection,
sont le plus souvent utilisés pour la production de protéines. La souche TK24,
I’'une des plus populaires, ne contient pas les plasmides SLP2 et SLP3 présents
chez la souche sauvage, et posséde un marqueur de sélection lui conférant une
résistance a la streptomycine (Kieser ef al. 2000). TK64, un dérivé auxotrophe de
TK24, est aussi utilisé pour la production de protéines. La souche 10-164, bien
que moins répandue, a été largement utilisée pour la production de différentes
enzymes impliquées dans la dégradation du xylane et de la cellulose (Dupont et
al. 1996; Sulzenbacher et al. 1997; Vincent et al. 1997; Nisole et al. 2006). La
souche 10-164 posséde une mutation ponctuelle au niveau du géne msiK lui

conférant un phénotype xylanase/cellulase négatif (Hurtubise ez al. 1995).
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Tableau II. Protéines produites chez S. lividans.

Productivité
Protéine Source Référence(s
(me/) ©

Interleukine-6 Homo sapiens 0,61 (Zhu et al. 2011)

L-Asparaginase Streptomyces 0,88 (Hatanaka et al.
thermoluteus 2010)

Transglutaminase  Streptoverticillium 0.23 (Noda et al. 2010)
cinnamoneum

Lipases Banque @ 0000 e (Meilleur et al.
métagénomique 2009; Coté et

Shareck 2010)

Laccase Streptomyces 350 (Dubé et al. 2008)
coelicolor

Streptokinase Streptococcus 15 (Pimienta et al.
equisimilis 2007)

a Intégrine Rattus norvegicus 8 (Ayadi et al. 2007)

(domaine A)

Protéine APA Mycobacterium 80 (Vallin et al. 2006)
tuberculosis

Acétyle xylane Streptomyces 388 (Nisole er al. 2006)

estérase lividans

Xyloglucanase Jonesia sp. 100-150 (Sianidis et al. 2006)
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1.4.2 Plasmides

La grande majorité des vecteurs d’expression utilisés chez S. /ividans sont basés
sur des réplicons utilisant le mode de réplication par cercle roulant (CR) (Khan
2005) (Tableau I1I). Un des plus utilisés est celui provenant du plasmide circulaire
multi-copies plJ101, initialement isolé chez S. lividans 1SP5434 (Kieser e/ al.
1982). Les fonctions nécessaires & la réplication de plJ101 sont incluses dans un
segment de 2,1 kb comprenant le géne codant pour la protéine Rep et I’origine de
réplication double-brin (ori DB) (Kendall et Cohen 1988). La protéine Rep est
requise pour I’initiation de la réplication, elle se fixe a I'ori DB et effectue une
coupure d’un des brins d’ADN (Khan 2005). Les plasmides se répliquant par le
mécanisme CR se caractérisent par la formation d’intermédiaires simple-brin. Le
plasmide est ensuite reconstitué grice & la présence d’une origine de réplication
simple-brin (ori SB) (del Solar et al. 1998). Bon nombre de vecteurs d’expression
ne possédent pas d’ori SB a proprement dit, mais sont tout de méme maintenus
dans I’hote. Cette fonction serait remplie plus ou moins efficacement par des
séquences alternatives présentes dans le vecteur (Zaman ef al. 1993). Un autre
réplicon de type CR est celui du plasmide pJV1 isolé chez S. phaeochromogenes
(Bailey et al. 1986). Les réplicons pJV1 et plJ101 sont trés similaires mais
demeurent tout de méme compatibles (Servin-Gonzalez 1993). Les réplicons
pSG5 et pSAM2 utilisent aussi le mécanisme CR, mais donnent des plasmides
avec un nombre de copies un peu moins élevé (Muth er al. 1988; Smokvina ef al.
1991). SCP2* est le seul plasmide se répliquant par le mécanisme théta (Haug et
al. 2003). Il permet d’obtenir un nombre de copies par chromosomes variant entre
1 et 5, idéal pour les études fonctionnelles. Bien que moins utilisés que les
vecteurs réplicatifs, les vecteurs intégratifs permettent de maintenir et d’exprimer
un géne d’intérét de fagon trés stable. Ces vecteurs s’intégrent dans le
chromosome de la cellule héte par recombinaison site-spécifique, grice a une
intégrase fournie par le vecteur (Van Mellaert et al. 1998; Thorpe e al. 2000;
Raynal et al. 2002). Basé sur lintégrase du phage tempéré phiC31, le vecteur
pSET152 est le plus couramment utilisé (Bierman et al. 1992).
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Tableau 111 Réplicons utilisés dans les vecteurs d’expression de S. lividans.

Mécanisme de Nombre de copies

Réplicon réplication (par chromosome) Source

plJ101 Cercle roulant 40-300 S. lividans

pJV1 Cercle roulant 150 S. phaeochromogenes
pSG5 Cercle roulant 20-50 S. ghanaensis
pSAM2 Cercle roulant 10 S. ambofaciens
SCP2* Théta 1-5 S. coelicolor

1.4.3 Promoteurs

Certains promoteurs de streptomycétes sont semblables & ceux reconnus par le
facteur 670 d’E. coli. Cependant, la majorité ne présente pas les régions typiques
-10 et -35 et ne sont pas fonctionnels chez E. coli (Strohl et Connors 1992). La
plupart des vecteurs d’expression utilisés chez S. lividans sont basés sur des
promoteurs constitutifs forts. Une grande diversité de promoteurs sont utilisés et
varient souvent d’un groupe de recherche a un autre. Parmi les plus connus, on
retrouve celui provenant de I’opéron mélanine (Pmel) de Streptomyces
antibioticus (Katz er al. 1983) et celui du géne de résistance a I’érythromycine
(PermE) de Saccharopolyspora erythraea (Bibb et al. 1985). Bien que
Iutilisation de promoteurs constitutifs soit souvent efficace et simple d’utilisation,
cette approche peut s’avérer problématique lorsque le produit d’un géne affecte la
croissance ou est toxique. Dans ces cas, il peut étre préférable d’utiliser un
promoteur inductible, permettant d’exprimer le géne d’intérét au moment voulu.
L’un des promoteurs inductibles les plus utilisés est celui du géne codant pour le
régulateur transcription TipA de S. /ividans (Murakami et al. 1989). Ce promoteur
est induit par le thiostrepton, un antibiotique couramment utilisé chez S. lividans
(Thompson er al. 1980). Son utilisation requiert toutefois que I’hdte d’expression
posséde le geéne tipA, car son produit est requis pour l’auto-induction du

promoteur (Chiu e al. 1999). Plus récemment, le promoteur de la nitrilase A
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(Pnitd) de Rhodococcus rhodochrous a été utilisé pour I’expression régulée de
génes recombinants chez diverses Streptomyces, dont S. lividans (Herai et al.
2004). PnitA est induit par le e-caprolactame par I’entremise du régulateur

transcriptionnel positif NitR (Komeda ef al. 1996).

1.4.4 Traduction

La séquence Shine-Dalgarno (SD) consensus de S. /ividans est 1a méme que celle
d’E. coli, soit GGAGG (Shine et Dalgarno 1974; Anne et Van Mellaert 1993;
Chen et al. 1994). La distance entre la séquence SD et le codon d’initiation varie
entre 5 et 12 nucléotides chez S. lividans et généralement entre 5 et 9 nucléotides
chez E. coli (Anne et Van Mellaert 1993; Chen et al. 1994). De par son génome
riche en G+C, le codon d’initiation GTG est plus souvent utilisé qu’ATG et le
codon stop TGA est le plus répandu. Comme bon nombre d’organismes, S.
lividans présente un biais dans l'usage des codons. En effet, les codons
comportant plus de deux A ou C sont trés rares (Codon Usage Database,

http://www.kazusa.or.jp/codon/). Chez les Streptomyces, incluant S. lividans, le

codon TTAy, est le moins utilisé et est uniquement présent dans les genes
impliqués dans le métabolisme secondaire (Chater et Chandra 2008). Le codon
TTA,e, n’est efficacement transcrit que par un seul ARNt codé par bldA (Lawlor
et al. 1987; Ueda et al. 1993). La forme mature de I’ARNt;e, ne serait présente
qu’a la fin de la phase de croissance logarithmique, lorsque le métabolisme
secondaire est activé (Leskiw ef al. 1993; Chater et Chandra 2008). Pour pouvoir
étre efficacement exprimés chez S. lividans, les génes comportant un ou des

codons TTA|., doivent donc étre mutés.

1.4.5 Sécrétion

Les protéines destinées a étre sécrétées sont produites sous forme de précurseurs
comportant un peptide signal a I’extrémité N-terminal (Anne et Van Mellaert

1993). Lors du processus de translocation au travers de la membrane
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cytoplasmique, le peptide signal est clivé par une peptidase (Dalbey et al. 1997).
Un peptide signal se compose d’une région N-terminal riche en acides aminés
chargés, d’une région hydrophobique centrale et se termine par une région
hydrophile comportant le site de clivage (von Heijne 1985; von Heijne 1986). Mis
a part ces caractéristiques communes, les séquences des peptides signaux varient
grandement (von Heijne 1984; Abrahmsen ef al. 1985). La longueur moyenne des
peptides signaux chez les Streptomyces est de 35 acides aminés (Gilbert ef al,
1995; Morosoli ef al. 1997), tandis qu’elle est de 24 chez E. coli (von Heijne et
Abrahmsen 1989).

Chez les bactéries, la sécrétion des protéines a travers la membrane
cytoplasmique s’effectue via le general secretion pathway (systeme Sec)
(Wickner et al. 1991) et le twin arginine translocation pathway (systéme Tat)
(Berks er al. 2000; Berks e al. 2005). Le systéme Sec est impliqué dans la
sécrétion de protéines non-repliées & travers la membrane cytoplasmique et dans
I'insertion de protéines membranaires (Osborne er al. 2005). Le systeme Tat est
utilisé pour la sécrétion de protéines déja replides et est caractérisé par des
peptides signaux contenant le motif consensus Arg-Arg-X-¢-¢ (b = résidus
hydrophobique) (Stanley es al. 2000; Natale et al. 2008). Dans les systémes
d’expression bactériens utilisés pour la production de protéines recombinantes
sécrétées, le systéme Sec est presque exclusivement utilisé. Le systéme Tat
demeure tout de méme une alternative intéressante et de plus en plus de travaux
sont réalisés sur le sujet (Schaerlackens er al. 2004; Gauthier er al. 2005; De
Keersmaeker et al. 2006; Vrancken et al. 2007; Guimond et Morosoli 2008).

1.5 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une bactérie Gram-positif aérobie stricte formant des
endospores. Comme S. /ividans, B. subtilis a la capacité de sécréter une grande
diversité d’enzymes hydrolytiques, lui permettant de coloniser une multitude
d’environnements (Earl er al. 2008). Apres E. coli, B. subtilis est ’hote procaryote

le plus couramment utilisé pour la production de protéines recombinantes
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(Tableau 1V) (Westers et al. 2004). L’intérét pour B. subtilis comme hote
d’expression peut entre autres s’expliquer par sa capacité a sécréter de grandes
quantités d’enzymes directement dans le milieu de culture (Li et al. 2004). Aussi,
contrairement a E. coli, B. subtilis ne produit pas d’endotoxines et est considérée
comme un organisme GRAS (generally regarded as safe) par la Food and Drug
Administration. De plus, B. subtilis ne présente pas de biais notables dans
I’utilisation des codons et est trés bien caractérisée au niveau biochimique,
physiologique et génétique (Harwood 1992; Wong 1995; Kobayashi ef al. 2003;
Schallmey et al. 2004; Westers et al. 2004).

Tableau 1V. Protéines recombinantes produites chez B. subtilis.

Protéine Source Productivité Référence
(mg/l)
a-amylase Bacillus amyloliquefaciens 1000-3000 (Palva 1982)
EGF Humain 7 (Lam et al. 1998)
Interféron-2  Humain 0,5-1,0 (Palva et al. 1983)
Lipase A B. subtilis 600 (Lesuisse et al. 1993)
Pénicilline G B. subtilis = —meemememeeeeee- (Yang et al. 2001)
acylase
Dépolymerase  Paucimonas lemoignei 1,9 (Braaz et al. 2002)
ScFv Synthétique 10-15 (Wu et al. 2002)
Staphylokinase Staphylococcus aureus 337 (Ye et al. 1999)
Streptavidine  Streptomyces avidinii 35-50 (Wu et Wong 2002)
Thiorédoxine  Aliciclobacillus 500 (Digilio et al. 2003)
acidocaldarius
Proinsuline Humain 1000 (Olmos-Soto et
Contreras-Flores
2003)
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1.5.1 Souches

L’un des principaux problémes rencontrés chez B. subtilis lors de la production de
protéines hétérologues, est la présence d’'un grand nombre de protéases
extracellulaires (Li e al. 2004). A ce jour, huit protéases extracellulaires ont été
identifiées chez B. subtilis, soit une protéase alcaline (AprE) (Haugaard et
Haugaard 1955), deux protéases neutres (NprE et NprB) (Yang ef al. 1984; Tran
et al. 1991), une métalloprotéase (Mpr) (Rufo ef al. 1990), trois protéases & sérine
(Epr, Bpr et Vpr) (Bruckner ef al. 1990; Sloma et al. 1990; Sloma et al. 1991) et
une protéase associée a la paroi (WprA) (Margot et Karamata 1996). Bien que les
protéines natives de B. subtilis résistent généralement 4 I’action de ces protéases,
les protéines hétérologues sont souvent rapidement hydrolysées en leur présence
(Li et al. 2004). Pour contourner ce probléme, différentes souches avec des

activités protéolytiques extracellulaires réduites ont été développées (Tableau V).

Tableau V. Souches de B. subtilis possédant une activité protéolytique réduite.

Souche Protéases inactivées Référence
WB600 nprE nprB aprE epr mpr bpr (Wu et al. 1991)
LB700 nprE nprB aprE epr mpr bpr wprA (Lee et al. 2000)

WB800 nprE nprB aprE epr mpr bpr vpr wprA (Wu et al. 2002)

Dpr8 nprE nprB aprE epr mpr bpr vpr wprA (Kodama ef al. 2007a)

1.5.2 Vecteurs d’expression

Pour la production de protéines recombinantes chez B. subtilis, les principaux

systtmes d’expression sont basés sur deux types de vecteurs, soit réplicatifs et
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intégratifs. De par leur mode de réplication, les vecteurs plasmidiques peuvent
étre classés en deux groupes, ceux utilisant le mécanisme de cercle roulant (CR) et
ceux utilisant le mécanisme théta (Tableau VI). Les premiers vecteurs développés
étaient basés sur des réplicons isolés de plasmides de types CR provenant de
Staphylococcus aureus, tels pUB110, pC194, pE194 et pT181 (Gryczan ef al.
1982; Horinouchi et Weisblum 1982; Kumar et Novick 1985; Alonso 1989). Ces
vecteurs, bien que stables en eux-mémes, peuvent devenir structurellement
instables lorsqu’un géne y est introduit (Schumann 2007). L’instabilité structurelle
est principalement causée par la recombinaison entre de courtes répétitions
directes, favorisée par la formation d’ADN intermédiaire simple-brin durant le
processus de réplication (Meijer ef al. 1995; Lee et al. 1998). Ce probléme de
stabilité fut pendant plusieurs années un important inconvénient a I’utilisation de
B. subtilis pour la production de protéines recombinantes (Schumann 2007).
L’autre groupe, les vecteurs utilisant le mécanisme théta, ne présente pas cette
instabilité structurelle (Lee ef al. 1998). L’un des réplicons les plus utilisés dérive
du plasmide pBS72, isolé chez B. subtilis (Titok et al. 2003). Le segment d’ADN
d’environ 2 kb nécessaire a la réplication comprend un géne codant pour une
protéine REP et I’origine de réplication (Titok et al. 2006).

Les vecteurs intégratifs permettent 1’insertion stable de genes & I’intérieur
du chromosome. Une fois intégré, le géne d’intérét peut étre maintenu méme en
I’absence de sélection (Vazquez-Cruz et al. 1996). Les vecteurs intégratifs
comportent généralement un réplicon d’E. coli et un géne de résistance a un
antibiotique permettant la sélection chez B. subtilis. Pour permettre I’intégration
chromosomique, les vecteurs contiennent généralement deux séquences
homologues a B. subtilis, entre lesquelles le marqueur de sélection et le gene
d’intérét sont placés. Une fois transféré chez B. subtilis, le vecteur entier peut
s’intégrer au chromosome par simple recombinaison homologue (Figure 4A). A
une fréquence moins élevée, seul le géne d’intérét et le marqueur de sélection sont
intégrés par double recombinaison homologue (Figure 4B). Ce demier type de

recombinaison est préférable, car plus stable (Schumann 2007).
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Tableau VI. Réplicons utilisés chez B. subtilis.

Réplicon

Mécanisme de

(e e Source
réplication

Référence

pUBIL10
pC194
pE194
pT181
pTA1060
pBS72
pAMPI
pTBI19

Cercle roulant  Staphylococcus aureus
Cercle roulant  Staphylococcus aureus
Cercle roulant  Staphylococcus aureus
Cercle roulant  Staphylococcus aureus

Cercle roulant  Bacillus subtilis

Théta Bacillus subtilis
Théta Enterococcus faecalis
Théta Bacillus stearothermophilus

(Lacey et Chopra 1974)
(lordanescu et al. 1978)
(lordanescu 1976)
(lordanescu 1976)
(Uozumi et al. 1980)
(Titok et al. 2003)
(Clewell et al. 1974)
(Imanaka et al. 1981)
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Vecteur
intégratif

Recombinaison
homologue simple
Chromosome
Chromosome
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Vecteur
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Recombinaison C
homologue double
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Figure 4. Intégration chromosomique par simple (A) et double (B) recombinaison

homologue (R, marqueur de sélection).
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1.5.3 Promoteurs

Comme pour E. coli, ’expression de génes recombinants chez B. subtilis
s’effectue principalement par I’entremise de promoteurs régulés. La grande
majorité des systémes d’expression sont basés sur des promoteurs inductibles par
le xylose ou I'IPTG. Le premier promoteur inductible développé chez B. subtilis
est une fusion du promoteur du phage SPO-1 avec I’opérateur lac d’E. coli
(Yansura et Henner 1984). Ce promoteur, dénommé spac, est induit par I’ajout
d’IPTG, qui se lie au répresseur Lacl et I’empéche de se fixer a I’opérateur. Le
répresseur n’étant pas naturellement produit par B. subtilis, le géne lacl d’E. coli
doit étre inclus dans le vecteur d’expression ou porté par un plasmide compatible.
Le promoteur spac est relativement faible et comme le promoteur /ac d’E. coli,
n’est pas complétement inhibé en absence d’inducteur (Schumann 2007).
Cependant, de nombreux vecteurs d’expression basés sur I’opérateur /ac ont
depuis été développés (Vagner et al. 1998; Hartl et al. 2001; Nguyen et al. 2005;
Phan er al. 2006). Un autre promoteur couramment utilisé est celui de I’opéron
xylose (xy/), provenant de B. subtilis ou de B. megaterium (Rygus et al. 1991;
Dahl er al. 1994). Le promoteur xy/ est sous le contrdle négatif de XylIR et est
induit par le xylose (Gartner ef al. 1988). Il a été utilisé pour la premiére fois dans
un vecteur d’expression par Girtner ef al. (1992) et a par la suite été utilisé par
plusieurs autres groupes. Le promoteur xy/ est trés bien régulé et I’addition de 0,1
a 2 % de xylose permet d’obtenir un haut taux d’induction (Kim er al. 1996).
Plusieurs autres promoteurs ont été décrits dans la littérature, induits par la
tétracycline (Geissendorfer et Hillen 1990), la carence en phosphate (Lee et al.
1991), I’atteinte de la phase de croissance stationnaire (Jan ef al. 2001), le citrate
(Fukushima et al. 2002), ’amidon (Ho et Lim 2003), la glycine (Phan et
Schumann 2007), la réduction de la température (Thuy Le et Schumann 2007) et
la subtiline (Bongers et al. 2005).
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1.5.4 RBS

Les différentes caractéristiques des sites de liaison des ribosomes (RBS) d’E. coli
ont été largement analysées (Shepard et al. 1982; Gren 1984; Munson et al. 1984,
de Smit et van Duin 1990), mais sont par contre moins bien connues chez B.
subtilis. Au moins quatre éléments sont reconnus pour influencer I’efficacité de
traduction, soit la séquence de Shine-Dalgarno (SD), le codon d’initiation, la
distance entre ces deux éléments et la présence de structures secondaires dans le
RBS (Vellanoweth et Rabinowitz 1992; Schumann 2007). En général, les
séquences SD de B. subtilis ont une variation d’enthalpie libre (AG) d’interaction
avec I’ARNr 16s plus grande que chez E. coli (Hager et Rabinowitz 1985b). Pour
étre efficacement traduits par B. subtilis, les ARNm doivent en effet posséder des
séquences SD avec de grandes AG d’interaction (> 50,4 kJ/mol) (McLaughlin et
al. 1981; Band et Henner 1984; Hager et Rabinowitz 1985a). Chez B. subtilis, la
fréquence d’utilisation des codons d’initiation ATG, TTG et GTG est
respectivement de 78%, 13% et 9% (Jan et al. 2001). Un certains nombre d’études
ont montré que le meilleur taux de traduction était obtenu avec le codon ATG
(Ambulos et al. 1990; Vellanoweth et Rabinowitz 1992; Yeh et al. 1997). Dans
une autre étude par contre, aucune augmentation significative de la production
d’AprE n’a pu étre mesurée en remplagant le codon GTG par ATG (Jan ef al.
2001). La distance optimale entre la séquence SD et le codon d’initiation est
similaire chez B. subtilis et E. coli, soit entre 7 et 9 nucléotides. B. subtilis serait
par contre plus affectée qu’E. coli par un espacement sous-optimal (Vellanoweth
et Rabinowitz 1992). De la méme fagon, B. subtilis tolére moins bien qu’E. coli la
présence de structures secondaires a I'intérieur du RBS (Vellanoweth et
Rabinowitz 1992). Contrairement a E. coli, plusieurs ARNm de B. subtilis sont
stabilisés par la liaison ou le salling de ribosomes a leur extrémité 5’
(Vellanoweth et Rabinowitz 1992; Hu et Switzer 1995; Jurgen et al. 1998;
Hambraeus et al. 2002; Sharp et Bechhofer 2003).
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1.5.5 Sécrétion

Chez B. subtilis, le transit de la pré-protéine vers la membrane, la translocation et
le clivage subséquent du peptide signal sont les principales étapes limitantes de la
sécrétion de protéines recombinantes (Li et al. 2004). Le peptide signal joue un
réle crucial dans le processus de translocation en interagissant avec la machinerie
de sécrétion et la signal peptidase (Tjalsma e al. 2000; Harwood et Cranenburgh
2008). Des tentatives d’augmentation de la sécrétion de protéines recombinantes
par Dutilisation de peptides signaux optimaux se sont toutefois avérées
infructueuses, reflétant le manque de connaissance dans le domaine (Brockmeier
et al. 2006).

Dans le processus de sécrétion, les chaperonnes intracellulaires, telles que
GroEL, DnaK, Dnal et GprE, aident au repliement, minimisent 1’agrégation et
maintiennent les protéines nouvellement formées dans une conformation propice a
la translocation (Yuan et Wong 1995). La chaperonne extra-cytoplasmique PrsA
intervient suite 4 la translocation en aidant au repliement final des protéines
matures (Kontinen et al. 1991; Leskela er al. 1999). En augmentant le niveau
cellulaire de ces chaperonnes, il a été démontré qu’il était possible d’améliorer la

sécrétion de protéines recombinantes (Wu et al. 1998).

1.5.6 Systéme d’expression T7 de B. subtilis

Le systeme d’expression T7 développé chez E. coli a été adapté & B. subtilis par
Conrad et al. (1996). Bien que 1’idée de combiner ’ARNpol T7 & B. subtilis
semblait prometteuse, ce systeme d’expression ne semble pas avoir été réutilisé
dans aucune autre publication. La souche d’expression, capable de produire
’ARNpol T7, a été construite & partir de B. subtilis BD170 (trpC2 thr-5) (Conrad
et al. 1992). Le géne codant pour ’ARNpol T7 a été placé sous le controle du
promoteur xy/ et intégré au chromosome de B. subtilis par ’entremise du vecteur
pDH32 (Henner 1990). L’intégration chromosomique a été réalisée par double

recombinaison homologue entre le vecteur et le locus amyE. La souche ainsi
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obtenue permettait de produire ’ARNpol T7 de fagon inductible. En absence
d’inducteur, le niveau basal d’ARNpol T7 était pratiquement nul. Tout comme le
systtme T7 d’E. coli, le vecteur d’expression construit par Conrad ef al. (1996)
permettait le clonage de génes en aval d’un promoteur T7. Le vecteur
d’expression pBET7 a été construit en intégrant le promoteur du géne /0 (P10) et
son terminateur (T®) au plasmide pPL703 (Ambulos er al. 1985). Le vecteur
pBET7 comportait un site de clonage multiple entre le promoteur @10 et le
terminateur T®, mais aucune séquence de Shine-Dalgarno.

Le systéme d’expression a été évalué pour la production de protéines
cytoplasmiques et extracellulaires. Pour la production cytoplasmique, les génes
codant pour la pB-galactosidase d’E. coli et la p-glucosidase de
Thermoanaerobacter brockii ont été clonés dans le vecteur pBET7. Les résultats
obtenus ont démontré que le systéme d’expression T7 était fonctionnel chez B.
subtilis, bien que la quantité de protéines produites était relativement faible. La
productivité du systéme pouvait cependant étre accrue par I’ajout de rifampicine
suite & 1’induction. Cet effet a aussi été observé chez le systéme d’expression T7
d’E. coli (Kuderova et al. 1999). La rifampicine inhibe I’ARN polymérase de la
cellule hote, mais laisse active ’ARNpol T7 (Chamberlin et Ring 1973). Au
moment d’ajouter la rifampicine, il y aurait suffisamment de protéines actives
dans la cellule hote pour lui permettre de survivre pendant une certaine période de
temps. Toutes les ressources de la cellule seraient alors dédiées a la traduction des
ARNm produits par I’ARNpol T7 (Studier et al. 1990; Kuderova ef al. 1999). La
production de protéines extracellulaires a été évaluée avec l’a-amylase de
Thermoactinomyces vulgaris, une protéine reconnue pour étre efficacement
sécrétée chez B. subtilis (Hofemeister et al. 1994). L’enzyme s’accumulait dans le
milieu de culture, pour atteindre 70 mg/l entre 10-20 heures aprés I’induction.
Dans ce cas-ci, ’ajout de rifampicine réduisait de fagon considérable la sécrétion

de I’ a-amylase.
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2. PRESENTATION DE L’ARTICLE 1



2.1. Mise en contexte de I’article 1

La production de protéines recombinantes est un aspect essentiel de la recherche
dans plusieurs laboratoires, entre autres pour la découverte de nouvelles enzymes,
leur purification et leur caractérisation biochimique. Pour augmenter les chances
de succes il est bon d’avoir accés & une variété de systemes d’expression efficaces
et simples d’utilisation. Le présent article décrit la construction d’un nouveau
systtme d’expression chez Streptomyces lividans, basé sur PARN polymérase
hautement active du phage T7. L’article a été accepté pour publication dans la

revue Applied and Environemental Microbiology le 6 décembre 2009.

2.2. Contribution de I’étudiant a ’article 1

Les travaux présentés dans cet article on été enticrement réalisés par I'étudiant
sous la supervision de Frangois Denis (Ph.D.) et Frangois Shareck (Ph.D.).

L’article a été écrit par I’étudiant et révisé par les co-auteurs.
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2.4 Résumé

La bactérie Gram-négatif Escherichia coli est organisme le plus couramment
utilisé pour I’expression de génes hétérologues (Terpe 2006). Un grand nombre
de souches et de vecteurs sont disponbles commercialement, adaptés pour
différents usages. Parmi les systtmes d’expression disponibles chez E. coli, le
systéme basé sur PARN polymérase du phage T7 (ARNpol T7) est I'un des plus
populaires et permet d’obtenir un trés haut niveau d’expression (Studier et Mo ffatt
1986; Schumann et Ferreira 2004). Ce systéme est aussi utilisé avec succes chez
plusieurs autres organismes (Fuerst ef al. 1986; Barnard ez al. 2004; Kang et al.
2007; Gamer et al. 2009; Katzke et al. 2010).

Dans les systémes d’expression utilisant £. coli comme hote, les protéines
s’accumulent généralement dans le cytoplasme ou le périplasme (Schmidt 2004).
Pour avoir accés aux protéines, les cellules doivent donc étre lysées.
Streptomyces lividans est un hote d’expression Gram-positif reconnu pour sa
grande capacité de sécrétion. Cet hote permet de produire les protéines d’intérét
directement dans le milieu de culture, ce qui est un avantage notable d’un point de
vue biotechnologique. En effet, ceci simplifie la purification de la protéine
d’intérét en la séparant de tous les constituants cellulaires. De plus, les conditions
extracellulaires sont plus propices au repliement protéique que celles du
cytoplasme, diminuant ainsi la formation de corps d’inclusion (Moks ez al. 1987).

L’objectif était de combiner les qualités de I’ARNpol T7 a celles de
Streptomyces lividans. Pour ce faire, le géne codant pour ' ARNpol T7 a été
intégré de fagon stable dans le génome de S. lividans, sous le contrdle d’un
promoteur inductible. Pour étre efficacement exprimé par S. lividans, le géne de
’ARNpol T7 a été modifié pour se conformer & I'usage de codons de I’héte. Un
nouveau vecteur d’expression navette a aussi été développé, pouvant étre utilisé

chez S. lividans et E. coli.
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2.5 Abstract

Streptomyces lividans is a Gram-positive bacterium known for its remarkable
secretion efficiency and low extracellular protease activity. In the present work,
we adapted the highly productive T7 expression system to S. /ividans. A codon-
optimized T7 RNA polymerase gene was chromosomally integrated and a

bifunctional T7 expression vector was constructed.

2.6 Introduction

The Escherichia coli TT RNA polymerase-based expression system, developed by
Studier and Moffatt (Studier et Moffatt 1986), is currently used in many
laboratories for heterologous protein production. The system is based on the T7
bacteriophage RNA polymerase (T7 RNApol), which directs selective
transcription of genes cloned downstream of the major T7 late promoter. T7
RNApol is characterized by a very high activity, elongating chains about five
times faster than E. coli RNA polymerase, and can generate very long mRNAs
(Golomb et Chamberlin 1974; Studier et Moffatt 1986). Although E. coli has
proved to be useful for gene overexpression, different problems can occur and
limit the productivity (Terpe 2006). As such, the use of an alternative expression
host is often desirable to obtain adequate protein production.

Streptomycetes are Gram-positive G+C-rich bacteria known for their high
secretion capacity and have been used extensively in commercial settings for
antibiotic production in very large-scale fermentation systems (Chater 2006).
Among the streptomycetes, the readily transformable Streptomyces lividans has
been used for the expression of a wide variety of genes from diverse sources
(Binnie ef al. 1997). This host can secrete directly in the culture medium large
quantities of proteins in mature conformation, and given that few endogenous
proteins are present in the media, downstream purification processes are
simplified. S. /ividans alo displays a very low level of endogenous extracellular

protease activity, making it a suitable host for heterologous protein production
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(Kieser er al. 2000). Most of the S. lividans expression systems are based on
strong constitutive promoters (Schmitt-John et Engels 1992; Binnie et al. 1997).
Few inducible promoters are also used, the thiostrepton-inducible #ip4 promoter
(tipAp) being the most popular (Takano et al. 1995).

Since the original publication of the E. coli T7 expression system, it has
been adapted to mammalian cells and several bacteria (Elroy-Stein et Moss 1990;
Conrad et al. 1996; Barnard et al. 2004; Drepper et al. 2005; Kang et al. 2007;
Ganer et al. 2009; Katzke et al. 2009). In this report, the T7 expression system
was adapted to S. /ividans to combine the T7 RNApol efficiency to the great
features of this host. During the revision process of this paper, we learned that a
similar system had been developed and published in a thesis at the University of

Stuttgart (Fischer 1996).

2.7 T7 RNA polymerase production in S. lividans

To efficiently express the T7 RNApo! gene in S. /ividans, the four rare TTAje
codons were replaced by CTCje, codons by overlap extension PCR (Higuchi e al.
1988) (see the supplemental material). The production of the T7 RNApol was
evaluated with the codon-modified (CM) and the wild-type (W) genes. They were
cloned into the plJ702-derived (Katz et al. 1983) multicopy expression vector
plAFC109 (Frangois Shareck, personal communication), under the control of the
constitutive promoter C109, resulting in plAFC109_T7CM and plAF C109_T7W.
Both constructions were introduced in S. /ividans 10-164 (Hurtubise et al. 1995)
by protoplasts transformation according to Kieser ez al. (2000). Protein production
and mycelium disruption was conducted as described by Nisole ez al. (2006). The
intracellular protein fractions were analyzed by Coomassie-stained SDS-PAGE

and Western Blot (Fig. 5).
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Figure 5. Analysis of the T7 RNApol production by (A) Coomassie-stained SDS-
PAGE and (B) Western blot. Lane 1, molecular mass standard; lane 2, positive
control; lane 3, S. lividans 10-164/plAFC109 T7W; lane 4, S. lividans 10-
164/pIAFC109_T7CM.

The T7 RNApol producing strain E. col/i BL21/pAR1219 (Davanloo et al. 1984)
was used as positive control. Western blot was performed with anti-T7 RNA
polymerase mouse monoclonal antibody (Novagen) and alkaline phosphatase-
conjugated goat anti-mouse antibody (GE Healthcare). Colorimetric-detection was
performed with the substrates Nitroblue Tetrazolium and 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate (Bio-Rad). On the SDS-PAGE, a band of about 100 kDa
appeared in the intracellular fraction of 10-164/pIAFC109_T7CM, but was
undetectable in 10-164/pIAFC109_T7W. Western blot analysis confirmed that T7
RNApol was produced with the codon-modified gene, but not detected with the
wild-type version.

In Streptomyces lividans, TTA), is the rarest codon (Codon Usage
Database; www.kazusa.or.jp/codon/) and can be efficiently transcribed by only
one tRN A encoded by bld4 (Lawlor ef al. 1987; Ueda et al. 1993). The bldA gene

is constitutively transcribed, but the mature form of the tRNA seems to be present
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only near the end of the logarithmic growth phase (Leskiw et al. 1993), when the
secondary metabolism is activated (Chater et Chandra 2008). Different papers
have shown that the presence of a TTAj, codon in a gene causes temporal
expression delay or prevents translation in a bld4 mutant strain (Leskiw ez al.
1993; Kataoka ef al. 1999; Rebets e al. 2006; O'Rourke ez al. 2009). Since the T7
RNApol gene contains four TTAy,, it was not surprising that its expression was
impaired in S. /ividans. By mutating these four codons, the T7 RNApol gene was

over-expressed for the first time in S. /ividans.

2.8 8. lividans T7 expression strain

The codon-modified T7 RNApol gene was cloned into a derivative of pSET152
(Bierman et al. 1992) under the control of the thiostrepton-inducible promoter
tipAp (Murakami et al. 1989), resulting in pFXPtipAT7 (Fig. 6) (for detailed
construction, see the supplemental material). This construction was integrated into
the chromosome of S. /ividans 10-164 via the bacteriophage @C31 att/int system
(Bierman er al. 1992), giving rise to the apramycin and thiostrepton resistant S.
lividans 10T7 strain. Integration at the chromosomal artB site was confirmed by
PCR and DNA sequencing, but T7 RNApol production by S. lividans 10T7 under
thiostrepton-induced condition could not be detected by SDS-PAGE or Western
blot (results not shown). The strain 10T7 has not shown any growth retardation in
presence of thiostrepton compared to that of a non-induced culture (results not
shown). It has to be noted that pSET152-derived plasmids can sometimes
integrate as tandem repeat and into at least three pseudo-ar¢B sites with a 300- fold
lower efficiency (Combes et al. 2002). The plasmid pFXPtipAT7 can be used to
create T7 expression strains in S. /ividans and Streptomyces coelicolor with one

simple transformation step (Takano ef al. 1995; Combes et al. 2002).
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Figure 6. Structure of the integrative plasmid pFXPtipAT7. T7 RNApol*, codon-
modified gene of the T7 RNA polymerase; tipAp, thiostrepton-inducible
promoter; aac(3)1V, apramycin acetyltransferase, apramycin resistance; fsr, 23S
A% RNA methylase, thiostrepton resistance; int, ¢C31 integrase; rrnBtit2,
transcription terminators T1 and T2 from E. coli rrnB gene; fo, A transcription
terminator; ori pUC, replication origin of pUCI18; oriT, RK2 origin of transfer;

attP, ¢C31 phage attachment site.

2.9 Bifunctional T7 expression vector

Construction of pFX583 was realized by using the E. coli T7 expression vector
PET-9a (Novagen) (Studier er al. 1990) as backbone (Fig. 7). Detailed
construction is presented in the supplemental material. The pFX583 vector
contains pMB1 (Bolivar 1979) and pJV1 (Bailey et al. 1986) replicons, allowing
replication in E. coli and S. lividans with a high-copy number. Kanamycin or
neomycin selection can also be used with both bacteria due to the FD Neo-S

cassette (Denis et Brzezinski 1991). The vector pFX583 is compatible with the

53



widely used Streptomyces plJ101 replicon (Bailey e al. 1986). Shuttle vectors are
very attractive because they allow to do all the DNA manipulation in E. coli, but
are sometimes structurally unstable in Strepfomyces for unknown reasons (Kieser
et al. 2000). Here, pFX583 has been maintained in E. coli and S. lividans in
presence of selection without notable structure instability. Since pF X583 harbours
an oriT sequence, it can be transferred by conjugation from E. coli to
Streptomyces strains that are difficult to transform. The presence of a A cos
sequence allows the use of pFX583 as a cosmid vector for large DNA fragment

cloning.
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T7 terminator
ERAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAA

Figure 7. Structure of the bifunctional T7-expression vector pFX583. PT7, T7
gene ¢l0 promoter; T7ter, T7 transcription terminator ¢@f;, neo, Tn903
aminoglycoside phosphotransferase, kanamycin and neomycin resistance; ori
PMBI, replication origin of pMBI; ori pJV1, replication origin of pJVI1; pJVl
rep, pJV1 Rep protein; oriT, RK2 origin of transfer; cos, A cohesive end site; SD,

Shine-Dalgarno sequence.
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2.10 T7 RNA polymerase-directed xylanase production.

The efficacy of the S. /ividans T7 expression system was demonstrated by over-
expressing the gene encoding a truncated version of the S. lividans xylanase A
(xinA2) (Derewenda et al. 1994). The xinA2 gene was amplified by PCR and
cloned into the Ndel and BamHI sites of pFX583. The resulting construction,
pFX583xInA2, was introduced into the S. lividans T7 expression strain 10T7 by
protoplast transformation. Transformants were picked from RS medium (Kieser et
al. 2000) and streaked onto Bennett agar (Kieser ef al. 2000) containing 50 pg/ml
apramycin and 50 pg/ml kanamycin. After 3 to 4 days of incubation at 34°C, the
sporulated mycelium was used to inoculate Tryptic Soy Broth medium (Difco)
and cultured in Erlenmeyer flasks. Incubation was carried out at 34°C on a rotary
shaker at 240 rpm for 48 h. Recombinant expression of xInA2 was induced by
addition of thiostrepton to the culture medium. Different concentrations of
thiostrepton were tested and 25 pg/ml allowed the highest XInA2 production (see
Fig. 9 in the supplemental material). Maximal enzyme production was obtained
when thiostrepton was added at the beginning of the incubation period and
significant activity increase stopped after 48 h (see Fig. 10 in the supplemental
material).

Equal volumes of culture supernatants were analyzed by Coomassie-stained
SDS-PAGE and xylanase activity was measured as described by Ebanks et al.
(Ebanks et al. 2000) (Fig. 8). Xylanase A2 was absent in non-induced cultures,
while readily detected as a 31-kDa band by SDS-PAGE in the presence of
thiostrepton. As for all tipAp-based expression system, thiostrepton also induced
the production of the Tip AL protein that can be seen on the SDS-PAGE around 20
kDa (Murakami ez al. 1989). Xylanase activity assays were consistent with SDS-
PAGE analysis. After 48 h, no xylanase activity was measured in non- induced
cultures, while 13.8 U/ml (30.2 U/mg) were detected under induced conditions,
clearly demonstrating inducible x/n42 expression in S. lividans 10T7. Based on
the specific activity of the purified XInA2 (286 U/mg) (Ebanks er al. 2000), the

concentration can be estimated to 48 mg/liter.
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Figure 8. (A) Coomassie-stained SDS-PAGE showing the extracellular
production of XInA2 in non-induced (-) and induced (+) cultures. M, molecular
mass standard. (B) Xylanase activity in non-induced (- Thio.) and induced (+

Thio.) cultures.

To confirm that pFX583 is also functional in E. col, pFX582xInA2 was
introduced into the T7 expression strain BL21(DE3) (Novagen). Protein
production was induced with 0.025 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) and conducted for 20 hat 37°C. Supernatants of induced and non-induced
cultures were analyzed by Coomassie-stained SDS-PAGE (see Fig. 11 in the
supplemental material). As for S. /ividans, the Xylanase A2 was produced under

induced condition without obvious expression leaking in absence of IPTG.
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2.11 Conclusion

Combined with the bifunctional T7 expression vector pFX583, S. lividans 10T7
allowed inducible T7 RNApol-directed overproduction of the xylanase A2
without detectable expression leaking in absence of inducer. Although the amount
of protein produced was relatively low compared to what can be obtain with non-
inducible Streptomyces expression systems (Lammertyn ef al. 1997; Nisole et al.
2006; Dubé et al. 2008), the T7 expression system developed here presents
interesting features. It is well regulated, has the potential to transcribe very large
DNA fragments and can be used in combination with plJ101-derived plasmids.
The vector pFX583 is functional in E. coli and Streptomyces strains producing T7
RNApol With a single construction it is therefore possible to compare the
expression of a gene in two kinds of host and determine which one is the most

appropriate based on the productivity and requirements of the study.
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2.13 Supplemental material

2.13.1 T7 RNA polymerase gene mutation

The four TTAje, codons in the T7 RN A polymerase gene were mutated by overlap
extension PCR. Individual mutations were introduced in five independent PCR
amplifications using primers pairs T7.1/T7.2, T7.3/T7.4, T7.5/T7.6, T7.7/T7.8
and T7.9/T7.10, using the plasmid pAX1219 (T7 RNApol gene cloned in pAX01
(Hartl et al. 2001) as the template. The complete T7 RNApol gene was

reconstituted in a second PCR reaction in which the five fragments were mixed in
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equal ratios, using primers pair T7.1/T7.10. PCR amplifications were performed
using proof reading DNA polymerase Pfu Turbo (Stratagene) and the final
product was sequenced at the McGill University and Génome Québec Innovation

Centre.

2.13.2 Construction of pFXPtipAT7

The S. lividans tipA promoter (tipAp) was amplified from chromosomal DNA
using primer pair ptipA5/ptipA3. To place a transcription terminator (lambda o)
downstream of tipAp, the promoter was cloned between the Bglll and Smal
restriction sites of a modified version of pAX01 (Hartl et al. 2001). The promoter
and the 7o terminator were excised with Bglll and EcoRV and ligated to the S.
lividans integrative plasmid pSET152 (Bierman et al. 1992) digested by BamHI
and EcoRV. To block transcriptional read-through, the transcription terminators
T1 and T2 from E. coli rrnB gene obtained frompAX01 were cloned upstream of
PtipA into the Xbal restriction site. The codon-enhanced T7 RNApol gene was
inserted in the BamHI site located downstream of tipAp. The selection marker
conferring resistance to thiostrepton (zsr) was excised of plJ702 (Katzet al. 1983)
by Bcll digestion and introduced into the Bg/ll site to generate the integrative
plasmid pFXPtip AT7.

2.13.3 Construction of the pFX583

The Nrul/Psil fragment from pFD666 (Denis et Brzezinski 1992) containing the
pIV1 Streptomyces replicon was introduced into the pET-9a (Novagen) (Studier et
al. 1990) E. coli T7 expression vector digested with Nrul and Xmnl. The
kanamycin resistance gene of pET-9a was replaced by the FD Neo-S cassette
(Denis et Brzezinski 1991). The FD Neo-S cassette was amplified by PCR with
the primer pair neoxho5/nececo3 using pFD666 as a template and introduced
between Xhol/EcoRlI sites. A 1 cos and a RK2 oriT sequences were introduced in

Bgl1l/Sphl and Acll/Sphl sites, respectively, to generate the shuttle T7 expression
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vector pFX583. The A cos was amplified from pWEB-TNC (Epicentre

Biotechnologies) and oriT from pSET152 using the primer pairs cosll5/cosl13 and

orit5/orit3, respectively.

Table VII. Oligonucleotides used in this work.

Oligonucleotide

Sequence (5°—3°)

Usage

T7.1
T7.2
T7.3
T7.4
T7.5
T7.6
T7.7
T7.8
T7.9
T7.10
ptipAS
ptipA3
neoxho5

neoeco3
coslIS

coslI3

orit5

orit3
xInANdel5
xInA BamHI3

GGGAAATGACARATGGTCCAAACTAGTG
CTGTTCGCGAGCGAGACGCTCACCGTAATG
CATTACGGTGAGCGTCTCGCTCGCGAACAG
TTTGGCGGTGGAGGCTAACCATTCCGGTTGAC
ACCGGAATGGTTAGCCTCCACCGCCAAAATGCTG
GTGTTAATGGTAGGCTGGAGGCGGAACTGAC
CGGTCAGTTCCGCCTCCAGCCTACCATTAACAC
GAAGTCCGACTCGAGGATGTCACGGAGGTTC
AACCTCCGTGACATCCTCGAGTCGGACTTC
GATATGGTGCAAGTCAGCACGAAC
CATAGATCTCCCGGGCTGAGGGAGCCGAC
AAGAATTCGGATCCTTCCGCTCCCTTCTCTG

GAACACTCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGC

ATCCCGAATTCCCGCTCAGAAGAACTCGTC
GTCCTGTAGATCTGCCTCGCTGGCCTG
GTGTTAGCATGCAGCAGTGCCGTCGATAG
GGTTTCAACGTTCATCCGCTTGCCCTCATCTG
TCCGTCAGTACGGGCCATAG
GGAGAACATATGCGCTCCTACGCCCTTCC

CTGATGGATCCTCAGCCGTTGAGTGCGTC

T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
T7 RNApol mutation
tipAp anmplification

tipAp amplification
FD Neo-S cassette
amp lification
FD Neo-S cassette
amp lification

A cos amplification
A cos amplification
oriT amplification
oriT amplification
xInA2 amplification

xInA2 amplification

Restriction sites are underlined.
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Figure 9. Xylanase activity vs. concentration of thiostrepton used for induction.
Cultures were incubated 48 h at 34 °C and thiostrepton was added at the

beginning of the incubation period. Xylanase activity assay was performed on

culture supernatants.
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Figure 10. Xylanase activity from cultured induced at different times. Cultures
were incubated at 34 °C up to 96 h. Thiostrepton (25 pg/mL) was added at the
beginning of the incubation period (t0), after 8 h (t8), 16 h(t16), 24 h(t24) and 30

h (130). Xylanase activity was also measured ina non-induced culture (to).
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Figure 11. Xylanase production in E. coli BL21(DE3)/pFX583xInA2. (A)
Coomassie-stained SDS-PAGE showing the extracellular production of XInA2 in
non-induced (-) and induced (+) cultures. M, molecular mass standard. (B)
Xylanase activity in non-induced and induced cultures. The activity was
determined by incubating the culture supernatants with birchwood xylan (5
mg/mL) for 10 min at 60 °C and measuring the reducing sugars. One unit (U)

represents the amount of enzyme releasing 1 pmol/min of reducing sugar.
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3. DEVELOPPEMENT D’UN SYSTEME
D’EXPRESSION INDUCTIBLE CHEZ BACILLUS
SUBTILIS



3.1. Mise en contexte

Apres Escherichia coli, Bacillus subtilis est I'hdte bactérien le plus couramment
utilis€ pour la production de protéines recombinantes (Terpe 2006). B. subtilis
présente plusieurs caractéristiques avantageuses, dont une grande capacité de
sécrétion, ’absence d’endotoxines et un usage de codons non-biaisé (Li et al.
2004; Terpe 2006). Cette section présente le développement d’un nouveau
systéme d’expression inductible chez B. subtilis, basé sur I’ ARN polymérase du
phage T7. La présente section devait faire I’objet d’un article et a donc été rédigée

dans cette optique.

3.2 Contribution de Pétudiant

Les travaux présentés dans cette section on été entiérement réalisés par I'étudiant,

sous la supervision de Frangois Denis (Ph.D.) et Frangois Shareck (Ph.D.).
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3.3 Résumé

Le systéme d’expression T7 développé initialement chez E. coli a été adapté a B.
subtilis. Le géne codant pour 'ARN polymérase T7 a été intégré dans le
chromosome de B. subtilis WB800, sous le contrdle d’un promoteur inductible par
le xylose. La souche WB800 comporte une activité protéolytique trés réduite de
par Pinactivation des huit protéases extracellulaires connues. Un vecteur
d’expression navette a été construit a I'aide du réplicon de pBS72, reconnu pour
sa grande stabilité structurelle. Ce vecteur peut étre utilisé chez E. coli et B.
subtilis. La fonctionnalité du nouveau systéme d’expression T7 de B. subtilis a été
évaluée a l’aide du géne amyE codant pour une a-amylase sécrétée. L’ajout de
xylose au milieu de culture induisait la production d’ARN polymérase T7 qui
transcrivait & son tour le géne cloné dans le vecteur. Ainsi, 'a-amylase a été
produite dans le milieu de culture, démontrant la fonctionnalit¢ du systéme.
Toutefois, la quantité d’enzymes produites était relativement faible. Afin
d’augmenter la productivité, les limitations du syst¢éme d’expression devraient étre

identifiées et si possible, corrigées.

3.4 Abstract

The T7 expression system originally developed in E. coli was adapted to B.
subtilis. The gene encoding the T7 RNA polymerase was integrated into the
chromosome of B. subtilis WB800, under the control of an inducible promoter.
The strain WB800 has a very low extracellular proteolytic activity and is therefore
suited for the production of heterologous proteins. A shuttle expression vector was
constructed using the replicon of pBS72, which confers a high structural stability.
This vector can be used in both E. coli and B. subtilis. The functionality of the
new T7 expression system of B. subtilis was evaluated using a gene encoding a
secreted a-amylase. The addition of xylose to the culture medium induced the
production of T7 RNA polymerase, which in turn transcribed the gene cloned into

the vector. Thus, the a-amylase was produced in the culture medium,
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demonstrating the functionality of the expression system. However, the amount of
enzyme produced was relatively low. To increase the productivity, the limitations

of the expression system should be identified and if possible, corrected.

3.5 Introduction

The production of recombinant proteins is the comerstone of numerous research
domains of life science. For this purpose, a variety of expression systems are
available, using bacteria, yeast, insect or mammalian cells as hosts. Among those,
the Gram-negative bacterium Escherichia coli is the most widely used, being well
established in many laboratories (Terpe 2006). E. coli is also commonly used for
the production of industrial and pharmaceutical proteins (Schmidt 2004). The
popularity of this bacterial host can be explained by its ease of handling, its well-
characterized genetics, its short generation time in inexpensive medium and the
availability of a large number of vectors and specialized strains. Many expression
systems have been developed in E. coli based on different inducible promoters
such as Plac, ParaBAD and Ptrcitac (Gronenborn 1976; Brosius et al. 1985;
Guzman et al. 1995). Although it is difficult to predict which expression system is
best suited for the heterologous production of a specific protein, the E. coli T7-
expression system developed by Studier and Moffatt (1986) has shown a high
success rate (Graslund et al. 2008). In this expression system, the host harbours a
chromosomal copy of the gene encoding for T7 RNA polymerase (T7 RNApol)
under the control of the lacUV5 promoter (Wanner ez al. 1977). Upon induction,
the T7 RNApol is produced and specifically transcribes the target gene cloned
downstream of a T7 late promoter in the plasmid vector. The very high
processivity of the T7 RN Apol is mainly responsible for the great efficiency of
the E. coli T7-expression system. The T7 RNApol can elongate mRNA chains
about five times faster than E. coli RNA polymerase (Golomb et Chamberlin
1974), producing enough messenger RNA (mRNA) to saturate the protein-

synthesising machinery of the host. It also possesses a stringent selectivity toward
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T7 late promoters, so it only transcribes target genes cloned into the expression
vector.

When using E. coli as a host, heterologous proteins can be produced either
in the cytoplasm or in the periplasm. Secreted proteins can also leak from the
periplasm and be recovered in the culture medium (Shokri et al. 2003). Because
of higher yield, cytoplasmic production is more often used, but over-produced
proteins tend to accumulate in inclusion bodies (Sorensen et Mortensen 2005).
The process for recovering properly folded and active proteins involves cell
disruption, inclusion body isolation, denaturation and renaturation steps, followed
by purification of the target from contaminating host proteins. Although E. coli
has proven to be a very useful expression host, different problems can hamper the
production of recombinant proteins, such as cell toxicity, misfolding,
inappropriate post-translational modification and codon bias. When those
problems cannot be circumvented, on solution is the use ofan alternative host.

After E. coli, the Gram-positive bacterium Bacillus subtilis is perhaps the
most popular expression host for the production of heterologous proteins (Terpe
2006). Like E. coli, B. subtilis is very well characterized and has become the
paradigm of Gram-positive genetics and physiology. Over the years, several
expression systems have been developed, based on replicating and integrative
vectors (Schumann 2007). One of the great features of B. subtilis is its huge
capacity to secrete proteins directly into the culture medium, which greatly
facilitates downstream processing (Harwood 1992). In contrast to E. coli, B.
subtilis does not produce pyrogenic lipopolysaccharides and bears “generally
recognized as Safe” (GRAS) status from the U.S. Food and Drug Administration
(FDA). Also, it has no significant codon usage bias (Codon Usage Database,

http://www.kazusa.or.jp/codon/). Nevertheless, one of the major limitations of B.

subtilis as an expression host has been its high extracellular proteolytic activity
(Wong 1995). This problem was largely solved by the development of protease-
deficient strains, notably the strains WB800 (Wu et al. 2002) and Dpr8 (Kodama
et al. 2007b), in which the eight known extracellular proteases were inactivated.

One other problem that has limited the used of B. subtilis is the structural
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instability of the expression vectors that replicate by rolling-circle mechanisms
(Bron et al. 1991b). Recently, a series of expression vectors was developed using
the replicon of the cryptic B. subtilis plasmid pBS72 (N guyen et al. 2005). These
low copy expression vectors replicate as theta circles and exhibited full structural
stability.

Since the original publication of the E. coli T7-expression system, it has
been adapted to mammalian cells, Pseudomonas aeruginosa, Erwinia carotovora,
Salmonella  choleraesuis, Agrobacterium tumefaciens, Chromobacterium
violaceum, Rhodobacter capsulatus, Ralstonia eutropha, Bacillus megaterium and
Streptomyces lividans (Ekoy-Stein et Moss 1990; Barnard et al. 2004; Drepper et
al. 2005; Kang er al. 2007; Gamer et al. 2009; Lussier et al. 2010b). A T7-
expression system was also developed in B. subtilis (Conrad et al. 1996), but its
use has not been reported in any publication since it was developed more than ten
years ago. The expression strain have been constructed in the B. subtilis strain
BD170 (trp-2 thr-5) (Dubnau et al. 1973) and the vector was based on the rolling
circle-type plasmid pUB110 (Keggins et al. 1978). During the redaction of this
paper, another T7-expression system was developed in B. subtilis, using an
integrative expression vector (Chen et al. 2010).

In this study, a T7-expression system was developed with the protease-
deficient strain B. subtilis WB800 with the aim to combine the T7 RN Apol
efficiency to the great secretion capacity of this host. A shuttle vector, allowing
T7 RN Apol-directed transcription in B. subtilis and E. coli, was constructed with
the pBS72 replicon and the commercial plasmid pET-9a (Novagen). The new

expression system efficacy was assessed using a B. subtilis a-amylase.

3.6 Materials and methods

3.6.1 Bacterial strains, plasmids and oligonucleotides

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table VIIL and the

oligonucleotides used for PCR amplification are presented in Table IX.
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Table VIIL Strains and plasmids used in this work.

Strain and . s Source or
. Genotype and description u
plas mid reference
Strain
E. coli DH5a F $80/acZAM 15 A(lacZYA-argF)U169 deoR  Invitrogen

B. subtilis WB800

B. subtilis WBT7

Plasmid

pARI1219

pAXO01

pAXT7

pET-%a

pHMC04

pFX583

pFX64

recAl endAl hsdR17(r, ,m.")phoA supE44
thi-1 gyrA96 reldl \-

nprE aprE epr bpr mpr::ble nprB::bsr Avpr
wprd:hyg

Derivative of W B800, lacA::[xvIR-xylAp-T7
RNApol-ery]

bla, ori pMBI, T7 RNApol

bla, ori pMBI, lacA:: [xyIR-xylAp-ery]
Derivative of pAX01 containing T7 RNApol
km, ori pMB1, T7 promoter and terminator

bla, cat, orilrep pBS72, ori pBMI, xyIR,
xvldAp

neo, orilrep pIV1, ori pMBI1, RK2 oriT, A cos,
T7 promoter and terminator

spc, km, orilrep pBS72, ori pBM1, , RK2
oriT,\ cos, T7 promoter and terminator

(Wu et al. 2002)

This study

(Davanloo et al.
1984)

(Hartlet al. 2001)
This study

Novagen, (Studier ef
al. 1990)

(Nguyen et al. 2005)
(Lussier et al. 2010b)

This study

ble, bsr, hyg, ery, bla, km, cat, neo and spc are antibiotic resistance markers for bleomycin,
blasticidin S, hygromycin, erythromycin, ampicillin, kanamycin, chloramphenicol, neomycin and
spectinomycin, respectively.
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Table IX. Oligonucleotides used in this work.

Oligonucleotide Sequence (5°—3’)
yviM5 AGCCCTGCTTATCAGCATAC
erm3 GAACACTAGGGTTGCTCTTG
xyIR5 AGCGTTACTGGCTTCGCTCTC
yviO3 ATGCGGACGCGAACATAGTTG
specs GGCCATGAATTCTTGACATTTTTCTTGTGGATCTGTAT
AATAAAGAATAATTA
spec3 GGCCATGATATCCAATAGTTACAAATTGTTTCACTA
reporiS TCTGGCAGCATCCGAAGG
repori3 GCTACGAATTCTTGACTTTAGCGACCCTGAG
amyESrbs GAGGGACATATGACTCCGAAGTAAGTCTTC
amyE5 GTGTCACATATGTTTGCAAAACGATTCAAAAC
amyE3 TAGCCGGATCCTCAATGGGGAAGAGAACC

Restriction sites are underlined.

3.6.2 Culture media, growth conditions and recombinant ge ne expression

Escherichia coli and Bacillus subtilis strains were grown in 2xTY medium (16 g/l
tryptone, 10 g/ yeast extract and 5 g/l NaCl) with or without agar, at 37 °C.
Antibiotics were added to growth media at the following concentrations:
kanamycin at 30 pg/ml, erythromycinat 1 pg/ml and spectinomycin at 170 pg/ml.
In B. subtilis, recombinant gene expression was induced by the addition of D-
xylose (2 %) at an ODs75 0f 0.4.

3.6.3 DNA preparation and manipulation

Standard procedures were used for the preparation and manipulation of DNA
(Sambrook et al. 1989). All plasmid constructions and gene cloning were realized

in E. coli DH5a (Invitrogen). B. subtilis was transformed by electroporation as

71




described by Xue ef al. (1999). PCR amplifications were performed using proof
reading Pwo DNA polymerase (Roche) and all products were sequenced at the

McGill University and Génome Québec Innovation Centre.

3.6.4 Construction of the B. subtilis T7-expression host

The T7 gene I, encoding for the phage RNA polymerase (T7 RNApol), was
obtained from pAR1219 (Davanloo er al. 1984) by a BstY1 digest and ligated into
BamMHI-linearized vector pAX01(Hartl ef al. 2001) (Figure 12). The resulting
construction pAXT7 was introduced into the B. subtilis protease-deficient strain
WB800 (Wu er al. 2002) via natural competence (Yasbin er al. 1975).
Transformants were selected with erythromycin and chromosomal integration in
the JacA locus was confirmed by PCR with pairs of primers yvfMS5/erm3and

xyIR5/yvfO3, and by sequencing.

3.6.5 Construction of the T7-expression vector

The pFX64 shuttle T7-expression vector was constructed by using the E. coli
pET-9a vector (Novagen) as backbone. The spc gene conferring resistance to
spectinomycin was amplified from B. subtilis 1HAOl (Hartl et al. 2001)
chromosomal DNA using primers spec5 and spec3. The resulting 1.1 kb fragment
was digested with EcoRV and EcoRI and ligated into pET-9a linearized with the
same restriction enzymes. The B. subtilis pBS72 (Lagodich et al. 2004) replicon,
amplified from vector pHCMCO04 (Nguyen ef al. 2005) with primers repori5 and
repori3, was cloned into the EcoRI site. A Bgl/ll/Ac/l fragment from pFX583
(Lussier ef al. 2010a) containing a RK2 transfer origin (oriT) and a 4 cos sequence
was cloned into the same restriction site. Finally, a 198 pb DNA fragment
containing rop was deleted by a Ac/l/Bpml digestion and the blunted plasmid was
recircularized, giving rise to pFX64 (Figure 13).
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Figure 12. Structure of the integrative plasmid pAXT7. T7 RNApol, T7 RNA
polymerase-encoding gene; SD, Shine-Dalgarno sequence; rop, repressor of
primer (copy number control); ori pMBI, replicon for replication in E. coli; bla,
B-lactamase, ampicillin resistance; 5’lacA and 3’lacA, disrupted lacA for
chromosomal integration in B. subtilis; rrmBt1t2, transcription terminators T1 and
T2 from E. coli rrnB gene; fo, A transcription terminator; xy/R, xylose repressor
protein; xyldp, xylose-inducible promoter, ermE, N-6-aminoadenine-N-

methyltransferase,erythromycin resistance.
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Figure 13. Structure of the expression vector pFX64. T7pro, T7 gene ¢l0
promoter; T7ter, T7 transcription terminator ¢f; SD, Shine-Dalgarno sequence;
spc, spectinomycin adenyltransferase, spectinomycin resistance; orilrep pBS72,
replicon for replication in B. subtilis; oriT, RK2 origin of transfer; cos, A cohesive
end site; km, aminoglycoside phosphotransferase, kanamycin resistance; ori
pMBI, replicon for replication in E. coli; rop, repressor of primer (copy number

control).
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3.6.6 T7 RNA polymerase-directed gene expression

The a-amylase-encoding gene (amyE) was amplified with and without its
ribosome binding site (RBS) sequence using, respectively, the primers pairs
amyE5rbs/amyE3 and amyE5\amyE3. The resulting DNA fragments were cloned
into pFX64 using the Ndel and BamHI restriction sites. The ligated DN A was then
transformed in E. coli. After obtaining the right constructions, the amyE-
containing vectors were transferred into B. subtilis WBTT. Expression was
induced by the addition of2 % D-xylose and incubated at 37 °C for 8 h.

3.6.7 Analysis of recombinant protein production

Culture supernatant and cells were recovered by centrifugation. Cells were
resuspended in 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride and disrupted by sonication (XL2020TM, Heat
Systems). Supernatants and lysates were kept at —20 °C. The Bradford protein
assay method (Bradford reagent, Sigma-Aldrich) was used for protein
concentration determination. Acetone precipitation was used to concentrate
proteins from culture supernatants (2 volumes acetone : 1 volume supernatant).
Separation of proteins by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide  gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed according to Laemmli (Laemmli
1970) and proteins were visualized by Coomassie blue staining. Detection of T7
RNApol by Western blotting was performed as described by Lussier et al.
(2010b). Amylase assays were realized on agar medium supplemented with 1 %
(m/v) starch. Culture supernatants were loaded into wells in the agar medium and
the plates were incubated 16 h at 37° C. Hydrolyse zones were revealed by iodine

staining.
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3.7 Results

3.7.1 B. subtilis T7-expression host

The B. subtilis WBT7 strain was obtained by using the integrative vector pAXT7,
in which the T7 RNApol gene was placed under the control of the xylose-
inducible xyld promoter (xyldp) of Bacillus megaterium (Rygus et Hillen 1991).
Ectopic integration into the lac4 locus of B. subtilis WB800 resulted in an
erythromycin-resistant strain that can produce T7 RNApol under xylose-induced
condition. PCR amplification and DNA sequencing confirmed the chromosomal
integration by double crossover. Production of T7 RNApol by B. subtilis WBT7
was evaluated by Western blotting. Cells were grown under induced condition for
a period of 20 h and processed as mentioned above. No T7 RNApol could be

detected (result not shown).

3.7.2 Shuttle T7-expression vector

To be used with B. subtilis WBT7, a shuttle vector containing the T7 promoter
$10 and the T7 transcription terminator t was constructed (Figure 13). The
vector pFX64 features a pMBI1 and a pBS72 replicon, allowing replication in E.
coli and B. subtilis. The A cos sequence allows the use of pFX64 as a cosmid
vector for large DNA fragment cloning and can be mobilized via the RK2 oriT
sequence. Because the kanamycin selection marker (km) originally present in
pET-9a was not functional in B. subtilis, spc was added to the construction. For
unknown reasons, the copy number of the vector seemed to have been reduced in
E. coli after the addition of the oriT and cos sequences. Deletion of rop helped to

restore the high copy number.

76



3.7.3 Extracellular protein production

The efficiency of the B. subtilis T7 RNApoldependent expression system to
produce secreted proteins was evaluated by using the homologous a-amylase
(AmyE) as model The gene amyE was cloned in pFX64 with and without its RBS
sequence, resulting in pF X64amyE_RBS and pFX64amyE, respectively. After 8 h
of incubation under induced condition, the culture supernatants were recovered
and the amylolytic activity was assayed on agar plates containing starch (Figure
14). After iodine staining, hydrolyse zones could be seen for WBT7/
pFX64amyE RBS but not for WBT7/ pFX64amyE. No amylolytic activity was
detected for the non-induced controls. Culture supernatants were also analyzed by
Coomassie-stained SDS-PAGE (Figure 15). In accordance with the amylolytic
assay, AmyE was detected only in the supernatant of WBT7/ pFX64amyE SD as
a very faint band. Numerous unknown proteins were also detected in the

supernatant, independently of the presence of the inducer.
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pFX64amyE

pFX64amyE_RBS

Figure 14. Agar plate assay for the evaluation of the a-amylase production in the
culture supernatant of WBT7/pFX64amyE and WBT7/pFX64amyE_RBS, under

induced and non-induced conditions. Two clones were analyzed for each strain.
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Figure 15. Coomassie-stained SDS-PAGE showing the extracellular production
of a-amylase in non-induced (-) and induced (+) cultures of

WBT7/pFX64amyE RBS, 4h, 6h and 8h post- induction.

3.8 Discussion

Conrad er al. (1996) have already demonstrated that T7 RNApol-dependent
expression was feasible in B. subtilis. In their expression system, the T7 RNApol-
encoding gene was chromosomally integrated into the amyE locus of the B.
subtilis strain BD170, under the control of the xylose-inducible promoter xyidp.
They showed that the T7 RNApol was produced as soon as 30 min after
induction. By using their multicopy pUB110-derivative T7-expression vector,
they were able to produce the E. coli f-galactosidase and the Thermoactinomyces
vulgaris a-amylase. However, their expression system presented two main
limitations. First, B. subtilis BD170 is very similar to the wild type strain 168
(Dubnau ef al. 1967) and can therefore produce numerous extracellular proteases.
This last characteristic as been one of the main bottlenecks in expression and
secretion of heterologous proteins in B. subitilis (Li et al. 2004). Since the

publication of Conrad ef al., strains with reduced extracellular proteolytic activity
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have been developed, such as WB800 (Wu et al. 2002) and Dpr8 (Kodama ef al.
2007b). The second limitation of the system comes from the pUB110 replicon
used in their expression vector. Plasmids derived from pUBI 10 replicate stably in
B. subtilis, but cloned recombinant DNA can cause structural and sometimes
segregational instability (Bron et al. 1991b). The basis of the structural instability
is linked to their replication mechanism. These plasmids replicate as rolling
circles by generating single-stranded DNA intermediates in which short direct
repeats, introduced by the cloned DNA, can lead to deletions (Bron et al. 1991a).
This can be particularly problematic when large DNA fragments are cloned.

The T7-expression system developed by our group present all the interesting
features of the one developed by Conrad et al., without the limitations. The B.
subtilis strain WB800 used for the construction of our expression host has no
detectable extracellular proteolytic activity. B. subtilis WB800 was developed by
Wu et al. (2002) by inactivating the eight known extracellular proteases encoded
by nprE, aprE, epr, bpr, mpr, nprB, vpr and wprd. Improperly folded secreted
proteins are known to be targeted by proteases. In B. subtilis, even correctly
folded heterologous proteins can be degraded by extracellular proteases. The
strain WBT7 is therefore a more appropriate expression host than the BD170-
derivative. The structural instability of the rolling circle-type plasmids has lead to
the development of expression vectors derived from theta-type replicating
plasmids. A series of low-copy expression vectors, with full structural stability,
have already been constructed using the pBS72 replicon (N guyen ez al. 2005). In
this study, the pBS72 replicon was used to develop the T7-expression vector
pFX64. Although our vector is similar to the one developed by Conrad ef al., no
structural instability is expected. Also, pFX64 features a A cos sequence that
allows cloning of large DNA fragments.

Compared to E. coli, B. subtilis requires a stronger comp lementarity
between ribosomes and Shine-Dalgarno sequences for an efficient initiation of the
translation (Vellanoweth et Rabinowitz 1992). Also, it has been reported that B.
subtilis inefficiently translated T7 late mRNA, possibly because of the RBS
(Hager et Rabinowitz 1985a). To assess the new B. subtilis T7-expression system,
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amyE was used as a model gene. Expression was evaluated with the native RBS
of amyE and that of the T7 gene 10 originally present in p ET-9a. Agar plate assay
done with culture supernatants showed that AmyE was produced under induced-
condition, demonstrating the functionality of B. subtilis WBT7 and pFX64. The
absence of activity when using the T7 gene 10 RBS is in accordance with the
literature. Although this RBS is really effective in E. coli, it seems to be
inefficient in initiating translation in B. subtilis. For future use, the RBS present in
pFX64 should be replaced by one that is functional in B. subtilis and E. coli, to
have a true bifunctional T7-expression vector.

The agar plate assay showed that the B. subtilis T7-expression system was
functional. The strain WBT7 allowed inducible production of proteins without
detectable expression leaking. Conrad et al. (1996) also reported tightly regulated
expression using the same promoter. In the absence of inducer, xylAp s known to
be strongly repressed by XyIR (Kim et al. 1996). Also, glucose exerts catabolite
repression and acts as an anti-inducer for XyIR by competing with xylose (Rygus
et Hillen 1992; Dahl er al. 1995). Since the cis-acting element (CRE) is not
present on pFXT7, expression should not be subjected to catabolite repression.
Tightly regulated systems, like ours, are of particular interest for the production of
toxic proteins and allow turning expression “on” when cells reach high density or
at a particular time point.

Although pFX64 and B. subtilis WBT7 allowed inducible T7 RNApol-
directed expression, the amount of AmyE secreted was relatively low compared to
what was reported in another study (Leloup et al. 1997)Q32. A first bottleneck
could result from the quantity of T7 RNApol produced by the host. Although
small amounts of T7 RNApol are required to generate very large quantity of
mRNA (Studier et Moffatt 1986), insufficient production would directly impair
expression of the cloned gene. Western blot failed to detect the T7 RN Apol in the
cytosolic protein fraction of B. subtilis WBT7 under induced condition. The low
production of T7 RNApol could be explained by the native phage RBS used in
PAXTT7. Replacing the RBS upstream of the T7 RNApol gene by a more efficient

one would possibly increase the productivity of the system. The low yield of
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secreted AmyE could also result of misfolding or burden of the secretion
machinery. Under overproduction conditions, proteins tend to aggregate as
inclusion bodies (Mogk e al. 2002). One approach to enhance proper folding is to
increase the production of molecular chaperones (Wu ez al. 1998). Constitutive
expression of the extracellular membrane-associated chaperone PrsA has
increased the production of secreted a-amylases and of a protease (Kontinen et
Sarvas 1993). Other alternative methods consist of lowering the cells incubation
temperature (Schein et Noteborn 1988; Thuy Le et Schumann 2007) and tuning
inducer concentration (Turner et al. 2005). Different concentrations of D-xylose
were tested, but no notable effect on the amount of secreted AmyE was observed.
In their B. subtilis T7-expression system, Chen ef al. (2010) showed that the use
of a multicopy expression vector was unnecessary and even adverse. When using
a pUBI10-derived vector, the secretion pathway of B. subtilis seemed to be
saturated. With an integrative vector, 50 % more target protein could be secreted.
A similar approach could be used in an attempt to increase the productivity of our
expression system. Still, further investigation is needed to determine what limits
the productivity of the expression system.

Some improvement is still needed to obtain a highly efficient B. subtilis T7-
expression system, but the strain and the vector presented here are a solid base for
future work. This expression system could be a very appealing alternative to E.
coli. The B. subtilis T7-expression system combines the great features of this host
to the high activity of the T7 RNApol The A cos sequence of pFX64 allows
cloning of large DNA inserts for genomic and metagenomic libraries construction.
Libraries constructed with pFX64 could be screened in E. coli and B. subtilis. Use
of multiple hosts in function-based screening is known to enhance gene detection
frequencies (Daniel 2005). The B. subtilis strain WBT7 and the shuttle vector
pFX64 offer great potential for heterologous gene expression and metagenomic

library construction and screening.
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PARTIE II:
CONSTRUCTION ET CRIBLAGE D’UNE BANQUE
METAGENOMIQUE



4. REVUE DE LITTERATURE



4.1 Métagénomique

Pour I’industrie des biotechnologies, la vaste diversité microbienne représente une
source incroyable de biocatalyseurs et de molécules aux propriétés diverses. Le
nombre total de cellules procaryotes sur terre est en effet estimé a 4-6 x 10%°
(Whitman et al. 1998). Les bactéries sont présentes dans pratiquement tous les
environnements et seule une infime proportion d’entre elles ont été découvertes
ou étudiées. On estime & environ 0.1% la portion des bactéries pouvant étre
cultivées en laboratoire avec les techniques actuelles (Torsvik et al. 1990; Amann
et al. 1995a; Lorenz et al. 2002; Torsvik et Ovreas 2002). La grande majorité de
la diversité génétique microbienne demeure donc inaccessible par les approches
classiques basées sur I’isolement de bactéries en cultures pures. Pour accéder a ce
matérie]l génétique, des approches alternatives ont ét¢ développées. La
métagénomique a émergé a la fin des années 1990 comme une approche
permettant d’accéder et d’étudier le matériel génétique d’une communauté
microbienne présente dans un environnement donné (Handelsman et al. 1998).
Dans cette approche, ' ADN génomique est isolé directement d’un consortium
bactérien, cloné dans un vecteur et introduit dans un hote hétérologue pour ainsi
générer une banque métagénomique. La banque peut ensuite étre analysée par
séquencage ou criblée selon des approches basées sur la séquence ou I’expression
de traits particuliers.

L’approche métagénomique a été utilisée avec succés pour la découverte
d’une grande diversité d’enzymes (Tableau X) (Streit et al. 2004; Daniel 2005;
Steele er al. 2009). Parmi les groupes d’enzymes les plus souvent représentées, on
retrouve les estérases, les lipases, les protéases et diverses enzymes impliquées
dans I’hydrolyse de polysaccharides et la synthése de métabolites secondaires.
D’une étude a I'autre, le degré de caractérisation des enzymes découvertes varie
grandement, allant de la simple séquence peptidique & la compléte caractérisation

biochimique.

86



Tableau X. Enzymes découvertes grace a I’approche métagénomique.

Enzyme Source ' ADN Type de Nombre de Référence(s)
vecteur clones
Lipases Sources variées; Cosmide 10000 (Meilleur et al. 2009;
enrichissement en Co6té et Shareck

fermenteuravec de la 2010)

gélatine

Sédiments aquatiques Fosmide 2400 (Couto et al. 2010)

Sol Plas mide Non spécific  (Weief al. 2009)

Rumen bovin BAC 15360 (Liu et al. 2009)

Sédiments marins Fosmide > 7000 (Hardeman et Sjoling

2007)
Estérases Sol Fosmide 15000 (Buntemgsook et al.
2010)

Sol Fosmide 142900 (Leeeral 2010)

Sédiments marins Fosmide Non spécifi¢  (Hu et al. 2010)

Compost Fosmide 23400 (Kimer al. 2010)

Boues activées Fosmide Non spécifié  (Zhang et Han 2009)
Protéases Sol Plas mide 80000 (Waschkowitz ef al.

2009)

Sédiments marins Fosmide 30000 (Lee et al. 2007)
f-galactosidase  Sol Plas mide 12000 (Wang er al. 2010a)
Xylanase Sol; enrichissement Cosmide 12000 (Mo et al. 2010)

avec de la paille de riz

Sol Plas mide 24000 (Hu et al. 2008)

Eau usée agricole Phagemide 5000000 (Lee et al. 2006b)
Amylase Sol Cosmide 35000 (Sharma et al. 2010)
Cellulase Rumen bovin Cosmide 15000 (Duan et al. 2009)

Compost Cosmide 100000 (Pang et al. 2009)

Sol Fosmide 70000 Kimer al. 2008)
Agarase Sol Cosmide 1532 (Voget et al. 2003)
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4.2 Construction de banques métagénomiques

La construction d’une banque métagénomique débute par I’extraction d’ADN
génomique a partir d’un échantillon complexe contenant une biomasse
bactérienne. L’ ADN est ensuite fragmenté 3 'aide d’enzymes de restriction ou de
moyens mécaniques pour générer des fragments pouvant varier entre 5 et 40 kb.
Selon la longueur des fragments d’ADN, différents types de vecteurs peuvent étre
utilisés. L’ADN génomique lié au vecteur est finalement introduit dans un hote

bactérien hétérologue pour y étre conservé et/ou criblé (Figure 16).
4.2.1 Source d’ADN

Le choix de la source d’ADN influence I’issue d’une étude métagénomique en
déterminant la diversité génétique et la fiéquence des génes codant pour l'activité
recherchée. Trois grandes approches peuvent étre dégagées des études
métagénomiques publiées. La premiére approche consiste a extraire ’ADN d’un
environnement naturellement riche en organismes produisant le type d’enzyme
recherchée, tel que [I’intestin d’insectes phytophages pour la découverte de
xylanases (Brennan ez al. 2004). La seconde approche utilise des environnements
comportant une grande diversité microbienne, tel que le sol. Il est estimé qu’un
gramme de sol provenant d’un simple champ cultivé contient 2 x 10° cellules
procaryotes (Paul et Clark 1989). Selon différentes études, un gramme de sol
contiendrait entre 2000 et 18000 génomes distincts (Torsvik ez al. 1996; Torsvik
et al. 1998; Doolittle 1999; Torsvik et Ovreas 2002). De ce fait, un grand nombre
de banques métagénomiques sont construites a partir d’ADN génomique extrait
du sol (Tableau X). Une troisiéme approche cible des environnements extrémes,
te] qu’hypersalin, alcalin, chaud ou froid, avec pour but d’isoler des enzymes
actives et stables dans ces conditions particuliéres (Ferrer et al. 2005; Cieslinski ez
al. 2009; Heath et al. 2009; Jeon et al. 2009; Grant et Heaphy 2010).

Dans I’échantillon utilisé pour extraire ’ADN génomique, la fréquence

des organismes possédant lactivité recherchée détermine le nombre de clones
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devant étre cribKs pour isoler un géne d’intérét (Daniel 2005). Une stratégie pour
augmenter cette fréquence consiste a soumettre la biomasse a des conditions de
culture favorisant les organismes comportant les caractéristiques souhaitées, tel
que le pH, la température, la source de carbone et d’azote (Knietsch et al. 2003;
Rees et al. 2003; Daniel 2004; Gabor et al. 2004b; Meilleur et al. 2009). L’étape
d’enrichissement doit toutefois étre conduite avec précaution car elle peut mener a
une perte de diversité et réduire la probabilité de découverte de nouvelles enzymes

(Elend et al. 2006).
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Figure 16. Etapes générales d’une étude métagénomique.
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4.2.2 Isolement d’ADN

L’isolement de ’ADN génomique est une étape critique dans la construction
d’une banque métagénomique. Elle détermine en effet la qualité de la banque en
définissant la diversité des organismes qui y sont représentés et le poids
moléculaire de I' ADN. L’extractiond’ ADN génomique, que ce soit a partir d’une
culture pure ou d’un échantillon environnemental, requiert que les cellules soient
efficacement lysées. A la différence des cultures pures, les échantillons
environnementaux nécessitent un protocole de lyse adapté a plusieurs types de
bactéries. Aux fins de construction de banques métagénomiques, plusieurs
méthodes ont été développées pour Iextraction d’ADN a partir de divers
échantillons environnementaux (Zhou er al. 1996; Krsek et Wellington 1999;
Maarit Niemi er al. 2001; Roose-Amsaleg et al. 2001; Bey et al. 2010).
L’extraction d’ADN métagénomique doit étre un compromis entre une lyse
vigoureuse, nécessaire pour que la majorité des génomes soient représentés, et la
minimisation de la fragmentation de 'ADN. Les méthodes mécaniques sont
connues pour leur grande efficacité de lyse et permettent généralement d’obtenir
la plus grande diversité génétique (Maarit Niemi er al. 2001). Les méthodes de
lyse chimique sont elles plus douces et sont mieux adaptées a I'isolement d’ ADN

génomique de hauts poids moléculaires (Bertrand er al. 2005; Cowan et al. 2005).

4.2.3 Types de banques

Les banques métagénomiques peuvent étre classées en deux grands groupes selon
la taille des fragments d’ADN clonés, les banques a petits et a grands inserts. Les
banques a petits inserts (< 15 kb) sont basées sur des vecteurs plasmidiques, tels
que pBluescript SK+ et pUC19 (Henne er al. 1999; Ranjan et al. 2005). Dans le
cas des banques 4 grands inserts, des cosmides ou des fosmides peuvent étre
utilisés pour des fragments d’ADN allant jusqu’a 40 kb et des vecteurs BAC
(chromosome artificiel bactérien) pour les plus grands inserts (Rondon ez al. 2000;

Courtois er al. 2003; Kim et al. 2006). Le choix du vecteur utilisé pour ka
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construction d’une banque métagénomique est donc influencé par le poids
moléculaire de ’ADN extrait. De par la taille de leurs inserts, les banques
plasmidiques sont adéquates pour I'isolement de genes uniques ou d’opérons. Les
banques a grands inserts permettent d’isoler de plus importants groupes de génes
codant pour des voies métaboliques et facilitent la caractérisation des génomes
présents dans I’échantillon environnemental (Rondon ef al. 2000; Cowan et al.
2005). Un des avantages des banques plasmidiques est leur nombre élevé de
copies par cellule qui permet la détection de génes faiblement exprimés. Aussi, la
petite taille des fragments rend possible la transcription par le promoteur du
vecteur. Par contre, de par la taille des inserts, les banques plasmidiques requiert
le criblage d’environ 10 fois plus de clones que les banques a grands inserts pour

couvrir la méme longueur d’ADN (Steele et al. 2009).

4.3 Criblage

Différentes approches ont été développées pour accéder a I'information génétique
contenue dans une banque métagénomique, soit le criblage basé sur la séquence et
celui dépendant de Pexpression génétique. Pour étre efficace, la méthode de
criblage utilisée doit permettre un haut débit d’analyse et €tre suffisamment

sensible.

4.3.1 Criblage dépendant de la séquence

Dans la recherche de nouvelles enzymes, lapproche de criblage séquence-
dépendant a longtemps reposé sur la séquence de génes déja connus pour le
design d’oligonuckotides servant de sondes d’hybridation ou utilisés pour
I’amplification par PCR (Schloss et Handelsman 2003). Dans les deux cas, cette
approche de criblage se limite 4 la détection de genes similaires 4 ceux déja
connus (Cottrell er al. 2000). Néanmoins, 1'approche de criblage basée sur la
séquence présente I’avantage de ne pas dépendre de I'expression des génes chez

I’hote hétérologue. Moins utilisée que le criblage fonctionnel, cette méthode a tout
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de méme permis la découverte de nouvelles enzymes, telles que des lipases, des
chitinases et des amylases (Cottrell ef al. 2000; Bell et al. 2002; Jiang et al. 2006;
Tang et al. 2006).

Au cours des dix derniéres années, les capacités de séquencage se sont
rapidement accrues et il est maintenant possible de séquencer un génome complet
a un colt raisonnable. Les nouvelles plateformes de séquencage, telles que le
Genome Sequencer (Roche 454 Life Sciences), le HiSeq 2000 (Illumina), le
SOLID System (Applied Biosystems) et le HeliScope (Helicos), permettent de
séquencer des gigabases d’ADN en quelques Jours (Pettersson et al. 2009;
Voelkerding er al. 2009). Ces technologies sont principalement utilisées dans des
¢tudes métagénomiques visant 4 caractériser des communautés microbiennes
(Park et al. 2010; Weber et al. 2010; Xie et al. 2010; Youssef et al. 2010) et plus

rarement pour la découverte d’enzymes (Hess ef al. 2011).

4.3.2 Criblage fonctionnel

L’approche de criblage la plus utilisée pour la découverte d’enzymes repose sur la
détection de Iactivité catalytique (Meilleur ef al. 2009; Waschkowitz et al. 2009;
Bunterngsook et al. 2010; Cé6té et Shareck 2010; Couto et al. 2010; Mo et al.
2010; Sharma er al. 2010). Une fois la banque métagénomique construite et
introduite dans 1'hdte hétérologue, le criblage fonctionnel s’effectue le plus
souvent sur un milieu agar contenant un substrat permettant de visualiser 1’activité
recherchée. L’activité enzymatique peut se traduire par un changement
d’apparence du substrat, tel la formation d’une zone claire ou turbide. La
détection de lipases et d’estérases, par exemple, s’effectue souvent & Iaide de
tributyrine, dont I'hydrolyse se traduit par la formation d’une zone claire autour
de la colonie (Thomson et al. 1999). D’autres approches utilisent des substrats
fluorogéniques ou emploient des colorants (Kouker et Jaeger 1987; Kim et al
2008). Le criblage fonctionnel ne dépend pas de la séquence de génes connus et
peut donc mener 4 la découverte de classes d’enzymes complétement nouvelles.

Cette approche présente aussi I’avantage de sélectionner des génes fonctionnels et

93



complets. Par contre, le succés du criblage fonctionnel repose entiérement sur
Pexpression adéquate des génes chez I'hote hétérologue, ce qui est en fait la
principale limitation de cette approche. A partir de I’analyse de 32 génomes
procaryotes, il est estimé que 40 % des genes peuvent étre exprimés chez E. coli
(Gabor ef al. 2004a). Méme quand les génes sont exprimes, la quantité d’enzyme
produite peut étre trop faible pour que I'activité soit détectée. Le choix de I'hote

utilisé peut donc influencer grandement les résultats du criblage.
4.4 Hotes hétérologues

Comme pour I'expression de génes hétérologues, E. coli est I’hote le plus
couramment utilisé dans les études métagénomiques. Dans la plupart des
publications, E. coli est utilisée pour la construction et le maintient de la banque
métagénomique, ainsi que pour le criblage (Daniel 2005). Ceci peut entre autres
s’expliquer par la disponbilité d’un grand nombre de vecteurs, plasmides,
cosmides, fosmides et BAC. Bien qu’E. coli soit utilisée avec succes dans bon
nombre d’études, il a été démontré que Iutilisation d’hotes alternatifs permettait
d’élargir la diversité des enzymes détectées par criblage fonctionnel (Li et al.
2005; Wang et al. 2006). A cette fin, divers vecteurs navettes ont été développés,
permettant le transfert de banques produites chez E. coli vers d’autres hotes
bactériens (Martinez et al. 2004; Aakvik et al. 2009; Lussier ef al. 2010b). Les
hotes de criblage alternatifs décrits dans la littérature comprennent Pseudomonas
putida, Streptomyces lividans, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum,
Pseudomonas fluorescens et Xanthomonas campestris (Wang et al. 2000;
Martinez et al. 2004; Li et al. 2005; Wexler et al. 2005; Aakvik et al. 2009). Les
bactéries possédant une grande capacité de sécrétion sont d’un intérét particulier,
les approches de criblage fonctionnel requérant généralement que les protéines
soient produites dans le milieu de culture. Des hdtes eucaryotes pourraient aussi
étre utiles pour le criblage fonctionnel, les banques métagénomiques pouvant

contenir une grande proportion d’ADN eucaryote (Daniel 2005). Par contre,
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Iinefficacité de transfert des banques représente un frein réel a I’utilisation

d’hotes alternatifs (Martinez et al. 2004).
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5. PRESENTATION DE L’ARTICLE 3



5.1 Mise en contexte de P’article 3

La métagénomique est une approche permettant d’accéder a la diversité génétique
d’une population de microorganismes présents dans un environnement donné.
Dans un grand nombre de publications, cette approche a démontré son efficacité
pour la découverte de nouvelles enzymes. Dans le cadre d’une étude visant &
identifier de nouvelles enzymes d’intérét industriel, le vecteur pFX583 et Ia
souche S. /ividans 10T7 ont été utilisés pour Ia construction et le criblage d’une
banque métagénomique. Cet articke présente une des applications du systéme
d’expression T7 développé chez S. lividans et a été accepté pour publication dans
la revue Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology le 11 novembre

2010.

5.2 Contribution de I’étudiant a I’article 3

Les travaux présentés dans cet article ont principalement été réalisés par I'étudiant
sous la supervision de Frangois Shareck (Ph.D.). L’enrichissement de la biomasse
en fermenteur a été réalisé par Jean-Frangois Hupé, sous l supervision de Réjean
Beaudet (Ph.D.) et de Pierre Juteau (Ph.D.). Les essais enzymatiques ont €té
réalisés par Olivier Chambenoit (Ph.D.) avec I’assistance technique de Julie
Dorion-Thibaudeau. L’article a entiérement été écrit par I’étudiant et révisé par les

co-auteurs.
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5.4 Résumé

L'approche métagénomique a grandement accéléré la découverte de nouvelles
enzymes en donnant accés au potentiel génétique de microorganismes provenant
de divers environnements. Le criblage fonctionnel de banques métagénomiques
dépend de lexpression adéquate des génes dans I'hdte hétérologue. Ceci peut Etre
particuliérement problématique dans le cas de banques comportant de grands
fragments d’ADN. Dans cette étude, le vecteur cosmidique navette pFX583 a été
utilisé pour la construction et le criblage d'une banque métagénomique. Ce
vecteur permet d’utiliser ' ARN polymérase T7 pour transcrire spécifiquement
insert d’ADN, chez Escherichia coli et Streptomyces lividans. 1! ADN utilisé
pour la construction de la banque a été obtenu & partir d’une biomasse enrichie. La
banque a été criblée pour des activités lipolytiques et protéolytiques en utilisant
E. coli et S. lividans comme hétes. De nombreux clones possédant une activité
lipolytique ont été isolés chez E. coli. Par contre, aucune protéase n’a pu étre
détectée chez les deux hotes. Le criblage fonctionnel a néanmoins permis
I'isolement d’un géne codant pour une nouvelle lipase qui a pu étre partiellement

caractérisée.

5.5 Abstract

The metagenomic approach has greatly accelerated the discovery of new enzymes
by giving access to the genetic potential of microorganisms from various
environments. Function-based screening depends on adequate expression of the
foreign genes in the heterologous host, which can be challenging in large-insert
libraries. In this study, the shuttle cosmid vector pFX583 was used for the
construction and screening of a metagenomic library. This vector allows T7 RNA
polymerase-directed transcription of the cloned DNA and can be used in
Escherichia coli and Streptomyces lividans. The DNA used for the library

construction was obtained from an enriched biomass. The library was screened for

99



lipolytic and proteolytic activities using E. coli and S. lividans as hosts. Numerous
E. coli clones with lipolytic activity were detected. Unfortunately, proteases could
not be detected in both hosts. From the lipolytic activity screen, a gene coding for

a new lipase was isolated, and partial characterization was conducted.

5.6 Introduction

Considering that nearly 99 % of the microorganisms in nature are not readily
culturable (Amann et al. 1995b), a large genetic reservoir remains untapped
despite years of culture-dependent screening studies. To gain access to this
genetic information, methods were developed based on the analysis and direct
isolation of nucleic acids from uncultured microorganisms. Among those
methods, metagenomics, the analysis of the collective microbial genomes present
in a given habitat, has emerged as a powerful approach (Steele er al. 2009).
Metagenomics usually involves direct isolation of genomic DNA from an
environment, construction of a library by cloning the DNA into a suitable vector
and subsequent high-throughput sequencing or screening. Screens of
metagenomic libraries can be based either on sequence- or function-driven
approaches. Sequence-based screening relies on the use of a conserved DNA
sequence for designing hybridization probes or PCR primers to detect specific
sequences (Schloss et Handelsman 2003 ). The main advantage of sequence-driven
screening methods is their independence toward expression of the cloned gene by
the heterologous host. However it tends to recover sequences related to known
genes and does not select for complete gene sequences and functional products
(Daniel 2005). Function-driven analysis depends on the detection of a specific
phenotype expressed by a clone. In order to be successful, it requires the
transcription of the cloned genes and an efficient translation by the heterologous
screening host, which are the main limitation of the function-driven approach
(Handelsman 2004). Expression can be driven by the vector’s host-specific
promoter in plasmid libraries, but limited in cosmid, fosmid or BAC libraries due

to the size of the DNA insert. Nevertheless, those large-insert libraries cover
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longer DNA sequences with fewer clones and are more appropriate to recover
complex pathways encoded by large gene clusters.

The detection of a target gene in a metagenomic library often involves
screening many thousands of clones. To increase the chances of finding positive
Clones, it is possible to generate a laboratory enrichment culture from an
environmental sample, prior to DNA isolation. By using particular growth
conditions, it is possible to increase the proportion of organisms harboring the
target trait (Entcheva er al. 2001; Gabor et al 2004b; Ferrer et al. 2005).
However, it must be balanced against the overall loss of population diversity
(Elend et al. 2006).

The Escherichia coli T7-expression system developed by Studier and
Moffatt (1986) is commonly used to achieve high-level protein production. The
system is based on the T7 bacteriophage RNA polymerase (T7 RN Apol), which
directs the selective transcription of genes cloned downstream of the major T7 late
promoter. The T7RNApol is characterized by a very high activity, elongating
mRNA chains about five times faster than the E. coli RNA polymerase (Golomb
et Chamberlin 1974). The phage RNA polymerase can also generate very long
mRNAs and is poorly terminated by unrelated transcription terminators
(McAllister et al. 1981). Since the original publication of Studier and Mo ffatt, the
T7-expression system has been adapted to mammalian cells and several bacteria
(Elroy-Stein et Moss 1990; Conrad ef al. 1996; Barnard et al. 2004; Drepper et al.
2005; Kang et al. 2007; Gamer et al. 2009; Katzke et al. 2010). Lussier et al.
(2010b) have developed a bifunctional vector, pFX583, that allows T7 RNApol-
directed transcription in E. coli and in the filamentous Gram-positive bacterium
Streptomyces lividans. As pFX583 features a A cos sequence, it can be used as a
cosmid vector for the cloning of large DNA fragments. The different
characteristics of pFX583 make it very attractive for the construction of
metagenomic libraries and for function-driven screening. To use with this vector,
a S. lividans strain that inducibly produces T7 RN Apol was also developed by the

same group. S. /ividans is known as a very useful alternative host to expand the
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number of genes detected in metagenomic function-based screening (Martinez et
al. 2004).

Here, in order to isolate new lipolytic and proteolytic enzymes, a
metagenomic cosmid library was constructed with pFX583 using DNA extracted
from the biomass of an enriched fed-batch reactor. The resulting library was
screened for enzymatic activity in E. coli and S. lividans. The approach described
in this paper combined biomass enrichment and multi-host screening, strategies
known to increase gene detection frequency (Daniel 2005). The use of pFX583
has allowed T7 RN Apol-directed transcription of the cloned metagenomic DNA
fragments, which has potentially enhanced the expression of the foreign genes.
Many clones with lipolytic activity were detected, from which a new lipase was
isolated and partially characterized. For unknown reason, no protease was

detected.

5.7 Materials and Methods

5.7.1 Bacterial strains, culture media and growth conditions

Bacterial strains and vectors used in this study are listed in Table 1. E. coli strains
were grown in 2xTY medium (16 g/L tryptone, 10 g/L yeast extract and 5 g/L
NaCl) with or without agar at 37 °C. Screening was performed on 2xTY agar
supplemented with 1% tributyrin (Sigma) or 2.5 % skim milk (Difco). S. lividans
was grown at 34 °C and R5 medium (Kieser ez al. 2000) supplemented with 2.5 %
skim milk was used for protoplast regeneration and for direct screening of
proteolytic activity. Antibiotics were added to the growth media at the following
concentrations: kanamycin at 50 pg/ml or 200 pg/ml, thiostrepton at 50 pg/ml
(solid medium) or 5 pg/ml (liquid medium) and apramycin at 50pg/ml. The
culture medium used for the biomass enrichment was an adaptation of the Basal

Salts Medium (Reddy et al. 2007) supplemented with ground meat extract.
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Table XI. Strains and plasmids used in this work.

Source or

Strain or plasmid Genotype and description reference

Strain

E. coli RosettaBlue(DE3)/pLysS  endAl hsdR17(ri1s myy") supE44 thi-1 Novagen
recAl gyrA96 relAl lac (DE3) [F' proA™B*
lacI"ZAMI5 ::Tn10] pRARE (Cam®, Tet®)

E. coli TOP10 F merd A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
080lacZAMI5 AlacX74 recAl araDlR39
A(ara-lew) 7697 galU galK rpsL (Str)

endAl nupG A-
S. lividans 10T7 msiK’, T7 RNApolcodon-optimized gene ~ (Lussier et
under the control of tipAp (Ap®, Th®) al. 2010b)
Plasmid
pFX583 KmR; orilrep pJV1, ori pMB1, T7 (Lussier et
promoter and terminator, 4 cos, RK2 oriT.  al. 2010b)
pCR4-TOPO Am®/ Km®; ori pUC, /ac promoter Invitrogen

Can®, Tet® Ap®, ThR, Km®, Am®: resistance genes for chloramphenicol, tetracycline, apramycin,
thiostrepton, kanamycin and ampicillin, respectively.

5.7.2 Sequencing Fed-Batch Reactor enrichme nt

A 10 litre Sequencing Fed-Batch Reactor (SFBR) was inoculated with 10 g of
black soil, 10 g of shrimp compost, 50 ml of biomass from a SFBR for the
phosphor elimination in swine waste, 50 ml of biomass from an Aerobic
Thermophilic Sequencing Batch Reactor for swine waste treatment (Juteau et al.
2004) and two swabs from the cafeteria of the INRS-Institut Armand-Frappier.
The biomass of the SFBR was enriched with ground meat extract solution as a
source of carbon. The solution was prepared with extra lean ground beef
composed of 10 % of lipids, 20 % of proteins and 0 % of carbohydrates, based on
the product label In 1 | of ion-free water, 100 g of meat were homogenized and
the pH was adjusted to 7.0 with NaOH. The resulting solution was filtered on 850
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pm sieve (20 mesh). The SFBR biomass was submitted to 30 cycles of 72h in
which the pH gradually shifted from 7 to 8.5 and back to 7. Simultaneously, the
temperature increased from 50°C to 70°C and returned to 50°C.

5.7.3 Library construction

The DNA used for the construction of the metagenomic library was obtained from
the biomass of the SFBR. The method used to extract high-molecular-weight
DNA included lysozyme digestion, freeze/thaw cycles and phenol/chloroform
extractions. Total DNA was partially digested with BamHI in order to generate
fragments of 35-45 kb, and ligated with pFX583 linearized with the same
restriction enzyme. The concatemeric DNA was packaged using the MaxPlax™
Lambda Packaging Extracts (Epicentre Biotechnologies) and transduced into E.
coli RosettaBlue (DE3)/pLysS (Novagen).

5.7.4 Functional-based screening and gene isolation

Transductants were replica-plated on 2xTY agar supplemented with tributyrin or
skim milk and 0.4 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). After 48 h
of incubation at 37 °C, the colonies showing a zone of clearance indicated
lipolytic or esterolytic activities. The cosmids from the positive colonies were
extracted for analysis. To isolate the putative lipase or esterase encoding genes, a
subcloned library was generated in the plasmid pCR4-TOPO using the TOPO
Shotgun Subcloning Kit (Invitrogen). The subcloned library was rescreened in E.
coli TOP10 (Invitrogen) and the plasmids from positive colonies were sequenced

at the McGill University and Génome Québec Innovation Centre.

5.7.5 Partial enzy matic characterization

Enzymatic assays were done with supernatant from an overnight- grown culture of

the E. coli TOP10 clone containing /ipF5-11, which was obtained from the
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subcloned library. A clone with an empty plasmid was used as a negative control.
Assays were performed at 50 °C in a 96-well microplate with 5 ul of supernatant
in a final volume of 100 pl. Reaction mix contained 1mM of a particular p-
nitrophenyl (pNP) acyl ester (Sigma) in 50 mM Tris-HCI pH 8, 0.05 % (m/v)
CaCb, 0.5% (v/v) Triton X-100. Absorbance was read at 405 nm after 48 min of
incubation with a Fusion Microplate Reader (Packard). Substrates with different
acyl chain-length were tested: pNP-acetate (C2), pNP-butyrate (C4), pNP-
caproate (C6), pNP-caprylate (C8), pNP-caprate (C10), pNP-laurate (C12), pNP-
myristate (C14), pNP-palmitate (C16) and p-nitrophenyl stearate (C18). The
influence of pH was tested with pNP-palmitate using 50 mM Tris-HC1 buffer for
PH 6, 7 and 8 and with 50 mM glycine-NaOH buffer for pH 9, 10 and 11. The
thermostability of LipF5-11 was evaluated by pre- incubating the culture
supernatant for 2 hours at temperatures ranging between 50 °C and 70 °C. The

enzymatic assay was then conducted as described above.

5.8 Results

5.8.1 Metagenomic library construction

The library was constructed using genomic DNA extracted fiom the biomass of a
Sequencing Fed-Batch Reactor enriched for bacteria able to grow at akaline pH
and temperatures ranging between 50 and 70 °C. The genomic DNA was cloned
in the vector pFX583, which featured a A cos sequence, a T7 promoter and a
kanamycin/neomycin selection marker. Because of the pMBI1 and pJV1 replicons

of pF X583, the library can be screened in E. coli and Streptomyces species.

5.8.2 Function-based screening

The packaged library was transduced into E. coli RosettaBlue (DE3)/pLysS, a
recA strain harbouring the T7RNApol encoding gene under the control of the
lacUV5 promoter. Transductants were replica-plated on 2xTY agar supplemented
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with tributyrin or skim milk. From approximately 2000 screened colonies, 17
showed esterolytic/lipolytic activity, but no proteolytic activity was detected. The
same number of cosmids was transferred to Streptomyces lividans 10T7 by
protoplast transformation. Approximately 10 000 colonies were screened on R5
agar supplemented with skim milk. As for E. coli, no colonies showed proteolytic

activity.

5.8.3 Subcloning and seque nce analysis

Cosmid from positive clones were sheared by nebulization (Surzycki 2000) into 1
to 6 kb fragments and subcloned into pCR4-TOPO via topoisomerase-directed
ligation. The resulting libraries were introduced in E. col/i TOP10 and plasmids
from clones showing activity were sequenced. Nucleotide sequences were
analyzed by BLASTX (NCBI) using the non-redundant protein sequences
database. Some of the clones contained lipase genes previously isolated from
another metagenomic library constructed by our group (Meilleur et al. 2009). One
of the plasmids contained a new secreted lipase-encoding gene (/ipF5-11)
(GenBank accession no. HQ009871) showing the highest similarity with predicted
lipases from Streptomyces pristinaespiralis (EDY64232), Thermomonospora
curvata (ACY99099) and Conexibacter woesei (ADB52323), with identities of
42%, 39% and 39%, respectively. Downstream of /ipF5-11, the plasmid also
contained two ORFs that showed homology with PpiC-type peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase and lipase chaperone genes. The amino acid sequence of LipF5-
11 featured a predicted signal peptide (residues 1-26) and the conserved penta-
peptide Ala-Xaa-Ser-Xaa-Gly (residues 99-103) typical of lipases from Bacillus
(Arpigny et Jaeger 1999) (FIG. 1). The multiple sequence alignment performed
with ClustalW2 (Larkin er al 2007) also revealed a putative oxyanion hole
sequence (H34-G35) and the catalytic residues Asp171 and His193.
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Figure 17. Multiple amino acid sequence alignment performed with ClustalW2.

LipF5-11 was aligned with the three putative lipases that showed the highest

similarity and with a lipase from B. subtilis. Streptomyces pristinaespiralis
(EDY64232), Thermomonospora curvata (ACY99099), Conexibacter woesei
(ADB52323) and Bacillus subtilis (AAA22574.1). Lower cases indicate the
predicted signal peptide; the putative oxyanion hole (HG), the penta-peptide

(AHSNG) as well as the aspartic acid and the histidine as putative residues of the

active site are underlined. ™" means that the residues in that column are identical

in all sequences in the alignment.":" means that conserved substitutions have been

observed. "." means that semi-conserved substitutions are observed.
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5.8.4 Partial bioche mical characterization

A high-throughput assay was used for the fast partial characterization of the
unpurified lipolytic enzyme LipF5-11. The results presented here are
representative of what was obtained in independent assays, although the global
lipolytic activity of the supernatant could vary. To evaluate the substrate
specificity of the enzyme, pNP-acyl esters with carbon chain length varying
between 2 and 18 were tested (FIG. 2). Hydrolysis was detected for all substrates
tested, but was clearly more important for the long-chain pNP-acyl esters.
Optimal pH was determined by incubating the crude protein extract with pNP-
palmitate (C16) at pH ranging from 6 to 11. LipF5-11was most active between pH
6 and 9, with the highest activity at pH 8 (FIG. 3). Thermostability was evaluated
by looking at the residual lipolytic activity in the supernatant after a pre-
incubation of 2 hours at temperatures ranging from 50 °C to 70 °C (FIG. 4). Pre-
incubation below 55 °C did not have an important effect on the activity of LipF5-
11. More than 50 % of the activity remained after 2 hours at 60 °C, but dropped to
5 % at 70 °C.
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Figure 18. Effect of the chain length on the activity of LipF5-11. Assays were
conducted at 50 °C in 50 mM Tris-HCI pH 8.0. Absorbance measured at 60 min
was used for comparison. pNP-acetate (C2), pNP-butyrate (C4), pNP-caproate
(C6), pNP-caprylate (C8), pNP-caprate (C10), pNP-laurate (C12), pNP-myristate
(C14), pNP-palmitate (C16) and p-nitrophenyl stearate (C18).
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Figure 19. Effect of pH on the activity of LipF5-11. Lipase activity was assayed
toward pNP-palmitate (C16) at 50 °C in 50 mM Tris-HClbuffer for pH 6, 7 and 8
and in 50 mM glycine-NaOH buffer for pH9, 10 and 11.
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Figure 20. Thermostability assay. Activity of LipF5-11 was assayed after a pre-

incubation oftwo hours at temperatures ranging from 50 to 70 °C.
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5.9 Discussion

In the search for novel biocatalysts or molecules, function-driven screening is the
only strategy that has the potential to identify completely new genes (Daniel
2005). However, the functional approach is limited by its reliance on adequate
expression of the cloned genes in a surrogate host. Aside from the codon usage of
the foreign genes, the regulation of the promoters and their recognitionby the host
RNA polymerase can also impair the detection of positive clones. In the present
study, a metagenomic library was constructed with the bifunctional cosmid vector
pFX583. The T7 promoter/terminator in pFX583 allows the use of the highly
effective T7 RNApol to transcribe the cloned DNA. Combined with a T7 RN Apol
producing host, pFX583 has the potential to increase the number of colonies with
positive activity. A similar approach was successfully used by Leggewie ef al.
(Leggewie et al. 2006), using a transposon harboring bidirectional T7 promoters.
Introducing this transposon in a cosmid library allowed inducible expression of its
flanking regions in both directions, thus enhancing detection of clones with
lipolytic activity. However, this transposon approach normally requires extraction
of the cosmid library, in vitro transposition followed by re-introduction into the
screening host. The diversity of the library with transposon is therefore depe ndent
on the number of cosmids extracted at first. Also, because the library with
transposon is reintroduced into the screening host, repetition can occur and will
require the screening of an extra number of clones to be sure to cover the starting
clones.

The number of screened clones required to recover genes of interest is
directly linked to the size of the cloned DNA, but also to the frequency of
organisms with the desired activity in the biomass from which DNA is extracted.
To increase this frequency, biomass can be subjected to conditions favoring
microorganisms harboring the desired traits, such as carbon or nitrogen sources,
pH and temperature. However, the enrichment step can reduce the genetic
diversity by promoting fast-growing and culturable members of a microbial

consortia (Daniel 2005). If conducted too extensively, it can even decrease the
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probability of discovering new genes (Elend et al. 2006). Nevertheless, well
monitored enrichment combined witha diversified starting material is an efficient
strategy to increase the number of positive clones in a metagenomic library screen
(Knietsch et al. 2003; Rees et al. 2003; Daniel 2004; Gabor et al. 2004b; Meilleur
et al. 2009). Also, the cultivation step generally facilitates the isolation of high
quality DNA. In the current study, the DNA used for the construction of the
metagenomic library was extracted from a biomass enriched for microorganisms
capable of growing at a high temperature and a pH between 7 and 8.5. Also,
inoculums were from various sources, insuring a good starting diversity.

The metagenomic library was first introduced in the common host E. coli.
The strain used, E. coli RosettaBlue (DE3), is a recAl T7 RNApol-producing
strain. With this strategy, approximately 2000 clones were screened for
esterolytic/lipolytic and proteolytic activity. From a small number of clones,
compared to most metagenomic screening studies (Lorenz et Eck 2005), 17
colonies showed a cleared zone on tributyrin agar. The high success rate obtained
in this functional screening experiment showed that the enrichment step was
properly conducted. The use of ground beef extract was likely a good source of
carbon for the selection of bacteria producing lipolytic enzymes. Also, the cosmid
PFX583 used for the construction of the metagenomic library and the E. coli
RosettaBlue (DE3)/pLysS strain allowed efficient detection of esterase/lipase
enzymes, whose expression could be driven by foreign promoters and the T7
promoter of the vector. Despite the great success of the lipolytic enzymes screen,
no proteolytic activities were detected for the same number of clones.

Although E. coli is the most employed host for functional screening
(Daniel 2004), using an alternative host proved to be useful to expand the range of
detected genes (Wang et al. 2000; Courtois ef al. 2003 ; Martinez ef al. 2004; Liet
al. 2005; Wexler et al. 2005). Bacteria with a different codon usage and a higher
protein secretion capacity that of E. coli are of particular interest, as these
characteristics can greatly influence the result of function-based screens. Because
of the bifunctionality of the pFX583 vector, it was possible to screen the library in
S. lividans 10T7. Like E. coli RosettaBlue(DE3), S. lividans 10T7 allows
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T7RN Apol-directed transcription (Lussier ez al. 2010b). This Gram-positive host
also has a very high secretion capacity and can produce the foreign protein
directly into the culture medium (Binnie ef al. 1997). Unfortunately, screening in
S. lividans 10T7 gave results similar to E. coli and also failed to detect proteolytic
activity. This disappointing result is contrasting with the high number of positive
hits obtained in the lipolytic activity screen. Although proteolytic enzymes are
present in all bacteria, intracellular proteases are highly specific (Bond et Butler
1987) and may not be detected on skimmed milk agar, even if the cells are lysed.
On the other hand, extracellular proteases are mostly produced as inactive
precursors that require to be activated by limited proteolysis (Wandersman 1989).
The activation step could be suboptimal in a heterologous host and therefore
affect the detection of the enzyme. Also, the skimmed milk agar method may not
be sensitive enough for the detection of small amount of proteases. Still, only a
small number of clones were screened compared to most metagenomic studies
(Steele et al. 2009) and a more extensive screen could possibly allow the isolation
of a protease encoding gene.

From the lipolytic activity screen in E. coli, a new lipase encoding gene
was isolated. LipF5-11 showed only small similarity with available amino acid
sequences, the highest identity being of 42 % for a predicted lipase from
Streptomyces pristinaespiralis. The amino acid sequence of LipF5-11 has all the
characteristics of a true lipase, featuring the conserved penta-peptide Ala-Xaa-
Ser-Xaa-Gly typical of lipases from Bacillus (Arpigny et Jaeger 1999). A high-
throughput microplate enzymatic assay was conducted on culture supernatants to
evaluate substrate specificity, optimal pH and thermostability. LipF5-11 had the
highest activity for pNP-acyl esters with long carbon chains (> 10), indicating that
it is probably a lipase and not an esterase (Verger 1997; Jaeger et al. 1999).
However, a natural substrate should be used to confirm the true substrate
specificity of LipF5-11 (Sigurgisladéttir et al. 1993). In accordance with the
conditions used for biomass enrichment, LipF5-11 showed the highest activity at
pH 8. It also retained more than 50 % of its activity after a pre-incubation of two

hours up to 60 °C. Downstream of /ipF5-11, sequence analysis of the cosmid
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revealed a putative PpiC-type peptidylprolyl cis-trans isomerase and lipase
chaperone genes arranged in an operon-type structure. Although the expression of
lipF5-11 was sufficient to allow detection and partial characterization, the
produced amount was still very low (result not shown). This could be due to
improper folding or secretion in E. colj, possibly because the isomerase and the
lipase chaperone were not well expressed or non-functional. For future
purification and characterization, the productivity problem of LipF5-11 will have
to be addressed.

In this study, biomass enrichment combined with the use of the vector
pFX583 allowed a high yield of lipolytic clones. For the first time, a bifunctional
cosmid vector allowing T7TRNApol-directed transcription has been used for the
construction and the screening of a metagenomic library. The cosmid pFX583 has
the potential to increase the transcription of the foreign genes and can be used in
E. coli and S. lividans. Those two characteristics can truly enhance the gene
detection frequency from metagenomic library screening. The approach used in
this study led to the identification of a new lipase, a type of biocatalyst with great

industrial potential.
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6. DISCUSSION



La recherche présentée dans cette thése a été réalisée dans le cadre général d’une
étude métagénomique visant a identifier de nouvelles enzymes d’intérét industriel
Le principal objectif de ce projet de recherche consistait 2 développer de
nouveaux hétes d’expression bactériens, ainsi que des vecteurs multifonctionnels
pouvant étre utilisés dans le criblage fonctionnel de banques métagénomiques et
I’expression de genes recombinants. Afin de démontrer leur utilité, le vecteur
pFX583 et la souche S. /ividans 10T7 ont été utilisés pour la construction et le

criblage d’une banque métagénomique.

6.1 Systémes d’expression

Il peut étre difficile de choisir rationnellement la méthode a employer pour la
production d’une protéine recombinante donnée. De plus, une approche
fonctionnant pour une protéine ne sera pas nécessairement adéquate pour une
autre. Tout de méme, basé sur I’expression de plus de 10000 génes, le Structural
Genomics Consortium (SGC) a suggéré une stratégie consensus qui devrait étre
priorisée (Graslund et al. 2008). Ainsi, le SGC préconise I’utilisation d’E. coli
comme hbéte d’expression, notamment la souche BL21(DE3) et ses dérivés,
combiné 4 un vecteur permettant la transcription dirigée par I’ARNpol T7.
L’approche décrite par le SGC n’est cependant pas infaillible et il peut étre
nécessaire d’utiliser un hdte d’expression alternatif pour obtenir une production
adéquate (Graslund et al. 2008). C’est donc & titre de systémes d’expression
alternatifs que les souches de S. /ividans et de B. subtilis, ainsi que leurs vecteurs,

ont été développés.

6.1.1 Souches

Pour I’expression de génes recombinants, le principal intérét de S. /ividans et B.
subtilis repose sur leur grande capacité de sécrétion (Binnie er al 1997,
Schallmey er al. 2004). Contrairement & E. coli, les protéines sécrétées par ces

hétes Gram-positif sont dirigées directement dans le milieu de culture. La
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sécrétion des protéines recombinantes présente plusieurs avantages. Cela permet
d’obtenir des protéines extracellulaires sous leur forme mature, c'est-a-dire, sans
leur peptide signal. Aussi, le milieu extracellulaire contient un moins grand
nombre de protéines, ce qui facilite le processus de purification. Le fait de pouvoir
accéder aux protéines sans devoir lyser les cellules simplifie aussi la purification.
De plus, la production des protéines dans le milieu de culture permet d’effectuer
des essais enzymatiques directement avec le surnageant de culture et est
avantageuse pour le criblage fonctionnel de banques génomiques.

Le développement de syst¢tmes d’expression T7 chez S. lividans et B.
subtilis visait 4 combiner la capacité de sécrétion de ces hotes a la grande
efficacité de transcription de I’ARNpol T7. La construction d’un héte
d’expression T7 requiert bien évidlemment de pouvoir produire I' ARNpol T7.
Pour ce faire, le géne codant pour ' ARNpol T7 (géne /) peut étre porté par un
plasmide ou bien intégré dans le chromosome. Dans le présent projet de
recherche, I’option de I'intégration chromosomique a été retenue. Le geéne I a été
intégré par recombinaison site-spécifique chez S. lividans et par double
recombinaison homologue chez B. subtilis. L’ intégration chromosomique permet
d’assurer un nombre constant de copies du génes par cellule et demeure plus
stable que I’option plasmidique (Lomovskaya er al. 1980; Vazquez-Cruz et al.
1996). Le premier défi rencontré a été d’exprimer le géne / chez S. lividans. En
effet, le géne / comporte quatre codons TTAe,, connu pour affecter I'expression
de génes recombinants chez cet hote (Leskiw et al. 1993; Kataoka et al. 1999;
Rebets et al. 2006; O'Rourke er al. 2009). Les quatre codons TTAj, ont donc été
remplacés par le codon CTC)e,, rendant possible Ia production d’ARNpol T7 chez
S. lividans. Ce probleme ne s’est pas présenté chez B. subtilis du fait que cet
organisme ne comporte pas de biais dans l'utilisation des codons (Schumann
2007). Chez S. lividans comme chez B. subtilis, le géne I a été placé sous le

contrdle de promoteurs inductibles.
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6.1.2 Vecteurs

L’objectif visé était de développer des vecteurs d’expression bi-fonctionnels,
pouvant étre utilisés a la fois chez E. coli et chez S. lividans ou B. subtilis. Le
vecteur pFX583 est fonctionnel chez E. coli et S. lividans, tel que démontré par
I’expression de x/nA4 chez les deux organismes. Dans le cas de pFX64, il peut étre
maintenu chez E. coli et B. subtilis, mais sa fonctionnalité n’a été démontrée que
pour B. subtilis. Pour que pFX64 puisse étre utilisé chez E. coli et B. subtilis, une
séquence RBS fonctionnelle chez les deux organismes devrait étre incluse dans le
vecteur ou fournie par le géne cloné. Outre I’expression de génes recombinants,
les vecteurs pFX583 et pFX64 ont aussi été construits pour étre utilisés dans la
construction et le criblage de banques métagénomiques. A cette fin, une séquence
cos a été introduite dans les deux vecteurs pour qu’ils puissent étre utilisés comme
cosmide. Trés peu de vecteurs bi-fonctionnels ont été décrits dans la littérature
(Sullivan ef al. 1984; Doekel et al. 2002) et aucun ne présente les caractéristiques
de pFX583 et pF X64.

6.1.3 Performances des systémes d’expression

En combinaison avec la souche S. /ividans 10T7, le vecteur pFX583 a
permis I'expression inductible d’un géne codant pour une xylanase extracellulaire.
L’ajout de thiostreptone au milieu de culture induit la production d’ ARNpol T7
qui transcrit ensuite spécifiquement le géne cloné dans le vecteur. La
fonctionnalité du vecteur a aussi été testée chez E. coli. Ainsi, en utilisant le
vecteur pFX583, il est possible d’évaluer aisément ’expression d’un géne chez
deux hotes différents. La souche B. subtilis WBT7 et le vecteur pFX64 offrent les
mémes possibilités. La fonctionnalité du systéme a été démontrée en exprimant un
géne codant pour une a-amylase (amyE). L’addition de xylose permet d’induire la
production d’ARNpol T7 et de ce fait ’expression du géne cloné. La quantité d’a-
amylase produite était tout de méme relativement faible. Chez S. lividans comme

chez B. subtilis, les protéines ont ét€ produites dans le milieu extracellulaire. Ce
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projet de recherche a permis de développer deux systémes d’expression au fort
potentiel et ouvre la voie & I'utilisation de I’ARNpol T7 chez S. lividans et B.
subtilis.

Les performances des deux systémes d’expression laissent cependant place
a amélioration. Pour ce faire, il serait essentiel d’identifier les étapes limitantes du
processus d’expression. Pour obtenir un niveau de transcription maximum,
’ARNpol T7 n’est requise qu’en faible concentration (Studier et Moffatt 1986).
Cependant, une production insuffisante d’ARNpol T7 pourrait avoir un effet
direct sur la quantité de protéines recombinantes produites. Il serait donc
intéressant d’augmenter le nombre de copies du geéne / dans le chromosome des
souches d’expression et vérifier si la productivité du systtme est accrue. A
I’inverse, la productivité pourrait étre affectée par une surcharge de la machinerie
cellulaire causée par la grande activité de synthése de ’ARNpol T7 (Golomb et
Chamberlin 1974). 11 a été démontré chez E. coli que la surexpression de genes
peut mener & une inhibition de la croissance et par k fait méme affecter Ia
productivité¢ du systtme (Dong er al 1995). La surexpression de genes
recombinants augmenterait la dégradation des ARNr et diminuerait le pool de
ribosomes disponibles pour la traduction des ARNmde I’hdte. La productivité des
deux systtmes d’expression pourrait aussi étre limitée au niveau de processus
post-traductionnel. Chez S. lividans et B. subtilis, les protéines destinées a la
sécrétion doivent étre maintenues par des chaperonnes dans une conformation
apte 3 la translocation (Anne et Van Mellaert 1993; Li er al. 2004). Si une
protéine recombinante n’interagie pas adéquatement avec les chaperonnes, a cause
d’un niveau de production trop élevé, elle peut former des agrégats ou étre tout
simplement dégradée. Dans une étude réalisée chez B. subtilis, 'analyse de la
distribution d’une protéine recombinante a révélée que la fraction sécrétée ne
représentait que 23 % de la production totale (Wu et al. 1993). La majorité des
protéines demeuraient 4 Iintérieur de la cellule sous forme insoluble. En utilisant
une souche produisant de fagon constitutive les chaperonnes DnaK et GroE, il a
été possible d’augmenter a 60 % le taux de protéines sécrétées (Wu ef al. 1998).

Une stratégie similaire pourrait étre utilisée avec les systémes de S. /ividans et B.
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subtlis pour tenter d’augmenter la quantité de protéines sécrétées. Une autre
approche simple pour favoriser la sécrétion des protéines serait de réduire Ia
température d’incubation durant la période d’induction. Avec l systéme
d’expression T7 d’E. coli, I’induction a basse température (15-25 °C) diminue les
risques de formation d’agrégats de protéines insolubles (Graslund ez al. 2008). A
ces températures, le métabolisme cellulaire ralenti donnerait le temps aux
protéines recombinantes nouvellement formées de se replier adéquatement (Vera

et al. 2007)
6.2 Construction et criblage d’une banque métagénomique

L’étude métagénomique visait & identifier de nouvelles enzymes, telles que des
lipases, des protéases et diverses glycohydrolases, ayant une activité optimale a
haute température et & pH neutre ou moyennement alcalin. Pour ce faire,
I’approche de criblage fonctionnel a été retenue. Ce mode de criblage permet de
repérer des génes d’intérét n’ayant aucune homologie avec des séquences
connues. Le criblage fonctionnel nécessite cependant que les génes clonés soient
adéquatement exprimés dans un hote hétérologue, ce qui est en fait la principale
limitation de cette approche. Les banques métagénomiques & grands inserts sont le
plus souvent construites & Paide de fosmides ou de cosmides, et sont
généralement criblées chez E. coli (Simon et Daniel 2009; Steele et al. 2009). Le
choix d’utiliser E. coli pour le criblage fonctionnel n’est que trés peu rationnel et
s’explique principalement par I’absence d’alternatives. Il a pourtant été démontré
que Ia diversification des hdtes dans le criblage fonctionnel permettait d’élargir Ia
diversité des enzymes détectées (Li e al. 2005; Wang et al. 2006). Les souches et
les vecteurs développés dans ce projet de recherche sont donc de nouveaux outils
tout a fait pertinents pour la construction et l criblage de banques

métagénomiques.
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6.2.1 Vecteurs pFX583 et pFX64

Les vecteurs pFX583 et pFX64 peuvent étre utilisés dans la construction de
banques métagénomiques a titre de vecteurs plasmidiques ou cosmidiques. Les
banques a petits et grands inserts présentent tous deux des avantages et des
désavantages (Daniel 2005). Dans les deux cas, la présence d’un promoteur T7
dans les vecteurs pFX583 et pFX64 permet d’utiliser ’ARNpol T7 pour transcrire
I’insert d’ADN. Grace 4 sa grande activité de synthése, ’ARNpol T7 permet
d’obtenir un niveau de transcription trés élevé. Ceci est particuli¢rement utile pour
le criblage fonctionnel, car la quantité d’enzymes produites doit étre suffisamment
élevée pour que I’activité puisse étre détectée.

Les cosmides sont avantageux de par la grandeur des fragments d’ADN
qu’ils peuvent accueillir. Par contre, comme les insertions sont de grandes tailles,
la transcription des génes clonés dépend généralement de leur promoteur natif.
Ces derniers ne sont pas nécessairement fonctionnels chez 1’hdte hétérologue, ce
qui peut bien évidemment réduire le nombre de geénes pouvant €tre détectés. Les
vecteurs pFX583 et pFX64 offrent la possibilité d’utiliser plus d’un héte, ce qui
peut en partie régler ce probléme (Wang er al. 2000; Courtois ef al. 2003;
Martinez et al. 2004; Liet al. 2005; Wexler et al. 2005). La transcription dirigée
par 'ARNpol T7 peut aussi augmenter la probabilité d’expression des genes
clonés. A partir du promoteur T7 contenu dans les vecteurs, 'ARNpol T7 a h
capacité de générer de trés grand transcrits et est généralement peu sensible a la
présence de terminateurs bactériens (McAllister ef al. 1981).

Le vecteur pFX583 a été utilisé avec succés pour la construction et le
criblage d’une banque métagénomique. Le criblage fonctionnel chez E. coli a
permis la détection d’un grand nombre de clones possédant une activité
lipolytique. De ces clones, une nouvelles lipase a été isolée et caractérisée
particllement. La banque a aussi été criblée pour des protéases chez E. coli et S.
lividans sans néanmoins permettre la détection d’un clone positif Ce dernier

résultat s’explique difficilement, considérant le nombre élevé de clones détectés
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dans le criblage d’enzymes lipolytiques. Des tentatives d’explication sont

présentées dans la section 5.9.

6.2.2 Hotes de criblage alternatifs

Bien qU’E. coli ait été utilisée avec succés pour le criblage fonctionnel de
plusieurs banques métagénomiques, [I'utilisation d’hdtes alternatifs ne peut
quaccroitre la diversité de génes détectés. Les souches S. /ividans 10T7 et B.
subtilis WBTT peuvent étre utilisées, respectivement, avec les vecteurs pFX583 et
pFX64 pour le criblage de banques préalablement construites chez E. coli. La
grande capacité de sécrétion de S. lividans et B. subtilis rend ces hotes
particuliérement intéressants pour le criblage fonctionnel Dans la plupart des
méthodes de criblage, les enzymes doivent en effet étre produites dans le milieu
de culture pour pouvoir étre détectées. Idéalement la banque devrait pouvoir étre
transférée d’E. coli a S. lividans ou B. subtilis par conjugaison, pour ainsi
conserver la diversité de la banque d’un hdte & I'autre. La conjugaison est rendue
possible par la séquence oriT présente dans les vecteurs pFX583 et pFX64.
Pouvoir effectuer la conjugaison a haut débit représente toute fois un défi

technique de taille.
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7. CONCLUSION

Dans le cadre de ce projet de recherche appliquée, de nouveaux outils
moléculaires ont ét¢ développés pour I’expression de génes recombinants et
I’analyse métagénomique. De nombreux domaines de recherche requierent la
production de protéines recombinantes, faisant des systtmes d’expression des
outils indispensables. La métagénomique permet d’accéder a 1’énorme diversité
génétique microbienne et est une approche puissante pour la découverte de
nouvelles enzymes. Ces biocatalyseurs sont d’une grande utilité aussi bien pour la
recherche que pour I'industrie biotechnologique.

Basé¢ sur le systtme d’expression T7 d’E. coli, deux vecteurs
multifonctionnels ont été construits, pFX583 et pFX64. Ces vecteurs peuvent €tre
utilisés a la fois pour la production de protéines recombinantes et pour I
construction et le criblage fonctionnel de banques métagénomiques. Deux hotes
d’expression compatibles avec le syst¢tme T7 ont aussi ét¢ développés, soit S.
lividans 10T7 et B. subtilis WBT7. Ces bactéries Gram-positif présentent des
caractéristiques particuliérement intéressantes pour I’expression de génes
recombinants et le criblage fonctionnel de banques métagénomiques. Le vecteur
pFX583 a été utilisé avec succés pour la construction et le criblage fonctionnel
d’une banque métagénomique. Une nouvelle lipase a ainsi pu étre isolée et
caractérisée partiellement.

La fonctionnalité du systtme d’expression T7 de B. subtilis a pu €tre
démontrée, mais des améliorations seront nécessaires pour permettre la sécrétion
efficace de protéines recombinantes. Le systtme de S. lividans offre des
performances beaucoup plus intéressantes et a fait le sujet d’une publication dans
la revue Applied and Environmental Microbiology. De nombreux laboratoires de
recherche travaillant avec les Streptomyces et/ou en métagénomique se sont
intéressés a ce systéme. La souche S. /ividans 10T7 et le vecteur pF X583 ont été

transférés a des universités américaines, européennes et asiatiques.
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