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Résumé 

Les streptomycètes peuvent être considérés comme une alternative pour la 

production extracellulaire de protéines recombinantes puisqu'ils possèdent un mécanisme 

efficace de sécrétion. Un vecteur, piAF911-A.8 dérivé de pU702, constitué du promoteur de 

la xylanase A et du peptide signal long muté de la cellulase A de Streptomyces lividans, 

permet la production de 2,35 g/L de xylanase A2. Ce haut taux de production obtenu avec ce 

vecteur est essentiellement lié aux propriétés de son peptide signal. En effet, celui-ci possède 

deux codons d'initiation de la traduction (ATG) utilisés conjointement pour la synthèse 

protéique et une séquence de 8 nucléotides complémentaires à l'ARNr 16S qui augmente 

encore le niveau de traduction. Cette construction a été utilisée pour la production de 

protéines homologues et hétérologues. 

Comme les manipulations génétiques chez les streptomycètes sont plus difficiles 

que chez Escherichia coli, des vecteurs navettes ont été construits. Ces vecteurs permettaient 

les manipulations rapides chez E. coli puis l'expression des gènes chez S. lividans. Un 

premier vecteur, pDOT7, contenant le vecteur piJ702 accompagné du vecteur pTZ19 d'E. 

coli a été construit. Les premières modifications apportées au vecteur ont été 1 'élimination 

des sites de restriction Pstl, Kpnl, Saci et EcoRJ pour l'insertion d'une cassette de clonage 

synthétique, puis l'insertion du promoteur de la xylanase A et du peptide signal long muté de · 

la cellulase A suivi du gène de la xylanase A2. Les clones contenant le vecteur pDOT7 

produisent deux fois moins de xylanase que le contrôle lorsque le mycélium est ensemencé. 

Dans le cas de la croissance à partir des spores, seulement des traces de xylanase A sont 

produites. Ce résultat indique que la sporulation des clones est détrimentale pour la 

production de xylanase. 

Certains des facteurs qui auraient pu réduire la production de xylanase ont été 

analysés. Premièrement, pour contrer l'accumulation d'ADN simple brin chez S. lividans, le 

fragment Sti du vecteur piJ 101, permettant l'initiation de l'ADN double brin a été inséré dans 

le vecteur. Aucun changement sur la production de xylanase A à partir du vecteur navette 

n'a été observé. Deuxièmement, la réinsertion des sites Kpnl et Pstl, situés dans une région 

reconnue comme essentielle à la stabilité des plasmides n'a pas entraîné de changement dans 

la production. Finalement, l'élimination du site d'initiation de l'ADN simple brin présent 
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dans la section E. coli du vecteur pTZ19 n'a eu qu'un effet restreint sur la production de 

xylanase A2. Ainsi, la chute de production est imputable à un élément inconnu présent dans 

1 'ADN de E. coli qui provoque la réduction massive du nombre de copies des vecteurs lors de 

la sporulation. Le nombre de copies des vecteurs navettes passe d'environ 150 copies 

dénombrées dans le mycélium à seulement quelques traces dans les spores. 

Suite à ces résultats, il a été conclu que la construction de vecteurs qui se répliquent 

uniquement chez les streptomycètes est plus adéquate. Ils possèdent le gène de résistance au 

thiostrepton comme marqueur de sélection, le promoteur de la xylanase A, le peptide signal 

long muté de la cellulase A et une cassette de clonage multiple synthétique composée des 

sites Kpnl, Hindlll, Bgni, EcoRI, Xbal, Sphl et Pstl. De plus, divers éléments permettant la 

récupération rapide des protéines sécrétées ont été introduits dans les vecteurs, soit une 

séquence codant pour six histidines en amont (pDOT41) et en aval (pDOT42) de la cassette 

de clonage et le domaine de fixation à la cellulose de la cellulase B (pDOT43). La 

production de xylanase A à l'aide du vecteur pDOT42 a été évaluée à plus de 1 g/L. 

Cependant, la queue de six histidines placée en aval de la protéine n'a pas permis la 

récupération de la protéine. Cette queue serait éliminée par des enzymes protéolytiques 

probablement localisés dans le milieu de culture. 

Le vecteur pDOT42 a été utilisé pour l'essai de la production de la cellulase B de S. 

lividans, des antigènes de 38 et 19 kDa de Mycobacterium tuberculosis, des protéines EspD 

et PAA d'E. coli, de la MMP9 de Mus musculus (souris) et d'un ORF de Streptococcus suis. 

Aucune production de la MMP9 de souris, des protéines EspD et PAA d'E. coli et de l'ORF 

de S. suis n'a été détectée dans les différents sumageants de culture. Le gène codant pour 

l'ORF de S. suis présente des séquences répétitives qui mèneraient à l'instabilité de la 

structure. L'absence de production de la MMP9 et des protéines EspD et PAA serait due à la 

présence, dans les gènes codant pour les différentes protéines, de plusieurs codons TT A 

rarement retrouvés chez S. lividans. Cependant, le remplacement de deux codons dans le 

gène de la MMP9 n'a pas mené à la production de la protéine. La production de cellulase B 

de S. livi dans était de 100 mg/L ce qui est l 00 fois plus élevé que les résultats obtenus 

antérieurement. Finalement, les protéines de 38 et 19 kDa de M tuberculosis ont été 

produites à des quantités supérieures à 0,5 g/L. Étant donné que ces deux antigènes sont des 

lipoprotéines, il fallait éliminer une cystéine voisine du site de reconnaissance de la signal 
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peptidase pour éviter leur attachement à la membrane par une queue lipidique. Les deux 

protéines de M tuberculosis présentent cependant une hétérogénéité de leur N-terminal, 

ayant perdu 7 ou 8 acides aminés dans le cas de la protéine de 38 kDa et 24 ou 26 acides 

aminés pour la protéine de 19 kDa. Malgré une certaine protéolyse, ces résultats démontrent 

que S. lividans peut être un hôte efficace pour la production de grandes quantités de protéines 

de M tuberculosis et que le vecteur pDOT42 est utilisable pour la production de protéines 

homologues et hétérologues. 

: \ ' 
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Les streptomycètes sont des bactéries aérobies strictes, à Gram positif, qui 

colonisent les différents habitats du sol. Selon Mendez et al. (1985), le cycle de vie des 

streptomycètes qui poussent sur un milieu solide implique la formation de deux types de 

mycélium. Le premier, un mycélium végétatif croît à la surface et dans le milieu de culture 

mais, c'est un second type de mycélium, aérien, qui formera finalement des spores pour la 

dissémination de la bactérie. Le mycélium végétatif est composé d'un réseau d'hyphes 

entremêlés qui pénètrent et solubilisent la matière organique en sécrétant des enzymes 

hydrolytiques. Les éléments du mycélium végétatif sont ensuite utilisés pour la croissance du 

mycélium aérien. Pendant la lyse du mycélium végétatif, ce dernier est sensible à l'invasion 

par des bactéries présentes dans le sol et il a été montré que les streptomycètes réduisent ce 

risque d'infection par la production d'antibiotiques. En effet, plus de 60% des antibiotiques 

connus, d'origine microbienne, sont produits par ces organismes (Anné et Van Mellaert, 

1993). 

L'intérêt pour l'utilisation de ces micro-organismes s'est accru en grande partie à 

cause de leur important rôle dans le processus de compostage et de leur grande capacité à 

produire des enzymes extracellulaires qui indiquent que ces bactéries possèdent un 

mécanisme efficace de sécrétion des protéines (Gilbert et al., 1995). Ils sont maintenant 

considérés comme une alternative pour la production de protéines recombinantes même si, 

actuellement, 1 'hôte le plus souvent utilisé est Es cherie hia coli. Bien qu'un haut niveau 

d'expression peut être atteint chez cette bactérie, les protéines hétérologues produites sont 

soit retenues dans l'espace péri plasmique ou s'accumulent dans le cytoplasme sous la forme 

de corps d'inclusions insolubles. Ces agrégats sont souvent biologiquement inactifs et 

nécessitent une renaturation de la protéine d'intérêt (Payne et al., 1990). Par comparaison, la 

simple couche de peptidoglycane de la membrane des streptomycètes et autres bactéries à 
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Gram positif faciliterait la libération des protéines dans leur environnement extracellulaire à 

la condition que ces protéines possèdent une séquence signal de sécrétion (Gilbert et al., 

1995). Jusqu'à maintenant, plusieurs essais d'expression de gènes codant pour des protéines 

homologues et hétérologues ont été effectués chez Streptomyces lividans. Les résultats 

varient de quelques Jlg/L à plusieurs g/L de protéines sécrétées selon la force du promoteur et 

du peptide signal utilisés, du type de protéine et de sa stabilité dans le milieu de culture. 

L'extrême variabilité de ces facteurs ne permet pas, à ce jour, d'assurer le plein succès de la 

production de protéines chez les streptomycètes (Morosoli et al., 1997). 

L'intérêt grandissant de S. lividans pour la production de protéines homologues 

vient de 1 'utilisation de certaines enzymes qui dégradent efficacement les composés 

lignocellulosiques. Ces enzymes peuvent être utilisées pour la transformation de biomasses 

de faible valeur, comme des déchets de l'agriculture et de la foresterie, en produits utiles 

comme de l'alcool ou de la nourriture pour les animaux (Coughlan, 1985). Par leur 

spécificité de substrat, certaines enzymes peuvent éliminer les composantes 

hémicellulosiques de la pulpe de papier et ont été utilisées avec succès comme agents de bio­

blanchiment dans l'industrie des pâtes et papiers (Viikari et al., 1991). 

Cependant, l'intérêt de S. lividans ne se situe pas seulement dans la production de 

protéines homologues. Par exemple, S. lividans pourrait servir à la production de protéines 

hétérologues provenant de Mycobacterium tuberculosis. Produites en grandes quantités, ces 

protéines pourraient servir de vaccins et être étudiées plus intensivement au niveau 

biologique. En effet, la recrudescence de cette maladie dans les pays développés, couplée à 

une forte augmentation des cas dans les pays d'Afrique chez les personnes atteintes du virus 

d'immunodéficience humaine (VIH) (Dolin et al., 1994) et à l'apparition de souches de M. 

tuberculosis résistantes aux antibiotiques incitent les milieux médicaux au développement de 
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nouveaux traitements et moyens de prévention de la tuberculose. La préparation de vaccins 

est compliquée par l'instabilité de la souche bactérienne atténuée qui peut avoir subie de 

nombreuses délétions génomiques qui affectent ensuite l'efficacité du vaccin. Le vaccin 

actuel BCG (Bacille Calmette-Guérin) montre une efficacité variant de 0 à 80% suite aux 

nombreuses manipulations effectuées chez les souches filles et il induit automatiquement une 

réaction à la tuberculine, le test cutané de détection de la maladie (Behr et Small, 1997). 

Plusieurs protéines intracellulaires et extracellulaires de M. tuberculosis sont des candidates 

dans le développement de nouveaux vaccins et sont des cibles de premier choix dans le 

développement de nouveaux antibiotiques. Cependant, M. tuberculosis est un organisme à 

croissance lente et sa manipulation comporte des risques élevés pour la santé et nécessite un 

confinement strict. En pratique, 1 'évaluation de protéines, pour leur utilisation dans un 

vaccin ou comme cible pour certaines drogues, nécessite leur production sous une forme 

recombinante dans un hôte non pathogène, à croissance rapide et dont les techniques de 

fermentation sont bien établies (Harth et al., 1997). Cet exemple démontre l'importance, en 

recherche fondamentale et au niveau industriel, de posséder un système d'expression et de 

sécrétion permettant la production en grande quantité de protéines hétérologues. 

Ainsi, les connaissances acquises sur la surexpression des gènes et la sécrétion de 

protéines chez les streptomycètes permettent maintenant le développement de systèmes de 

production de protéines d'importance industrielle. L'objectif des travaux présentés ici est la 

construction d'un vecteur d'expression et de sécrétion pour la production de protéines 

homologues et hétérologues chez S. lividans. Ce vecteur doit permettre l'insertion de gènes 

recombinants au moyen d'une cassette de clonage comportant plusieurs sites de restriction 

unique, leur expression efficace par un promoteur fort, la sécrétion des produits des gènes 

dans le milieu extracellulaire et finalement, leur récupération facile dans le surnageant de 
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culture. Les différents essais de production de protéines recombinantes seront effectués à 

partir de gènes qui codent pour les protéines suivantes: la cellulase B de S. lividans, la 

métalloprotéinase de matrice de type 9 (MMP9) de Mus musculus (souris), différentes 

protéines provenant de souches bactérieiUles responsables de certaines maladies chez le porc 

et finalement, certains gènes de la bactérie M. tuberculosis. Ces gènes seront insérés dans les 

vecteurs appropriés et la production des protéines correspondantes dans le milieu de culture 

sera évaluée. 
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1.0 Production de protéines chez les streptomycètes. 

Cette revue de littérature présente 1 'état actuel des connaissances sur la production 

de protéines par les streptomycètes et les efforts qui ont été mis en œuvre pour en faire des 

hôtes de choix pour la production de protéines possédant un potentiel industriel important. 

L'expression et la sécrétion de protéines homologues et hétérologues chez les 

streptomycètes sont dépendantes de la souche utilisée et de la disponibilité des vecteurs. S. 

lividans étant la souche la plus utilisée, le choix des articles traités sera guidé par les 

modifications apportées à cette bactérie et par les différents vecteurs construits pour 

l'amélioration du taux de production de différentes protéines chez cette souche. Plus 

précisément, les travaux concernant le promoteur, le peptide signal, l'usage de certains 

codons et la présence d'un terminateur seront rapportés. Certaines particularités du 

mécanisme de sécrétion seront ensuite exposées. 

1.1 Souches de streptomycètes. 

La plupart des études du génome concernant les streptomycètes ont été effectuées 

sur Streptomyces coe/icolor A3(2), dont la carte génétique et physique a été determinée 

(Kieser et al., 1992). Mais, en général, S. lividans 66 (souche 1326) est utilisée pour 

1 'expression d'ADN exogènes. En effet, de nombreuses souches de streptomycètes possèdent 

un système de restriction/modification très efficace qui empêche leur transformation par de 

1 'ADN étranger. Cependant, S. livi dans semble en être dépourvue et c'est la principale raison 

de son utilisation (Hopwood et al., 1985). De plus, S. lividans TK24 produit très peu de 

protéases (Engels et Koller, 1992) ce qui facilite la récupération de protéines actives dans le 

milieu de culture. 

Certaines études ont fait la comparaison entre les taux de production par S. lividans 

et par d'autres espèces de streptomycètes. Kendall et Cullum (1984) ont démontré que la 

production d'agarase par S. lividans, lorsque le gène est introduit dans un vecteur à copies 

multiples, était 500 fois plus grande que par S. coelicolor, le producteur original. Hoshiko et 

al. (1987) ont effectué la production d'a-amylase par S. hygroscopicus AA69-4 et S. lividans 

1326 pour une étude du contrôle de l'expression des gènes. Le gène amy cloné dans un 
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plasmide à copies multiples permet la production d'une plus grande quantité d'a-amylase 

par S. hygroscopicus. La souche S. hygroscopicus AA69-4, qui a été sélectionnée comme 

surproductrice, semble donc avoir un mécanisme d'expression et de sécrétion d'a-amylase 

beaucoup plus efficace que celui de S. lividans. Dans une autre étude, on a isolé de S. griseus 

ATCC 10137 un fragment d'ADN codant pour le gène safqui augmente la production d'au 

moins cinq enzymes sécrétées chez S. lividans, S. coelicolor et S. griseus. L'effet suggéré 

était non seulement au niveau de la sécrétion mais aussi au niveau de la synthèse de 1' enzyme 

et proviendrait de la présence, en grande concentration dans la cellule, du polypeptide Saf 

(Daza et al., 1991). Le gène saf est présent à une seule copie dans le chromosome de S. 

gris eus A TCC 1 013 7 et des séquences homologues ont été retrouvées chez toutes les espèces 

de streptomycètes testées, ce qui laisse croire à un important rôle du gène dans le 

métabolisme (Daza et al., 1990). Lors de la production d'aculeacine A acylase par six 

espèces différentes de streptomycètes, S. lividans montrait un taux similaire à celui du 

producteur original, Actinoplanes utahensis NRRL12052. Cependant, un plus haut niveau de 

production était atteint par S. gris eus A TCC23 345. L'excellente productivité de 1' acylase par 

cette souche pourrait aussi être attribuable à 1' effet du gène saf (lnokoshi et al., 1993 ). 

1.2Disponibilité des vecteurs. 

Les streptomycètes peuvent contenir une grande variété de plasmides dont la taille 

varie de 10 kb (piJ101; voir appendice A, page 102) jusqu'à 1700 kb pour le plasmide géant 

SCP1 (Kinashi et al., 1993). Le nombre de copies des plasmides de la famille de piJ101 (40 

à 300 copies) est parmi les plus élevés (sans amplification artificielle) décrits jusqu'à 

maintenant chez les bactéries (Gusek et Kinsella, 1992). La possibilité d'amplification de 

gènes clonés, en utilisant les plasmides de la série piJ101, a mené à la construction de 

vecteurs possédant des marqueurs phénotypiques et des sites de restriction unique dans des 

régions non essentielles du vecteur. Ces vecteurs sont particulièrement stables, même en 

l'absence de facteurs de sélection. Cependant, une région de 500 paires de bases, se situant 

entre le site Pstl en position 31 et le site Sadi en position 33, semble essentielle à la stabilité 

des plasmides dérivés de piJ101 puisque des délétions dans cette région peuvent mener à la 

perte de plus de 55% du plasmide après un cycle de croissance sur un milieu de culture sans 

sélection (Kieser et al., 1982). 
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Le vecteur piJ350 a été construit par l'insertion dans le vecteur piJ102 (4,0 kb) d'un 

fragment de S. azureus possédant le gène de résistance au thiostrepton (tsr) (Kieser et al., 

1982). La résistance au thiostrepton est un marqueur important car presque tous les 

streptomycètes sont sensibles à cet antibiotique. 

La capacité de synthétiser la mélanine ou des pigments semblables est une autre 

propriété des streptomycètes (Dietz, A., 1986). Le développement du plasmide piJ702 (voir 

appendice A, page 103) par Katz et al. (1983) a facilité le clonage de gènes pour leur 

surexpression. Le gène de la tyrosinase (mel) provenant de S. antibioticus fut cloné dans 

piJ350. La caractérisation du plasmide a permis de déterminer que trois sites de restriction 

unique (Bgni, Sphl et Sad) se trouvaient dans l'insertion. Le clonage d'ADN, à n'importe 

quel de ces trois sites, interrompt le phénotype Mel+ et il en résulte 1 'absence de pigmentation 

noire des colonies. Le plasmide piJ702 et ses dérivés ont été utilisés pour le clonage de 

gènes de plusieurs protéines de procaryotes et d'eucaryotes. Le nombre de copies du 

plasmide piJ702 permet une production efficace d'enzymes extracellulaires. De plus, le 

nombre de copies du plasmide a une influence sur la stabilité génétique durant les stades 

subséquents de croissance et de sporulation (Gusek et Kinsella, 1992). En effet, des essais à 

l'aide de bromure d'éthidium, pour vérifier la stabilité des plasmides selon leur nombre de 

copies, ont permis de déterminer que piJ702, avec ses multiples copies, était réfractaire à 

l'effet de l'agent intercalant (Crameri et al., 1986). piJ702 a aussi été utilisé pour la 

construction de vecteurs navettes. Moreau et al. ( 1991) ont effectué la construction d'un 

vecteur navette pour les streptomycètes et E. coli comme outil de travail en mutagenèse 

dirigée. Après mutagenèse et criblage des mutants chez E. coli, les plasmides peuvent être 

utilisés directement pour transformer les streptomycètes. Un autre vecteur navette, pFD666, 

a été construit à l'aide de l'origine de réplication du vecteur pN1 de S. phaeochromogenes et 

permet la réplication chez S. lividans et E. coli (Denis et Brzezinski, 1992). Ce vecteur 

emploie le gène modifié de la néomycine phosphotransférase (neo) comme marqueur de 

sélection (Denis et Brzezinski, 1991). Il a été utilisé pour la caractérisation d'un gène codant 

pour une chitosanase de la souche N174 de Kitasatosporia, une actinomycète (Fink et al., 

1991). Cependant, dans plusieurs cas, les vecteurs navettes montrent une certaine instabilité 

sous forme de délétions probablement dues à une interaction entre le gène inséré et le vecteur 

(Lee et al., 1986; Ghangas et Wilson, 1987). 
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1.2.1 Réplication des vecteurs. 

Un autre facteur d'instabilité recensé pour les vecteurs de streptomycètes serait 

l'accumulation d'ADN simple brin (ssDNA) dans les souches transformées (Pigac et al, 

1988). En effet, les différents plasmides retrouvés chez les streptomycètes se répliqueraient 

sous le mode de cercle roulant (figure 1). Selon Khan (1997), ce système de réplication 

débute par l'interaction entre le site d'origine du double-brin (DSO ou ori) et la protéine 

initiatrice Rep. La protéine Rep vient exciser l'ADN à un site spécifique de coupure et se 

fixe de façon covalente à l'extrémité 5' phosphate de cet ADN. Le phénomène de coupure et 

de réparation de 1 'ADN est probablement régulé par la présence de différentes protéines de 

réplication tels une hélicase, une protéine de liaison du ssDNA et une polymérase. L'ADN 

polymérase III vient ensuite étendre la coupure Rep-dépendante et la fourche de réplication 

avance le long du cercle jusqu'à la regénération du site de coupure. Une série de coupure et 

de liaison permet ensuite la libération d'un ssDNA, de la protéine Rep inactive et de l'ADN 

double brin (dsDNA) initial. Le ssDNA est ensuite convertie en dsDNA à partir du site 

primaire d'initiation du dsDNA (SSO ou ssi). Les vecteurs ayant perdu le SSO peuvent se 

répliquer à un certain degré mais ont tendance à être instable et à avoir un nombre de copies 

inférieur lorsqu'ils sont comparés aux vecteurs intacts. Ainsi, les vecteurs ayant perdu le site 

primaire d'initiation du dsDNA, dont p1J702 fait partie, accumuleraient le ssDNA (Zaman et 

al., 1993; Muth et al., 1995). Le haut taux de recombinaison génétique de cet ssDNA 

explique le haut niveau d'instabilité de la structure. Les vecteurs possédant le site d'initiation 

du dsDNA dans l'orientation retrouvée dans piJ101 n'accumulent pas de ssDNA, et semblent 

avoir un nombre de copies plus grand que d'autres vecteurs ne possédant pas ce site ou 

1 'ayant inséré en sens inverse (Deng et al., 1988; Zaman et al., 1993). Dyson et Evans ( 1996) 

ont construit un vecteur navette dans lequel le site d'initiation de l'ADN double brin a été 

conservé. Le vecteur semble être stable et possède un nombre de copies, entre 200 et 400, de 

loin supérieur à celui d'autres vecteurs navettes basés sur piJ 101. 
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Figure 1 : Modèle de la réplication sous le mode de cercle roulant. DSO, site d'origine du 
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1.3 Promoteur. 

Les connaissances sur la structure des promoteurs et la régu lation de la transcription 

sont importantes pour l'optimisation du taux de production des protéines (Anné et Van 

Me !laert, 1993 ). L'analyse des séquences d'ADN associées à l' initiation de la transcription 

chez les streptomycètes démontre très peu de similitudes entre leurs promoteurs (Strohl. 

1992 ). La grande variété des promoteurs suggère 1 'existence de ditlërentes holoenzymes qui 

reconnaissent ces dirtërents promoteurs. En fàit, au moins trois gènes qui codent pour autant 

de làcteurs sigma ont été identifiés chez S. coelicolor A3(2) ( Butner el al. , 1990). 

Il a été démontré que les ditTérents promoteurs des streptomycètes sont sous 

lïnlluence d'inducteurs et de répresseurs. Les enzymes hydrolytiques sécrétées telles les 

xylanases. cellulases. amylases et chitinases sont induites par leur substrat mais sont 

fortement réprimées par le glucose (Gilbert el al., 1995). Par exemple, l'étude des 
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promoteurs de deux gènes de S. p/icatus codant pour des chitinases montre qu'ils contiennent 

des sites de liaison de 1 'ARN polymérase semblables à ceux du promoteur végétatif qui 

interagit avec la forme la plus abondante d' ARN polymérase. Ces deux promoteurs partagent 

aussi une séquence répétitive de 12 pb qui borde le site de liaison de 1 'ARN polymérase. Il a 

été démontré que cette séquence est reconnue par un ligand, probablement un répresseur, 

impliqué dans la régulation négative au niveau de la transcription (Délie et al., 1992). 

Cependant, lors de la production d'agarase, Parro et Mellado (1994) ont démontré que la 

répression par le glucose affectait la synthèse d'agarase au niveau de la sécrétion plutôt qu'au 

niveau de la transcription. La pré-agarase était dégradée à l'intérieur de la cellule, suggérant 

une régulation négative du glucose sur le mécanisme de sécrétion. 

Même s'il est reconnu que le promoteur des gènes clonés doit être efficace pour la 

production en grande quantité des protéines, les diverses expériences jusqu'à maintenant 

effectuées n'ont pas permis de définir les caractéristiques essentielles d'un promoteur fort 

chez les streptomycètes. La surproduction est généralement attribuée au nombre de copies du 

gène lorsqu'il est introduit dans un vecteur à copies multiples (Gilbert et al., 1995). Dans la 

plupart des cas de gènes de streptomycètes clonés dans S. lividans, le gène d'intérêt a été 

introduit avec son propre promoteur. Très peu d'études portent sur la modification du 

promoteur pour l'optimisation de l'expression. Koller et Riess (1989) ont déterminé que, 

dans le cas du gène de l'inhibiteur d'a-amylase (tendamistat) de S. tendae, l'arrangement de 

promoteurs hétérologues en tandem stimule le niveau d'expression. En combinant le 

promoteur du gène me/C de piJ702 et le gène de tendamistat, on augmente de 10 fois le taux 

de production. Cependant, l'introduction du gène dans le vecteur piJ350 mène à une 

expression encore plus forte qui serait probablement attribuable à des promoteurs qui ne sont 

pas identifiés sur le vecteur. Vigal et al. (1991) ont remplacé le promoteur du gène de l' a­

amylase (de S. griseus) par 4 différents promoteurs: le promoteur du gène neo (néomycine 

phosphotransférase) de Tn5, un promoteur, régulé par le phosphate, provenant d'un fragment 

de 114 pb de S. lividans, le promoteur du gène safde S. griseus ATCC 10137 et le promoteur 

lacZ de E. coli (vecteur navette). Une augmentation de la production de l'a-amylase de plus 

de 16 fois a été obtenue à l'aide des promoteurs des gènes saf et neo, ce qui suggère que ces 

promoteurs sont plus facilement reconnus par l' ARN polymérase de S. lividans. Schmitt­

John et Engels (1992) ont testé cinq promoteurs différents pour la production de tendamistat, 
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une exoprotéine de S. tendae. Le promoteur ermE-up, donnant les meilleurs résultats à plus 

de 400 mg/L, provient du gène de résistance à 1' érythromycine et montre une délétion de 3 pb 

dans la région - 35. Cependant, la transcription du promoteur melC du gène de la tyrosinase 

de S. antibioticus semblait être la plus forte et dans ce cas, la production plus faible de 

tendamistat proviendrait d'une diminution dans la croissance des cellules. 

Certaines études sur l'expression de gènes d'actinomycètes, ayant été introduits 

avec leur propre promoteur, ont permis de déterminer que S. lividans pouvait reconnaître ces 

promoteurs, ce qui n'est pas surprenant puisque ces organismes sont étroitement reliés. 

1.4 Peptide signal. 

Chez les streptomycètes, comme chez plusieurs autres bactéries à Gram positif, les 

protéines sont sécrétées dans le milieu de culture tandis que chez les bactéries à Gram 

négatif, elles sont accumulées dans le périplasme ou le cytoplasme. Cependant, dans la 

grande majorité des cas, la sécrétion des protéines s'effectue à l'aide d'une extension au NH2 

terminal, le peptide signal, qui est éliminé lors de la translocation (Morosoli et al., 1997). 

Des bactéries, aux plantes et aux mammifères, les peptides signaux partagent des propriétés 

communes (Von Heijne, 1985). Le peptide signal typique est caractérisé par une courte 

région NH2 terminale chargée positivement (domaine N), suivie par un centre hydrophobique 

(domaine H) et une région plus polaire en C terminal (domaine C) qui contient le site de 

coupure par la signal peptidase. Malgré ces caractéristiques conservées, des comparaisons ont 

démontré que les peptides signaux des eucaryotes montrent des différences par rapport à ceux 

des procaryotes (Von Heijne, 1984) et que ceux des bactéries à Gram positif ont tendance à 

être plus longs que ceux des bactéries à Gram négatif (Abrahmsen et al., 1985). En 

moyenne, les peptides signaux des bactéries à Gram positif sont de 29 à 31 acides aminés 

tandis que ceux des bactéries à Gram négatif sont de 24 à 25 acides aminés. Cependant, chez 

les streptomycètes, une moyenne de 35 acides aminés a été calculée (Gilbert et al., 1995). 
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1.4.1 Variation des charges du peptide signal. 

Il a été déterminé que les acides aminés supplémentaires des peptides signaux des 

streptomycètes sont regroupés dans le domaine N du peptide signal et consistent, en général, 

en quatre résidus chargés positivement, des arginines, qui sont étroitement reliés. Avant 

l'insertion du peptide signal dans la couche lipidique, le domaine N a un rôle important à 

jouer dans la sécrétion puisqu'il est en interaction avec la membrane chargée négativement 

(Nesmeyanova et al., 1997, Phoenix et al., 1993). Fab et Engels (1996) ont testé l'effet des 

charges positives sur la production de l'inhibiteur de l'a-amylase (tendamistat) de S. tendae 

par S. lividans. À partir du peptide signal original du gène de la tendamistat possédant une 

charge de +3, 10 variantes ont été construites avec des charges de 0 à +6 dans le domaine N. 

Toutes les constructions, sauf celle de +6, ont permis la sécrétion de la protéine. La 

production maximale a été atteinte lorsque la charge positive du domaine N était de 2 et une 

diminution progressive de la prodution a été observée lors de l'ajout ou de l'enlèvement de 

charges. Lors de la production de la protéine de fusion Vis-mTNF, une charge de +2 du 

peptide signal de l'inhibiteur de la subtilisine de S. venezuelae permettait aussi d'obtenir la 

meilleure production (Lammertyn et al., 1997). Cependant, lors de la production de l'a­

amylase de S. griseus à l'aide de son peptide signal (Vigal et al., 1991) et celle du mTNF à 

l'aide du peptide signal de l'a-amylase de S. venezuelae (Lammertyn et al., 1998), une charge 

de + 3 permettait d'obtenir une augmentation de la production et ce, malgré le fait que les 

deux peptides signaux montraient très peu d'homologie entre eux. Ces données ne 

permettent pas de déduire une règle générale sur la charge mais elles ont permis de définir 

qu'un certain nombre de charges positives était nécessaire pour la sécrétion efficace des 

protéines, puisque des charges inférieures à + 2 menaient à la diminution de la production. 

1.4.2 Effet du remplacement du peptide signal. 

Pagé et al. (1996a), ont déterminé que le peptide signal intact est nécessaire à la 

sécrétion des protéines car lorsque le peptide signal de la xylanase A était éliminé ou lorsque 

que le site de reconnaissance de la peptidase était muté, il y avait absence de l'enzyme dans le 

milieu de culture. De plus, aucune trace de l'enzyme ne subsistait dans la cellule, démontrant 

la présence d'une voie de dégradation protéolytique des protéines immatures chez S. lividans. 
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Le remplacement du peptide signal de la xylanase A par six autres peptides signaux de 

protéines sécrétées par S. lividans a ensuite été effectué. En comparaison avec le contrôle, 

les peptides signaux de la mannanase A, de l'acétylxylane estérase et de la xylanase B ont 

donné sensiblement le même taux de production. De plus, le peptide signal de la cellulase A, 

possédant un codon d'initiation de la traduction TTG, produit lui aussi la même quantité de 

xylanase A et démontre que ce codon est utilisé efficacement par S. lividans. Cependant, les 

faibles résultats obtenus à l'aide du peptide signal de la xylanase C, qui ne montre que très 

peu de similitude avec les peptides signaux habituellement retrouvés chez S. lividans et du 

peptide signal de la cellulase B, possédant deux codons TT A, permettent de conclure que le 

remplacement du peptide signal affecte la production de xylanase A. Toutefois, il est 

difficile de prédire que l'utilisation d'un quelconque peptide signal mènerait à la 

surproduction d'une protéine donnée. 

Il a cependant été démontré que certains peptides signaux des streptomycètes 

possèdent deux sites de liaison du ribosome (RBS) plus ou moins conservés, couplés à la 

présence de deux codons d'initiation de la traduction. Lorsque le peptide signal de la 

xylanase A est remplacé par les peptides signaux longs de la mannanase A (Man A) (Arcand 

et al., 1993) et de la cellulase A (CelA) (Théberge et al., 1992), les deux codons d'initiation 

de la traduction de ces peptides signaux peuvent être utilisés conjointement par S. lividans 

pour la production de xylanase A, augmentant ainsi la quantité d'enzyme produite (Pagé et 

al., 1996b). La distance entre les deux codons d'initiation semble avoir un effet sur leur 

utilisation puisque, suite à une mutation dans l'un ou l'autre des codons d'initiation de la 

traduction du peptide signal de l'inhibiteur de la subtilisine, qui contient lui aussi deux 

codons d'initiation, aucune baisse de la production de la protéine n'a été observée (Taguchi 

et al., 1991). En effet, seulement six nucléotides séparent les deux codons d'initiation de la 

traduction du peptide signal de l'inhibiteur de la subtilisine comparativement à 24 pour celui 

de la manA et 54 pour celui de la ce/A. Étant donné qu'un ribosome protège une région de 30 

à 40 nucléotides sur l' ARN messager, l'espacement doit être suffisant pour l'attachement de 

deux ribosomes pour qu'il y ait utilisation conjointe des deux codons d'initiation de la 

traduction (Pagé et al., 1996b ). De plus, lorsque le peptide signal long de la cellulase A est 

utilisé, l'augmentation de la production de xylanase A est le double de celle obtenue avec le 
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peptide signal long de la mannanase A, indiquant qu'un facteur supplémentaire contenu dans 

ce peptide signal stimulerait la production. 

Un tel élément a été retrouvé dans le gène ce/1 de S. reticuli sous la forme d'un 

palindrome ( 5'-TGGGAGCGCTCCCA) qui est probablement un site de liaison d'un 

répresseur (Walter et Schrempf, 1996). Une séquence similaire a été retrouvée dans le gène 

de la cellulase A, sauf que le G souligné dans le palindrome de ce/1 est remplacé par un A. 

De plus, 1 'alignement des séquences du peptide signal et de 1 'ARN 16S ribosomal a permis 

d'identifier une séquence complémentaire de 5 nucléotides (TCCCA) pouvant mener à 

l'augmentation de la traduction chez S. lividans (Kébir et al., 2000). Il a ensuite été 

démontré, par muta genèse dirigée, que 1' élimination de la séquence palindromique et de la 

séquence complémentaire à 1 'ARN 16S diminuait de 7 5 % la production de xylanase A. De 

plus, une séquence de 8 nucléotides complémentaires à l' ARN 16S placée à 15 nucléotides 

du codon d'initiation était la construction qui menait à la production maximale de xylanase A 

(1 ,9 fois le contrôle). Les effets du palindrome et de la séquence complémentaire à l' ARN 

16S sur l'augmentation de la production n'ont pu être dissociés, puisque la séquence 

complémentaire se retrouve dans le palindrome (Kébir et al., 2000). 

1.5 Usage des codons. 

Le génome des streptomycètes est caractérisé par un contenu en G-C très élevé (70 à 

74%) (Chater et Hopwood, 1984). L'usage de certains codons reflète l'effet d'une pression 

de mutations biaisés (Sueoka, 1988) ou la sélection de codons qui permettent une traduction 

plus efficace ou plus précise par des ARN de transfert qui sont plus abondants (Ikemura, 

1981; Bennetzen et Hall, 1982). En comparant 64 gènes de 27 espèces de streptomycètes, 

Wright et Bibb (1992) ont démontré que le contenu en G-C à la troisième position des codons 

(GC3) variait de 76 à 98 %, affectant ainsi la proportion de ces deux bases dans les différents 

gènes. De plus, 15 gènes hautement exprimés chez S. coelicolor possèdent un GC3 de plus 

de 90 %, ce qui démontre que l'efficacité de traduction est influencée par l'usage des codons. 

Enfin, certains codons, tel le codon TT A (leucine), sont rarement retrouvés dans les 

gènes des streptomycètes et peuvent influencer la production de protéines recombinantes 

chez S. lividans. En effet, Ueda et al. (1993) ont observé une diminution de 40% dans la 

production de l'inhibiteur de la subtilisine (SSI) lorsque deux codons leucine (CTG et CTC) 
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ont été remplacés par des codons TT A. La diminution de la production serait attribuable à la 

faible disponibilité de l'ARN de transfert (Leu) (UUA), un produit du gène bldA qui est 

exprimé tardivement dans le cycle de croissance de S. lividans. En effet, bien qu'il ne soit pas 

nécessaire lors de la croissance végétative des streptomycètes, le tARN qui code pour le 

codon UUA semble jouer un rôle dans la régulation de la différenciation (Kataoka et al., 

1999). Leskiw et al. (1991) ont démontré que le changement de deux codons TTA en CTC 

(leucines) dans le gène carB résultait en une expression indépendante de bldA. Ces résultats 

laissent supposer que la présence de codons rares, comme TT A, dans des gènes devraient être 

remplacés par des codons plus communément utilisés pour qu'ils soient exprimés 

efficacement chez S. lividans (Gilbert et al., 1995). 

1.6 Terminateur de transcription. 

Chez les organismes procaryotes, le terminateur de transcription implique un signal 

d'ADN spécifique qui marque l'arrêt de la polymérisation et détermine le relâchement de 

l'ARN messager synthétisé (Adhya et Gottesman, 1978). Certains terminateurs sont 

caractérisés par une séquence inverse répétée, riche en G-C, pouvant former une structure en 

épingle à cheveux dans l'ARN messager. Cette structure semble être impliquée dans la 

stabilité de l'ARN messager (Holmes et al., 1983) et peut influencer l'efficacité de la 

traduction. Chez les streptomycètes, des terminateurs de transcription ont été retrouvés dans 

les gènes aph (Thompson et Gray, 1983), vio et tsr (Bibb et al., 1985), hyg (Zalacain et al., 

1986) et msiK (Schlosser et al., 1997), ce qui suggère un rôle important dans la régulation de 

l'expression Lorsque le gène de l'interféron-al (HinFa.2) a été introduit chez S. lividans 

avec le terminateur du gène aph de S. fradiae, Pulido et Jimenez (1987) ont observé que la 

séquence inverse répétée détermine efficacement la terminaison de la transcription et qu'il y a 

augmentation de la production de HinFa.2. De plus, lors de l'analyse par des délétions du 

gène de la SSI par Taguchi et al. (1993), deux séquences inverses répétées, en aval du codon 

stop, ont été retrouvées. La délétion d'une des séquences a permis d'augmenter de 3,5 fois la 

production de SSI chez S. lividans. Dans ces deux cas, l'augmentation pourrait refléter une 

plus grande stabilité de l'ARN messager. Cependant, contrairement aux résultats obtenus par 
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Pulido et Jimenez, Schmitt-John et Engels (1992) n'ont pas remarqué d'augmentation de la 

production de tendamistat lorsqu'un terminateur synthétique a été introduit à la fin du gène. 

1.7 Mécanismes de sécrétion des streptomycètes. 

1.7.1 Le système Sec dépendant. 

Les mécanismes de translocation des protéines ont été étudiés en détail chez E. coli 

(Pugsley, 1993). Le principal mécanisme de transport des protéines est la voie générale "Sec 

dépendante", qui requiert un minimum de sept protéines «Sec» (SecA, SecB, SecD, SecE, 

SecF, SecG et SecY) pour le transport des protéines à travers la membrane. Les protéines 

"Sec dépendantes" sont caractérisées par un peptide signal à l'extrémité N- terminale, qui 

retarderait le repliement de la pro-protéine et la dirigerait vers la membrane (Gilbert et al., 

1995). Jusqu'à maintenant, des homologues de SecA, SecY, SecE, SecD et SecF ont été 

retrouvés chez les streptomycètes mais SecG et SecB n'ont toujours pas été mises en évidence 

chez les bactéries à Gram positif (Morosoli et al., 1997). De plus, deux homologues du gène 

groEL et trois protéines homologues à GroEL de E. coli ont été retrouvés chez plusieurs 

espèces de streptomycètes. La protéine GroEL, une protéine de choc thermique, servirait de 

chaperon pour empêcher le repliement de la protéine dans une conformation incompétente à 

la sécrétion (Anné et Van Mellaert, 1993). Des gènes codant pour différentes protéines de 

streptomycètes ont déjà été exprimés chez d'autres organismes à Gram positif et négatif. 

Ainsi, Cadenas et al. (1992) ont exprimé le gène amy de S. griseus chez Brevibacterium 

lactofermentum, une bactérie à Gram positif, pour la production d'a-amylase. La protéine 

était sécrétée dans le milieu de culture et le séquençage duN-terminal a permis de déterminer 

que le peptide signal était coupé au même site que chez S. lividans. De plus, les peptides 

signaux d'une estérase de S. scabies (Hale et al., 1992), des xylanase A, B et C, des cellulases 

A et B et de l'acétyl xylane estérase de S lividans (Gilbert et al., 1995) ont permis de 

récupérer les différentes protéines dans l'espace périplasmique de E. coli. Ces résultats 

semblent indiquer que le système de sécrétion des streptomycètes possède de grandes 

similitudes avec celui "Sec dépendant" décrit chez E. coli. 
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1.7.2 Le système TAT. 

Un autre système général de sécrétion décrit par Berks et al. (2000), le système TA T 

(pour "twin-arginine translocation"), permettrait à des protéines de dimension variable d'être 

sécrétées à l'aide, elles aussi, d'un peptide signal. Dans la plupart des cas, ce système est 

utilisé par des protéines qui se lient à des co-facteurs dans le cytoplasme ou qui requièrent 

des facteurs du cytoplasme pour leur repliement. Ces protéines sont donc repliées avant leur 

sécrétion dans le milieu de culture. Le signal peptide du système TA T est composé, tout 

comme celui du système Sec, de trois parties (N,H etC) mais possède une séquence (S!f)-R­

R-x-F-L-K conservée à la frontière entre les régions N et H. Les deux résidus arginines sont 

invariables, tandis que les autres résidus sont retrouvés à une fréquence de plus de 50%. De 

plus, les peptides signaux du système TA T ont en moyenne 14 acides aminés de plus que les 

peptides signaux du système Sec. In vitro, il n'y a aucune preuve directe que ce système de 

sécrétion bactérien permet la translocation d'une protéine repliée. Plusieurs évidences 

d'études in vivo supportent cependant cette idée. Chez les streptomycètes, un exemple de co­

translocation de protéines multiples par un peptide signal qui contient deux arginines a été 

retrouvé pour la sécrétion de l'apoprotéine de l'enzyme tyrosinase (MelC2) qui nécessite la 

présence de la protéine chaperon MelC1 qui porte le peptide signal. Suite à l'insertion d'un 

ion cuivre pour l'activation de la tyrosinase, MelC1 est libérée après la translocation (Chen et 

al., 1992; Leu et al., 1992). 

1.7.3 Autres. 

Finalement, certaines protéines sans peptides signaux seraient sécrétées par un 

mécanisme indépendant, les transporteurs ABC, qui regroupent des familles de protéines 

partageant des fonctions semblables et un domaine de ligation de 1 'A TP commun. Ces 

transporteurs sont classifiés sous trois grandes catégories : les importateurs bactériens (les 

perméases périplasmiques), les transporteurs eucaryotes et les exportateurs bactériens (Fath 

et Kolter, 1993). 
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2.0 Production de protéines homologues et hétérologues. 

La production de protéines de S. lividans, de M. tuberculosis, d' E. coli, de 

Streptococcus suis et de souris est l'objectif ultime de cette étude. Pour cette raison, les 

protéines servant de modèle à cette étude ainsi que les essais jusqu'à maintenant effectués 

pour leur production seront présentés en détail. Dans la plupart des cas, les protéines décrites 

n'ont jamais été produites chez S. lividans. Les résultats obtenus lors de la production de ces 

protéines par d'autres micro-organismes seront donc présentés et les raisons permettant de 

croire qu'une production chez S. lividans donnerait de meilleurs ou de moins bons résultats 

seront exposées. 

2.1 Cellulase B de S. lividans. 

S. lividans sécrète toutes les enzymes hydrolytiques nécessaires pour la dégradation 

de la biomasse ligneuse (Kluepfel et al., 1986). Deux endoglucanases ont jusqu'à maintenant 

été caractérisées chez cette bactérie, soit les cellulases A et B. Avec une activité spécifique 

de 12 UI!ml, Théberge et al. (1992) ont réussi à obtenir une surproduction de cellulase A 

(CelA) de plus de 850 fois en comparaison à la production de la souche sauvage. Cependant, 

à l'aide du même vecteur et des mêmes conditions de culture, Wittmann et al. (1994) n'ont 

réussi qu'à obtenir une production de 0,1 UI/ml dans le cas de la cellulase B (CelB). En 

considérant que l'activité de la CelB est dix fois moindre que celle de la CelA, la production 

de CelB est tout de même dix fois plus faible. 

2.2 Protéines de M. tuberculosis. 

La tuberculose a été la première maladie classée par l'Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) comme urgence globale puisqu'il a été déterminé qu'environ 30 millions de 

personnes vont mourir de la tuberculose dans les l 0 prochaines années. Le déclin de 

l'efficacité du vaccin BCG actuel et 1 'apparition de souches résistantes aux antibiotiques ont 

stimulé la recherche pour le développement de nouvelles alternatives dans la lutte contre 

cette maladie. Jusqu'à maintenant, plusieurs protéines intracellulaires et extracellulaires de 

M. tuberculosis ont été choisies comme des candidates potentielles pour le développement de 
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vaccins et comme cibles de nouveaux antibiotiques (tableau 1). Devant le besoin d'obtenir 

rapidement une grande quantité de ces protéines, des essais ont été effectués chez différents 

T bi a eau 1 p. f ' nnctpaux an tgenes dM b e . tu 1 . 1 ercu oszs c asses se on eur groupe. 
Groupe et masse Désignation ou Production Sécrétion Séquence N-

moléculaire homologues Hétérologue terminale 
_{_kDa}_ 

Protéines de choc 
thermique 

65 GroEL,MbaA E. coli - KTIAY 

14 antigène 18 kDa E. coli - ATTLPV 
de M.leprae 

12 GroES, BCG-a, - - AKVNI 
MPT57 

Lipoprotéines 

38 PhoS, ag5 U.S.-J, E. coli - CGSKP 
Pab 

19 - M.vaccae, - CSSNK 
M. smegmatis, 
levure, E.coli 

Protéines sécrétées 

31,5 MPT45, 85C C. glutamicum Oui 

Ag85 31 MPT44, 85A, P32 
E. coli, - FSRPG 

B. subtilis -
30 MPT59, 85B, 

Msmegmatis oui 
ag6 U.S.-J, a.-ag 

23,5 MPT64 E. coli - APKTY 
M. smegmatis oui 

6 ESAT-6 - - -

Enzymes 

44 PstA, ag88 - - -
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micro-organismes tels que E. coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis, 

Mycobacterium vaccae et Corynebacteryum glutamicum pour l'obtention de protéines 

recombinantes. 

Dans la classification des différents antigènes de M tuberculosis, il faut d'abord 

noter que la nomenclature des antigènes mycobactériens est compliquée et que plusieurs 

désignations sont couramment utilisées pour les différentes protéines. L'identification à l'aide 

des poids moléculaires est souvent utilisée mais ne peut constituer le seul critère (Wiker et 

Harboe, 1992). Un exemple des limites de cette technique est le cas de la lipoprotéine de 19 

kDa, dont le cadre de lecture de 159 acides aminés code pour une protéine de 15,1 kDa de 

masse moléculaire. L'attachement d'une queue lipidique à l'extrémité N-terminale 

expliquerait la différence entre la valeur calculée et la masse moléculaire de la protéine 

mature (Ashbridge et al., 1989). L'identification est donc effectuée par caractérisation de la 

protéine et par comparaison avec des gènes présentant des homologies de séquence. Les 

protéines isolées de M. tuberculosis sont désignées par le terme MPT, suivi d'un numéro qui 

indique la mobilité de la protéine sur SDS-PAGE (7,7% acrylamide). 

2.2.1 Protéines de choc thermique. 

Les protéines de choc thermique ont été ainsi nommées à cause de leur production 

lors d'une élévation soudaine de la température. Une caractéristique majeure de ces protéines 

est la nature hautement conservée de leur séquence parmi les différentes espèces (Wiker et 

Harboe, 1992). Les deux principales protéines de choc thermique de M tuberculosis, les 

protéines de 65 kDa et de 12 kDa, ont été longuement étudiées pour leur capacité à induire 

une réponse immunitaire. 

La protéine de choc thermique de 65 kDa de M. tuberculosis correspond à l'antigène 

commun des bactéries GroEL, qui a été découvert chez E. coli et qui interagit avec les 

anticorps de plus de 50 différentes espèces de bactéries dans des épreuves de précipitation sur 

gel (Thole et Van der Zee, 1990). Une comparaison de la séquence en nucléotides des gènes 

codant pour les protéines de 65 kDa de M. leprae, M tuberculosis et M. bovis a démontré que 

les trois gènes sont identiques (Thole et al., 1988). Shinnick (1987) a observé que le contenu 

en G-C du gène codant pour cette protéine n'est pas distribué également dans le gène: le 

contenu en G-C est de 55% dans les deux premières positions des codons alors qu'il est de 
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87% en troisième position. Cette stratégie retrouvée dans la plupart des gènes de M. 

tuberculosis a été interprétée comme étant une méthode permettant à la bactérie d'avoir un 

haut contenu en G-C, sans pour autant être limitée dans le code de certains acides aminés 

dont les deux premiers nucléotides sont des A et T. 

La protéine de 65 kDa a été largement étudiée par l'utilisation de différents 

anticorps. On y a défini au moins 14 épitopes présents à la surface de la molécule réagissant 

avec ses anticorps (Buchanan et al., 1986). Pour l'identification des épitopes de la protéine 

de 65 kDa (MbaA), Thole et al. (1988) ont cloné le gène mbaA de M. bovis chezE. coli K-

12. Pour obtenir l'expression par induction de la protéine MbaA complète ou après délétion 

de diverses régions, le gène a été inséré à la suite du gène cro-lacZ dans le plasmide pEX2 de 

E. coli. Les différentes constructions ont permis l'expression efficace de la protéine intacte 

ou tronquée. 

Une autre protéine de choc thermique retrouvée chez M. bovis et M. tuberculosis, la 

protéine de 12 kDa (BCG-a), montre une homologie de séquence de 43% avec la protéine 

GroES de E. coli. ChezE. coli, la protéine GroES est une protéine exprimée d'un opéron qui 

contient également la protéine GroEL. Cependant, chez M tuberculosis, les protéines de 65 

et 12 kDa sont exprimées de différents opérons (Shinnick et al., 1989). Bames et al. (1992) 

ont démontré que BCG-a est un composé provenant du milieu de culture de M tuberculosis 

qui pourrait entraîner une réponse immunitaire. Bien qu'elle soit retrouvée dans le milieu de 

culture dans les 72 heures initiales, ce qui indique la sécrétion de la protéine, la séquence en 

acides aminés de la protéine ne contient aucun peptide signal. Le mécanisme de sécrétion de 

la protéine reste à définir. 

Une autre protéine de choc the.rmique, la protéine de 14 kDa, a été identifiée comme 

antigène potentiel. Verbon et al. (1992) ont inséré le gène de la protéine dans le vecteur 

pEX2 d' E. coli pour la production de la protéine de fusion lacZ-14K. Ainsi, il a été déterminé 

que cette protéine appartient à la famille alpha-crystalline des protéines de choc thermique de 

faible poids moléculaire. Bien que ce type de protéine soit fréquemment retrouvé chez les 

eucaryotes, le seul autre exemple retrouvé chez les procaryotes est l'antigène de 18 kDa de 

M leprae. Le gène de cette protéine présente une fréquence élevée en G-C typique de M 

tuberculosis. Malgré l'absence d'un peptide signal, des expériences d'immunodétection ont 

permis de détecter la protéine à l'extérieure de la paroi cellulaire. De plus, malgré son 
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appartenance à la famille alpha-crystalline des protéines de choc thermique, les tests ont 

permis de détecter une certaine spécificité des anticorps pour certaines régions de la protéine. 

Cette spécificité est d'importance puisqu'une des difficultés potentielles pour l'inclusion de 

protéines de choc thermique dans un vaccin est le fait que celles-ci soient hautement 

conservées chez les différentes espèces. Les protéines de choc thermique de mycobactéries 

sont étroitement reliées à des protéines humaines, ce qui pourrait induire une maladie auto­

immunitaire. En effet, la protéine de 65 kDa montre une homologie de séquence avec la 

protéine Pl des mitochondries humaines qui aurait un rôle à jouer dans l'apparition de 

l'arthrite auto-immunitaire (Dudani et Gupta, 1989). 

2.2.2 Lipoprotéines. 

Young et Garbe (1991) ont observé qu'une quantité significative (mais moins de 

5%) des protéines totales, lors de l'extraction de M. tuberculosis, était récupérée dans le 

détergent lors du traitement au Triton X-114. Par cette méthode, deux principales protéines 

de 38 et 19 kDa sont extraites et représentent des lipoprotéines. 

La protéine de 38 kDa est un des antigènes les plus étudiés des mycobactéries 

(Harboe et Wiker, 1992). Le séquence du gène (pab) comprend un peptide signal typique des 

protéines activement sécrétées chez les mycobactéries et possède un contenu en G-C de 

55,7% dans les deux premières positions des codons et de 82,3% en troisième position. La 

séquence comprend notamment une séquence lipidique qui suggère que la cystéine en N­

terminal est acylée par l'ajout d'une queue de lipides qui est probablement responsable de 

1' attachement de la protéine à la surface riche en lipides des mycobactéries (Young er Garbe, 

1991). Andersen et Hansen (1989) ont défini qu'une homologie de séquence de 30% est 

retrouvée entre la protéine de 38 kDa et la protéine PhoS de E. coli, cette dernière étant 

essentielle au transport du phosphate chez cette bactérie. Un rôle similaire serait joué par la 

protéine de 38 kDa puisque dans un milieu faible en phosphate, il y a augmentation de 

l'expression de la protéine qui est localisée principalement à la surface de la cellule 

(Andersen et al., 1990 ; Espitia et al., 1992). Pour identifier la région de la protéine à 

laquelle les anticorps s'attachaient, le gène pab entier et tronqué a été introduit dans le 

vecteur pBR322 de E. coli pour la production d'une protéine de fusion Pab-~-galactosidase. 

Les protéines produites ont permis de définir qu'un groupe d'anticorps reconnaissait les 91 
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derniers acides aminés de la protéine, tandis qu'un autre groupe reconnaissait un domaine 

antigénique localisé dans la portion médiane de la protéine. Aucun anticorps ne se liait aux 

117 acides aminés à l'extrémité N-terminale (Andersen et Hansen, 1989). 

La seconde lipoprotéine retrouvée, celle de 19 kDa, a été identifiée comme un 

antigène majeur de M. tuberculosis par l'utilisation d'anticorps monoclonaux de muridés. 

Elle a par la suite été identifiée comme une cible des anticorps et des cellules T lors d'une 

infection de tuberculose et une vaccination au BCG chez 1 'humain (Abou-Zeid et al., 1997). 

Les essais pour la production de 1 'antigène de 19 kDa chez E. coli et les levures ont démontré 

qu'il y avait agrégation et insolubilité de la protéine probablement dues à l'ajout d'une queue 

lipidique au résidu cystéine (Cys) suite à l'enlèvement du peptide signal par une signal 

peptidase de type 2 (type-2 SPase). De plus, la protéine était hyperglycosylée (Ashbridge, 

1991). Prestidge et al. (1995) ont effectué la production de l'antigène chez E. coli en 

apportant certaines modifications au peptide signal de la protéine. Les mutations introduites 

remplaçaient le site de reconnaissance de la type-2 SPase par le site de reconnaissance de la 

type-1 SPase, éliminant ainsi le résidu Cys. Les modifications ont permis la sécrétion à un 

taux de 2 à 5 mg!L de culture, dans 1 'espace péri plasmique de la bactérie, d'une protéine de 

17 kDa non-glycosylée et montrant l'extrémité N-terminale attendue pour la protéine 

modifiée. Les changements effectués sur le gène de cette protéine pourraient mener à une 

réponse immunitaire montrant des différences entre la protéine native et la protéine 

recombinante qui proviendraient des modifications apportées à la protéine lors de la 

maturation. Garbe et al. (1993) et Abou-Zeid et al. (1997) ont effectué la production de la 

protéine de 19 kDa chez Mycobacterium smegmatis et M. vaccae. De faibles productions 

(moins de 1% des protéines totales) ont été récupérées intracellulairement et se liaient à la 

concanavaline A, démontrant une glycosilation post-traductionnelle de la protéine. Les 

protéines recombinantes ont induit une réponse immunitaire in vitro en stimulant la 

prolifération de cellules T, la production d'anticorps et la production d'interféron gamma. 

Cependant, aucune protection contre M. tuberculosis n'a été démontrée lorsque des souris 

immunisées avec l'antigène de 19 kDa ont été mises en contact avec le pathogène. En fait, la 

présence de l'antigène de 19 kDa semblait annuler le faible effet protecteur de M. vaccae 

(Abou-Zeid et al., 1997). 



26 

2.2.3 Protéines sécrétées. 

La distinction, entre les protéines activement sécrétées par M tuberculosis et les 

protéines intracellulaires libérées lors de la lyse des cellules, a été effectuée à l'aide de la 

quantification simultanée de marqueurs enzymatiques, tell'isocitrate déhydrogénase, dans les 

surnageants de culture de moins de 72 heures et la lyse des cellules par sonification (Wiker et 

Harboe, 1992). Les cinq protéines sécrétées activement par M. tuberculosis présentées dans 

le tableau 1 possèdent un peptide signal typique et sont les principales candidates pour le 

développement de vaccins. 

Le composé majeur du surnageant de culture de M. tuberculosis, l'antigène 85 

(Ag85) est un complexe de trois protéines : les protéines 85A (31 kDa), 85B (30 kDa) et 85C 

(31 ,5 kDa) (Wiker et Harboe, 1992). L' Ag85 est un inducteur d'interleukine-2, d'interféron­

"/ et de lymphocytes T chez des sujets sains avec une infection primaire par M tuberculosis 

(Salim et al., 1997). La protection efficace contre la tuberculose que confère 1 'Ag85 a mené 

à plusieurs essais pour la production de protéines recombinantes. Harth et al. (1997) ont 

déterminé, à l'aide de plusieurs constructions, l'efficacité de production des antigènes 85A et 

85B parE. coli et B. subtilis. Aucune production de ces protéines n'a été détectée chez B. 

subtilis, pourtant une bactérie à Gram positif comme M. tuberculosis. Jusqu'à maintenant, 

des protéines de choc thermique de M tuberculosis hautement conservées chez les 

procaryotes et les eucaryotes ont été efficacement produites intracellulairement chez E. coli 

(Mehlert et Young, 1989). Mais les protéines plus spécifiques à M tuberculosis comme les 

antigènes 85A et 85B, ont été produites à de faibles quantités chezE. coli {<1 mg/L). Par 

comparaison, lorsque les gènes codant pour les protéines 85A et 85B ont été introduits chez 

M. smegmatis, qui possède une homologie de séquence de 1 'ADN de seulement 15% avec M. 

tuberculosis, la production de ces protéines a été de 2,5 mg/L à 7,5 mg/L. Cela laisse 

supposer que 1 'expression et la sécrétion à un haut niveau de protéines spécifiques au genre 

Mycobacterium requièrent une mycobactérie comme hôte (Harth et al., 1997). Cependant, 

une production efficace de l'antigène 85A par Corynebacterium glutamicum, un 

actinomycète à Gram positif, a été obtenue par Salim et al. ( 1997). La protéine se retrouvait 

dans des extraits de parois cellulaires et dans le surnageant de culture, sous une forme active 

et provoquait une réponse immunitaire dans des cellules de la rate de souris vaccinées. 
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La huitième protéine la plus abondante dans le milieu de culture de M. tuberculosis, 

MPT64, est une protéine de 23, 5 kDa. La protéine est produite et sécrétée par les souches 

virulentes qui provoquent la tuberculose (M. tuberculosis, M africanum et M. bovis). 

Cependant, la stimulation du système immunitaire par la MPT64 ne se fait que chez les 

patients déjà faiblement atteints de tuberculose (Ulrichs et al., 1998; Boesen et al., 1995). 

Cinq anticorps monoclonaux reconnaissant quatre épitopes sur la MTP64 ont été retrouvés 

récemment (Andersen et al., 1991). Pour la localisation de divers épitopes à la surface de la 

protéine, Oettinger et Andersen (1994) ont effectué différentes constructions dans le vecteur 

pMAL-p de E. coli. Diverses parties du gène étaient fusionnées au gène malE, codant pour la 

protéine de ligation au maltose. L'immunodétection des protéines du périplasme a permis de 

déterminer que les protéines recombinantes étaient produites et de localiser les épitopes. 

Roche et al. (1996), ont effectué la production de MPT64 chez M smegmatis. Bien que la 

protéine soit exprimée à l'aide de son propre promoteur, les taux de production ont été 

doublés, pour atteindre 3,8 mg/L, lors de l'utilisation du promoteur pBlaF isolé d'une souche 

de M fortuitum résistante à l' amoxycilline. Cependant, Harth et al. (1997) ont effectué la 

production de MPT64 chez M smegmatis par l'insertion du gène dans un vecteur navette E. 

coli/M. smegmatis. Le peptide signal de 23 acides aminés a permis la sécrétion, à un taux de 

7,5 mg/L, de la protéine dans le milieu de culture. Chez M. tuberculosis, la protéine la plus 

abondante dans le milieu de culture est la protéine 85B faisant partie de l'antigène 85. Par 

contre, lors de leur production chez M smegmatis, il semble que MPT64 est exprimée à un 

taux deux fois plus élevé que le taux de production de 85B. 

Lors d'essais sur la réponse immunitaire chez des souris atteintes de tuberculose, 

deux fractions de protéines sécrétées ont été identifiées comme cible: la première, la protéine 

85B faisant partie de l'antigène 85, et la seconde, une protéine de 6 kDa, désignée ESAT-6 

(Andersen et Heron, 1993; Andersen et al., 1995). Ulrichs et al. (1998) ont déterminé que la 

protéine de 6 kDa induisait la stimulation des cellules T chez des patients atteints de 

tuberculose ou positifs au test de la tuberculine, alors qu'aucune réaction n'était observée chez 

les patients sains, en faisant ainsi une candidate potentielle pour un test de détection de la 

tuberculose. Il est toutefois à considérer que plusieurs antigènes sont nécessaires pour le 

développement d'un test possédant la sensibilité adéquate pour la détection de la maladie. 
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2.2.4 Enzymes. 

Parmi les nombreuses protéines présentant une activité enzymatique retrouvées chez 

M. tuberculosis, une seule fait partie du tableau 3 : la protéine de 44 kDa. Braibant et al. 

( 1994) ont cloné puis déterminé la séquence du gène de cette protéine. La protéine possède 

une homologie de séquence de 76,7% dans les six hélices transmembranaires en C-terminale 

avec la protéine PstA de E. coli et une courte séquence en N-terminale qui présente une 

homologie de séquence de 90% avec la protéine PstC. La séquence de la protéine ne 

présente aucune des caractéristiques d'un peptide signal typique et la protéine fait 

probablement partie intégrante de la membrane. Chez E. coli, les deux protéines PstA et 

PstC, qui sont des sous-unités d'une phosphate perméase, formeraient le canal d'entrée du 

mécanisme de transport du phosphate et seraient essentielles pour des bactéries se 

développant dans un environnement faible en phosphate. Les gènes de ces protéines font 

partie d'un opéron comprenant la protéine PhoS dont un homologue (la protéine de 38 kDa) a 

été retrouvé chez M. tuberculosis. Cependant, aucun homologue de la protéine PstC n'a été 

retrouvé chez cette dernière. Des études plus poussées sur la protéine de 44 kDa pourraient 

mener au développement d'inhibiteurs des fonctions de cette protéine ou à la reconnaissance 

d'immunogènes à la surface de la membrane, pour le développement de vaccins. 

2.3 Métalloprotéinase de matrice de type 9 (MMP9). 

Les métalloprotéinases de matrice (MMP) représentent une famille d'enzymes, 

reliées par leur structure et leur fonction, qui participent au remodelage de la matrice 

extracellulaire chez différents organismes (Rawlings et Barrett, 1995) et qui sont 

caractérisées par la présence d'un domaine de liaison du zinc. L'attachement d'un atome de 

zinc permet l'attaque, par une molécule d'eau nucléophile, lors de la coupure des peptides 

par l'enzyme. Les MMPs sont exprimées sous la forme d'une préproenzyme avec une 

extension à l'extrémité N-terminale permettant la sécrétion de la protéine à l'extérieur de la 

cellule et qui est éliminée lors de la translocation de la protéine. La forme sécrétée de la 

protéine, communément appelée zymogène contient, elle aussi, une extension à 1' extrémité 

N-terminale qui coordonne le domaine de liaison du zinc en le rendant inaccessible. Une 
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maturation de la protéine à 1 'aide d'enzymes protéolytiques permet la libération du domaine 

de liaison du zinc donnant ainsi à l'enzyme son activité catalytique (Woessner, 1991). 

Habituellement, il existe une balance homéostatique entre 1 'expression de ces protéines et de 

leurs inhibiteurs. En exemple, lorsque la MMP2 est sécrétée par des cellules cancéreuses, la 

protéine est récupérée sous la forme d'un complexe zymogène-inhibiteurs tissulaires des 

métalloprotéinases de matrice (TIMP). Les membres de la famille des TIMPs sont des 

protéines de faible poids moléculaire (20 kDa) qui sont retrouvées dans plusieurs tissus 

(Woessner, 1991). Cependant, certaines maladies sont attribuées à la surexpression des 

MMP, comme la destruction du cartilage par 1 'arthrite et la dissémination des métastases 

dans certains cancers (Liotta et al., 1980). Les mécanismes thérapeutiques, permettant une 

intervention contre ces maladies, seraient le développement des petites molécules inhibitrices 

qui permettraient de retrouver l'équilibre homéostatique. Jusqu'à maintenant, les inhibiteurs 

synthétiques ayant donné les meilleurs résultats sont ceux possédant un groupement carboxyl, 

sulfhydryl ou hydroxamate qui, coordonnés avec l'atome de zinc, peuvent bloquer la catalyse 

(Woessner, 1991). 

La MMP9 ( collagénase/gélatinase de type IV) est une protéine de 92 kDa sécrétée 

sous la forme zymogène, qui est ensuite partiellement dégradée par protéolyse générant des 

polypeptides actifs de poids moléculaire de 83 ou 67 kDa. Cette enzyme est capable de 

dégrader des composantes de la membrane basale. Elle est impliquée dans l'invasion des 

tumeurs et la dissémination par métastases, ce qui en fait une cible de choix pour le 

développement d'inhibiteurs. Pour rencontrer les besoins en MMP9 requis pour les études de 

laboratoire, plusieurs méthodes de purification dans différentes cellules humaines ont été 

développées (Okada et al., 1992; Morodomi et al., 1992). George et al. (1997) ont effectué la 

production de MMP9 par des cellules d'insectes via un système d'expression de baculovirus. 

À l'aide de ce système, la quantité d'enzymes produites sous forme de zymogène est de 300 

mg/L. Une fois activée, l'enzyme présentait la même activité que la MMP9 purifiée de 

cellules humaines. 

2.4 Protéines d' E. coli. 

Certaines souches pathogènes d'E. coli, responsables d'infections entériques chez les 
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humains et les animaux, possèdent un système de sécrétion de type III. Ce type de système 

de sécrétion de protéines virulentes, caractérisé par l'absence d'un peptide signal, a été 

retrouvé chez plusieurs micro-organismes responsables de maladies entériques chez l'humain. 

La production de protéines est influencée par les conditions environnementales et par le 

contact avec les cellules de l'hôte ou avec certaines protéines de l'hôte. Le système de 

sécrétion ainsi que les protéines sécrétées sont codés, dans la bactérie, par un groupe de gènes 

se trouvant sur un plasmide ou dans un ilôt pathogénique (Mecsas et Strauss, 1996). 

Un tel ilôt, la région LEE (pour Locus ofEnterocyte Effacement) a été retrouvé chez 

E. coli. Cette région code pour un système de sécrétion de type III et pour plusieurs protéines 

d'E. coli, soit les protéines EspA, EspB, EspD, EspE et Tir, qui sont requises pour 

l'attachement aux cellules hôtes et la formation de lésions AE (pour Attaching and Effacing). 

L'interruption de n'importe quel de ces gènes résulte en l'abolition de la transduction des 

signaux essentiels à l'interaction avec la cellule d'eucaryote lors du processus d'infection. Le 

phénomène AE est caractérisé par la perte de microvilli et par l'attachement de la bactérie sur 

des piédestaux en forme de coupe composés d'éléments provenant du cytosquelette protéique 

de la cellule hôte. Ces structures sont composées, entre autre, d'actine, d'a-actinine et de 

chaînes légères de myosine. Plus précisément, l'attachement des bactéries à la surface des 

cellules membranaires débute par la phosphorylation d'une protéine de membrane de 90 kDa 

(Hp90) de l'hôte qui, une fois activée, se lie à l'intimine, une protéine de membrane externe 

codée par le gène eae localisé dans la région LEE (Lai et al., 1997). 

2.4.1 La protéine EspD. 

La protéine EspD, retrouvée chez les souches entérohémorragiques (EHEC) et 

entéropathogéniques (EPEC) d'E. coli avec une homologie de séquence de 80,36 % aurait un 

rôle à jouer dans la formation des lésions AE. En effet, selon Lai et al. (1997), une mutation 

dans le gène espD, qui code pour une protéine de 39,492 Da et qui est localisée dans la région 

LEE, interrompt la phosphorylation de la protéine Hp90, supprimant ainsi la capacité de la 

bactérie de produire des lésions AE. De façon plus précise, Kresse et al. (1999) ont 

déterminé que la protéine EspD, localisée en grande partie dans la fraction provenant de la 

membrane cytoplasmique des cellules infectées, aurait un rôle à jouer dans l'attachement de 
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la bactérie à la cellule hôte. En effet, les mutants ayant perdu espD n'effectuent plus 

l'accumulation d'actine à la surface de la cellule lors de l'adhérence de la bactérie. De plus, la 

formation d'appendices qui servent de canaux de translocation de molécules à l'intérieur du 

cytosol des cellules infectées est interrompue. Ces appendices sont formés en grande partie 

de filaments de la protéine EspA. Ainsi, le rôle principal de la protéine EspD serait d'établir 

un lien direct entre la bactérie et la cellule eucaryote, via les appendices de surface et de, 

peut-être, faciliter la translocation de protéines requises pour la formation des lésions AE. 

2.4.2 La protéine P AA. 

Selon An et al. ( 1999), le gène paa coderait pour une protéine sécrétée de 27,6 kDa 

qui aurait un rôle important dans le développement de maladies entériques induites par E. 

coli. En effet, lors de l'inactivation de gènes par mutagenèse par transposons, un mutant paa­

d'une souche d'EPEC porcin (PEPEC) ne possédait plus la capacité d'induire des lésions AE. 

Son rôle dans la pathogénécité des souches de PEPEC n'a pas encore été élucidé. Cependant, 

la corrélation de la présence, chez 15 souches d'E. coli causant des lésions AE, des gènes paa 

et eae et l'absence du gène paa chez des souches AE négatives démontre l'importance de ce 

gène dans le développement des lésions. De plus, la corrélation faite entre la présence du 

gène paa et du gène eae chez des isolats provenant d'humains ou de différentes espèces 

animales a permis de déterminer que le gène paa aurait un rôle plus important dans l'activité 

AE de l'EHEC et d'isolats de chien, et un rôle moins déterminant chez les isolats d'EPEC du 

lapin, du porc, et de l'humain. 
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2.5 Protéine de S. suis. 

S. suis est une bactérie à Gram positif, anaérobique facultative, qui est la cause de 

plusieurs maladies porcines. Cette bactérie est répandue mondialement, mais représente un 

grand problème dans les pays exerçant des pratiques intensives d'élevage du porc. Le 

syndrome causé par S. suis chez le porc inclut l'arthrite, les méningites, la pneumonie, la 

septicémie, l'endocardite, l'avortement et des abcès. De plus, la bactérie peut causer 

certaines maladies chez 1 'humain, spécialement chez les employés des abatoirs et les 

personnes travaillant en relation avec l'industrie porcine. Chez l'humain, S. suis de type 2 

peut induire des méningites, résultant en des pertes auditives, des septicémies, des 

endocardites et la mort. Le mécanisme pathologique de S. suis n'est pas bien défini. 

Plusieurs facteurs de virulence ont été identifiés, mais leurs rôles dans la pathogenèse et les 

maladies ne sont pas élucidés. Étant donné le peu de connaissances, la lutte contre S. suis 

repose en grande partie sur l'utilisation d'antibiotiques (Staats et al., 1997). Plusieurs 

protéines ORF (pour «open-reading-frame») sont présentement à l'étude pour leur rôle dans 

la virulence de S. suis de type 2. 
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1.0 Liste de matériel 

Acétate de potassium 
Acétate de sodium 
Acide acétique 
Acide chlorhydrique 
Acide dinitrosalicylique 
Acrylamide 
ADN ligase du phage T4 
Agar 
Agarose 
Alcool isoamylique 
Ampicilline 
ATP 
Bacto-tryptone 
Bisulfite de sodium 
Bleu de bromophénol 
Bromure d' éthydium 
Carboxyméthylcellulose 
Casamino acids 
Chloroforme 
Chlorure de calcium 
Chlorure de césium 
Chlorure de cobalt 
Chlorure de cuivre 
Chlorure de magnésium 
Chlorure de potassium 
Chlorure de sodium 
Coomassie Brilliant Blue R250 
2 '-désoxyadénosine 5 '-triphosphate 
2 '-désoxycytidine 5' -triphosphate 
2' -désoxyguanosine 5 '-triphosphate 
2 '-désoxythymidine 5 '-triphosphate 
Dithiothréitol 
EDTA 
Enzymes de restriction 
Éthanol 
Extrait de bœuf 
Extrait de levure 
Filtres Millex-GP 0,22 J..Lm 
Gélatine 
Glucose 
Glycérol 
Glycine 
Hydroxyde de sodium 
Hydroxyquinoline 
lmidazole 

American Chemical Ltd 
J.T. Baker 
Fisher 
J.T. Baker 
BDH 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
Difco 
Boehringer Mannheim 
J.T. Baker 
Sigma Chemical Co. 
Pharmacia 
Difco 
J.T. Baker 
Anachemia 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Difco 
American Chemical Ltd 
Fisher 
BDH 
Anal ar 
Fisher 
J.T. Baker 
Merck 
American Chemical Ltd 
Gibco BRL 
Pharmacia 
Pharmacia 
Pharmacia 
Pharmacia 
Sigma Chemical Co. 
J.T. Baker 
Pharmacia 
SAQ 
Difco 
Difco 
Millipore 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
American Chemical Ltd 
J.T. Baker 
BDH 
Fisher 
Sigma Chemical Co. 
BDH 
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Isopropanol 
Klenow polymérase 
Lait écrémé en poudre 
Lysozyme 
Maltose 
Marqueur de poids moléculaire 1 kb ladder 
Méthanol 
Méthionine 
N-ZamineA 
Persulfate d'ammonium 
PFU ADN polymérase 
Phénol 
Phosphatase alcaline 
Phosphate de potassium 
Polyéthylène glycol 6000 
Propionamide 
L-Proline 
RNAseA 
Sephadex G-50 
Sodium dodécyl sulfate 
Spermidine 
Sucrose 
Sulfate d'ammonium 
Sulfate de cuivre 
Sulfate de fer 
Sulfate de magnésium 
Sulfate de manganèse 
Sulfate de potassium 
Sulfate de zinc 
Tampon Laemmli 
Tampon One-Phor-All Plus lOX 
TamponPFU 
Tampon TES 
Tartrate de sodium de potassium 
TEMED 
Thiostrepton 
Tris 
Triton XlOO 
Tween 80 
Tyrosine 
Xylane de bouleau 
Xylose 

Fisher 
Dupont 
Difco 
Sigma Chemical Co. 
American Chemical Ltd 
Gibco BRL 
SAQ 
Sigma Chemical Co. 
Sheffield Products 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
Stratagene 
Gibco BRL 
Pharmacia 
J.T. Baker 
J.T. Baker 
Aldrich Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
Pharmacia 
mi 
Sigma Chemical Co. 
Fisher 
BDH 
Sigma Chemical Co. 
Merck 
J.T. Baker 
J.T. Baker 
American Chemical Ltd 
Sigma Chemical Co. 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
Pharmacia 
Stratagene 
Sigma Chemical Co. 
J.T. Baker 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
Bristol-Myers Squibb 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
Bio-Rad Laboratories Ltd 
American Chemical Ltd 
Gibco BRL 
Sigma Chemical Co. 
Sigma Chemical Co. 
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2.0 Souches bactériennes. 

2.1 E. coli. 

La souche E. coli DHllS F- mcrA 8(mrr hsdRMS mcrBC) 8(lac-proAB) 8 

(recAI398) deoR supE rpsL sri thi/F' proAB+ laclqZ 8Ml5 (Lin et al., 1991) vendue par Life 

Technologies (Burlington, Ontario, Canada) a été utilisée pour la construction des vecteurs. 

Cette souche est recA 1398, ce qui augmente la stabilité des insertions. L'efficacité de 

transformation de cette souche est de >lx 108 transformants/J..Lg d'ADN du vecteur pUC19 

dans une réaction de 1 00 J..Ll. 

2.2 S. lividans. 

La souche 10-164 (cellulase et xylanase négative) de S. lividans a été utilisée pour 

l'expression et la sécrétion de protéines homologues et hétérologues. Cette souche possède 

une mutation dans le gène msiK au site B, qui lie 1 'A TP. Cette protéine mutée ne peut plus 

fournir 1' énergie nécessaire aux systèmes de transport du xylose, du cellobiose et du 

xylobiose (Hurtubise et al., 1995). Ces sucres doivent être transportés dans la cellule pour 

que les gènes de xylanase et de cellulase soient induits. Cette souche a été utilisée pour le 

clonage homologue des gènes de cellulase et xylanase. En outre, elle semblerait sécréter 

moins de protéases, ce qui facilite la récupération des protéines sécrétées dans le surnageant 

de culture. 

3.0 Milieux de culture. 

3.1 Milieu de culture pour E. coli. 

Le milieu de culture 2x TY a été utilisé pour les cultures d'E. coli. Ce milieu 

contient 16 g de bacto-tryptone, 10 g d'extrait de levures et 5 g de NaCl par litre d'eau. Pour 

les milieux solides, 15 g de bacto-agar sont ajoutés. Après stérilisation, lorsque le milieu est 

refroidi à environ 50°C, on ajoute de l'ampicilline à 100 J..Lg/ml dans le milieu pour la 
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sélection des transformants d'E. coli. La croissance bactérienne est de 16 heures dans un 

incubateur à 3 7 °C avec agitation à 240 rpm. 

Le milieu TB est utilisé pour la culture des cellules pour la technique "Miniprep". 

Ce milieu contient 12 g de bacto-tryptone, 24 g d'extrait de levures et 4 ml de glycérol par 

litre. 

3.2 Milieu de culture pour S. lividans. 

Les cellules sont cultivées et conservées sur milieu solide Bennett-thiostrepton 

(BT). Ce milieu contient 1 g d'extrait de levures, 1 g d'extrait de bœuf, 2 g de NZ amine A, 

10 g de maltose et 20 g d'agar par litre. Le pH est ajusté à 7,3 avec du NaOH. Après 

stérilisation, selon le besoin, 4 ml de thiostrepton (solution stock de 50 mg/ml) est ajouté. 

Après transformation, les protoplastes sont étalés sur le milieu solide R5 (Hopwood 

et al., 1985) qui contient 103 g de sucrose, 0,25 g de K2S04, 10,12 g de MgC}z.6H20, 10 g de 

glucose, 0,1 g de casamino acid (Difco), 5 g d'extrait de levures, 14,33 g de TES, 22 g d'agar 

et 2 ml de la solution de sels de Mandel (pour 100 ml: 0,14 g de ZnS04.7H20, 0,16 g de 

MnS04.H20, 0,5 g de FeS04.7H20, 0,2 g de CoC}z.6H20) dans un volume d'eau de 955 ml. 

Le volume est complété à 1 litre en ajoutant 10 ml de KH2P04 (0,5%), 4 ml CaC}z.2H20 

(SM), 1 ml CuS04 (5 mg/ml), 15 ml de L-proline (20%), 10 ml de méthionine (1%) et 5 ml 

de tyrosine (8% dans du NaOH 1 N). Le milieu est réparti dans des pétris (20 ml/pétri) qui 

sont ensuite séchés à la température de la pièce pendant 5 jours, jusqu'à la perte de 15% de 

leur poids initial. L'intérêt de ce milieu réside dans le fait qu'il est hypertonique ce qui évite 

aux protoplastes de subir un choc osmotique. De plus, étant riche en glucose et en sels 

minéraux, ce milieu favorise la régénération des protoplastes. 

Le milieu liquide Tryptic Soy Broth (TSB) est utilisé pour la culture des 

transformants. Ce milieu contient 17 g de bacto-tryptone, 3 g de bacto-soytone, 5 g de NaCl 

et 2,5 g de K2HP04 par litre d'eau. Après stérilisation, le thiostrepton est ajouté à une 

concentration de 5 Jlg/ml. 

Le milieu M14-Xylose est utilisé pour la production de protéines. Ce milieu est 

constitué, par litre, de 1 ,4 g de <NH4)2S04, 5 g de K2HP04, 1 g de KH2P04, 1 ml des sels de 

Mandel et 2 ml de Tween 80. Le pH est ajusté à 7,4. Pour une culture de 20 ml, on ajoute 
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200 J..Ll de CaCh (solution stock 3%), 120 J..Ll de MgS04 (solution stock 5%), 20 J..Ll de 

thiostrepton (solution stock de 5 mg/ml) et 1 ml de xylose (solution stock de 20 %). La 

quantité totale de spores à ajouter au 20 ml de solution est de 4 X 107
• 

4.0 Manipulation de l'ADN. 

4.1 Précipitation à l'éthanol. 

La précipitation de l'ADN est effectuée avec 0.1 volume de Na acétate 3M et 2,5 

volumes d'éthanol 95%. La précipitation est presque instantanée. L'échantillon est ensuite 

centrifugé pendant 30 minutes à 13 K rpm. Le surnageant est décanté puis l'échantillon est 

recentrifugé pendant 2 minutes. Pour obtenir un culot à sec, il suffit d'enlever le liquide 

restant à l'aide d'un capillaire puis de laisser sécher l'échantillon pendant 5 minutes. Le culot 

est suspendu à nouveau dans le volume d'eau désiré. 

4.2 Extraction phénol/chloroforme. 

Pour une purification rapide de l'ADN, 'l'2 volume de phénol et 'l'2 volume de 

chloroforme: isoamyl alcool (24: 1) sont ajoutés à l'échantillon puis mélangés au vortex. Le 

mélange est ensuite centrifugé 3 minutes à 13 K rpm. La phase aqueuse supérieure est 

récupérée et contient l'ADN. 

4.3 Digestion d'ADN par une enzyme de restriction. 

Pour un volume fmal de 10 à 50 J..Ll, une unité de l'enzyme de restriction (Pharmacia) 

est utilisée pour la digestion de 1 J..Lg d'ADN dans le tampon "one-phor-all Buffer Plus" 

(OPA) tOx (100 mM Tris-acétate pH 7,5, 100 mM acétate de magnésium et 500 mM acétate 

de potassium) à la concentration recommandée (0,5X à 2X). Le volume est ajusté avec de 

l'eau et le mélange est incubé 1 heure à la température optimale de l'enzyme (généralement 

37 °C). 
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Les fragments d'ADN peuvent être ensuite récupérés par électrophorèse sur un gel 

d'agarose à la concentration désirée (0,7 à 2% (p/v)) dans du tampon TAE lX (Tris-acétate 

40 mM pH 8,0, 20 mM acide acétique, EDT A l mM). 

4.4 Déphosphorylation de vecteurs. 

Après digestion d'un vecteur par l'enzyme de restriction appropriée, la 

déphosphorylation par la phosphatase alcaline empêche le vecteur de se religuer sur lui­

même. Tout d'abord, on ajuste le volume à 50 f..Ll avec de l'eau et le tampon OPA de façon à 

obtenir une concentration finale de OPA de 1 x. On inactive à la température recommandée 

(65 °C ou 85 °C) l'enzyme de restriction et on laisse refroidir 20 minutes à la température de 

la pièce. Ensuite, on ajoute 0,1 U de phosphatase alcaline (phosphatase d'intestin de veau) de 

Pharmacia. Le mélange est incubé 30 minutes à la température de la pièce puis la 

phosphatase est inactivée en chauffant 15 minutes à 85 °C. Après une extraction 

phénol/chloroforme, le vecteur est précipité à l'éthanol puis suspendu à nouveau dans le 

volume d'H20 nécessaire. 

4.5 Extrémités franches par le fragment Klenow de la polymérase 1 d'B. 

coli. 

La réparation de l'ADN, pour créer des extrémités franches, a été réalisée selon la 

méthode de Sambrook et al. (1989). Après la digestion de l'ADN à l'aide de l'enzyme de 

restriction appropriée, on ajoute la quantité de tampon OPA 1 OX nécessaire pour l'obtention 

d'une concentration de 1 X, 1 f..Ll d'un mélange de dNTP à une concentration de 2 mM, 1 f..Ll du 

fragment Klenow polymérase 1 de E. coli et on ajuste le volume à 25 f..Ll avec de l'eau. Le 

mélange est ensuite incubé à température de la pièce pendant 30 minutes et la réaction est 

arrêtée par l'ajout de 1 f..Ll d'EDT A 0,5 M, pH 8,0. L'ADN est ensuite extrait au 

phénol/chloroforme. Bien que cette étape ne soit pas essentielle, on peut ensuite éliminer les 

dNTP non incorporés par une centrifugation de 1 OOOg pendant 4 minutes à travers une 

colonne de Sephadex G-50 équilibrée dans du tampon TE contenant 0,1 M NaCI. 
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4.6 Ligation d'un fragment d'ADN avec un vecteur. 

Après l'amplification par PCR d'un fragment que l'on désire insérer dans un vecteur, 

le vecteur (à une concentration de 0,2 J..Lg) et le fragment (à une concentration minimale de 

0,4 J..Lg) sont digérés avec les enzymes appropriées. Le vecteur est ensuite déphosphorylé (si 

nécessaire) et les différents fragments sont récupérés après électrophorèse sur gel d'agarose. 

L'ADN est récupéré en utilisant le QIAEX Gel Extraction Kit (Qiagen). Le vecteur et le 

fragment sont récupérés dans un volume final de 40 fll de Tris-HCI, pH 8,2 puis précipités à 

l'éthanol. Suite à la précipitation, le vecteur est redilué dans 7,5 J..Ll d'eau et l'insertion est 

laissée à sec. Le volume total de 7,5 fll du vecteur est mélangé au fragment à insérer. On 

ajoute ensuite 1 J..Ll de tampon OPA 10X, 1 J..Ll d'ATP 10 mM et 3,75 unités d'ADN ligase du 

phage T4 (Pharmacia). Le mélange est ensuite incubé à 14 °C pour un minimum de 4 heures. 

La ligase génère des liens phosphodiester, en présence d'ATP, entre les extrémités 5'­

phosphate d'un fragment et 3'-hydroxyl de l'autre fragment. 

4.7 Isolement d'ADN. 

4.7.1 Technique« Miniprep »chezE. coli. 

La méthode « miniprep », pour la récupération des plasmides en tubes eppendorf 

(Liu et Mishra, 1995), a été utilisée pour l'extraction rapide des plasmides chez E. coli. Les 

colonies récupérées d'un pétri sont inoculées individuellement dans des tubes eppendorf de 

1,5 ml contenant 0,2 ml de milieu TB avec ampicilline et incubées de 8 à 18h à 37 °C. Les 

cultures sont centrifugées de 10 à 15 secondes et le surnageant est aspiré. On ajoute ensuite 

30 J..Ll de solution STI (8% sucrose, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5% Triton X100) contenant 1 

mg/ml de lysozyme fraîchement préparé, puis le culot est suspendu en vortexant 5 à 1 0 

secondes. L'échantillon est ensuite bouilli 60 secondes puis centrifugé 5 minutes à 13 K rpm. 

Pour la vérification des plasmides par digestion avec des enzymes de restriction, 5 fll de 

surnageant peut être utilisé. De plus, une extraction subséquente au phénol/chloroforme 

permet l'utilisation de ces plasmides pour la transformation dansE. coli ou S. lividans. 
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4. 7.2 Purification de plasmide d' E. coli sur gradient de chlorure de césium. 

La purification de plasmides, en grande quantité, a été effectuée selon la méthode de 

Sambrook et al. (1989). À partir d'une culture 100 ml de 2x TY avec ampicilline incubée 

pendant 16 heures, les cellules sont récupérées par une centrifugation de 5 minutes à 5 K rpm 

et le culot est suspendu à nouveau dans 2,5 ml de tampon glucose (50 mM glucose, 25 mM 

Tris, pH 8,0, 10 mM EDTA). La lyse des cellules est effectuée par l'incubation successive des 

cellules dans 5,5 ml de tampon sodium dodecyl sulfate (SOS) (1% SOS, 0,2 N NaOH) et 2,5 

ml de tampon acétate de potassium (60 ml acétate de potassium 5 M, 11,5 ml acide acétique, 

28,5 ml H20). Après centrifugation de 10 minutes à 10 K rpm, le surnageant est récupéré puis 

l'ADN est extrait au phénol/chloroforme, précipité par l'ajout de 0,6 volume d'isopropanol. 

Le culot d'ADN est repris dans 1 ml de TE. Le volume de 1 ml est placé dans un tube 

Falcon de 15 ml contenant 1,75 g de chlorure de césium et 0,5 ml d'eau, en présence de 7,5 

J.!l de bromure d'éthidium. Le mélange est ensuite placé dans un tube Quick seal, de 3,9 ml 

contenant 1,8 ml d'une solution de chlorure de césium 65%. Suite à une centrifugation de 3 

heures sur l'ultracentrifugeuse Beckman, TL-100 à 100 K rpm, une bande d'ADN visible aux 

ultraviolets est récupérée à l'aide d'une seringue. L'extraction du bromure d'éthidium a été 

effectuée selon Song et al (1999). Cette technique permet l'élimination de bromure 

d'éthidium par plusieurs étapes successives de précipitation à l'éthanol et 1 'ADN est suspendu 

dans 50 J.!l de TE. Le dosage de 1 'ADN est effectué par spectrophotométrie, à 260 nm. 

4.7.3 Technique "Mini-prep" chez S. lividans. 

La technique "miniprep", pour l'extraction d'ADN plasmidique chez S. lividans, a 

été faite selon Hopwood et al. (1985). Le mycélium est cultivé 48 heures dans 10 ml de 

milieu TSB, à une température de 34 °C et une agitation de 240 rpm. 1 ,5 ml de culture est 

centrifugé à 13 K rpm pour la récupération des cellules. Au culot de cellules, 300 J.!l de 

solution 1 (50 mM glucose, 25mM Tris-Cl, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0) sont ajoutés puis 

le tout est incubé 30 minutes à 37 °C. On ajoute ensuite 400 J.!l de solution II fraîchement 

préparée (0,2 N NaOH, 1% SOS) et le mélange est incubé à la température de la pièce 

pendant 1 0 minutes. 400 J.!l de solution III ( 60 ml acétate de potassium 5 M, Il ,5 ml acide 

acétique, 28,5 ml H20) sont ensuite ajoutés puis, le mélange est incubé sur la glace pendant 
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1 0 minutes. Le mélange est ensuite centrifugé 14 K rpm 15 minutes et le surnageant est 

récolté. L'ADN est précipité par l'ajout de 2 volumes d'éthanol 95%, et incubé 15 minutes. 

L'ADN est récupéré par centrifugation de 15 minutes à 14 K rpm. Le culot est finalement 

rincé avec de l'éthanol 70%, séché à l'air 5 minutes puis suspendu dans 50 ~1 de TE. 

4.7.4 Purification de plasmide de S. lividans sur gradient de chlorure de césium. 

La purification de plasmides, en grande quantité chez S. lividans, a été effectuée 

selon la méthode de Hopwood et al. (1985) et toutes les centrifugations sont faites à 3000 g. 

Les cellules sont cultivées de 24 à 48 heures dans 100 ml de milieu TSB auquel sont ajoutés 

1% glucose et 5 ~g/L de thiostrepton. Les cellules sont récupérées par une centrifugation de 

2 minutes. Le volume initial (v.i.) de cellules est déterminé. Suite à un lavage des cellules 

dans 5 volumes de tampon 1 (1 0,3% sucrose, 25 mM Tris, 25 mM EDTA, pH 8,0), on 

suspend à nouveau le culot dans 5 volumes de solution 1 contenant 2 mg/ml de lysozyme puis 

on incube 45 minutes à 37 °C. Après incubation, on ajoute 2,5 volumes de solution II (0,3 M 

NaOH, SOS 2%) et on incube 20 minutes à 70 °C. 1 volume de solution III (5 g phénol 

Analar, 5 ml chloroforme, 1 ml H20, 5 mg d'hydroxyquinoline) est ensuite ajouté et le 

mélange est centrifugé 10 minutes. Le surnageant est ensuite récolté, mélangé à 1 volume 

d'isopropanol et à 1 volume de acétate de sodium 3 puis incubé 5 minutes à la température 

de la pièce. Suite à une centrifugation de 10 minutes, le culot est suspendu dans 0,5 x le v.i. 

de TE, 0,05 x le v.i. de NaAc 3 M et 'l'2 volume final de phénol neutre. Après une 

centrifugation de 3 minutes, la phase aqueuse supérieure est récoltée, mélangée à 1 volume 

d'isopropanol et incubée 5 minutes à la température de la pièce. Finalement, le mélange est 

centrifugé 3 minutes et le culot est suspendu dans 1 ml de TE. L'étape de purification sur 

gradient de Chlorure de Césium telle que décrite chez E. coli est ensuite effectuée. 

4.7.5 Extraction d'ADN total chez S. lividans. 

L'extraction d'ADN total chez S. lividans a été effectuée selon la méthode rapide 

décrite par Hopwood et al. (1985). Pour commencer, 50 mg de mycélium sont suspendus et 

incubés 30 minutes à 37 °C dans une solution lysozyme (2 mg/ml de lysozyme et 50 ~g/ml de 

RNAse, dans 0,3 M sucrose, 25 mM Tris, pH 8,0 et 25 mM EDT A). On ajoute ensuite 250 
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J.Ll de solution SOS 2 % et on mélange jusqu'à ce que la viscosité du mélange ait diminué de 

façon notable. Ensuite, une série de deux extractions phénol/chloroforme permet d'éliminer 

les débris cellulaires. On ajoute au surnageant récupéré, 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M 

et 1 volume d'isopropanol, on incube 5 minutes et on centrifuge 2 minutes à 13 K rpm. Suite 

à 1' élimination du surnageant, le culot est suspendu à nouveau dans 500 J.Ll de tampon TE et 

25 J.Ll de spermidine-HCl 100 mM, incubé 5 minutes et le mélange est centrifugé 2 minutes à 

13 k rpm. On élimine le surnageant et le culot est suspendu et incubé 1 heure dans 300 J.Ll de 

solution contenant 0,3 M d'acétate de sodium, 10 mM MgCh et 700 J.Ll d'éthanol 95 %. 

Suite à l'incubation, on centrifuge 2 minutes et le culot est finalement suspendu dans 500 J.Ll 

de tampon TE. 

4.8 Détermination du nombre de copies des plasmides. 

La détermination du nombre de copies des plasmides a été effectuée selon la 

méthode décrite par Wrigley-Jones et al. (1992). Au départ, 1 J.Lg d'ADN total est séparé par 

électrophorèse sur gel d'agarose 1 % en présence de bromure d'éthidium. La lecture de 

l'intensité des différentes bandes est effectuée par illumination du bromure d'éthidium aux 

ultraviolets. À l'aide de l'intensité des bandes, donnée arbitrairement par densitométrie, le 

nombre de copies des plasmides par chromosome est calculé selon la formule : 

Intensité des bandes plasmidiques X poids moléculaire du chromosome 
Nombre de copies = 

Intensité de la bande d'ADN chromosomal X poids moléculaire du plasmide 

4.9 Séquençage de l'ADN. 

Le séquençage des constructions plasmidiques a été effectué par le service de 

séquençage de l'Institut Armand-Frappier sur l'appareil ABI Prism 310 Genetic Analyzer 

(Perkin-Elmer Corporation, USA). La méthode utilisée est celle des didéoxynucléotides 

(Sanger et al., 1977). Le fragment à séquencer est amplifié, à l'aide d'amorces spécifiques ou 

universelles, et les différentes bases sont colorées à l'aide de deux marqueurs fluorescents. 

Le maximum d'excitation est celui du marqueur donneur, le 6-carboxyfluoresceine (6-FAM) 

qui est lié à un marqueur accepteur, le dichlororhodamine (dRhodamine). Chaque nucléotide 
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est lié à un dRhodamine différent, possédant un spectre d'émission qui lui est propre 

(Tableau Il). Les échantillons sont soumis à une électrophorèse dans un système de 

capillaires. Leur exposition à des ions d'argon pour l'excitation du 6-FAM permet de 

déterminer les différentes bases par leur spectre d'émission. 

T hl a eau II M arqua ge d d"ffi' 1' "d es 1 erents nue eott es. 
Nucléotides Marqueurs accepteurs Couleurs d'émission 

A dR6G Vert 

c DROX Rouge 

G DR llO Bleu 

T DTAMRA Noir 

4.10 Préparation des oligonucléotides. 

Les oligonucléotides servant aux PCR ont été produits sur un synthétiseur automatique 

d'ADN (Gene assembler, Pharmacia LKB). Le principe de fonctionnement de l'appareil 

repose sur les réactions de synthèse chimique développées par Sinha et al. (1984). Ces 

réactions ont été utilisées avec succès pour la synthèse d'oligodéoxynucléotides et utilisent 

des ~-cyanoethylphosphoramidites (dont la ~-cyanoethyl-N, N-dialkylamino-/N­

morpholinophosphoramidite) qui sont appropriées pour la synthèse automatisée d'ADN grâce 

à leur grande stabilité en solution. 
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4.11 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR). 

L'amplification de 0,1 f.lg d'ADN à 1 'aide de deux oligonucléotides par la technique 

de PCR est effectuée dans un tampon d'amplification (dNTP 0,2 mM, tampon IX pour Pfu 

(10 mM KCl, 10 mM (NH4) 2S04,20 mM Tris-Cl, pH8,75, 2 mM MgS04, 0,1% Triton X-100, 

0,1 mg/ml BSA, 0,4% Tween 20) en présence de 2,5 unités de Pfu ADN polymérase dans un 

volume de 100 f.!L. L'ajout de propionamide (4%) permet de diminuer la force des liens G-C 

de 1 'ADN. En effet, S. livi dans étant un organisme dont les gènes sont riches en G-C, il peut 

y avoir formation de structures secondaires nuisant à la réaction de PCR. La réaction est 

effectuée sur l'appareil Genius (Techne). L'ADN est dénaturé par un chauffage à 95 °C 

pendant 5 minutes, puis l'appariement des oligonucléotides sur la matrice s'effectue à 55 °C 

pendant 5 minutes. La synthèse d'un brin complémentaire s'effectue ensuite pendant 3 

minutes à 72 °C. Ces trois réactions sont répétées à 30 reprises (dénaturation 1 minute 94 °C, 

appariement 1 minute 55 °C, synthèse 3 minutes 72 °C). 

5.0 Transformation des cellules. 

5.1 Transformation de E.coli. 

Les cellules d'E. coli sont d'abord rendues compétentes par un traitement au CaCh 

(Mandel et Higa 1970). A partir d'une culture des cellules en phase exponentielle dans le 

milieu 2x TY, on récupère les cellules par centrifugation 5 minutes à 5 K rpm. Les cellules 

sont ensuite suspendues dans 50 ml de MgCh 1 00 mM puis récupérées par centrifugation. 

Les cellules sont ensuite délicatement suspendues à nouveau dans 10 ml de CaCh 100 mM. 

On ajoute ensuite 1 00 ml de Ca Ch 1 00 mM puis les cellules sont incubées sur la glace 

pendant 30 minutes. Après le temps d'attente, le mélange est centrifugé, puis les cellules sont 

récupérées. Les cellules sont suspendues dans 12,5 ml d'un mélange de CaCh 85 mM et de 

glycérol 15%. Des aliquots de 500 fll sont ensuite congelés dans un mélange de glace sèche 

et d'éthanol 95% et conservés à -70 °C. 
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Pour la transformation des cellules, les cellules compétentes sont lentement 

dégelées sur la glace. Dans un tube Falcon de 15 ml, 100 f..Ll de cellules sont mélangées à 

l'ADN (0, 1 f..Lg d'ADN pure, 10 f..Ll de mélange de ligation). Le tube est ensuite laissé sur la 

glace pour 30 minutes. Les cellules sont ensuite exposées à un choc thermique en les 

incubant dans un bain-marie à 42 °C pendant 2 minutes. Suite à l'incubation, 400 f..Ll de milieu 

2x TY sont ajoutés et le mélange est incubé à 3 7 °C pendant une heure. 125 J..Ll de mélange est 

finalement étalé sur 4 Pétris contenant du milieu solide 2x TY avec ampicilline et incubés 16 

heures à 37 °C. Les colonies qui poussent contiennent le plasmide qui confère la résistance à 

l'antibiotique. 

5.2 Transformation de S. lividans. 

Les manipulations génétiques chez les streptomycètes sont décrites par Hopwood et 

al. (1985). Pour pouvoir transformer des streptomycètes, il faut produire des protoplastes qui 

sont des cellules dépourvues de leur paroi cellulaire. Afm de préparer les protoplastes, les 

streptomycètes sont cultivés dans un milieu R-5 qui fragilise la paroi cellulaire, facilitant la 

digestion ultérieure de celle-ci par du lysozyme. La transformation des protoplastes a été 

faite en mettant en contact 50 J..Ll de protoplastes à 1X1010 cellules/ml avec le mélange de 

ligation ou avec le plasmide en présence de 200 J..Ll de PEG 25% . Le mélange est incubé 2 

minutes à la température de la pièce, puis les protoplastes sont étalés sur du milieu R-5 solide 

pour permettre leur régénération. Les Pétris sont incubés 16 heures à 30 °C, puis recouverts 

de 1 ml de thiostrepton à 200 ug/ml et incubés à nouveau à 30 °C pour la sélection des 

transformants. 

5.3 Préparation des spores de S. lividans. 

Les tranformants sélectionnés sont étalés sur un milieu Bennett-thiostrepton (BT) 

solide et incubés à 30 °C durant sept jours. Ensuite le mycélium est gratté puis étalé sur deux 

Pétris de milieu BT solide qui sont incubés à 30 °C durant sept jours. Le mycélium est 

ensuite gratté à son tour et étalé sur neuf Pétris de milieu BT solide qui sont incubés à 30 °C 

pendant sept jours. Finalement, les spores sont récoltées en ajoutant 10 ml de glycérol 20% 
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stérile sur un premier pétri . Les spores sont grattées avec le bout d'une pipette. Le liquide est 

ensuite récolté et transféré sur un second pétri. 10 ml de glycérol peut servir pour la récolte 

des spores de trois pétris. Le liquide est ensuite transféré dans un tube contenant des billes de 

verre stériles. Le tube est ensuite vigoureusement tourbilloné 2 minutes afin de séparer les 

spores du mycélium. La suspension est filtrée sur laine de verre pour éliminer le mycélium 

et les débris cellulaires. La quantité de spores est ensuite évaiuée par mesure de la densité 

optique à 660 nm. Les spores sont conservées à - 20 °C. 

6.0 Manipulation des protéines. 

6.1 Dosage de l'activité enzymatique. 

La méthode des sucres réducteurs (Miller, 1959) a été utilisée pour la mesure de 

l'activité enzymatique produite par les clones produisant de la xylanase A ou de la cellulase 

B. Pour commencer, 1 ml de culture est centrifugée à 13 K rpm pendant 5 minutes puis le 

surnageant est récolté. 0,1 ml du surnageant (tel quel ou dilué) est ensuite incubé 10 minutes 

dans une solution de 0,5 ml de xylane de bouleau 1% (activité xylanolytique) ou de CMC 1% 

(activité cellulosique) en présence de 0,1 ml de tampon citrate-phosphate 0,05 M, pH 6,0, à 

une température de 60 °C. Une série de tubes témoins sans surnageant est aussi incubée. 

Suite à l'incubation, on mélange 100 ml d'une solution filtrée sur papier Whatman d'acide 

dinitrosalicylique (ONS) ( 10 g Na OH, 1 0 g acide dinitrosalycilique, 2 g phénol, 200 g sodium 

potassium tartrate, dans un volume de 1 L d'H20) à 0,5 ml de bisulfite de sodium (10 g dans 

100 ml d'H20) et on ajoute 1 ml du mélange dans tous les tubes (échantillons, témoins et 

courbe standard) pour l'arrêt de la réaction. On ajoute ensuite 0,1 ml de surnageant de 

culture (tel quel ou dilué) dans les tubes témoins. Un chauffage à 100 °C pendant 15 minutes 

permet le développement d'une coloration jaune dont l'intensité est proportionnelle à la 

quantité de sucres réducteurs libérés par l'activité de l'enzyme sur le xylane de bouleau ou le 

CMC. En utilisant une courbe standard de xylose ou de glucose, une lecture de la densité 

optique (DO) à 540 nm (DO échantillon- DO témoin) permet de déterminer l'équivalence en 

).1111oles. Une unité internationale (UI) est définie comme étant la quantité d'enzymes qui 

libère 1 ).1111ole d'équivalent par minute dans ces conditions. 
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6.2 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide. 

La séparation des protéines selon leur poids moléculaire est effectuée par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide. Pour commencer, 1 ml de culture est centrifugé à 

13 K rpm pendant 5 minutes puis le surnageant est récolté. 20 ~d'échantillon est mélangé 

à 10 J.LL de tampon de chargement (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 100 mM dithiothreitol, 2% 

SOS, 0,1% blue de bromophénol, 10% glycérol) puis bouilli 5 minutes à 100 °C. Le mélange 

est ensuite appliqué sur un mini-gel à la concentration d'acrylamide désirée comprenant un 

gel de regroupement 4% (tableau III). La migration est effectuée à 90 Volt pendant 10 

minutes puis à 200 Volt pendant environ 45 minutes (la migration est arrêtée 15 minutes 

après que le bleu de bromophénol ait migré hors du gel) dans 500 ml de tampon Tris-glycine 

(25 mM Tris, 250 mM glycine, pH 8,3, 0,1% SOS). Le gel est ensuite coloré au bleu de 

Coomassie (0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250 dans 90 ml méthanol:H20 (1: 1 v/v), 10 ml 

acide acétique glacial) pendant 30 minutes puis lavé dans une solution décolorante (40% 

méthanol, 10% acide acétique) pendant 2 heures. Les protéines présentent sur le gel 

conservent la coloration bleue. 

6.3 Zymographie. 

La zymographie est une technique qui permet de révéler l'activité enzymatique d'une protéine 

sur gel de polyacrylamide après électrophorèse. La MMP9 est une protéase qui dégrade la 

gélatine, donc lors de la préparation du gel à la concentration d'acrylamide de 8%, 0,1% de 

gélatine est ajoutée au mélange. Les échantillons sont chargés sans être bouillis dans le 

tampon Laemmli (1: 1 v/v) puis la migration s'effectue telle que décrite auparavant. Suite à la 

migration, les protéines sont renaturées pendant 2 heures avec un changement de tampon au 

bout d'une heure, avec agitation, dans le tampon de renaturation (50 mM Tris, 20 mM CaCh, 

3 mM NaN3, 2,5% Triton X-100) et incubées 16 heures à 37 °C dans le tampon de digestion 

(50 mM Tris, 20 mM CaCh, 3 mM NaN3, 1% Triton X-100). Le gel est ensuite coloré au 

bleu de Coomassie pendant 1 heure, puis placé dans la solution décolorante jusqu'à 

l'apparition d'une zone blanche, témoin de la dégradation du substrat par l'enzyme. 



T bi a eau III P ' f d repara ton 

Acrylamide/bis 
(30% T, 2,67% C) 

Eau distillée 

Tris-HCI 1,5M (pH 8,8) 

Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) 

SDS 10% 

Ammonium persulfate 
10% 
TEMED 1 

Total 

* 
** 

Appliquer 3,6 ml 
Appliquer 1 ml 

es ge s pour SDS PAGE -
Gel de Gel de 

séparation séparation 
8% (ml)* 12% (ml)* 

2,67 4 

4,675 3,345 

2,5 2,5 

- -

0,1 0,1 

0,05 0,05 

0,005 0,005 

10 10 
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Gel de Gel de 
séparation regroupement 
15% (ml)* 4% (ml)** 

5 0,325 

2,345 1,51 

2,5 -

- 0,625 

0,1 0,025 

0,05 0,0125 

0,005 0,0025 

10 2,5 

6.4 Transfert de protéines sur membrane de nitrocellulose (W estero 

blotting). 

Cette méthode consiste au transfert de protéines d'un gel de polyacrylamide sur une 

membrane de nitrocellulose par l'action d'un courant électrique en milieu semi-liquide. Le 

transfert est effectué sur l'appareil Multiphor II Novablot Unit (Pharmacia). Le gel à 

transférer est déposé sur une membrane de nitrocellulose entre deux couches de papier filtre. 

La membrane et les filtres sont préalablement trempés dans la solution Continuous butTer 

system (39 mM glycine, 48 mM Tris, 0,0375 % sodium dodécyl sulphate, 20 %méthanol, 

dans 1 litre d'eau) puis insérés entre les deux plaques de graphite de l'appareil. Le transfert 

s'effectue pendant 1 heure à 0,8 mAmpère/cm2 de la membrane. Une fois le transfert 

terminé, la membrane de nitrocellulose est séchée à 1' air. 
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6.5 Immunodétection des protéines. 

Pour la détection de protéines à l'aide d'anticorps, une immunodétection peut être 

effectuée sur les protéines transférées sur une membrane de nitrocellulose. Suite à trois 

lavages de la membrane de nitrocellulose dans la solution TBS (7,9 g Tris, 8,8 g NaCl par 

litre d'eau, pH 7 ,5), on incube la membrane 30 minutes dans la solution de blocage 5 % (2 g 

de lait écrémé en poudre, 40 ml de solution TBS). La membrane est ensuite incubée 16 

heures à 4 °C dans la solution d'anticorps primaires (2 ml solution de blocage 5 %, 8 ml 

solution TBS, concentration nécessaire d'anticorps primaires spécifiques à la protéine à 

détecter). La membrane est ensuite rincée par 8 lavages dans le tampon TBS, et incubée 30 

minutes dans la solution d'anticorps secondaires (2 ml solution de blocage 5 %, 8 ml solution 

TBS, concentration nécessaire d'anticorps secondaires anti-IgG de lapin ou de souris). La 

membrane est ensuite rincée par 8 lavages dans la solution TBS, puis incubée dans la 

solution de révélation Lumilight (Roche) pendant 5 minutes. La membrane est finalement 

exposée avec un écran intensifiant Biomax TransScreen-LE (Kodak) sur un film, Kodak 

Scientific Imaging Film (Eastman Kodak Company). La durée d'exposition est de 1 minute, 

et peut être raccourcie ou prolongée suite au résultat obtenu lors de la première exposition. 

6.6 Purification de protéines sur colonne de nickel. 

Pour la purification des protéines auxquelles on a ajouté une queue d'histidines, les 

échantillons sont passés à travers une colonne de nickel His Trap (Pharmacia Biotech). Pour 

commencer, les échantillons de surnageant de culture sont centrifugés à 13 K rpm pendant 5 

minutes puis le surnageant est récolté. Les différents échantillons sont ensuite filtrés sur un 

filtre Millex-GP 0,22 Jlill (Millipore). La colonne est d'abord équilibrée à l'aide de 10 ml de 

tampon de départ (3 ml tampon phosphate 8x [ 1 ,42 g Na2HP04 2H20, 1,11 g NaH2P04 H20, 

23,38 g NaCl], 0,12 ml de 2M lmidazole, dans un volume total de 24 ml, pH 7,4), puis 

l'échantillon est passé dans la colonne à l'aide d'une seringue à une vitesse de 1 à 4 ml par 

minute. Suite à un lavage à l'aide de 10 ml de tampon de départ, les protéines liées sont 

séparées de la colonne avec 5 ml de tampon d'élution (1 ml de tampon phosphate 8x, 2 ml 

de 2M Imidazole, dans un volume total de 8 ml). Cinq fractions de 1 ml chacune sont 

récupérées. Les échantillons sont analysés par SOS-PAGE. 
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1.0 Construction de vecteurs navettes. 

Étant donné l'efficacité du système de sécrétion des streptomycètes, ces micro­

organismes sont maintenant considérés comme des hôtes potentiels pour la production de 

protéines recombinantes. Mais bien que des efforts aient été mis en œuvre pour 

l'amélioration des techniques de manipulations génétiques, ces bactéries présentent certains 

inconvénients lors de leur utilisation pour la construction de vecteurs et l'insertion d'ADN. 

Premièrement, de nombreuses souches de streptomycètes possèdent un système de 

restriction/modification très efficace qui empêche leur transformation par de l'ADN étranger. 

Il semble cependant que S. lividans en soit dépourvu. Deuxièmement, le temps de croissance 

sur milieu solide de ces bactéries est de 5 à 7 jours, augmentant ainsi le temps d'attente lors 

des constructions. Finalement, la récupération de plasmides est ardue et la pureté des 

échantillons laisse parfois à désirer. Ainsi, dans la plupart des études effectuées jusqu'à 

maintenant, les manipulations génétiques se font chez E. coli d'abord et les constructions 

finales sont ensuite transférées chez les streptomycètes. En effet, E. coli possède comme 

avantage d'être facilement transformable et, de grandes quantités de plasmide hautement 

purifié peuvent en être rapidement et efficacement extraites. La construction de vecteurs 

navettes S. lividans/E. coli a été effectuée pour le clonage de gènes homologues et 

hétérologues chezE. coli et leur expression chez S. lividans. 

1.1 Construction des plasmides pDOT1, pDOT2, pDOT3, pDOT4 et 

pDOT5. 

Les différentes constructions de vecteurs ont été effectuées à partir du plasmide 

pC209 (8093 paires de bases; voir appendice A, page 1 07), un vecteur navette E. coli/ S. 

lividans. Ce plasmide est dérivé de la fusion de la région essentielle à la réplication chez les 

streptomycètes, du plasmide pl1702 et du plasmide pTZ19 (Mead et al., 1986). Le plasmide 

pTZ 19 se réplique chezE. coli et porte le gène de résistance à 1 'ampicilline comme marqueur 

de sélection. Pour la sélection des transformants chez S. lividans, le plasmide possède le 

gène de résistance au thiostrepton du plasmide piJ702. La première modification apportée 

sur le vecteur pC209 a été l'élimination des sites Kpni, Pst!, Saci et EcoRI présents dans le 
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vecteur (figure 1). Cette étape permet l'insertion d'une cassette de clonage synthétique 

possédant les sites uniques de restriction Xbal, Sphl, Sacl, EcoRI, Bglll, Hindlll et Kpnl. 

Cependant, certains sites uniques ont été volontairement laissés dans le vecteur. C'est le cas 

notamment, du site BamHI qui est inclus dans le gène rep, essentiel à la présence du 

plasmide comme réplicon extrachromosomal (Kendall et Cohen, 1988) de S. lividans. De 

plus, les sites Hindiii et Sphl, étant nécessaires à l'insertion des composantes de sécrétion du 

vecteur et ont, eux aussi, été conservés dans le plasmide et seront éliminés plus tard au cours 

des constructions. 

Au départ, le plasmide pDOTl (8097 paires de bases) a été construit par 

l'élimination du site Kpnl du plasmide pC209. Le plasmide a d'abord été digéré à l'aide de 

l'enzyme de restriction Kpnl, puis traité à la Klenow polymérase pour la formation 

d'extrémités franches. Suite à la recircularisation du vecteur, des cellules d'E. coli ont été 

transformées avec les plasmides résultants. Pour la vérification du plasmide, une double 

digestion, avec les enzymes de restriction Kpnl et Sacl, a permis de linéariser le vecteur ayant 

perdu le site Kpnl et d'identifier les clones positifs. 

En parallèle, le plasmide pDOT2 (8096 paires de bases) a été construit par 

l'élimination du site Pstl du plasmide pC209. Le plasmide pC209 a d'abord été digéré à 

l'aide de l'enzyme de restriction Pstl, traité à la Klenow polymérase pour la formation 

d'extrémités franches puis recircularisé. Des cellules d'E. coli ont ensuite été transformées 

avec les plasmides résultants. Une double digestion avec les enzymes de restriction Pstl et 

Sacl a permis d'identifier les clones positifs possédant le vecteur linéarisé. 

Les sites Kpnl et Pstl sont situés dans une région de 500 paires de bases qui semble 

essentielle à la stabilité des plasmides dérivés de piJ1 01. En effet, des délétions dans la 

région concernée peuvent mener à la perte de plus de 55% du plasmide, après un cycle de 

croissance sur un milieu de culture sans sélection (Kieser et al., 1982). Cependant, aucun 

ORF (pour open reading frame) qui possède les caractéristiques attribuées aux streptomycètes 

n'a été détecté dans cette région (Kendall et Cohen, 1988). Pour vérifier l'effet de la délétion 

de ces sites sur le taux de transformation, la souche 1 0-164 de S. lividans a été transformée 

avec une quantité égale des plasmides pDOT1, pDOT2 et piJ702. 
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Le taux de transformation obtenu à l'aide des différents vecteurs était sensiblement le même, 

soit environ 106 transformants/J.Lg d'ADN. Il est permis d'affirmer que l'absence des sites 

Kpnl et Pstl n'influence pas le taux de transformation de S. lividans sur milieu R5, en 

présence de thiostrepton. 

La construction d'un vecteur ne possédant plus les sites Pstl et Kpnl a ensuite été 

effectuée. L'élimination du site Pstl par digestion à l'aide de l'enzyme de restriction 

appropriée et de traitement à la Klenow polymérase du vecteur pDOT1 ont permis la 

formation du vecteur pDOT3 (81 00 paires de bases). Suite à la recircularisation du vecteur, 

des cellules d'E. coli ont été transformées avec les plasmides résultants. Pour la vérification 

des plasmides, une double digestion avec les enzymes de restriction Pstl et Sacl a permis de 

linéariser les vecteurs et d'identifier les clones positifs. 

Les sites Sacl et EcoRI du vecteur pDOT3 ont ensuite été éliminés par une série de 

digestions à 1 'aide des enzymes de restriction appropriés et de traitement à la Klenow 

polymérase pour la formation des vecteurs pDOT4 (8104 paires de bases) et pDOT5 (8108 

paires de bases). Ces deux sites sont situés dans une région non-essentielle du vecteur, soit la 

cassette de clonage du vecteur pTZ19. Des cellules d'E. coli ont ensuite été transformées 

avec les vecteurs recircularisés. Le vecteur pDOT4 a été vérifié par une double digestion 

avec les enzymes de restriction Sacl et Hindlll. Dans le cas du vecteur pDOT5, une double 

digestion avec les enzymes de restriction EcoRI et BamHI a été utilisée pour la vérification 

du plasmide. La linéarisation des vecteurs a permis d'identifier les clones positifs. 

1.2 Construction des plasmides pDOT6 et pDOT7. 

Pour l'obtention d'un vecteur d'expression/sécrétion de S. lividans, les différentes 

composantes, permettant 1 'expression des gènes et la sécrétion de protéines homologues et 

hétérologues, devaient être insérées dans le vecteur pDOT5 (figure 2). Ces éléments sont le 

promoteur de la xylanase A et le peptide signal long muté de la cellulase A. Le peptide 

signal possède deux codons d'initiation de la traduction ATG qui peuvent être utilisés 

conjointement par S. lividans pour la production de protéines (Pagé et al., 1996). De plus, il 

possède une «downstre·am box» constituée d'une séquence de 8 nucléotides complémentaires 
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à 1 'ARN 16S ribosomal, qui mène à 1' augmentation de la traduction chez S. lividans (Kébir et 

al., 2000). Finalement, le fragment inséré possède un site Hindiii, en amont du peptide 

signal, qui devait être éliminé puisque ce site de restriction figure dans la cassette de clonage. 

Le plasmide pDOT6 (9533 paires de bases) a été construit par l'insertion du 

fragment Saci/Bgni (1412 paires de bases) du vecteur piAF911-A.8 (Kébir et al., 2000; voir 

appendice A, page 1 09) aux sites HindiiVSphl du vecteur pDOT5. Le fragment inséré 

contient le promoteur de la xylanase A, le peptide signal long de la cellulase A modifié et le 

gène de la xylanase A duquel a été éliminé le domaine de fixation au xylane (xylanase A2). 

Suite à la digestion du vecteur pDOT5 à l'aide des enzymes de restriction HindiiVSphl, ce 

dernier a été traité à la K1enow polymérase puis déphosphorylé pour éviter sa 

recircularisation. Le fragment de 1412 paires de bases venant de piAF911-A.8 a été digéré à 

l'aide des enzymes de restriction Saci/Bgni, récupéré sur gel d'agarose et traité à la Klenow 

polymérase pour la formation d'extrémités franches. Des cellules d'E. coli ont ensuite été 

transformées avec le produit de ligation des fragments. Pour la vérification des plasmides 

extraits des transformants, une double digestion avec les enzymes de restriction Pst! incluse 

dans l'insert et BamHI incluse dans le vecteur, a permis d'identifier un clone positif 

possédant le fragment attendu de 2191 paires de bases. En effet, cette digestion permet de 

confirmer 1' insertion du fragment dans 1 'orientation désirée. Le site Hindlll, présent en 

amont du peptide signal du fragment de 1412 paires de bases introduit dans le vecteur 

pDOT5, figure dans la cassette de clonage synthétique. Pour cette raison, le plasmide 

pDOT7 (9537 paires de bases) a été construit par l'élimination de ce site du plasmide 

pDOT6. Le plasmide a d'abord été digéré à l'aide de l'enzyme de restriction Hindlll, puis 

traité à la Klenow polymérase pour la formation d'extrémités franches. Suite à la 

recircularisation du vecteur, des cellules d' E. coli ont été transformées avec les plasmides 

résultants. Une double digestion avec les enzymes de restriction Hindlll et Pst! a permis 

1' identification des clones positifs. La linéarisation des vecteurs indiquait la perte du site 

Hindlll. 

1.3 Construction des plasmides pDOT8, pDOT9 et pDOTlO. 

Dans la plupart des vecteurs dérivés de piJI01 (voir appendice A, page 102) 
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construits jusqu'à maintenant, le site primaire d'initiation du double-brin (ssi) a été perdu. 

Originalement, ce site se situe dans une région non-codante du vecteur p1Jl01 appelée Sti, à 

environ 1200 paires de bases en aval du gène de la réplicase et dans la même orientation. 

Une conséquence de la perte de ssi est l'accumulation d'une grande quantité d'ADN simple 

brin (ssDNA) dans la cellule. Le haut taux de recombinaison génétique de cet ssDNA 

expliquerait le haut niveau d'instabilité de la structure (Dyson et Evans, 1996). Pour vérifier 

l'effet de l'accumulation de ssDNA sur la production de protéine, le fragment Sti de 671 

paires de bases du vecteur piJ2745 (voir appendice A, page 108), contenant le site primaire 

d'initiation de l'ADN double brin (Deng et al., 1988), a été inséré dans le vecteur pDOT5 

(figure 3). Pour être efficace, ce fragment doit être dans la même orientation que dans le 

vecteur original piJlOl. De plus, dans le vecteur piJ2745, la présence du fragment Sti serait 

responsable de la présence du plasmide en un plus grand nombre de copies (1000 copies), 

lorsqu'il est comparé à d'autres vecteurs dérivés de piJlOI (300 copies) (Deng et al., 1988). 

Le plasmide pDOT8 (9663 paires de bases) a été construit par l'insertion du 

fragment Sti Psti!Kpnl (671 paires de bases) du vecteur piJ2745 aux sites Hindiii/Sphl du 

vecteur pDOT5. Suite à la digestion du vecteur p00T5 à l'aide des enzymes de restriction 

Hindiii/Sphl, ce dernier a été traité à la Klenow polymérase puis déphosphorylé pour éviter 

sa recircularisation. Le fragment venant de pl12745 a été digéré à l'aide des enzymes de 

restriction Psti/Kpnl, récupéré sur gel d'agarose et traité à la Klenow polymérase pour la 

formation d'extrémités franches. Des cellules d' E. coli ont ensuite été transformées avec le 

produit de ligation des fragments. Pour la vérification des plasmides extraits des 

transformants, une double digestion avec les enzymes de restrictionXbal incluse dans l'insert 

et BamHI incluse dans le vecteur, libérant un fragment de 1161 paires de bases, a permis 

d'identifier un clone positif possédant l'insertion dans le sens désiré. 

Les différents éléments, permettant l'expression des gènes clonés et la sécrétion des 

produits des gènes, ont ensuite été introduits dans le vecteur (figure 3). Le plasmide pDOT9 

(10211 paires de bases) a été construit par l'insertion du fragment Saci/Bgni du vecteur 

piAF911-A.8 (voir appendice A, page 109) au site Xbal du vecteur pOOT8. Suite à la 

digestion du vecteur pDOT8 à l'aide de l'enzyme de restriction Xbal, ce dernier a été traité à 

la Klenow polymérase puis déphosphorylé. Le fragment venant de piAF9ll-A.8 a été digéré 

à l'aide des enzymes de restriction Saci!Bgni, récupéré sur gel d'agarose et traité à la 



+ piJ2745 Psti/Kpnl 

Spel 

Spel 

l Xhol 
Sam Hl 

pDOT10 

10215 bps 

1 
.Cial 

Clat 

pDOT5 

8108 bps 

BamHII 
Xhol 

+ piAF911-A.8 BgUIJSacl 

Spel 

llHindlll 

_etal 

Figure 4: Insertion dans le vecteur navette du fragment Sti pour l'initiation du double brin. 

59 



60 

Klenow polymérase pour la formation d'extrémités franches. Des cellules d'E. coli ont 

ensuite été transformées avec le produit de ligation des fragments. Une double digestion à 

l'aide des enzymes de restriction Pstl inclus dans l'insert et BamHI inclus dans le vecteur 

devait isoler un fragment de 2191 paires de bases, identifiant les clones positifs possédant 

1' insertion dans le sens désiré. 

Un dernier site de restriction devait être éliminé du vecteur puisqu'il figure dans la 

cassette de clonage, soit le site Hindlll en amont du peptide signal de la cellulase A. Le 

plasmide pDOT9 a d'abord été digéré à l'aide de l'enzyme de restriction Hindlll, puis traité à 

la Klenow polymérase pour la formation d'extrémités franches. Suite à la recircularisation 

des vecteurs, des cellules d' E. coli ont été transformées avec les plasmides résultants. Le 

plasmide pDOT1 0 a été linéarisé par une double digestion avec les enzymes de restriction 

Hindlll et Pstl. 

1.4 Construction des plasmides pDOT31 pDOT32 et pDOT33. 

Le vecteur pDOTl 0 peut maintenant être utilisé pour la construction de vecteurs 

navettes permettant l'essai de production de protéines homologues et hétérologues. En effet, 

ce vecteur possède le fragment Sti pour 1' initiation de 1' ADN double brins, le promoteur de la 

xylanase A et le peptide signal modifié de la cellulase A. De plus, il possède les sites Kpnl et 

Pstl qui seront utilisés pour l'insertion d'une cassette de clonage dans le vecteur. Cette 

dernière, synthétisée avec des extrémités cohésives (figure 4), peut être insérée dans le 

vecteur digéré, en aval du peptide signal. Deux méthodes de récupération rapide des 

protéines produites ont aussi été envisagées soit, une queue de six histidines (permettant la 

récupération des protéines sur une colonne de nickel) et un domaine de fixation à la cellulose 

(permettant la récupération des protéines sur une colonne de cellulose) (figure 5). 

Deux nouveaux vecteurs, pDOT31 (9627 paires de bases) et pDOT32 (9630 paires 

de bases) ont été construits par l'insertion d'une cassette de clonage et d'une queue de six 

histidines aux sites Kpnl et Pstl du vecteur pDOTlO. Les oligonucléotides synthétisés 

formant la cassette de clonage ont été chauffés à 1 00 °C pendant 1 0 minutes et refroidis 

graduellement à la température de la pièce pour permettre leur hybridation. Après la 

digestion du vecteur pDOT 10 par les enzymes de restriction appropriées, 



His tag en amont, vecteur pDOT31 : 

Kpnl His Tag Hindiii Bgni EcoRI Xbal Sacl Sphl Pstl 

C CATCACCATCACCATCAC AAGCTT AGATCT GAA TTC TCTAGA GAGCTC GCATGC CTGCA 

CATG GTAGTGGTAGTGGTAGTG TTCGAA TCTAGA CTTAAG AGATCT CTCGAG CGTACG G 

His tag en aval, vecteur pDOT32: 

Kpnl Hindlll Bgni EcoRI Sad Sphl Xbal His Tag Stop Pstl 

C AAGCTT AGATCT GAATTC GAGCTC GCATGC TCTAGA CATCACCATCACCATCAC TGA CTGCA 

CATG TTCGAA TCTAGA CTTAAG CTCGAG CGTACG AGATCT GTAGTGGTAGTGGTAGTG ACT G 

Figure 5 :Construction des cassettes de clonage des vecteurs d'expression et de sécrétion de S. lividans. 
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des cellules d' E. coli ont été transformées avec le produit de ligation. Les vecteurs obtenus 

sont pDOT31, avec queue de six histidines en amont de la cassette de clonage et pDOT32 

avec une queue de six histidines en aval de la cassette de clonage. Pour la vérification des 

plasmides extraits des transformants, une double digestion avec les enzymes de restriction 

BamHI du vecteur et EcoRI de la cassette a permis de libérer des fragments de 1579 

(pDOT31) et 1561 (pDOT32) paires de bases et d'identifier les clones positifs. 

L'utilisation du domaine de fixation à la cellulose (CBD) dans le vecteur 

d'expression/sécrétion présente plusieurs avantages. Premièrement, elle permet la 

récupération rapide, peu coûteuse et efficace des protéines produites sur une colonne de 

cellulose (Shpigel et al., 1998). Deuxièmement, étant donné que le CBD de la cellulase B de 

S. lividans possède une structure stable, l'interaction entre la protéine recombinante et le 

domaine peut avoir un effet stabilisateur sur les protéines hétérologues sécrétées dans le 

milieu de culture (Richins et al., 2000). Finalement, la présence du CBD au N-terminal de la 

protéine produite peut empêcher la dégradation de la protéine par des enzymes protéolytiques 

produites par la souche. Ainsi, le vecteur pDOT33 (9870 paires de bases) a été construit par 

le remplacement de la queue de six histidines du vecteur pDOT31 aux sites Kpni et Hindiii 

par le domaine de fixation à la cellulose (CBD) du gène de la cellulase B. Suite à 

l'amplification par PCR du CBD du gène de la cellulase B, à l'aide d'oligonucléotides 

synthétisés, le fragment de 357 paires de bases et le vecteur pDOT31 ont été digérés à l'aide 

des enzymes de restriction appropriées et les deux fragments ont été ligués. Des cellules d' E. 

coli ont été transformées avec le produit de ligation et le plasmide, extrait des transformants, 

a été vérifié par une double digestion avec les enzymes de restriction Kpni et Hindiiilibérant 

le fragment de 357 paires de bases. 

1.5 Production de xylanase par les clones contenant les vecteurs navettes 

pDOT7 et pDOTlO. 

Les différents vecteurs navettes construits jusqu'à maintenant devaient être testés 

pour leur capacité à produire une protéine témoin. Ainsi, la production de xylanase A des 

vecteurs navettes pDOT7 et pDOT1 0 qui possèdent déjà le gène en aval du peptide signal a 

été évaluée. La xylanase A de S. lividans est sécrétée par un mécanisme de sécrétion 
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similaire à la voie générale "Sec dépendante" d'E. coli caractérisée par la présence d'un 

peptide signal au N-terminal (Pugsley et al., 1993). Plusieurs études effectuées sur 

l'amélioration des peptides signaux pour la sécrétion de protéines ont utilisé la xylanase 

comme modèle (Pagé et al., 1996; Kébir et al., 2000). Ainsi, la souche témoin de S. lividans 

transformée avec le plasmide piAF911-A.8 produit une grande quantité de xylanase A (980 

Ullml) à la fin d'une période d'incubation de 144 heures. Si l'on considère l'activité 

spécifique de cette enzyme, qui est de 400 UI/mg, la quantité de protéines produites par le 

vecteur piAF911-A.8 est de 2,45 g/1 (Kébir et al., 2000). Afin de comparer le potentiel de 

production des différents vecteurs navettes construits dans cette étude, 1' activité de la 

xylanase a été mesurée après 144 heures de culture. À ce temps d'incubation, la xylanase est 

stable et les cultures ont atteint leur maximum de croissance. 

La souche 10-164 de S. lividans a été transformée avec les vecteurs pDOT7 et 

pDOT10. La transformation des cellules avec l'un ou l'autre de ces plasmides n'a pas 

entraîné de différence significative dans le nombre de transformants. Les colonies de 

transformants ont été séparées en deux, une moitié mise en culture dans le milieu M-14 

xylose et l'autre, étalée sur le milieu solide Bennett-thiostrepton pour la sporulation. Une 

fois récoltées, 4 x 107 spores ont été mises en culture dans le milieu M-14 xylose. Des 

échantillons des différentes cultures ont été pris à 144 heures de culture. L'activité 

enzymatique a été mesurée par le test des sucres réducteurs (Miller, 1959) pour l'ensemble 

des expériences. Les résultats sont présentés au tableau IV. 

Dans chacun des cas, la quantité de xylanase produite à partir d'un inoculum de 

spores contenant les différents vecteurs navettes est d'environ 1 00 fois moins que la 

production obtenue avec le vecteur témoin. Cependant, le vecteur témoin, piAF911-A.8, 

n'est pas un vecteur navette et ne contient aucune séquence d'un vecteur d'E. coli. Par 

ailleurs, si l'on effectue la production à partir d'une colonie de transformants, sans passer par 

la sporulation, l'activité enzymatique de la xylanase produite par les vecteurs pDOT7, 

pDOT10 ne diminue que d'environ la moitié. Ces résultats indiquent que les vecteurs 

navettes subissent des changements lors du cycle de différenciation de S. lividans. 
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Tableau IV : Activité xylanasique produite par les clones de S. lividans contenant les 
divers vecteurs. Culture de 144 heures dans le milieu Ml4-xylose. Les 
cultures ont la même croissance qui a été mesurée par un test d'ADN 
(résultats non montrés). ND: non-déterminé. 

Activité xylanasique (UI/ml) 

Vecteurs Colonies Spores (4 x 107
) 

piAF911-A.8 ND 928 

pDOT7 401 ± 14 13±2 

pDOT10 369 ± 16 6±1 

Dans le cas du vecteur pDOTI 0, l'ajout du site primaire d'initiation de l'ADN 

double brin (ssi) n'améliore pas la quantité de xylanase A produite par les colonies et les 

spores des vecteurs navettes. Ainsi, 1 'absence du fragment Sti dans les vecteurs construits 

n'est pas un facteur déterminant dans l'expression des gènes et la sécrétion de protéines par S. 

lividans. Ce résultat n'est pas surprenant, puisque le vecteur témoin piAF911 -A.8 ne possède 

pas ce fragment et produit tout de même plus de 2 giL de xylanase (928 Ul/ml). 

1.6 Construction du vecteur pDOT 13. 

À la suite des résultats obtenus pour la production de xylanase A à 1' aide des 

vecteurs navettes pDOT7 et pDOT 1 0, il est maintenant nécessaire de déterminer 1' élément 

principal qui influence la chute de production lors de la différenciation des cellules. Un 

premier aspect des différents vecteurs navettes construits jusqu'à maintenant pourrait 

expliquer la chute de production. En effet, il a été démontré que 1' élimination des sites Kpnl 

et Pstl n'avait aucun effet sur le taux de transformation des cellules de S. lividans même si il 

a été observé, que la région où sont situés ces sites influence la stabilité du plasmide (Kieser 

et al., 1982). De ce principe, on peut donc se demander si l'instabilité des vecteurs se ferait 

plutôt sentir lors de la différenciation des cellules. Ainsi, pour tester 1 'effet de ces 

modifications sur la quantité de xylanase produite par les vecteurs navettes, les sites de 

restriction Pstl et Kpnl ont été réintroduits dans le vecteur navette pOOT9. 



66 

Le plasmide pDOT13 (10565 phs) a été construit par l'insertion du fragment 

BamHI!Hindiii du vecteur piAF906 (Pagé et al., 1996; voir appendice A, page 1 05) aux sites 

BamHI!Hindiii du vecteur pDOT9. Cette étape permet la réinsertion des sites de restriction 

Kpnl et Pstl présents dans le vecteur piAF906. Suite à la digestion du fragment et du vecteur 

par les enzymes de restriction appropriées, des cellules d'E. coli ont été transformées avec le 

produit de ligation. Pour la vérification des plasmides extraits des transformants, une double 

digestion des plasmides avec les enzymes de restriction BamHI et Hindiii, libérant un 

fragment de 1715 paires de bases, a été effectuée. 

Pour vérifier le taux de production de la xylanase A par le vecteur pDOT13, la 

souche 1 0-164 de S. lividans a été transformée avec le vecteur navette et mise en culture. La 

transformation des cellules avec le plasmide n'a pas entraîné de différence significative dans 

le nombre de transformants. Les cellules ont été traitées tel que décrit auparavant pour la 

production de xylanase A à partir des colonies et des spores. L'activité enzymatique a été 

mesurée par le test des sucres réducteurs (Miller, 1959). Les résultats sont présentés au 

tableau V. 

Le vecteur navette pDOT13, dans lequel les sites Kpnl et Pstl ont été réintroduits, 

ne montre aucune amélioration de la production de xylanase par les colonies ou les spores. 

En effet, les résultats sont comparables à ceux obtenus à 1' aide des vecteurs navettes pDOT7 

et pDOTl O. Bien que les sites Kpnl et Pstl aient été identifiés comme étant essentiels à la 

stabilité du plasmide, ils ne semblent pas avoir une importance notable dans la production de 

xylanase. 

1.7 Construction d'un vecteur navette piAF911-A.8 et pUC19. 

Un second facteur des vecteurs navettes construits jusqu'à maintenant pourrait 

expliquer la chute de production lors de la différenciation des cellules. Au départ, le vecteur 

navette C209 a été construit par la fusion du vecteur de S. lividans piJ702 et du vecteur 

pTZ19 de E. coli. Cependant, le vecteur pTZ19 possède la région intergénique (IG) du phage 

fl qui permet la synthèse d'ADN simple brin, lorsque la cellule est infectée par le phage 

M13K07 (Mead et al., 1986). Puisque les vecteurs dérivés de p1Jl01, dont fait partie piJ702, 

ont tendance à accumuler de l'ADN simple brin dans la cellule (Dyson et Evans, 1996), il se 
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peut que la présence d'un site d'initiation du simple brin influence la production de protéines 

chez S. lividans. 

Pour tester cette hypothèse, un vecteur navette constitué des vecteurs pUCI9 (2,69 

Kbs; voir appendice A, page 104) et piAF911-A.8 (7,6 Kbs) a été construit. Le vecteur 

pUC19 possède les mêmes caractéristiques que pTZ19, mais sans le site d'initiation du 

simple brin. Il se réplique chezE. coli et porte le gène de résistance à l'ampicilline comme 

marqueur de sélection. Les deux vecteurs ont été digérés au site Sacl, et suite à la 

déphosphorylation du vecteur piAF911-A.8, les deux vecteurs ont été ligués. Des cellules 

d' E. coli ont été transformées avec le produit de ligation. Pour la vérification des plasmides 

extraits des transformants, une digestion avec l'enzyme de restriction Sacl a permis 

d'identifier les clones positifs possédant l'insertion du vecteur pUC19 de 2690 paires de 

bases qui était désirée. 

Pour vérifier le taux de production de la xylanase A par le vecteur piAF911-A.8 + 

pUC 19, la souche 1 0-164 de S. lividans a été transformée avec le vecteur navette et mise en 

culture. La transformation des cellules avec le plasmide n'a pas entraîné de différence 

significative dans le nombre de transformants. Les cellules ont été traitées tel que décrit 

auparavant pour la production de xylanase A à partir des colonies et des spores. L'activité 

enzymatique a été mesurée par le test des sucres réducteurs (Miller, 1959). Les résultats sont 

présentés au tableau V. 

La construction d'un vecteur navette piAF911-A.8+ pUC19 donne une légère 

augmentation de la production en comparaison des autres vecteurs navettes. Il est à noter que 

ce vecteur ne possède pas l'origine de synthèse d'ADN simple brin du phage fl et qu'aucune 

modification n'a été effecutée sur les deux vecteurs initiaux. Cependant, par comparaison au 

vecteur piAF911-A.8 seul, la diminution significative de l'activité enzymatique indique qu'un 

autre élément provenant de l'ADN d'E. coli est responsable de l'importante diminution de la 

production de protéines. Cet élément n'a pu être identifié par les tests qui ont été effectués. 
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Tableau V : Activité xylanasique produite par les clones de S. lividans contenant les divers 
vecteurs. Culture de 144 heures dans le milieu Ml4-xylose. Les cultures ont la 
même croissance qui a été mesurée par un test d'ADN (résultats non montrés). 
ND : non-déterminé. 

Activité xylanasique (UI/ml) 

Vecteurs Colonies Spores (4 x 107
) 

PIAF911-A.8 ND 928 

PDOT13 321 ± 10 6±1 

PIAF911-A.8 + pUC18 ND 36±2 

1.8 Détermination du nombre de copies des différents vecteurs de l'étude. 

Lors de l'extraction des différents plasmides des cellules mises en culture, aucune 

différence dans leur taille n'a été observée. Il est possible que de courtes délétions internes 

du plasmide aient pu se produire et créer ce changement dans 1' activité. Il aurait donc fallu 

faire la séquence complète des vecteurs navettes pour les détecter. Une autre hypothèse 

expliquant la diminution de la production est que le nombre de copies du gène soit affecté. 

Ainsi, les vecteurs navettes seraient intacts mais présents en un nombre de copies inférieures 

au vecteur témoin. Le faible nombre de copies des vecteurs navettes aurait un impact direct 

sur la quantité de xylanase produite. Pour tester cette hypothèse, la détermination du nombre 

de copies des plasmides a été effectuée. Les résultats sont présentés au tableau VI. 

Les résultats obtenus démontrent que le nombre de copies des plasmides navettes 

diminue fortement lors de la différenciation des cellules. La présence d'ADN étranger dans 

les différents vecteurs navettes provoquerait l'élimination des plasmides chez S. lividans par 

un mécanisme de restriction qui n'a pas encore été retrouvé chez cette bactérie. 

Cependant, le nombre de copies du vecteur navette piAF9ll-A.8 + pUCl9 semble 

être conservé lors de la différenciation des cellules. Ce résultat concorde avec le fait que ce 

plasmide produit plus de xylanase en comparaison des autres vecteurs navettes. L'orientation 
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Tableau VI : Nombre de copies présentes dans les clones de S. lividans contenant les divers 
vecteurs. Culture de 48 heures dans le milieu TSB. Le nombre de copies a été 
déterminé à partir d'une migration de 1 J.Lg d'ADN total par électrophorèse sur 
ge 1 d' agarose. 

Nombre de copies du plasmide/chromosome 

Vecteur Colonies Spores 

piAF911-A.8 133 131 

pDOT7 268 Traces 

pDOTIO 104 Traces 

pDOT13 123 Traces 

piAF911-A.8 + pUC19 145 Ill 

du plasmide pUC19 dans la construction, qui n'a pas été déterminée, aurait peut-être une 

influence sur le mécanisme de restriction. Finalement, d'autres éléments de 1' ADN d' E. coli 

présents dans les vecteurs navettes auraient une influence sur la production. Ces éléments 

n'ont pu être déterminés par les tests qui ont été effectués. 

2.0 Construction de vecteurs d'expression/sécrétion de 

Streptomyces. 

2.1 Construction des plasmides pDOT41, pDOT42 et pDOT43. 

Les différents tests effectués auparavant ont permis de déterminer qu'un vecteur 

navette E. coli/S. lividans ne permettait pas la production, en grande quantité, de xylanase. 

En effet, un élément inconnu de 1 'ADN plasmidique d' E. coli diminue le nombre de copies 

des vecteurs lors de la différenciation chez S. lividans. Ainsi, la construction de vecteurs se 

répliquant essentiellement chez S. lividans semble plus adéquate pour les essais de 

production de protéines homologues et hétérologues. Pour cette raison, les vecteurs pDOT41 

(6139 paires de bases), pDOT42 (6142 paires de bases) et pDOT43 (6455 paires de bases) 

ont été construits (figure 6). 

La construction de ces vecteurs, en une seule étape, a été effectuée par l'insertion du 

fragment BamHVPsti des vecteurs pDOT31, pDOT32 et pDOT33 aux sites BamHVPstl du 
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Figure 7: Construction de vecteurs d'expression et de sécrétion de S. lividans. 
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vecteur piAF906 (Pagé et al., 1996). Après la digestion des fragments à insérer et du vecteur 

piAF906 par les enzymes de restriction appropriées, des cellules de S. lividans ont été 

transformées avec le produit de ligation. Pour la vérification des plasmides extraits des 

transformants, deux digestions avec les deux enzymes de restriction EcoRI et Sacl ont permis 

d'identifier les clones positifs possédant 1' insertion désirée ( 1603 paires de bases pour 

pDOT41 et pDOT42; 1919 paires de bases pour pDOT43). 

2.2 Production de xylanase par les clones contenant les vecteurs de 

Streptomyces. 

Pour vérifier la production de xylanase par les vecteurs strictement streptomycètes, 

le gène de la xylanase A2 a été introduit dans le vecteur pDOT42. Après la digestion du gène 

à insérer et du vecteur pDOT42 par les enzymes de restriction appropriées, des cellules de S. 

lividans ont été transformées avec le produit de ligation. Pour la vérification des plasmides 

extraits des transformants, une digestion double avec les enzymes de restriction Hindiii et 

Sacl a permis d'identifier les clones positifs possédant l'insertion de 1209 paires de bases 

désirée. Les clones contenant le gène de la xylanase ont été étalés sur le milieu solide 

Bennett-thiostrepton pour la sporulation. Une fois les spores récoltées, 4 x 107 spores ont été 

mises en culture dans le milieu M-14 xylose. Des échantillons de culture ont été pris à 144 

heures de culture. L'activité enzymatique a été mesurée par le test des sucres réducteurs 

(Miller, 1959). Les résultats sont présentés au tableau VII. 

La production de xylanase A, à partir des spores d'un clone contenant le vecteur 

pDOT42, est similaire aux taux de production obtenus lors de la production de xylanase par 

les colonies des différents vecteurs navettes. Ainsi, la diminution de la production lors de la 

différenciation des cellules est attribuable à un élément retrouvé dans l'ADN d'E. coli. 

Cependant, la production de 403 Ullml, qui représente une diminution de plus de la moitié de 

xylanase A par rapport au vecteur piAF911-A.8, pourrait être attribuable à l'élimination des 

sites Kpnl et Pstl du vecteur. En effet, ce résultat concorde avec les résultats de Kieser et al. 

(1982) qui, suite à l'élimination du site Pstl du vecteur piJlOl, ont obtenu une perte de 13 à 

55 % des vecteurs. De plus, lors de la purification de l'ADN plasmidique, une bande 

d'environ 2100 paires de bases est retrouvée. Cette bande peut être expliquée par des 
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Tableau VII : Activité xylanasique produite par les clones de S. lividans contenant les divers 
vecteurs. Culture de 144 heures dans le milieu M14-xylose. Les cultures ont la 
même croissance qui a été mesurée par un test d'ADN (résultats non montrés). 

Vecteurs Activité xylanasique (UI/ml) 

p1AF911-A.8 928 

PDOT42 403 ± 10 

délétions dans certaines régions du vecteur dues à son instabilité. 

Si l'on considère l'activité spécifique de la xylanase A de S. lividans, qui est de 400 

UI/mg, il y a production d'environ 1 g/L de xylanase par les spores contenant le vecteur 

pDOT42. Ce vecteur est ainsi utilisable pour la production de grandes quantités de protéines 

homologues à partir de spores de S. lividans. Grâce à sa cassette de clonage, il permet 

l'insertion de gènes dans le cadre de lecture du peptide signal long muté de la cellulase A. 

De plus, la présence d'une queue de six histidines devait permettre la récupération 

de la xylanase A2 lors d'un passage du surnageant de culture dans une colonne de nickel. 

Cependant, après le passage de 10 ml de surnageant de culture pour la purification sur 

colonne, aucune protéine n'a été retenue. La queue d'histidines serait donc éliminée par des 

enzymes protéolytiques présentent dans le milieu de culture. La dégradation de fragments se 

rattachant au domaine catalytique de la xylanase A a déjà été observée. En effet, lors 

d'expérimentations pour l'identification de la région du gène permettant encore la production 

d'une xylanase active, Paradis et al. (1996) ont effectué des délétions sur le domaine de 

fixation au xylane (XBD) en 3' du gène codant pour la xylanase. Chacune des délétions a 

entraîné la dégradation totale du XBD et la production du domaine catalytique de la xylanase 

de 32 kDa et ce, malgré l'insertion d'un codon de terminaison à la fin de chacune des 

délétions. Finalement, il semblerait qu'une région de la protéine qui aurait une structure 

altérée soit immédiatement dégradée. 
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3.0 Production de protéines homologues et hétérologues. 

La fusion du gène codant pour les diverses protéines avec le peptide signal long 

muté de la cellulase A (figure 8) a été effectuées par l'introduction des différents gènes dans 

les vecteurs piAF911-A.8 ou pDOT42. À l'exception de l'ORF de S. suis, la structure 

attendue des protéines qui ont été mises à 1 'essais dans cette étude est décrite au tableau VIII. 

La prochaine section décrit plus en détail les différentes étapes de clonage et les résultats 

obtenus pour la production de la cellulase B de S. lividans, de deux lipoprotéines de M 

tubercu/osis, de la MMP9 de M musculus, de deux protéines de E. coli et finalement d'un 

ORF de S. suis. 

ATG GGC TIT GGG AAC agT CCC ATC GCG TIG TGT CCG CTI CGC ACG AGG 
MG F G S S P 1 AL CP L R T R 

AGG AAC GCT ATG AAA CGC CTI TIG GCC CTG CTC GCG ACC GGC GTG TCG 
RN AM KR L LALLA TG VS 

ATC GTC GGC CTG ACT GCG CTC GCC GGC CCC CCG GCA CAG GCC GCC GAG 
1 V G L TALA G PP A Q A A E 

AGCACGCTCGGT ACC 
S T L A 

Figure 8 : Peptide signal long muté de la cellulase A. La boîte complémentaire à l'ARNr 
16S est soulignée avec les petites lettres; La séquence Shine Dalgamo et les 
codons d'initiation de la traduction sont soulignés en gras; Le site Kpnl est 
souligné; La séquence en italique représente le début du gène de structure de la 
xylanase; Le site de reconnaissance de la signal peptidase est en caractère gras; 
En amont du premier A TG il y a une boîte Shine-Dalgamo et le promoteur de 
laXlnA 
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Tableau VIII: Structure attendue des différentes constructions effectuées pour la production des différentes protéines homologues et 
hétérologues. Il est à noter qu'en l'absence d'une queue d'histidines, seuls les cinq premiers et les trois derniers acides 
aminés des différentes protéines sont présentés. Dans le cas de la présence d'une queue d'histidines, seulement les trois 
premiers et les deux derniers acides aminés sont présentés. Pointillés: continuité du gène; caractère gras : sites de 
restriction utilisés pour l'insertion des gènes dans le vecteur; souligné :queue de six histidines. 

Organisme Protéine Structure attendue 

5' AAGCTTGACACCACGATCTGC ........ .. ............. ACCGACCCCGAA TTC 3' 
S. lividans Cellulase B Hindlll D T T I c T D p Eco RI 

5' GGTACCAGTCCCTGGCAGCCC ........... . ...... .. ... CAGTGCCCTGAGCTC 3' 
IvfMP9 Kp11I s p w Q p Q c p Sa cl 

M musculus 
5' GGT ACCAGTCCCTGG ... .... .. . TGCCCTCATCACCATCACCATCACGAGCTC 3' 

MMP9~TTA Kpnl s p w c p His TAG Sa cl 

PAA 5' AAGCTTGATATCAATCTGTAT ..... . .... .. ......... ..... AAAGGCACTGAATTC 3' 
Hindlll D I N L y K G T Eco RI 

E. coli 

Es pD 5' AAGCTTCTTAATGTAAATAGC ......... .. . ... .. . ......... GGTCGAGTTGAATTC 3' 
Hi~tdiD L N v N s G R v Eco RI 

5' GGTACCCATCACCATCACCATCACTCGAAACCA ... TCCAGCTAGGAGCTC 3' 
38 kDa Kp11I His TAG s K p s s Stop Sa cl 

M. tuberculosis 5' GGTACCCATCACCATCACCATCACGGACTGACG ... TGTTCCT AAGAGCTC 3' 
19 kDa Kp11I His TAG G L T c s Stop Sa cl 

5' GGTACCCATCACCATCACCATCACTCAAGCAAC .. . TGTTCCT AAGAGCTC 3' 
19 kDa~Cystéine Kpnl His TAG s s N c s Stop Sa cl 

- ·--·----~ 
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3.1 Production de la cellulase B de S. lividans. 

L'intérêt grandissant envers S. lividans pour la production de protéines homologues 

vient de 1 'utilisation de certaines enzymes qui dégradent efficacement les composés 

lignocellulosiques. Ces enzymes peuvent être utilisées pour la transformation de biomasse de 

faible valeur, comme des déchets de l'agriculture et de la foresterie, en produits utiles comme 

de l'alcool ou de la nourriture pour les animaux (Coughlan, 1985). Ainsi, Whittman et al. 

(1994) ont cloné et séquencé le gène de la cellulase B (celB) et caractérisé l'enzyme. 

Comparativement à la cellulase A de S. lividans, la CelB possède une affinité quatre fois plus 

grande pour son substrat, la carboxyméthylcellulose. Cependant, la faible production 

obtenue jusqu'à maintenant ne permet pas l'utilisation de cet enzyme dans des procédés à 

grande échelle. 

Ainsi, le gène de la cellulase B, sans le domaine de fixation à la cellulose (700 pb), 

a été amplifié par PCR et le fragment a été inséré aux sites Hindiii/EcoRI du vecteur 

pDOT42. Suite à une double digestion du fragment à insérer et du vecteur pDOT42 par les 

enzymes de restriction appropriées et la récupération des fragments sur gel d'agarose, des 

cellules de S. lividans ont été transformées avec le produit de ligation. Pour la vérification des 

plasmides extraits des transformants, une double digestion à l'aide des enzymes de restriction 

EcoRI et Hindiii a permis d'identifier les clones possédant l'insertion de 700 paires de bases 

désirée. Suite à la production de spores sur milieu Bennet-thiostrepton, une culture de 144 

heures dans le milieu M-14 xylose a été effectuée pour la production de cellulase B. Des 

échantillons de culture ont été prélevés à des intervalles de 24 heures. L'activité enzymatique 

de chacun des échantillons a été mesurée par le test des sucres réducteurs (figure 7). 

Les résultats obtenus pour la production de cellu1ase B à l'aide du vecteur pOOT42, 

de 10,6 Ullml à 144 heures de culture, représentent une augmentation de plus de 100 fois du 

résultat de 0,1 Ullml obtenus par Wittman et al. (1994). Cette quantité avait été obtenue à la 

suite de l'introduction du gène de la souche sauvage dans un vecteur multicopies. La faible 

production pouvait s'expliquer par l'utilisation d'un promoteur faible et de la présence de 

deux codons rares TT A dans le peptide signpl de la cellulase B. Bien que ce codon soit sous 

le contrôle du gène bldA exprimé tardivement chez S. lividans, cette enzyme est détectée 

dans le surnageant de culture d'une souche qui croît sur la cellulose. 
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Figure 9 : Activité de la cellulase B dans le surnageant de culture de transformants de S. 
lividans 10-164 possédant le plasmide pDOT42 +ce/B. 
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Suite à la surproduction de la protéine obtenue dans cette étude, on observe que le 

changement de peptide signal améliore grandement la production de cellulase B. De plus, 

dans les résultats obtenus à l'aide du vecteur pOOT42, l'activité spécifique de la protéine doit 

être prise en considération pour comparer les résultats avec une autre cellulase de S. lividans 

produite auparavant, soit la cellulase A. En effet, l'activité de la cellulase B est de 98 UVmg 

soit, dix fois plus faible que celle de la cellulase A de S. lividans (Wittman et al., 1994). 

Ainsi, les résultats de la production de cellulase B à l'aide du vecteur pDOT42 de 100 mg/L 

sont d'autant plus significatifs. En comparaison de la production de 12 Ul/ml de cellulase A 

obtenue par Théberge et al. (1992), la production de cellulase B est 8 fois plus grande. 

3.2 Production de la MMP9 de M. musculus (souris). 

Le développement de systèmes de production de protéines à faible coût est nécessaire 

en raison de la grande demande de certaines protéines à des fins de recherche. Par exemple, 

dans le cas des études impliquant la MMP9 dans certains cancers, le coût prohibitif de la 

protéine est une contrainte majeure dans le développement d'inhibiteurs efficaces. Ainsi, le 

système de sécrétion de S. lividans a été testé pour la production de la MMP9. 

La construction du vecteur d'expression et de sécrétion de la MMP9 est illustrée à la 

figure 8. Le gène de la métalloprotéinase de matrice de type 9 (MMP9) de souris, fourni par 

l'équipe du Dr Yves St-Pierre (INRS-IAF, Laval), est doté des sites Kpni-Saci aux 

extrémités. Ce gène a été inséré dans le plasmide piAF811-A.lO (Kébir et al., 2000; voir 

appendice A, page 106) suite à l'enlèvement du gène de structure de la xylanase A par 

digestion aux sites Kpni et Sacl. Le gène d'intérêt se retrouve donc en aval de la séquence du 

peptide signal long muté de la cellulase A. Ensuite, le peptide signal et le gène de la 

xylanase A du vecteur à copies multiples piAF906 ont été enlevés par digestion aux sites 

Hindiii-Saci et remplacés par le gène codant pour la MMP9. Le vecteur piAF906, un dérivé 

de piJ702, possède deux sites de restriction de chaque côté du peptide signal de la xylanase A 

soit les sites Hindiii en amont du RBS et Kpni à 15 nucléotides du site de coupure de la 

signal 



MMP9 amplifié par PCR 

Digestion 
Kpni/Sacl 

Hindi li 
Kpnl 

Sat l 

Digestion 
Hind iii/Sacl 

Ligation 

Sac 1 

Hondlll 

Promoteur ( piAF906 
PS 

Hondlll 

Proteine MMP9 Sacl 

A HifltUI I 
........... --IIKKpnl 

Sac l 

Sacl 

78 

Sac l 

Figure 10: Construction d 'un vecteur d 'expression et de sécrétion de la MMP9 de souns 
chez S. lividans. 
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peptidase. Il contient aussi le gène de résistance au thiostrepton pour permettre la sélection 

des transformants. Le fragment Hindiii-Saci de 811-A.1 O/MMP9 est inséré dans le vecteur en 

aval du promoteur de la xylanase A. 

Le plasmide résultant a été introduit dans la souche S. lividans 10-164. Un 

transformant contenant le gène codant pour la MMP9 a été inoculé dans le milieu de culture 

minimal M14-xylose et cultivé à une température de 34 °C. Des échantillons de 1 ml du 

surnageant de culture ont été récoltés à des intervalles de 24 heures pour une durée totale de 

144 heures. Des échantillons de 20 ).l.L ont été utilisés pour tester la présence de la protéine 

par SOS-PAGE (figure 9). Des tests d'immunodétection à l'aide d'anticorps anti-MMP9 

n'ont pas permis de détecter la MMP9 dans le surnageant de culture de S. lividans. 

Une des raisons pour expliquer ces résultats serait la présence de deux codons rares 

TTA (leucine) dans le gène de la MMP9. Pour vérifier l'effet de ces deux codons sur la 

production de la protéine, ils ont été éliminés. Une série d'amplifications par PCR à l'aide 

des différents oligonucléotides a permis de remplacer les deux codons. De plus, une queue 

de six histidines a été introduite en C-terminal pour la récupération éventuelle de la protéine. 

Une fois le gène modifié, il a été réinséré dans le plasmide piAF906. Le plasmide résultant a 

été introduit dans la souche S. lividans 1 0-164. Le transformant contenant le gène de la 

MMP9 modifié a été inoculé dans le milieu de culture minimal M14-xylose et cultivé à une 

température de 34 °C. Suite à la séparation des protéines par SOS-PAGE et au transfert sur 

une membrane de nitrocellulose, la présence de MMP9 a été testée par immunodétection à 

l'aide d'anticorps anti-histidines (figure 10). Aucune production de MMP9 n'a pu être 

détectée par les anticorps dans le surnageant de culture de S. lividans. Trois facteurs peuvent 

influencer ces résultats. Premièrement, il se peut que la queue d'histidines ait été éliminée 

suite à la translocation de la protéine. Deuxièmement, la quantité de protéines produites était 

trop faible pour qu'elle soit détectable par cette méthode. En effet, les anticorps anti­

histidines ne détectent que des quantités supérieures à 125 ng (les tests ont été effectués sur 

une protéine contenant une queue de six histidines, résultats non présentés). Finalement, 

d'autres facteurs comme la présence du pro-domaine de la MMP9 peuvent influencer la 

production de la protéine. 

Une autre technique, la zymographie (figure 11), a été utilisée pour la détection de 

la protéine. Cette méthode de détection, plus sensible que les anticorps, permet la détection 
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Figure Il : SOS-PAGE des protéines du surnageant de culture d'un clone de S. lividans 
exprimant la MMP9 de souris. La flèche indique le poids moléculaire attendu 
de la protéine. 
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Figure 12 : Immunodétection des protéines du surnageant de culture d'un clone de S. 
lividans exprimant la Iy1MP9 de souris. Les protéines sont détectées par des 
anticorps anti-HisTag. La flèche indique le poids moléculaire attendu. 
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Figure 13 : Analyse par zymographie de l'activité de la gélatinase B (MMP9) dans le 
surnageant de culture du clone de S. lividans exprimant les protéines MMP9 
et MMP9 ATTA. La flèche indique l'activité de la MMP9 attendue selon son 
poids moléculaire. 
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d'environ 1 ng de protéines car elle détecte l'activité de l'enzyme en présence de son 

substrat. Aucune activité n'a été détectée à l'aide de ce test. Bien que la protéine soit 

sécrétée par les cellules de souris, il semble qu'il n'y ait aucune production de MMP9 par S. 

lividans. 

3.3 Production de protéines de M. tuberculosis. 

Un but important dans la recherche sur les mycobactéries est l'identification 

d'antigènes ayant un rôle à jouer dans l'induction de la réponse immunitaire contre la 

tuberculose et le développement d'outils pour diagnostiquer la maladie. Récemment, 

plusieurs gènes présentant un potentiel immunitaire ont été isolés de M tuberculosis. 

Cependant, ce micro-organisme à croissance lente doit être manipulé dans des conditions 

strictes principalement à cause des dangers qu'il représente pour la santé. Ainsi, de nouvelles 

méthodes sont envisagées pour la production rapide et en grande quantité de ces protéines. 

Dans cette étude, deux gènes codant pour des protéines de M tuberculosis, soit les 

lipoprotéines de 38 et 19 kDa, ont été insérés dans le vecteur pDOT42 pour la production des 

protéines correspondantes par S. lividans. Ce vecteur possède le promoteur de la xylanase A, 

le peptide signal long muté de la cellulase A, une cassette de clonage incluant les sites de 

restriction Kpnl, Hindlll, Bgni, Eco RI, Sphl et Xbal, une queue de six histidines en aval de la 

cassette de clonage et un codon stop. Les gènes ont été fournis par le Dr Michel Gilbert 

(CNRC, Ottawa). Au départ, ces gènes étaient insérés dans un plasmide d'E. coli. Lors des 

tests préliminaires, ils avaient été amplifiés par PCR et les sites Kpnl et Sacl avaient été 

introduits aux extrémités. Pour permettre l'insertion des gènes dans le vecteur pDOT42, dans 

lequel le site Sacl n'est pas disponible, une première insertion dans la cassette de clonage du 

vecteur navette pDOT32 a été effectuée. Les gènes ont ensuite été récupérés par digestion 

aux sites Kpnl et Xbal. Les fragments insérés dans le vecteur pDOT42, aux sites Kpni!Sacl, 

sont placés en aval du promoteur de la xylanase A et du peptide signal long muté de la 

cellulase A. 



84 

3.3.1 Production de la protéine de 38 kDa. 

Le gène de la protéine de 38 kDa a été amplifié par PCR. Le site Kpnl et une queue 

de six histidines ont été introduits en 5' de la séquence et un codon de terminaison suivi du 

site Sa ci en 3 '. Étant dmmé que le site de restriction Sa ci n'est pas disponible dans le vecteur 

pDOT42, le gène a d'abord été inséré aux sites Kpnl et Saci de la cassette de clonage du 

vecteur navette pDOT32. La récupération du gène par une double digestion Kpni/Xbal a 

ensuite permis son insertion dans le vecteur pDOT42. Le plasmide résultant a été introduit 

dans la souche S. lividans 10-164. Un transformant a été inoculé dans le milieu de culture 

minimal M14-xylose et cultivé à une température de 34 °C. Des échantillons de 1 ml du 

surnageant de culture ont été récoltés à des intervalles de 24 heures pour une durée totale de 

120 heures. Des échantillons de 20 J.i.L ont été utilisés pour tester la présence de la protéine 

par SOS-PAGE (figure 12). 

L'analyse par SDS-PAGE de la production de la protéine de 38 kDa a permis de 

détecter la présence d'une protéine majeure au poids moléculaire attendu pour cette protéine. 

La quantité de protéine produite est évaluée à environ 0,5 g/L. Cependant, une analyse de la 

séquence en acides aminés du N-terminal a démontré qu'il y avait hétérogénéité de la 

protéine (figure 13). En effet, jusqu'à 8 acides aminés de la protéine mature, ceux situés 

immédiatement en aval du site de coupure de la signal peptidase, ainsi que la queue de six 

histidines ont été éliminés lors de la tranlocation de la protéine. Ces pertes seraient 

attribuables à des protéases présentes dans le milieu de culture de S. lividans et qui 

empêcheraient la purification de la protéine par la fixation de la queue d'histidine à une 

colonne de nickel. Par ailleurs, puisqu'aucun anticorps testé jusqu'à maintenant sur la 

protéine ne se lie aux 117 acides aminés retrouvés à l'extrémité N-terminale (Andersen et 

Hansen, 1989), cette hétérogénéité ne devrait pas influencer la réponse immunitaire induite 

par la protéine. 

3.3.2 Production de la protéine de 19 kDa. 

Étant donné que ~e site de restriction Sa ci avait été inséré en 3' du gène qui code 

pour la protéine de 19 kDa, le gène a d'abord été inséré aux sites Kpnl et Sa ci du vecteur 
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Figure 14: SOS-PAGE des protéines du surnageant de culture d'un clone de S. lividans 
exprimant la protéine de 38 kDa de M tuberculosis. Le poids moléculaire 
attendu de la protéine est identifié par la flèche. 



Séquence attendue : 
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E T G A G A G 

et 

P E T G A G A G T V 

Figure 15: Hétérogénéité du N-terminallors de la production de la protéine de 38 kDa de M tuberculosis. 
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pDOT32, pour ensuite être récupéré par une double digestion Kpn1/Xba1 pour son insertion 

dans le vecteur pDOT42. Le plasmide résultant a été introduit dans la souche S. lividans 10-

164. Un transformant a été inoculé dans le milieu de culture minimal M14-xylose et cultivé à 

une température de 34 °C. Des échantillons de 1 ml du surnageant de culture ont été récoltés 

à des intervalles de 24 heures pour une durée totale de 144 heures. Des échantillons de 20 JlL 

ont été utilisés pour tester la présence de la protéine par SOS-PAGE. 

Aucune production de la protéine de 19 kDa n'a été détectée dans le surnageant de 

culture de S. lividans. Pourtant, la protéine de 19 kDa, une lipoprotéine, appartient à la 

même classe d'antigènes que la protéine de 38 kDa décrite auparavant et qui a été produite à 

plus de 0,5 g/L de protéine. L'absence de la protéine de 19 kDa dans le surnageant de culture 

peut être attribuable à l'ajout d'une queue lipidique au résidu cystéine (Cys) suite à 

l'enlèvement du peptide signal par une signal peptidase de type 2 (type-2 SPase) tel que 

décrit par Ashbridge (1991). Cette queue lipidique fixerait la protéine à la membrane, 

empêchant ainsi sa sécrétion. Le résidu cystéine présent au N-terminal de la protéine de 38 

kDa avait été éliminé lors de 1' amplification du gène correspondant. Pour tester cette 

hypothèse, le gène de la protéine de 19 kDa a été amplifié à partir des nucléotides codant 

pour 1' acide aminé qui est situé à la suite de la cystéine. 

Une double digestion Hindiii/Sphl a permis l'insertion du gène dans la cassette de 

clonage du vecteur pDOT42. Le plasmide résultant a été introduit dans la souche S. lividans 

10-164 et les spores obtenues à partir des transformants ont été inoculées dans le milieu de 

culture minimal M14-xylose et cultivées dans les conditions décrites auparavant. Des 

échantillons de 1 ml du surnageant de culture ont été récoltés à des intervalles de 24 heures 

pour une durée totale de 144 heures. Des échantillons de 20 JlL ont été utilisés pour tester la 

présence de la protéine par SOS-PAGE (figure 14). 

Le gène de la protéine de 19 kDa sans la cystéine en N-terminal a ·permis la 

production d'une protéine d'environ 14 kDa dans le surnageant de culture de S. lividans. 

Cette valeur est un peu plus faible que celle de 15,1 kDa attendue pour la protéine sans la 

queue lipidique (Ashbridge et al., 1989). Cependant, comme dans le cas de la protéine de 38 

kDa, l'analyse duN-terminal a permis de déterminer que jusqu'à 26 acides aminés avaient 

été éliminés lors de la translocation de la protéine. Ce résultat pourrait affecter la réponse 

immunitaire induite par la protéine puisqu'elle est habituellement hyperglycosylée à son 
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Figure 16: SOS-PAGE des protéines du surnageant de culture d'un clone de S. /il idans 
exprimant la protéine de 19 kDa de M. tuherculosis. Le poids moléculaire 
attendu de la protéine est identifié par la flèche. 



89 

extrémité N-terminale chez M. tuberculosis (Ashbridge, 1991 ). 

Finalement, 1 0 mL de surnageant à 144 heures de culture à travers une colonne de 

nickel n'a pu permettre la récupération de la protéine (figure 15). Ainsi la queue de six 

histidines (His Tag) insérée en C-terminal de la cassette de clonage ne permet pas de purifier 

les protéines sécrétées dans le milieu de culture. Le His Tag est probablement éliminé par 

des protéases de S. lividans lors de la maturation des protéines. 

3.4 Production de I'EspD et de la PAA d'B. coli. 

Dans l'étude des souches pathogènes d'E. coli responsables d'infections entériques, 

plusieurs gènes codant pour des protéines sécrétées ont été identifiés. Cependant, des 

conditions particulières sont nécessaires pour la sécrétion de ces protéines. En effet, elles ne 

présentent aucun peptide signal et leur sécrétion est influencée par les conditions 

environnementales et par le contact avec les cellules de l'hôte. Ainsi, l'utilisation de 

systèmes alternatifs, comme celui de S. lividans, peut s'avérer essentielle dans l'obtention de 

large quantité de ces protéines. 

Les gènes codant pour les protéines PAA et EspD d'E. coli ont été fournis par 

l'équipe du Dr Josée Harel (Institut de médecine vétérinaire, St-Hyacinthe). Ces gènes sont 

amplifiés par PCR et ont les sites Hindiii et EcoRI aux extrémités. Les deux gènes ont été 

insérés par une double digestion à 1' aide des enzymes de restriction appropriées dans le 

vecteur pDOT42. Les plasmides résultant ont été introduits dans la souche S. lividans 10-164. 

Les transformants ont été inoculés dans le milieu de culture minimal M14-xylose et cultivés à 

une température de 34 °C. Des échantillons de 1 ml du surnageant de culture ont été récoltés 

à des intervalles de 24 heures pour une durée totale de 144 heures. Des échantillons de 20 J.l.L 

ont été utilisés pour tester la présence de la protéine par SDS-PAGE (figure 16 et 17). 

Lors de l'analyse par SOS-PAGE, aucune protéine n'a été observée au poids 

moléculaire de 40 kDa pour EspD et 28 kDa pour P AA. De plus, les tests 

d'immunodétection effectués n'ont révélé aucune production des protéines EspD et PAA par 

S. lividans. La présence de deux codons rares TTA dans le gène qui code pour la protéine 

P AA et de neuf codons TT A dans le gène qui code pour la protéine EspD peut empêcher 
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Figure 17 : Purification sur colonne de nickel de la protéine de 19 kDa de /v!. tuherculvsis 
produite par un clone de S. livie/ans transformé avec le vecteur pDOT42. Le 
vecteur fournit les histidines en C -terminal des protéines recombinantes. 
Analyse des fractions d'élution de la colonne par SOS-PAGE. 
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Figure 18 : SOS-PAGE des protéines du surnageant de culture de S. /ividans exprimant la 
protéine EspD d' E. coli dans le vecteur pDOT42. La flèche indique le poids 
moléculaire attendu pour la protéine. 
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Figure 19: SDS-PAG E des protéines du surnageant de culture de S. lividans exprimant la 
protéine PAA d"E. coli dans le vecteur pDOT42. La llèche indique le poids 
moléculaire attendu pour la protéine. 
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l'expression des protéines chez S. lividans. Cependant, tel qu'observé lors des essais 

effectués pour la production de la MMP9 de souris, la présence de codons rares dans les 

gènes ne permet pas à elle seule d'expliquer entièrement les résultats. Ainsi, selon 

Wainwright et Kaper (1998), une protéine chaperone, CesD, serait nécessaire pour la 

sécrétion efficace de la protéine EspD et contribuerait à la stabilité de la protéine. L'absence 

de la protéine CesD chez S. lividans pourrait empêcher la sécrétion de la protéine EspD dans 

le milieu de culture. Dans le cas de la protéine PAA, bien qu'il soit prédit que la protéine 

possède un peptide signal, 1' absence de production pourrait être expliquer par une forte 

instabilité du produit final et donc, par une dégradation rapide de la protéine dans le milieu 

de culture. 

3.5 Production de I'ORF de S. suis. 

Le mécanisme pathologique de S. suis n'est pas bien défini, et bien que plusieurs 

facteurs de virulence aient été identifiés, leur rôle dans la pathogenèse et les maladies ne sont 

pas élucidés. Plusieurs protéines codées par des ORF (pour «open-reading-frame») sont 

présentement à l'étude pour leur rôle dans la virulence de S. suis de type 2. L'obtention de 

ces protéines sous forme recombinante est présentement à 1' essai. Puisque S. suis est une 

bactérie à Gram positif, le système de sécrétion de S. lividans représente une alternative à 

mettre à 1 'essai. 

Le gène codant pour la protéine ORF de S. suis a été fourni par l'équipe du Dr Josée 

Harel (Institut de médecine vétérinaire, St-Hyacinthe). Ce gène est amplifié par PCR et a les 

sites Hindiii et Sphi aux extrémités. Le gène a été inséré par une double digestion à l'aide 

des enzymes de restriction appropriées dans le vecteur pDOT42. Plusieurs essais ont été 

nécessaires pour l'insertion du gène dans le plasmide. Une des causes de la difficulté 

d'insertion est la présence de plusieurs séquences répétées dans le gène. Un seul 

transformant ayant l'insert a été obtenu et inoculé dans le milieu de culture minimal M14-

xylose et cultivé à une température de 34 °C. Des échantillons de 1 ml du surnageant de 

culture ont été récoltés à des intervalles de 24 heures pour une durée totale de 144 heures. 

Des échantillons de 20 I-LL ont été utilisés pour tester la présence de la protéine par SOS­

PAGE (figure 18). Les tests effectués n'ont révélé aucune production de la protéine de 100 
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kDa attendue de S. suis par S. lividans. La présence de plusieurs séquences répétées peut 

mener à une instabilité du vecteur, expliquant ainsi les résultats. Le peu d'informations, 

relatives au gène codant pour la protéine, empêche 1' étude plus poussée de la production. 
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Figure 20: SOS-PAGE des protéines du surnageant de culture de S. lividans exprimant la 
protéine ORF de S. suis dans le vecteur pDOT42. La flèche indique le poids 
moléculaire attendu pour la protéine. 
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Dans cette étude, les améliorations des peptides signaux de S. lividans qui avaient 

été effectuées lors d'études antérieures devaient être utilisées pour la production de diverses 

protéines homologues et hétérologues. Ces modifications du peptide signal comportaient 

l'utilisation de deux codons d'initiation de la traduction (ATG) doublant la synthèse 

protéique et la présence d'une séquence de 8 nucléotides, complémentaire à 1 'ARNr 16S, 

permettant encore l'augmentation du taux de traduction (Kébir et al., 2000). Jusqu'à 

maintenant, ce système avait été testé pour la production d'une xylanase de S. lividans et 

permettait d'obtenir un rendement de 2,35 g/L de cet enzyme. 

Au départ, le vecteur piAF911-A.8 construit pour l'étude de l'optimisation des 

peptides signaux comportait plusieurs éléments limitant son utilisation pour les essais 

envisagés dans cette étude. En effet, la présence d'un seul site de restriction en aval du 

peptide signal, le sites Kpnl, ne permettait pas une versatilité dans le clonage de gènes 

recombinants. D'autre part, les diverses manipulations chez S. lividans étaient un obstacle à 

1' obtention rapide des clones. Ainsi, la construction de vecteurs navettes permettant 

l'insertion des gènes dans une cassette de clonage, le dépistage rapide des clones positifs 

chez E. coli puis 1' expression des gènes chez S. lividans a été effectuée. La production de 

xylanase par les clones transformés avec ces vecteurs navettes pouvait ensuite être comparée 

à celle obtenue par un clone possédant le vecteur piAF911-A.8. 

La production de xylanase A des différents clones a été évaluée après l'inoculation 

des spores dans un milieu de culture minimal. Tous les clones possédant un vecteur navette 

ont montré une diminution de la production de près de 1 00 fois en comparaison du vecteur 

témoin. La diminution était toutefois moins grande lors de 1 'utilisation du mycélium des 

clones fraîchement transformés. Certains facteurs ont été analysés et n'ont pu expliquer les 

résultats. Premièrement, pour contrer l'accumulation d'ADN simple brin chez S. lividans 

(Pigac et al., 1988; Dyson et Evans 1996), le fragment Sti du vecteur piJ101, permettant 

l'initiation de l'ADN double brin a été inséré dans le vecteur. Aucun changement sur la 

production de xylanase A à partir du vecteur navette n'a été observé. Deuxièmement, la 

réinsertion des sites Kpnl et Pst!, situés dans une région reconnue comme essentielle à la 

stabilité des plasmides (Kieser et al., 1982) n'a pas entraîné de changement dans la 

production. Finalement, l'élimination du site d'initiation de l'ADN simple brin présent dans 

la section E. coli du vecteur pTZ19 n'a eu qu'un effet restreint sur la production de xylanase 
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A2. Ainsi, la baisse importante de production serait imputable à un élément inconnu présent 

dans l'ADN de E. coli qui provoque la chute du nombre de copies des vecteurs navettes. En 

effet, dans les spores, si le nombre de copies des vecteurs se répliquant uniquement chez S. 

lividans a été évalué à environ 150 copies, seulement quelques traces sont présentes dans le 

cas des différents vecteurs navettes. Un seul vecteur navette, piAF911-A.8-pUC19, a 

conservé un nombre élevé de copies du plasmide lors de la sporulation des cellules. 

Cependant, la faible production obtenue à 1 'aide de ce vecteur confirme le fait que la 

constructions de vecteurs navettes ne permet pas la production adéquate de protéines. Ces 

résultats corroborent le fait que bien que plusieurs vecteurs navettes E. coli/S. lividans aient 

été construits (Moreau et al., 1991; Denis et Brzezinski, 1992; Dyson et Evans, 1996) aucun 

n'a été utilisé, jusqu'à maintenant, pour la production de protéines recombinantes chez S. 

lividans. Ils peuvent être utilisés dans une certaine mesure pour le dépistage rapide des 

protéines recombinantes si l'on utilise les colonies fraîchement transformées. Cependant, ils 

ne peuvent être utilisés pour une étude plus poussée de la production à l'aide de cellules 

physiologiquement identiques et la conservation des souches recombinantes sous la forme de 

spores. Ainsi, l'utilisation de vecteurs se répliquant uniquement chez S. lividans s'est 

montrée beaucoup plus adéquate pour les essais envisagés dans 1 'étude. 

Le vecteur pDOT42, qui se réplique uniquement chez S. lividans, peut être utilisé 

pour la production de protéines recombinantes. Bien que les résultats obtenus à l'aide de ce 

vecteur pour la production de xylanase A sont de moitié ceux obtenus à l'aide du vecteur 

témoin piAF911-A.8, il est plus versatile que ce dernier. En effet, le vecteur pDOT42 

possède une cassette de clonage multiple constituée des sites de restriction unique Kpnl, 

Hindiii, Bgni, EcoRI, Sphl et Xbal et située en aval du peptide signal long muté de la 

cellulase A. 

Lors des essais de production des diverses protéines homologues et hétérologues, les 

résultats obtenus permettent de confirmer ce qui avait été observé auparavant dans d'autres 

études. Premièrement, il faut remarquer que les protéines qui ont été produites en grande 

quantité proviennent de gènes possédant une séquence riche en G-C. En effet, le système 

utilisé a permis la surproduction de la cellulase B de S. lividans et de deux protéines de M. 

tubercu/osis. De plus, ces gènes ne possédaient pas de codons TTA, rarement retrouvés chez 

S. lividans et qui auraient pu limiter la traduction. Dans le cas des protéines d'E. coli, les 
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gènes ne possèdaient pas une séquence riche en G-C, telle que retrouvée chez S. lividans, et 

contenaient aussi plusieurs codons TT A pouvant expliquer les résultats. Cependant, dans le 

cas de la MMP9 de souris, le remplacement des deux codons TTA dans le gène n'a pas 

entraîné la production de la protéine. Ces résultats démontrent l'importance de l'usage des 

codons pour la production de protéines par S. lividans. 

Deuxièmement, l'ajout d'une séquence codant pour six histidines en 5' ou 3' des 

gènes n'a pas permis la récupération des protéines. De plus, une hétérogénéité duN-terminal 

des protéines de 39 et 19 kDa de M. tuberculosis a été observée. Tel que décrit par Paradis et 

al. (1996), la souche de S. lividans utilisée sécrète des enzymes protéolytiques dans le milieu 

de culture qui peuvent éliminer des acides aminés au N-terminal et au C-terminal des 

protéines sécrétées. Ces résultats démontrent que le développement de souches qui ne 

produiraient pas de protéases serait un atout majeur dans la promotion de S. lividans comme 

alternative pour la production de protéines hétérologues. De plus, Il serait intéressant de 

tester l'utilisation d'une structure beaucoup plus stable, telle le CBD fusionné à la protéine 

recombinante, pour la récupération des protéines. Il est maintenant reconnu que l'interaction 

entre la protéine recombinante et le domaine peut avoir un effet stabilisateur sur les protéines 

hétérologues sécrétées dans le milieu de culture (Richins et al., 2000). 

Il est important de noter que les protéines produites en grande quantité dans cette 

étude sont celles qui se replient naturellement à la suite de leur translocation dans le 

surnageant de culture et dont la structure tertiaire est probablement la plus stable. Ainsi, le 

système Sec dépendant qui implique l'utilisation d'un peptide signal est efficace pour ce type 

de protéines. Dans le cas de la protéine EspD de E. coli, elle est habituellement sécrétée 

selon les conditions environnementales et le contact entre la cellule de 1 'hôte et la bactérie 

par un système de sécrétion de type III. Ainsi, cette protéine est peut-être exprimée par S. 

lividans mais le système utilisé ne permet pas leur sécrétion efficace dans le milieu de 

culture. Les protéines intracellulaires n'ont pas été prises en considération dans l'étude 

puisque l'utilisation de S. lividans comme système de production alternatif repose sur les 

capacités de son système de sécrétion. 

Malgré une certaine protéolyse, cette étude démontre pour la première fois la 

production de protéines de M. tuberculosis par S. lividans. Les quantités obtenues de près de 

500 mg/L, jugées selon la coloration au bleu de Coomassie, dépassent grandement celles 
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obtenues à l'aide des autres systèmes utilisés jusqu'à maintenant. En effet, dans le cas de la 

lipoprotéine de 19 kDa, les meilleurs résultats dénotaient la production de 5 mg/L dans 

1' espace périplasmique d' E. coli (Prestidge et al. 1995). De plus, la sécrétion de ces 

protéines dans le milieu de culture et leur présence comme protéine majeure a permis leur 

purification avec un rendement de 200 mg!L après passage sur un tamis moléculaire 

(résultats non-présentés). Ces protéines peuvent maintenant être testées pour leur capacité à 

induire une réponse immunitaire. 

Il est important de noter que la production des protéines a été effectuée dans un 

milieu minimal. Si les conditions de culture sont optimisées, ce qui reste à réaliser, elles 

peuvent avoir un impact significatif sur la production de protéines (Bertrand et al., 1989; 

Erpicum et al., 1990; Lee et Lee, 1994). Finalement, même si leur capacité à glycosyler les 

protéines a déjà été démontrée (MacLeod et al., 1992), les modifications apportées aux 

protéines par S. lividans, suite à leur translocation dans le milieu de culture, restent à être 

mieux définies. 



Appendice A 

Vecteurs utilisés ou présentés dans 1 'étude. 
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.BamHI 

Kpnl. ~ 1 Xhol 

~ 
rep 

.Muni 

Spel ... sti ·· ... Psp10461 

Srfl. 
M/ul .. :· 

tkorA 
piJ101 ki/Bt 
8830 bps 

Bglll BstXI 

Nrul 

ApaLI 

Pvull 

Carte de fonctions et des sites de restriction du vecteur p1Jl01 (Kendall et Cohen, 1988): ori, 
origine du double brins lors de la réplication sous le mode de cercle roulant; rep, protéine de 
réplication; sti, locus responsable d'une «forte incompatibilité»; tra, protéine de transfert; 
korA, répresseur pour tra et lui-même; spdA, gènes «spread»; ki!B, gène léthal en l'absence de 
korB; korB, régulateur de ki!B. Il est à noter que seuls les sites uniques de restriction sont 
représentés dans cette carte. 



Pstl. •, 

Asel ... 

Sphl ... 

Bg/11. .. 

Sa cl 

.BamHI 
j 

1
Xhol 

piJ702 

5685 bps 

tsr 

rep 

Pvull EcoRV 
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. .. Notl 

ori 

Muni 

Bpu1102 

Ndel 

Cial 

Carte des fonctions et des sites de restriction de piJ702 (Katz et al., 1983): ori, origine du 
double brins lors de la réplication sous le mode de cercle roulant; rep, protéine de réplication; 
me/Cl, trans-activateur de melC2; melC2, protéine apotyrosinase de S. antibioticus; tsr, gène 
de résitance au thiostrepton de S. azureus. Il est à noter que seuls les sites uniques de 
restriction sont représentés dans cette carte. 



AlwNI. .. 

Eam11051 
Bsal i 
Bpml 

pUC19 

2686 bps 

bla 

Scal 
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Hindlll 
Sphl 
Pstl 
Sse83871 
Sali 

...................................... Hincll 
.. Xbal 

Aatll 

Sspl 

BamHI 
Smal 
Kpnl 
Sacl 
Eco RI 

Carte des fonctions et des sites de restriction de pUC 19 : ori, origine de réplication; bla, gène 
de résistance à 1'ampicilline; lacZ, fragment amino-termina1 du produit du gène /acZ (~­
galactosidase ). Il est à noter que seuls les sites uniques de restriction sont représentés dans 
cette carte. 



Sphl ... 
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Hindlll 
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Sa cl 

BamHI 

1
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rep 

piAF906 

7595 bps 

1
BstBI 

.· 

105 

.Not! 

... Muni 

.Eam1105 
/.Mscl 
·tBpul 

Ndel 

Cial 

Eco AV 

Pvull 

Carte des fonctions et des sites de restriction de piAF906 (Pagé et al., 1996) : ori, origine du 
double brins lors de la réplication sous le mode de cercle roulant; rep, protéine de réplication;; 
me/C2, protéine apotyrosinase de S. antibioticus; tsr, gène de résitance au thiostrepton de S. 
azureus; xlnA2, gène de la xylanase A tronquée de S. lividans; PS, peptide signal de la 
xylanase A. 
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Eam11051 ... 
Bsal / 
Bpml 
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1
Hindlll 

piAF811-A.1 ~ 

4039 bps 

Sspl Aatll 

XlnA2 

\.:·sacl 
Eco RI 
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Carte des fonctions et des sites de restriction de piAF811-A.l 0 (Kébir et al., 2000) : ori, 
origine de réplication; bla, gène de résistance à l'ampicilline; /acZ, fragment amino-terminal 
du produit du gène /acZ (~-galactosidase); x/nA2, gène de la xylanase A tronquée de S. 
lividans; PS, peptide signal de la cellulase A long muté (séquence de 10 nucléotides 
complémentaires à 1' ARNr 16S). Il est à noter que seuls les sites uniques de restriction sont 
représentés dans cette carte. 
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"' lacZ 

ori (E. coli) 
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lacZ' 
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.Not! .• 

... Muni 

ori (S. /ividans) 

... Bpu1102 

Ndel 

Cial 

EcoRV 

Pvull 

Carte des fonctions et des sites de restriction de pC209: ori (S. lividans), origine du double 
brins lors de la réplication sous le mode de cercle roulant; rep, protéine de réplication; . ori (E. 
coli), origine de réplication; bla, gène de résistance à l'ampicilline; lacZ, fragment amino­
terminal du produit du gène lacZ (~-galactosidase); me/C2, protéine apotyrosinase de S. 
antibioticus; tsr, gène de résitance au thiostrepton de S. azureus; Il est à noter que seuls les 
sites uniques de restriction sont représentés dans cette carte. 
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Eam11051 
Bpu11021 

Ndel 

Cial 

Eco AV 

Carte des fonctions et des sites de restriction de piJ2745 (Deng et al., 1988) : rep, protéine de 
réplication; tsr, gène de résitance au thiostrepton de S. azureus; neo, gène de la néomycine 
phosphotransférase, sans son promoteur; Sti, locus responsable d'une «forte incompatibilité»; 
ter, terminateur de transcription du phage fd. 



Sphl ... 
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Pstl 

BamHI 
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rep 
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Sacl 

... Notl 

. .. Muni 
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. .:'.Mscl 
·/.Bpul 

Ndel 

Cial 

EcoRV 

Pvull 

Carte des fonctions et des sites de restriction de piAF911-A.8 (Kébir et al., 2000) : ori, origine 
du double brins lors de la réplication sous le mode de cercle roulant; rep, protéine de 
réplication;; me/C2, protéine apotyrosinase de S. antibioticus; tsr, gène de résitance au 
thiostrepton de S. azureus; xlnA2, gène de la xylanase A tronquée de S. lividans; PS, peptide 
signal long mutéde la cellulase A. 
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