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Résumé

Des travaux de purification et de caractérisation d’une enzyme produite par
Enterobacter cloacae hydrolysant les parabénes ont ét¢ entrepris afin de mieux
comprendre les mécanismes de résistance des microorganismes face aux parabénes.
L’enzyme a été purifiée par chromatographie liquide a haute pression a ’aide de 4
colonnes chromatographiques. La premiére fut une colonne cationique (CM Ap-2,
Waters), la seconde une colonne anionique (QMA, Waters), la troisiéme une
colonne cationique ayant des propriétés différentes a la premiére (CM Avicell,
Waters) et la derniére était un tamis moléculaire (Protein-Pack SW 300). Les
rendements obtenus lors de ces étapes de purification furent respectivement de 69.8
%, 48.7 %, 17.3 % et 15.9 % et les taux de purification par rapport a la fraction
initiale furent de 37.8, 67.6, 500 et 572.9 respectivement.

La purification a permis la détermination du poids moléculaire de I’enzyme qui a
tout d’abord été évalué a 55 000 Da par visualisation sur SDS-Page. Ensuite, le
poids moléculaire fut mesuré a 54 640 Da par spectrométrie de masse. Le point
isoélectrique fut également évalu€ a 6.9 par gel d’isofocalisation électrique.

Suite a la purification de ’enzyme des travaux de séquengage ont été entrepris.
Lors de ces travaux, une séquence de 19 acides aminés correspondant a I’extrémité
N-terminale fut déterminée (GIn-Glu-Leu-Ser-Pro-Val-Gin-Met-Ser-Lys-Gly-Thr-
Ile-Glu-Gly-Val-Lys-Asn-Asp). Une deuxi¢éme séquence interne fut déterminée par
spectrométrie de masse (Val-Ala-Pro-Thr-Glu). Une troisiéme séquence interne fut
déterminée par le séquengage d’un fragment obtenu par traitement de I’enzyme au
bromure de cyanogene (Ala-Gly-Tyr-Phe-Ala-Lys-Gly-Leu-Phe-Asn-Arg-Ala-Ile-
Val-Ser-Lys-Gly-Tyr). A partir de ces séquences, des oligonucléotides dégénérés
furent produits et plusieurs PCR furent effectués dans diverses contitions. Trois
produits d’amplification ont été clonés et séquengés. Cependant, aucun d’entre eux
ne correspondait a 1’estérase recherchée. Le premier géne correspondait & une
protéine de régulation (glycosyl-3-phosphate), le deuxi¢me codait pour une
perméase (glycerol-3-phosphate) et le troisiéme codait pour une aminotransférase.
Un alignement de séquence fait a partir de la séquence obtenue par traitement au
bromure de cyanogéne démontre une homologie avec 11 carboxylestérases
connues. Ceci laisse croire que 1’enzyme purifiée en serait une carboxylestérase.

Un test d’inhibition au diisopropyl fluorophosphate (DFP) a été effectué. Le test a
démontré une inhibition compléte de I’activité enzymatique ce qui indique que
’estérase posséde une sérine active au site catalytique.

Frangois Lepine; Directeur
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1.0 Introduction

Les parabénes sont des esters de I’acide p-hydroxybenzoique. Lors de leur
découverte dans les années 1920, on leur attribuait des propriétés fongistatiques. IlIs
furent utilisés pour combattre les levures et les moisissures contre lesquels ils sont
trés efficaces. Maintenant, ils servent également a la prévention de la croissance
bactérienne. Ces agents de conservation sont largement utilisés pour stabiliser des

produits alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.

Dans la littérature, des cas résistance bactérienne aux parabenes ont été rapportés.
Cette résistance fut observée surtout dans des produits alimentaires et
pharmaceutiques entrainant ainsi des pertes économiques importantes. Il devient
donc important d’étudier le ou les mécanismes de résistance de ces micro-

organismes face aux parabenes.

Il y a quelques années une souche d’Enterobacter cloacae (EM) et deux souches
d’Enterobacter gergoviae, une lisse (GML) et I’autre rugueuse (GMR), ont été
isolées a partir d’un supplément alimentaire qui contenait du méthyle et du propyle
parabéne comme agent de conservation. Des études furent entreprises afin de
déterminer quel était le ou les mécanismes de résistance de ces souches afin de

mettre au point un systéme de conservation efficace (Valéanu, 1993).

Pour ce faire, les conditions optimales de croissances des différentes souches furent
déterminées. De plus, une étude de la résistance face a différents antibiotiques
(pénicilline, chloramphénicol, ampicilline, streptomycine, érythromycine,

tétracycline) a été entreprise avec les souches résistantes et des souches sensibles



comme témoin. Les résultats ont démontré qu’il y aurait une corrélation entre la
résistance aux parabénes et a I’ampicilline puisque toutes les souches résistantes

aux parabénes le sont également a ’ampicilline.

Plusieurs études ont démontré qu’il y aurait une corrélation entre le contenu et la
nature des lipopolysaccharides, des lipides et des acides gras contenus dans la paroi
et la membrane cellulaire et la résistance bactérienne. Les bactéries développeraient
ainsi une résistance en modifiant leur perméabilité membranaire (Keweloh et al,
1991 ; Komagata et Suzuki, 1987 ; Nikaido et Vaara, 1985 ; Russell, 1989 ;
Tusuchido et Takano, 1988 ). Une étude sur les acides gras totaux des souches
d’Enterobacter gergoviae a été entreprise afin de déterminer s’il y a correlation
entre des modifications du profil des acides gras et la résistance aux parabénes. Les
résultats indiquent que les souches résistantes aux parabénes contiennent beaucoup
plus d’acides gras saturés que la souche sensible. Dans la littérature (Keweloh et
al, 1991, Nikaido et Vaara, 1985) on considere généralement qu’une augmentation
des acides gras saturés entraine une augmentation de la rigidité membranaire
causant une diminution de la perméabilité aux petites molécules hydrophobes

comme les parabénes.

D’autre part, il a été observé que la souche d’Enterobacter cloacae (EM) posséde
une activité estérasique lui permettant d’hydrolyser les parabénes. Des essais
effectués par HPLC ont démontré la disparition des parabénes et 1’apparition du
produit d’hydrolyse (I’acide p-hydroxybenzoique). Des tentatives de purification
de ’enzyme ont été débutées sans toutefois avoir €té complétées. La présence d’un
plasmide de haut poids moléculaire a également été mis en évidence chez la souche
EM. Une hypothése a été émise a I’effet que ce plasmide pourrait étre a 1’origine

de la résistance de cette souche aux parabénes.



Un des objectifs de ce travail est de purifier 1’estérase produite par Enterobacter
cloacae souche EM. La purification sera effectuée a 1’aide de diverses colonnes
chromatographiques (échangeuses d’ions et de filtration sur gel). Dans un
deuxiéme temps, les travaux de séquengage de I’enzyme seront entrepris. Pour ce
faire, I’enzyme sera digérée a I’aide de la trypsine et les peptides seront séquengés
par spectrométrie de masse. Ensuite, des oligonucléotides seront produits a partir
de la séquence N-terminale de 1’enzyme et d’une séquence peptidique obtenue en
spectrométric de masse. Puis, une amplification par PCR dans différentes
conditions sera tentée. Les produits de PCR d’intéréts seront clonés et séquengés.
Une analyse dans les banques de données sera ensuite effectué afin de déterminer si
I’estérase de la présente étude posséde une certaine homologie avec une estérase

déja connue.
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2.0 Revue de la littérature

2.1  Méthodes de conservation des produits périssables

Il existe plusieurs méthodes de conservation qui visent a prévenir la croissance de
micro-organismes dans les produits de consommation périssables. Ces méthodes
peuvent étre physiques, chimiques, enzymatiques ou microbiologiques (Huis in’t Veld,
1996). La majorité des techniques de conservation agissent par la prévention ou par
I’inhibition de la croissance microbienne comme dans le cas de la congélation, la
lyophilisation, 1’atmosphére contrdlée, I’acidification, la fermentation, I’ajout
d’additifs (ex : acide benzoique, I’acide acétique , la vitamine C) etc. D’autre part, un
petit nombre de techniques agissent par inactivation des micro-organismes comme
dans le cas de la pasteurisation, la stérilisation et I’irradiation. Les nouvelles
techniques tendent & prendre une approche plus « naturelle » comme par 1’ajout
d’enzymes bactériostatiques, 1’électroporation qui consiste a détruire la paroi cellulaire

des bactéries a 1’aide d’un courant électrique et I’ultra haute pression. (Gould, 1996) .

Bien que de nouvelles techniques soient mises au point, les méthodes chimiques et
physiques sont celles qui sont les plus souvent utilisées sur le marché. Dans la majorité
des cas, ces méthodes sont utilisées en combinaison pour optimiser les résultats et il

n’est pas rare de retrouver plusieurs additifs dans un méme produit (Roberts, 1989).

2.2  Les parabenes

Parmi les différents agents de conservation chimiques, il y a les esters de ’acide p-
hydroxybenzoique, plus communément appelés parabénes. Leur utilisation remonte a
1924 lorsque les premiers rapports sur leur activité antibactérienne et antifongique

furent publiés par Sabalitschka (Sabalitchka, 1924). Leur reconnaissance officielle



furent publiés par Sabalitschka (Sabalitchka, 1924). Leur reconnaissance officielle
comme agents de conservation débuta en 1934 avec I’inclusion du méthyle parabéne

dans la cinquiéme édition de la Swiss Pharmacopiea (Haag et Locrini.,1988).

On retrouve les parabénes dans une vaste gamme de produits. Ils servent d’agent de
conservation pour les aliments tels que la margarine, des préparations aux fruits, des
boissons non alcoolisées et des confiseries. On les retrouve également dans des
fromages pour la prévention des moisissures (Oka, 1964). De plus, ils constituent un
des plus importants agents antimicrobiens pour des produits pharmaceutiques tels que
des gouttes ophtalmiques, des gouttes nasales, des solutions de vitamines C, des
crémes médicamenteuses, des solutions antibiotiques, etc.... (Gottfried. 1962). Des
études ont également démontré que les parabénes avaient un potentiel thérapeutique
quant a la prévention et & la guérison de mycoses (Aalto ef al. 1953). Mais de nos
jours, ils sont essentiellement utilisés dans les cosmétiques tels que les shampooings,
les crémes, les lotions, les huiles, les gelées, les cires épilatoires, etc.... (Russell et al.
1967).

2.2.1 Propriétés physiques et chimiques

L’utilisation massive des parabénes par diverses industries est liée a leur coiit peu
élevé et a leur large spectre d’activité contre divers micro-organismes (bactéries,
moisissures et champignons). De plus, ils possédent plusieurs qualités physiques et
chimiques attrayantes pour un bon agent de conservation; ils sont inodores, incolores,
insipides, non toxiques, non volatiles, trés stables et leur activité antimicrobienne est
maintenue sur un large spectre de pH et de température. IIs sont également
compatibles avec une grande variété de drogues, de composés chimiques et de divers
mélanges utilisés industriellement (Aalto ef al. 1953). Les parabénes les plus utilisés

industriellement sont le méthyle, 1’éthyle, le propyle, et le butyle parabéne (Figure 1).



HO COOR

R = CHj: Méthyle
R =C,H;s : Ethyle
R = C;H;: Propyle
R =C,;Hy : Butyle

Figure 1 : Les esters de I’acide p-hydroxybenzoique

2.2.2 Activité antimicrobienne

Pour les parabénes, la concentration minimale inhibitrice requise varie selon chaque
ester et selon le microorganisme visé (Tableau 1). En général, les parabénes sont plus
actifs vis-a-vis les champignons et les moisissures qu’envers les bactéries. Ils sont
également plus efficaces envers les bactéries Gram positives qu’envers les bactéries

Gram négatives (Aalto ez al. 1953).



Micro-organisme

(CMI* PPM) Méthyle Ethyle  Propyle Butyle
Bacillus subtilis 2000 1000 500 250
Staphylococcus aureus 2000 1000 500 125
Escherichia coli 2000 1000 500 500
Klebsiella pneumoniae 1000 500 500 250
Serratia marcescens 1000 1000 500 500
Candida albicans 1000 500 250 125
Aspergillus niger 1000 500 250 125
Proteus vulgaris 1000 500 250 125

* Concentration minimale inhibitrice

Tableau 1: Activité antimicrobienne des parabénes envers différents micro-
organismes (Haag et Locrini, 1988).

L’efficacité antimicrobienne des parabénes augmente avec la longueur de la chaine
alkyle (Tableau 2). Des études ont démontré que I’ester benzylique posséde une trés
grande activité envers plusieurs micro-organismes (Wilson et Gisvold. 1956). Bien
que les esters a longue chaine soient plus efficaces, ce sont ceux a plus courte chaine
qui sont utilisés industriellement. Les esters a longue chaine sont peu utilisés a cause
de leur faible solubilité en milieux aqueux et de leur toxicité plus élevée. Le probléme
de I’efficacité versus la solubilité en milieu aqueux fut résolu par I’utilisation conjointe
de deux esters ou plus dans différentes formulations. La combinaison la plus
fréquemment retrouvée est le méthyle et le propyle parabéne. Il en résulte un effet
additif de D’efficacité de ces deux produits, ce qui améne une diminution de la
concentration de parabénes nécessaire pour inhiber la croissance de micro-organismes
(Gilliland et al. 1978).
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Esters Méthyle |Ethyle |Propyle |Butyle Benzyle
Solubilité % (eau 25°C) 025 |0.17 0.05 0.02 0.006
Concentration 0.05-0.2 0.02-0.1 {0.01-0.08 |0.01-0.1 ]0.01-0.1
minimale inhibitrice %

Tableau 2 : Tableau de la solubilité de différents esters de I’acide p-hydroxybenzoique
versus la CMI contre différents micro-organismes (Wilson et Gisvold. 1956).

2.2.3 Mécanisme d’action

Le mode d’action des parabénes n’est pas encore totalement connu, mais on leurs
attribue de multiples effets biologiques. Des études ont démontré qu’en général 1’effet
antimicrobien des parabénes est causé par une inhibition des transports au niveau de la
membrane cellulaire (Freese et Levin. 1978 , Eklund. 1980). Il semblerait qu’il y ait
relarguage du cytosol sans qu’il y ait eu une lyse de la membrane cellulaire. Ceci
indique une perturbation au niveau de la structure de la membrane par les parabénes
(Furr et Russel. 1972). Une étude faite par Ingolf et Eklund (1983) avec E. coli et
Bacillus subtilis a démontré que les parabénes inhibent la synthése d’ARN et d’ADN.
Mais, dans une autre étude, il fut également observé que la concentration nécessaire
pour inhiber la synthése d’acides nucléiques est approximativement le double de la
concentration nécessaire pour avoir un taux équivalent d’inhibition de la croissance
bactérienne (Aalto et al. 1953). Certains chercheurs ont proposé¢ que I’activité
bactériostatique des parabénes puisse étre due a une inactivation enzymatique, sans
jamais pour autant 1’avoir démontré (Shiralkar et Rege. 1978). Une étude récente a
démontré que les parabénes inhibent de maniére irréversible la glycolyse chez la

bactérie Streptococcus mutans qui cause la carie dentaire (Ma et Marquis. 1996).
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2.2.4 Résistance aux parabénes

Bien que les parabénes soient des agents de conservation grandement utilisés
commercialement, plusieurs cas de résistance ont été rapportés dans la littérature. Les
problémes reliés a la résistance des micro-organismes face aux agents de conservation
sont de plus en plus inquiétants. Dans le domaine médical on observe une résistance
accrue face aux antibiotiques, ce qui complique les traitements et oblige les médecins
a trouver des traitements alternatifs qui ne sont pas toujours disponibles. Dans
I’industrie alimentaire et pharmaceutique des lots entiers de produits contaminés

doivent étres détruits, entrainant ainsi des pertes économiques considérables.

Bien que les normes de qualité sur les biens de consommations soient de plus en plus
séveéres, il est possible que des produits préservés avec des parabénes puissent étre
contaminés par des micro-organismes résistants et se retrouver sur le marché, ce qui

pourrait entrainer un réel danger pour la santé et le bien-étre des consommateurs.

2.2.5 Micro-organismes hydrolysant les parabénes

Dans la littérature on rapporte un nombre considérable de bactéries résistantes a des
fortes concentrations de parabénes, mais seulement un petit nombre d’entre elles est
capable de le dégrader et de I’utiliser comme source de carbone. Une étude faite par
Zedan et ses collaborateurs (1982 a,b) rapporte que 120 contaminants bactériens ont
été isolés de produits pharmaceutiques ayant comme agent de conservation une
combinaison de propyle et de méthyle parabéne. De ce nombre, seulement 25 ont été

capables de croitre en milieu minimal salin ne contenant que des parabénes comme
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source de carbone. La plupart de ces bactéries étaient membres du genre

Pseudomonas.

En 1990, des chercheurs ont isolé a partir d’une solution de chlorure de benzalkonium
10 %, une souche bactérienne qui fut identifiée comme étant Pseudomonas cepacia
(Suemitsu et al.1990). Le chlorure de benzalkonium est utilisé fréquemment comme
antiseptique dans diverses formulations. IIs ont démontré que cette souche était
résistante non seulement au chlorure de benzalkonium, mais qu’elle était également
capable de croitre en milieu salin contenant du parabéne comme unique source de
carbone. Ces tests ont montré que le méthyle, I’éthyle, le n-propyle et le n-
butyle parabéne, individuellement, & une concentration de 100 ppm, ont été
complétement dégradés aprés trois semaines d’incubation avec cette bactérie. Aprés
deux semaines d’incubation, I’acide p-hydroxybenzoique, qui est le produit d’
hydrolyse du lien C-O de tous les parabénes a été observé, de méme que du méthyle

parabéne, produit par 1’hydrolyse du lien C-C de certains parabénes.

Une étude faite par Sokolski et collaborateurs (1962) met en évidence I’hydrolyse du
méthyle parabéne par la moisissure Clasporidium resinae. Ce contaminant a été isolé
a partir d’un produit pharmaceutique contenant de la pectine supplémentée de 0.2 %
de méthyle parabéne comme agent de conservation. Des tests ont été effectués avec 5
mL d’une solution stérile de méthyle parabéne a 0.2 %, a laquelle a été ajouté 1mL
d’un inoculum de Clasporidium resinae en milieu de culture Sabourraud
préalablement incubé 48 heures avec agitation. Aprés 5 jours d’incubation & 25°C,
70% du méthyle parabéne a été hydrolysé. Des tests fait par chromatographie sur
papier ont révélé 1’apparition de 1’acide p-hydroxybenzoique. Ce résultat a confirmé
I’hydrolyse du méthyle parabéne grace une enzyme du type estérase produite par la

moisissure.
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On retrouve donc un nombre considérable de micro-organismes qui ont la propriété de
dégrader les parabénes. Mais & une exception pres, aucune enzyme du type estérase
capable d’hydrolyser les parabénes n’a été isolée. En 1971, Child et ses collaborateurs
ont réussi a isoler et caractériser une estérase produite par Aspergillus flavus. 1ls ont
déterminé le point isoélectrique de 1’enzyme (4.45), son poids moléculaire (166 000
Da), son contenu en hydrate de carbone (42.8%) et sa composition en acides aminés.
Ils ont étudié le spectre d’activité de cette enzyme extracellulaire vis-a-vis les esters
phénoliques de divers acides carboxyliques aromatiques apparentés aux tannins. Lors
de cette caractérisation, ils ont mis 1’enzyme en présence d’autres substrats dont divers
esters de 1’acide p-hydroxybenzoique, notamment le méthyle et I’éthyle parabéne. Les
résultats ont révélé que I’enzyme avait la capacité de dégrader ces deux demiers

COMpOSES.

2.3 Enterobacter cloacae

Une souche d’Enterobacter cloacae (EM) a été isolée a partir d’un supplément
alimentaire qui contenait, comme agent de conservation, un mélange de propyle et de
méthyle parabéne. Cette bactérie a été étudiée a I’Institut Armand-Frappier par une
étudiante, Mme Lorédanna Valéanu. Son projet de maitrise avait, entre autres, pour
objectif de comprendre le ou les mécanismes impliqués dans la résistance aux
parabénes chez cette souche en vue de développer un syst¢tme de stabilisation

pleinement efficace (Valéanu ,1993).

Lors des travaux de caractérisation de la souche, la température optimale de croissance
fut déterminée par spectrophotométrie (650 nm). Trois températures furent étudiées,
soit 22, 30 et 37°C. La température optimale de croissance est 30°C. Il a également
été démontré que cette souche d’E. cloacae (EM) produisait une ou des enzymes de

type estérase qui hydrolysait les parabénes. La mise en évidence de cette activité
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enzymatique a été effectuée a I’aide d’un pétri contenant du parabéne cristallisé dans
de ’agar. Le surnageant d’une culture jeune de bactérie (100 uL) a été plagé dans un
puits pratiqué dans la gélose et celle-ci a été incubée toute la nuit 4 30°C. Une zone de
lyse nettement définie a été observée. Par la suite, des expériences furent effectuées
avec des cultures bactériennes liquides contenant des parabénes. L’analyse de ces
cultures par HPLC a démontré que la disparition des parabénes était concomitante
avec I’apparition de 1’acide p-hydroxybenzoique, lequel était ensuite dégradé par la
bactérie. Ceci, de méme que la nature thermosensible de cette activité, a prouvé

’existence d’un systéme enzymatique capable de couper le lien ester des parabénes.

Une simple extraction plasmidique a permis de mettre en évidence la présence d’un
plasmide de haut poids moléculaire chez la souche d’E. cloacae (EM), plasmide que
I’on ne retrouve pas dans la souche sensible. Une hypothése a été émise selon laquelle

ce plasmide pourrait étre a I’origine de la résistance aux parabénes.

24 Généralités sur les estérases

2.4.1 Les estérases

Les estérases sont des enzymes de type hydrolases qui ont pour réle de couper les liens
esters de différents substrats (Tsujita et al, 1990). 1l existe plusieurs caractéristiques
spécifiques aux estérases ont été mises en évidence. Premiérement, il fut démontré que
les estérases hydrolyse préférentiellement les liens esters des acides gras a courte
chaine (C, a Cg) (Wills, 1965). Deuxiemement, Sarda et Desnuelle (1958) ont observé
que les estérases démontraient une activité beaucoup plus élevée envers des substrats
solubles. En effet, les estérases ont une activité maximale envers les substrats non
saturés en solution aqueuse et leur activité n’est pas influencée par la présence d’une

interface. Les estérases sont actives uniquement envers des substrats solubles.
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Troisiémement, des tests d’activité enzymatique ont démontré que les estérases
répondent 4 une cinétique classique de Michaelis-Menten, c’est-a-dire que I’activité
enzymatique augmente en fonction de I’augmentation de la quantité de substrat
(Venger et de Haas, 1973).

2.4.2 Structure et génes conservés retrouveés chez les estérases

Les estérases sont des enzymes ubiquitaires qui ont été retrouvées autant chez des
eucaryotes, des eubactéries, que chez des archaeobactéries. Des similarités
structurelles furent identifiées. Une étude éffectué par Cygler et ses collaborateurs
(1993) superpose la structure de [P’acetylcholinestérase produite par Torpedo
californica (TcAChE) et de la lipase produite par Geotrichum candium (GCL) et les
compare a un allignement de séquence en acides aminés de 32 autres enzymes
appartenant a d’autres estérases, lipases ou protéines apparentées. Basé sur cet
alignement, 24 acides aminés furent conservés invariablement et 49 autres furent
hautement conservés. Les structures conservées sont le site actif, les pont disulfures,
les ponts salins ainsi que des acides aminés retrouvés dans le centre hydrophobe de la
protéine. Des études antérieures (Slabas ef al. 1990; Schrag ez al.1991) ont démontré
que les sites homologues sont plus souvent observés dans la partie N-terminale que

dans la partie C-terminale de I’enzyme.

Lors de I’alignement de séquence, on remarque que dans 29 enzymes étudiées, on
retrouve 24 acides aminés invariablement conservés et 21 de ceux-ci se retrouvaient
dans la partie N-terminale de la protéine. La majorité des acides aminées hautement
conservés se retrouvent au niveau du centre hydrophobe de la protéine et plus
précisément au niveau des feuillets . La plupart le sont entre les feuillets f1 et f 7
inclusivement. Par contre, les acides aminés formant les hélices o sont généralement

moins bien conservés.
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Les protéines du site catalytique furent clairement identifiées lors de ’alignement en
trois dimensions des séquences enzymatiques qui étaient composé de la triade Ser-His-
Glu. Cette triade est hautement conservée sauf dans le cas d’estérases hydrolysant le
cholestérol et dans le cas de carboxyestérases provenant de 1’espéce Drosophila ou
I’acide glutamique est remplagé par 1’acide aspartique. Le role impotant que joue cette
triade dans la fonction catalytique a été déterminé par diverses expérimentations qui
consistait a effectuer diverses mutations a ce site (DiPersio et al. 1990,1991; Gibney et
al. 1990; Haruki et al. 1999). Les mutations induisaient une baisse drastique et voire
méme une inhibition compléte de I’activité enzymatique, ce qui venait confirmer le
role primordial de ce site dans la catalyse. Le site actif fait également partie d’une
séquence hautement conservée : Gly-Glu(His)-Ser-Ala-Gly-Ala/Gly. Cette séquence et
plus particulierement le motif Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly, fut également retouvé dans
plusieurs autres enzymes contenant la triade catalytique (Bernner, 1988). Une étude
réalisé par Ollis et ses collaborateurs (1992) a démontré que la structure tertiaire du
site d’hydrolyse de la majorité des estérases étudiées est composé d’un motif a/f. La
sérine active (ou le peptide qui joue un rdle analogue) est positionné dans 1’angle de
torsion entre le feuillet B et I’hélice a. Il en résulte une bonne exposition du
groupement hydroxyle de la sérine et également rend plus accessible I’histidine du site
catalytique au substrat. L’acide aminé qui précéde la triade catalytique, est
généralement le glutamate dans le cas des familles de protéines appartenant au
lipases/estérases, ce qui suggere qu’il joue un réle important dans la catalyse. Cette
seconde chaine acide (Asp/Glu) dans le centre de la protéine vue en 3 dimensions est
hautement concervée. Aucun rble défini ne lui aie été attribué, mais certains auteurs
(Schrag et al. 1991; Sussman et al. 1991) ont suggéré que cette chaine pourrait avoir
un réle dans la coordination de la molécule d’eau qui est essentielle & I’hydrolyse du

substrat.
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Il a été démontré que la structure en 3 dimensions de TcAChE et de GCL contient
quatre ponts salins et deux ponts disulfures qui sont conservés. Les ponts salins jouent
un role essentiel dans la préservation du maintient des boucles qui composent la
structure du site actif. Les ponts disulfures situés a la partie N-terminale de la protéine
sont d’avantage important dans le maintient conformationnel des deux boucles dont

I’une fut clairement identifiée comme étant un site de liaison du substrat.

La majorité des estérases possédent une certaine homologie de structure. Mais, dans de
rares cas, il peut y avoir des différences par rapport aux structures généralement
rencontrées. La structure cristallisée de ’estérase produite par Streptomyces scabies
fut le premier exemple d’une enzyme possédant la diade Ser-His & son site catalytique
(Wei et al. 1995).

Récemment, une nouvelle bactérie affiliée a I’espéce des Alcaligenes fut isolée a partir
d’un échantillon de sol et a été identifiée comme membre de la sous-classe des
Protéobactéries [ (Bourne et al. 2000). Cette bactérie produit une estérase qui n’a
démontré aucune homologie sinificative avec d’autres protéines connues. Cette
nouvelle enzyme ne posséde pas la séquence Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly du site catalytique
des estérases. Le site catalytique de cette nouvelle enzyme est composé du motif o/
habituellement retrouvé chez ce type d’enzyme (Ollis et al. 1992) et la triade
peptidique fut identifiée comme étant His-Ser-Glu. Cette nouvelle enzyme posséde
également deux ponts disulfures et 5 ponts salins, aucun d’entre eux ne correspond aux

ponts conservés retrouvés par Cygler et ses collaborateurs(1993).
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2.4.3 Fonction catalytique

Le site actif des estérases est trés similaire a celui que I’on retrouve chez la serine
protéase qui est composé de la triade des acides aminés sérine (Ser), histidine (His) et
aspartate (Asp). Cette séquence consensus retrouvée a 1’extrémité C-terminale est
hautement conservée chez ces enzymes et constitue la clef de la catalyse. Bien que
cette séquence soit chimiquement identique a la sérine protéinase qui fut décrite pour
la premiére fois en 1969 par Blow et ses collaborateurs, elle est différente au point de
vue structurelle. Une certaine distance géographique entre les acides aminés est
maintenue, la localisation mutuelle de la serine et de I’aspartate est en conformité
avec celle de ’histidine qui est interchangée. La sérine nucléophilique est a la base du
mécanisme d’hydrolyse des tryglicérides par I’enzyme. L’oxygéne nucléophile de la
sérine active va venir former un intermédiaire hémiacétale tétrahédrique avec le
triacyle glycéride. Le lien ester est alors hydrolysé et le diacyle glycéride sera
relaché. Le site actif de la sérine est réactivé grace a une molécule d’eau. L’enzyme
réactivée pourra hydrolyser ’intermédiaire libéré (diacyle glycéride ou monoacyle
glycéride) jusqu'a ce qu’il y ait dissociation compléte des acides gras de la molécule de

glycérol (voir figure2) (Winkler et Gubernator, 1994).
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R = Triacylglycérol, diacylglycérol ou monoacylglycérol.

Figure 2 : Exemple du mécanisme catalytique d’une estérase.
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Le relachement de I’acide gras par la sérine active est d’une capitale importance dans
le processus de la catalyse. Dans le cas ou le lien entre 1’acide gras et le site actif

serait trop solide, il peut y avoir inhibition de I’enzyme.

2.44 Réactions enzymatiques catalysées par les estérases.

De nombreuses réactions enzymatiques peuvent étre catalysées par les estérases en
fonction des substrats utilisés. En milieu aqueux, la réaction enzymatique tend vers
I’hydrolyse des acides gras et il est possible d’obtenir des glycérides de longueurs
variables. Par contre, en milieu organique la réaction tend vers I’estérification, soit la

synthése d’un nouveau composé (voir figure 3).

RCOOR’ + H,0 RCOOH + R’OH

Ester Eau Ester Alcool

Figure 3: Réaction d’hydrolyse et de synthese (estérification) d’un composé par une

lipase/estérase.

Les réactions de transestérification sont également possibles. Ces réactions visent
essentiellement & obtenir des composés a chaines latérales plus longues. Parmi les
réactions de transestérification il y a I’alcoolise ou il y a libération d’un ester et d’un
alcool, I’acidolise ou la réaction engendre la libération d’un ester et d’un acide et
I’interestérification ou il y a échange de radicaux entre deux esters ce qui conduit a la

formation de nouveaux esters (voir figure 4).
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RCOOR’ + R’OH =~ RCOOR™+ R'OH
Ester Alcool Ester Alcool
RCOOR’ + R”’COOH —> RCOOR” + R’COOH
Ester Acide Ester Acide
RCOOR’ + R7’COOR’" < RCOOR™” + R’COOR’’
Ester Ester Ester Ester

Figure 4 : Exemple d’alcoolise, d’acidolise et d’interstérification par une estérase.

Les estérases ont aussi la propriété de pouvoir faire de I’estérification intramoléculaire

ou lactonization. Cette réaction conduit a la formation d’un lactone (voir figure 5).

0 (0]
R-O-C-(CH,),-OH ¢ .
Ester (CHy),
Lactone

Figure 5 : Exemple de lactonisation par une lipase/estérase.
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2.5 Importance industrielle des estérases.

De nos jours, il y a une monté fulgurante dans la recherche de nouveaux processus
biotechnologiques visant a faire la syntheése de composés. Les enzymes sont au coeur
méme de cette technologie. La synthése biologique de composés apporte une
alternative aux processus chimiques déja existants sur le marché. Les récents
développements technologiques dans le domaine analytique tel que le HPLC, GC et la
spectrométrie de masse sont présentement des outils indispensables pour I’analyse des
composés. Ils ont grandement aidé a faire avancer les recherches plus rapidement

dans le domaine.

La synthése de composés par des processus biotechnologiques est retrouvée dans des
domaines diversifiés de I’industrie. Par exemple, la synthése de composés d’arOmes
par ces processus est en développement croissant dans 1’industrie de I’alimentation.
Les produits issus par ces méthodes sont considérés comme des produits naturels par
les réglementations. La vente de composés d’ardmes est estimée & 675 millions $ US
en 1991 et les fonds attribués a la recherches sont estimés a 376 millions $ US dans la
communauté européenne (Cheetham, 1991). La majorit¢ des compagnies qui
produisent des ardmes ont mis en place un programme de recherche pour le
développement d’un processus de production biotechnologique de leurs composés

(Dziezak, 1986).

Les compagnies sont grandement influencées par les consommateurs qui tiennent
compte davantage des caractéristiques nutritionnelles de leur alimentation et plus
particuliérement, des additifs utilisés par les industries alimentaires. Cette tendance a
été démontée par I’accroissement sur le marché des produits industriels faibles en gras,

en sodium, en caféine ou en cholestérol et également par le remplacement du sucrose
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par l’aspartame. Le consommateur d’aujourd’hui recherche des produits qui
contiennent des colorants, des saveurs et des agents de conservation d’origines

naturelles en remplacement des additifs de synthése chimique.



Matériel et Méthodes
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3.0 Matériel et Méthodes

3.1 Provenance et identification de la souche

La souche Enterobacter cloacae (EM) a été isolée a partir d’un supplément
alimentaire contaminé (Valeanu, 1993). L’identification de la souche fut confirmée a

I’aide de la galerie A.P.IL et par le séquengage de I’ARN 16 S.

3.1.1 Extraction de ’ADN

Pour I’extraction de I’ADN, 1 mL de culture liquide a été prélevé et centrifugé 2
minutes a 16 250 g. Ensuite, 250 mg de billes de verres ont été ajoutées et les
bactéries furent resuspendues dans 1mL de tampon TEN [(50-20-150); 50 mM de Tris,
20 mM EDTA et 150 mM NaCl]. Cette suspension fut broyée pendant 5 minutes et
centrifugée 15 minutes a 16 250 g. Apreés la centrifugation, le surnageant a été récolté
et une extraction phénol/chloroforme/ alcool isoamylique [(50 :49 :1) (50/50)] a été
effectuée. Le mélange fut centrifugé 10 minutes a 16 250 g. Par la suite, une
extraction phénol/ alcool (24 :1) dans une protortion 50/50 (eau) fut faite et la
suspension centrifugée 2 minutes & 16 250 g. Suite & I’extraction, une précipitation a
I’acétate d’ammonium 10 M (ajout équivalent a 1/3 du volume) a été effectuée. Le
mélange fut mis sur la glace 20 minutes, puis centrifugé 15 minutes a 16 250 g.
Ensuite, 2 volumes d’éthanol 95 % ont été ajoutés au surnageant et le mélange incubé
15 minutes 4 -20°C. Puis, la suspension a été centrifugée 15 minutes (16 250 g) et le

culot resuspendu dans 50 pL d’eau.
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3.1.2 Amplification par PCR

Une amplification par PCR avec les amorces universelles du géne 16 S a été faite
avec I’ADN de la souche. Un mélange servant au PCR a été préparé avec les
réactifs de Pharmacia Biotech (USA). 11 était composé de 83 uL d’eau, 10 pL de
tampon Taq polymérase , 2 pL d’amorce pA et 2 uL d’amorce pH , 2 uL de dntp et
1 puL d’enzyme Taq polymérase. Les conditions de PCR utilisées furent les

suivantes :

80°C, 2 min ; 94°C, 5min; 1 cycle
72°C, 1 min, 94°C, 40 sec; (36°C), 1 min; 30 cycles
72°C, 10 min

3.2 Production de ’enzyme

3.2.1 Préparation du milieu de culture

Dans le but de faire la production a grande échelle de la bactérie, 10 litres de milieu
minimal de Davis contenant 3 % de glucose (p/v) ont été préparés de la fagon suivante
:106 g de milieu minimal de Davis sans dextrose ont ét¢ pesés et le volume a été
complété a 10 L avec de 1’eau osmose inverse. Ensuite, le milieu fut transféré dans 10
erlenmeyers de 2 litres a raison de 880 ml par erlenmeyer et le pH ajusté a 8.0 avec du
NaOH 3.0 N. L’utilisation d’erlenmeyers de 2 litres est nécessaire afin d’éviter les
éclaboussures lors de la stérilisation et de 1’agitation des milieux. En méme temps, 1.5

litres d’une solution glucose 25% (p/v) ont été préparés. Les milieux de culture ainsi
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que la solution de glucose ont été stérilisés a I’autoclave. Le glucose n’est pas
directement ajouté au milieu Davis avant stérilisation car il y a caramélisation du
milieu lors de la stérilisation. Ces milieux peuvent étre gardés a 4°C jusqu’a leur

utilisation.

3.2.2 Réhydratation des bactéries

L’inoculum a été obtenu a partir d’une ampoule contenant la souche lyophilisée d’E.
cloacae (EM) résistante aux parabeénes. Aprés vérification de I’étanchéité de
I’ampoule, les bactéries ont été réhydratées dans 100 ml de milieu minimal de Davis
contenant 3 % de glucose stérile a ’aide d’une pipette pasteur. La suspension a été

incubée a la température de la piéce pendant 24 heures sans agitation.

3.2.3  Inoculation des milieux et préparation de I’échantillon de départ

Lors de I'inoculation des milieux de culture, 120 mL de la solution glucose 25 % est
ajouté au 880 mL de milieu minimal de Davis contenu dans chaque erlenmeyer afin
d’ajuster la concentration de glucose a 3 %. Ensuite, 10 mL de I’inoculum de départ
ont été ajoutés dans chaque milieu. Les milieux ont ensuite été incubés a 34 °C, avec

agitation (240 rpm), pour une période de 24 heures.

Apres 24 heures d’incubation, la densité optique du milieu a été mesurée a une
longueur d’onde de 650 nm afin d’évaluer la croissance bactérienne. Les milieux ont
été centrifugés 30 minutes (18 480 g), a 4°C. Les bactéries ont été resuspendues dans

environ 80 mL de tampon MES a 20mM (pH 6.0) et mises sur la glace et ont subit 3
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passages a la presse de French a une pression de 12 000 psi. Cette étape a pour but de

casser les bactéries afin de libérer I’enzyme.

Afin de pouvoir récolter I’enzyme, le milieu a été centrifugé une premiére fois 30
minutes a 39 190 g 4 4°C. Le surnagent a été récolté et ultracentrifugé a 145 000 g
pour une durée de 90 minutes & 4°C afin d’éliminer tous les débris cellulaires. Le
surnageant dépourvu de tout débris cellulaires fut dialysé toute la nuit dans 4 litres de
tampon MES/NaOH a 0.5 mM. Le lendemain, I’échantillon a été filtré 3 fois (2.0 pum,
1.0 um et 0.22 um) et le filtrat constitue 1’échantillon de départ pour la purification.

3.3  Purification de I’enzyme

3.3.1 Séparation de I’échantillon sur une colonne cationique

La premicre étape de purification a été effectué a ’aide d’une colonne cationique (CM
Sépharose AP-2, 2 cm ID X 20 cm, Waters), couplée a un FPLC. Cette colonne était
composée d’une matrice carboxyméthyle échangeuse faible de cations. La colonne a
été lavée avec le tampon MES/ NaOH 20mM + 1M de NaCl (pH 6.0). Cinq a dix
volumes de colonne ont été €lués a un débit de 4 mL/min. La colonne fut ensuite
équilibrée avec le tampon MES/NaOH a 20 mM (pH 6.0). Suite a I’équilibration,
I’échantillon (240 ml) a été adsorbé sur la colonne a un débit de 4 mL/min. L’étape

d’adsoption a eu lieu jusqu’a ce que le signal UV revienne a la ligne de base.

Apreés ’adsorption de I’échantillon, différentes conditions d’élution ont été tentées. La

premiére condition fut 1’élution des protéines a I’aide d’un gradient linéaire croissant
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de NaCl de 0 a 1.0 M en 90 minutes (tampon MES/NaOH a 20 mM + NaCl 1M) . Les

fractions ont été récoltées a toutes les deux minutes .

Une deuxiéme expérience a été effectuées en ayant fait varier les paramétres d’élution.
Ce sont ces demnieres conditions qui furent conservées pour le protocole de

purification (voir tableau 3).

Temps Débit Solvant A % Solvant B %
(minutes) (mL/min) [MES 20mM pH (6.0)] | [MES 20mM + 1M NaCl pH (6.0)]
0 4 100 0
5 4 100 0
60 4 60 40
70 4 0 100
90 4 0 100
100 4 100 0

Tableau 3 : Conditions d’élution de I’enzyme sur la colonne cationique

3.3.2 Concentration des fractions actives

Les fractions actives ont €té concentrées 3 fois a 1’aide d’une cellule a pile agitatrice.
Le systéme est muni d’une membrane de type oméga 3K qui laisse passer les liquides
et les sels et qui retient les protéines (3000 daltons et plus) . Le tampon a été remplagé
par du tampon Bis-Tris/NaOH a 20 mM (pH 7.0). Afin de bien s’assurer qu’il ne reste
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plus de sel, I’échantillon a été dialyse toute la nuit a 4°C dans 4 litres de tampon Bis-
Tris/NaOH a 0.5 mM (pH 7.0).

3.3.3 Séparation sur une colonne anionique

La deuxiéme étape de purification a été le passage des fractions actives sur une
colonne échangeuse d’anions (QMA Avicell 0.5 cm ID X 6.0 cm, Waters), couplée a
un HPLC. Cette colonne était composée d’une matrice quaternaire amine échangeuse
forte d’anions. Le tampon utilisé pour le lavage de la colonne fut le Bis-Tris/NaOH a
20 mM auquel a été ajouté 2 M de NaCl (pH 7.0). Cinq a dix volumes de colonne ont
été passés a un débit de 1 mL par minute. Ensuite, la colonne a été équilibrée avec du
tampon Bis-Tris/NaOH a 20 mM (pH 7.0). L’échantillon (4.6 ml) fut passé sur la
colonne et les protéines qui furent adsorbées ont été€ par la suite €luées a I’aide d’un
gradient linéaire de NaCl qui variait de 0 a 100 % en 60 minutes & un débit de

ImL/min. Les fractions furent récoltées a toutes les deux minutes.

3.3.4 Concentration et dialyse de I’échantillon

Les fractions actives ont été concentrées 3 fois a 1’aide d’une cellule a pile agitatrice
muni d’une membrane de type oméga 3K. Le tampon a été remplagé par du
MES/NaOH a 20mM et I’échantillon a ensuite été dialysé toute la nuit a 4°C dans 4
litres de tampon MES/NaOH a 0.5 mM (pH 6.0). L’échantillon fut ensuite filtré a
I’aide d’une membrane 0.22 pM.
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3.3.5 Séparation de I’échantillon sur une colonne cationique

La troisiéme étape de purification a été le passage des fractions actives sur une
colonne échangeuse de cations (CM Avicell 0.5 cm ID X 8.0 cm, Waters), couplée a
un HPLC. La colonne Avicell était composée d’une matrice d’acide sulfonique
échangeuse forte de cations. Le tampon utilis¢ pour le lavage de la colonne fut le
méme qu’a la premiére étape de purification, soit le MES/NaOH a 20 mM + 1M de
NaCl (pH 6.0). Cinq a dix volumes de colonne furent passés a un débit de 1 mL/min.
Ensuite, la colonne a été équilibrée avec le tampon MES/NaOH a 20 mM (pH 6.0).
Suite & I’adsorption de 1’échantillon (7.3 ml), les protéines furent éluées a 1’aide d’un
gradient linéaire de NaCl qui variait de 0 a 30 % en 60 minutes & un débit de

1mL/min. Les fractions furent récoltées a toutes les deux minutes.

3.3.6 Concentration des fractions actives

Les fractions actives ont été concentrés 3 fois a I’aide d’un syst¢éme Macrosep. Les
fractions ont été placés dans le réservoir du systéme qui est muni d’une membrane 3
K. Les tubes ont été centrifugés 3 heures a 3000 g. Le tampon fut changé pour du
tampon phosphate de sodium/NaOH a 100 mM (pH 7.0). L’échantillon fut filtré a

I’aide d’une membrane 0.22 pum.

3.3.7 Séparation de I’échantillon sur un tamis moléculaire

La quatriéme étape de purification a été le passage des fractions actives (0.650 ml) sur
2 tamis moléculaires en série (Protein Pack SW 300, Waters), couplés a un systéme

HPLC (Waters Millipore, modéle 510). Ces colonnes étaient composées d’un gel qui
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sépare les protéines selon leur poids moléculaire. Leur intervalle de séparation se situe
entre 10 000 et 300 000 Da. La phase mobile qui fut utilisée était le tampon sodium
phosphate a 100 mM (pH 7.0). Le débit était de 0.5 mL/min et les fractions ont été

récoltées a toutes les minutes.

3.3.8 Test d’activité enzymatique

Afin de déterminer dans quelles fractions était contenue I’enzyme, des tests d’activité
enzymatique mesurant la disparition du propyle parabéne ont été réalisés par HPLC.
La colonne utilisée était une Nova-pack C-18 de Waters (3.9 X 15.0 cm).

Les tests d’activité ont été faits dans un tampon phosphate de sodium a 50 mM (pH
7.5). Chaque essai enzymatique était composé de 45 pL de la fraction a tester 45 pL
de propyle parabéne 1mM et 360 uL. de tampon pour un volume final de 450 pl. Les
échantillons ont été incubés 30 minutes a 27°C. Aprés la période d’incubation, les
échantillons furent placés 5 minutes dans un bain d’eau bouillante afin d’arréter la
réaction. Puis, 50 pL. d’acétonitrile contenant 1% d’acide acétique fut ajouté a chaque

tube. Les analyses sur HPLC ont été effectuées selon un gradient linéaire décrit ci-

dessous.
Temps Débit A% B%
(minutes) (ml) Eau + 0.1% acide|Acétonitrile + 0.1 %
acétique acide acétique
0 2 90 10
5 2 0 100
12 2 0 100
17 2 90 10
20 2 90 10
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L’activité enzymatique de 1’échantillon était évalué en fonction de la disparition du
substrat.

A partir des résultats obtenus, plusieurs valeurs ont ét¢ calculées soit I’activité

enzymatique, 1’activité spécifique, le taux de purification et le rendement.

Activité enzymatique (unités): Quantit¢ d’enzyme nécessaire pour dégrader une
pmole/minute/mL.

Activité spécifique (unités internationale :UI) : Activité enzymatique/ mg de protéines.

Taux de purification : Activité spécifique/ activité spécifique de I’extrait de départ.

Rendement (%) : Unités récupérées/ unités totales au départ.

3.3.9 Klectrophoréses en gel de polyacrylamide 12 % contenant 0.1 % SDS
(Laemmli, 1970).

Des électrophoréses en gel de polyacrylamide 12 % ont été effectués aprés chaque

étape de purification afin de visualiser les protéines des fractions actives

Les gels furent coulés entre deux plaques de verre montées sur un systéme
Miniprotean. La premiére étape fut de couler le gel de séparation qui était composé de
8ml d’une solution mére [16 ml d’acrylamide, 13.5 ml d’eau distillée, 10 ml Tris/HCI
1.5 M a pH8.8, 400 puL d’une solution de SDS 10 %], 40 pL de persulfate
d’ammonium et 4 uL. de TEMED. Environ 3.5 mL de cette préparation a été utilisée
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pour chaque gel et un peu d’eau fut mis au-dessus pour la polymérisation. Apres la
polymérisation du gel de séparation, 1’eau fut égouttée et le gel d’entassement
composé de 3 mL d’une solution mére [1.3 mL d’acrylamide, 6.1 mL d’eau distillée,
2.5 mL de Tris/HC1 0.5 M a pH :6.8, 100 puL de SDS 10 %], 15 pL de persulfate
d’ammonium et 3 uL de TEMED, a été coulé.

Pour la migration, un volume de 16 pl d’échantillon fut prélevé auquel a été ajouté 4
pL de tampon de migration. Le tampon de migration (5X) était composé de : 1.0 mL
d’eau distillée, 3.2 mL de glycérol (50 %), 1.6 mL de SDS (10 %), 0.4 mL de B-
mercaptoéthanol et 0.8 mL de bleu de bromophénol (50 %) . Les échantillons furent

plagés 7 minutes dans un bain d’eau porté a ébullition.

Pour la migration, la cavité entre les deux gels ainsi que le bain a été rempli de tampon
de migration a pH : 8.3 [5 g de Tris base, 24 g de glycine et 1.6 g de SDS Richemond
dans 1 litre d’eau distillée]. Les protéines ont alors été déposées dans les puits et un
courant de 200 volts a été appliqué afin de faire migrer les protéines dans le gel. La

migration a eu lieu jusqu’a ce que ’indicateur (bleu) fut rendu en bas du gel.

3.3.9.1 Coloration au bleu de coomassie

Les gels ont été placés dans la solution de coloration [méthanol (40 %), acide acétique
(10 %) , bleu de coomassie R-250 (1g/L) , eau distillée (50 %)] 15 minutes avec
agitation. Aprés 15 minutes, les gels furent transférés dans la solution de décoloration
[méthanol (40 %), acide acétique (10 %), eau distillée (50 %)] avec agitation. La
décoloration a ét¢ maintenue jusqu’a ce que les bandes soient nettement visibles.
Lorsque la décoloration fut terminée, les gels ont été placés dans une solution d’acide

acétique (5 %) afin de mettre fin a la décoloration.
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3.3.9.2 Coloration a I’argent ( technique modifiée de Blum et a/, 1987)

Les gels furent mis dans la solution de fixation [méthanol (50 %), acide acétique (5
%), eau (45 %)] une heure avec agitation. Puis, ils ont été transférés dans une solution
de 50 % méthanol/ 50 % eau pour 10 minutes, avec agitation, puis rincés 2 fois dans
1’eau pour une période de 10 minutes chacune. Les gels ont ensuite été placés dans une
solution de 0.02 % de thiosulfate de sodium pour une minute avec agitation. Puis, ils
ont été rincés 2 fois dans 1’eau pour 1 minute. Par la suite, ils ont été colorés avec une
solution de 0.2 % nitrate d’argent. Les gels ont été placés 20 minutes dans la solution
de coloration avec agitation. Ensuite, ils ont été rincés dans I’eau 2 fois pour une
période de une minute chacune. Finalement, les gels ont été placés dans une solution
contenant 2 % de carbonate de sodium et 0.001 % de formaldéhyde. Suite a la
révélation des bandes (environ 3 minutes), les gels ont été placés dans une solution

d’acide acétique 5 % afin de mettre fin a la coloration.

3.3.10 Dosage de protéines (Folin-Ciocalteu)

Un dosage de protéines a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu sur un
échantillon avant et apres purification (Lowry ef al. 1951). Une courbe standard a été
faite a 1’aide de concentrations connues de BSA (12, 30, 50, 60, 70, 80, 100, 120
pg/mL). Dans un méme temps, diverses dilutions des échantillons & doser ont été
effectuées (1/20, 1/100, 1/500, 1/2500). Chaque échantillon avait un volume final de
500 uL. A ce volume, 500 uL de la solution 1 (carbonate de sodium 1 M, NaOH 250
mM ) et 200 pL de la solution 2 (Sulfate de cuivre a 0.2 % et 0.4 % de tartrate de
sodium et de potassium 1 :1), ont ét€ ajoutés. La solution a ét¢ mélangé au vortex et
les tubes incubés 15 minutes & la température de la piece. Ensuite, 375 pL de la

solution 3 (solution de Folin, 1 :3 H,O) ont été ajoutés au mélange et les tubes ont été
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incubés 15 minutes & la température de la piece. L’absorbance des échantillons a

ensuite été déterminée & 700 nm au spectrophotometre.

34 Isolement et séquencage du géne codant pour Pestérase

3.4.1 Digestion de ’enzyme a la trypsine

La premiére étape a consisté a la dénaturation de I’enzyme. Pour ce faire, 10 pg
d’enzyme pure ont été pesés auxquels ont été ajoutés 25 pl. de tampon carbonate
d’ammonium 0.1M a pH 8.6 contenant 6M de guanidineesHCl . Cette solution fut
incubée 30 minutes 4 50°C. Ensuite, 0.5 uL de DTT 1M a é€té ajouté et la solution
incubée 2 heures a 30°C. A cette étape de réduction la concentration finale de DTT
était de 20mM. La troisiéme étape consiste en 1’alkylation de la protéine. Un volume
de 1 uL d’ADD (1 M) a été ajouté afin que la concentration finale en ADD soit de 40
mM. La solution a été incubée une demie heure a la température de la piéce dans
I’obscurité. Ensuite, les solvants de 1’échantillon furent complétement éliminé a 1’aide
d’un évaporateur. Suite a cette étape, 275 pL de tampon bicarbonate d’ammonium a
50 mM (pH 8.6) ont été ajoutés pour redissoudre la protéine. La trypsine a ensuite
été ajoutée ajouté selon un rapport molaire de 1:20. La digestion a eu lieu toute la
nuit a 37°C. Le lendemain, I’échantillon a été placé dans un bain d’eau bouillante

afin d’arréter la réaction.

3.4.2 Purification par ZipTip

Suite a la digestion a I’aide de la trypsine, la purification des peptides a été effectuée

par Zip Tips. Avant de procéder a la purification, toutes les solutions ont été filtrées
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avec des filtres 0.22 um. La premiére étape a consisté au mouillage de ’embout. Un
volume de 10 pL de solution d’acétonitrile (50 %) contenant 0.1 % d’acide
trifluoroacétique (TFA) a été passé dans ’embout. Cette étape a été répétée 4 fois
avec de la solution fraiche. Ensuite, la résine de ’embout a été équilibrée par passage
de 10 pL de TFA 4 0.1% . Cette étape fut répétée 5 fois avec de la solution fraiche. Par
la suite, 1’échantillon a été passé dans I’embout pour 1’adsorption des peptides sur la
matrice. Un volume de 2 pL. de TFA a 20 % a été ajouté a 18 pl. d’échantillon. La
moitié de cette solution a été passée sur la résine 10 fois par aspiration. Suite aux 10

aspirations, la méme étape a été répétée avec 1’autre moiti€.

La résine a ensuite été lavée par le passage de 10 pL. de TFA a 0.1 %. Cette étape a été
répétée 10 fois en prenant soin d’utiliser de la solution fraiche a chaque fois. Aprés
I’étape de lavage, les peptides ont été élués avec 12 pl. d’acétonitrile 3 80 % contenant
0.1% de TFA. L’éluant a été passé 3 a 4 fois dans la résine afin de s’assurer que tous
les peptides ont été élués. L’échantillon a été centrifugé et soniqué 5 minutes pour

enlever les bulles d’air.

3.4.3  Analyse des peptides par chromatographie liquide couplée &4 un spectre
de masse (MS).

Les peptides obtenus lors de la digestion a la trypsine ont ét€¢ analysés en mode
"nanospray" par un spectre de masse Quattro II (Micromass, Manchester, UK) triple
quadrupole en mode négatif. Un volume de 12 pl d’échantillon fut introduit dans un
fin capillaire. Le voltage qui fut appliqué a la sortie du capillaire était de 0.9 kV et la
température €tait maintenue a 100°C. Les analyses furent effectués sur des masses
comprises entre 600 et 1 200 Da. La chambre de collision contenait 4.5 X 104 mTorr

d’argon et I’énergie des collisions était de 27 eV.
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3.44 Préparation d’un échantillon pour microséquencage

Un gel de polyacrylamide 12 % contenant 0.1 % SDS a été préparé selon la méthode
mentionnée en 3.3.7. Lors de la migration, 200 puL. d’acide thioglycolique 100 mM ont
été ajoutés dans la chambre supérieure. La migration a eu lieu a 200 volts jusqu’a ce
que le bleu de bromophénol sorte du gel. Suite a la migration, les protéines ont subit
un transfert électrophorétique sur une membrane PVDF. La membrane a d’abord été
rincée une minute dans du méthanol. Ensuite, le gel ainsi que la membrane, ont été
rincés 5 minutes dans le tampon de transfert (CAPS 10 mM, 10 % de méthanol a pH
11). Le gel et la membrane ont été montés dans un systéme « Mini-transblot ». La
chambre a été remplie a ras bord de tampon de transfert et un courant de 250 mA
(constant) appliqué pour un période de 15 minutes. Ensuite, la membrane a été lavée 5
minutes dans de ’eau distillée, puis colorée 2 minutes au bleu de coomassie [bleu de
coomassie R-250 (0.1 %) dans du méthanol & 50 % ]. Apres coloration, la membrane
a été décolorée 7 minutes dans la solution de décoloration [méthanol 40%, acide
acétique (10 %), eau distillée (50 %)]. Cette solution a €té changée a chaque minute.
Finalement, la membrane a été lavée 5 minutes dans de I’eau distillée. Une fois la
membrane séchée, elle a été conservée a -20°C, a I’obscurité, jusqu’a son envoi a
I’Institut de Recherche Biologique pour le séquencage. (Méthode de Le Gendre et
Matsudaira, 1988).

La protéine a été traitée au bromure de cyanogéne. Le bromure de cyanogéne est un
réactif de petite taille qui a la propriété de couper la chaine polypeptidique en C-
terminal des résidus méthionines. L’avantage de travailler avec ce réactif est que la
réaction est moins dépendante de la structure de la protéine car, étant de petite taille, le
réactif ne souffre pas de I’encombrement stérique. L’enzyme ainsi clivée, fut mise sur
membrane de PVDF. Un des fragements obtenu a été retiré de la membrane et fut

séquengé.
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3.4.5 [Extraction plasmidique

Une extraction plasmidique a été effectuée pour les travaux de séquengage. Les
bactéries ont été cultivées dans 2 litres de milieu minimal Davis contenant 3 % de
glucose. Lorsque la densité optique du milieu a atteint 0.600 (a2 650 nm), 170 pg de
chloramphénicol par mL de milieu ont été ajoutés afin de forcer I’expression du
plasmide. Les milieux ont été incubés toute la nuit & 34°C avec agitation. Le
lendemain, le milieu a été centrifugé 15 minutes a 18 480 g. Apreés la centrifugation,
les bactéries ont été resuspendues dans 36 mL de TEG (Tris 25 mM a pH 8.0, EDTA
disodique 10mM a pH 8.0 et glucose a 50 mM). Ensuite, 4 mL d’une solution de
lysozyme (10 mg/mL TEG) qui doit étre préparée juste avant son utilisation ont été

ajoutés et le mélange incubé 10 minutes a la température de la piece.

Pour dénaturer les protéines, 120 ml de solution NaOH (0.2M) contenant 1% de SDS
ont été ajoutés et le mélange incubé 5 minutes a la température de la piece. Ensuite,
60 ml d’acétate de potassium 3M a pH 4.8 ont été ajoutés et la solution mise sur la
glace pour 15 minutes afin de précipiter les protéines. Puis, le mélange a été centrifugé
15 minutes & 7500 rpm & 4°C et le surnageant filtré sur du coton fromage. Le filtrat
obtenu a été mesuré et 0.6 volume d’isopropanol a ét¢ ajouté pour précipiter I’ADN
génomique et ’ARN. Le mélange a été incubé 60 minutes a la température de la piéce
et centrifugé 10 minutes a 6800 g. Le surnageant a été récupéré et 2 volumes d’éthanol
(95 %) furent ajoutés afin de précipiter les acides nucléiques. Le mélange a ensuite été
incubé 20 minutes sur la glace et centrifugé 15 minutes a4 6800 g. Le culot a été
resuspendu dans 1 mL de TE (Tris 10 mM additionné d” EDTA monosodique ImM a
pH 8.0) et 2 pl. de RNAse (10mg/mL) ont ét¢ ajoutés. Ce mélange a ensuite été

incubé 15 minutes a 37°C.
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L’extraction plamidique proprement dite a été faite par le traitement au PEG. A 1mL
de la solution d’ADN, 429 uL de NaCl (5 M) et 357 uL de PEG (30 %) + NaCl 1.5
M ont été ajoutés. Ce mélange a été incubé 30 minutes sur la glace, puis centrifugé 10
minutes a 6800 g. Le culot a été resuspendu dans 5 mL de TE (Tris 10 mM, EDTA 1
mM a pH 8.0). Une premicre extraction (50/50) phénol/chlorophorme/alcool
isoamylique (50 :49 :1) a été effectuée. La suspension a été centrifugée 15 minutes a
1480 g La phase aqueuse fut récupérée et une deuxiéme extraction (50/50)
chlorophorme/ alcool isoamylique (24 :1) a été¢ effectuée. La suspension fut
centrifugée 2 minutes & 1 480 g. La phase aqueuse a €té récupérée et de I’acétate de
sodium a 3M (pH 7.0) (1/10 du volume) et 2 volumes d’éthanol (95 %) ont été
ajoutés. Cette suspension a ét¢ incubée 30 minutes @ -20°C. Ensuite, la suspension
fut centrifugée 10 minutes & 16 250g, et le culot resuspendu dans 400 uL d’eau. Afin
de déterminer la quantité de plasmide, une dilution 1/100 a été effectuée et la densité

optique fut déterminée a 260 nm et 280 nm.

Pour visualiser le plasmide, 10 pL. d’échantillon plus 2ul. de tampon de bleu de
bromophenol (6X) ont été¢ déposés sur un gel d’agarose 1 %. La migration a été
effectuée dans du tampon TAE (Tris 40 mM contenant 1mM d’EDTA ) & un voltage
de 80 mV pour une durée d’environ 2 heures. Ensuite, le gel a été coloré dans une

solution de bromure d’éthidium 15 minutes et les bandes observées aux rayons U.V.

3.4.6 Amplification du géne

Un PCR a été effectué avec les amorces obtenues a partir des séquences en acides
aminés correspondant au N-terminal déterminé pour I’enzyme de E. cloacae (EM) et
d’un peptide obtenu par spectrométrie de masse. Deux températures d’hybridation ont
été utilisées, soit 36°C et 30°C. Les tests ont été effectués a partir des réactifs de
Pharmacia. Chaque essai a été fait avec de I’ADN plasmidique et de I’ADN
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chromosomique. Pour chaque type d’ADN trois tubes ont été¢ préparés: tous
contenaient 3 pL de tampon Taq, 42.5 pL d’eau, 1 pL de DNTP, 0.5 pL de Taq
polymérase. Ensuite, 1 pL d’amorce N-terminale (EcoN) a été ajouté au premier tube,
1 pl d’amorce EcoP1 dans le second tube et 1 uL. de chaque amorce ont été ajoutés au
troisiéme tube. Les échantillons ont ensuite été placés dans I’appareil a PCR et lorsque
la température atteint 80°C, 5 ng d’ADN (plasmidique ou chromosomique selon le

cas) ont été ajoutés. Le PCR a été effectué selon les conditions suivantes :

80°C, 2 min ; 94°C, 5min; 1 cycle
72°C, 1 min, 94°C, 40 sec; (36°C ou 30°C), 1 min; 30 cycles
72°C, 10 min

3.4.7 [Extraction de ’ADN a partir du gel d’agarose

La bande d’intérét obtenue par PCR a été coupée du gel d’agarose a 1’aide d’un
scalpel. Le protocole et les solutions qui furent utilisées proviennent de la compagnie
QIAEX. Tout d’abord, le gel a été pesé et 3 volumes de tampon QX1 ont été ajoutés.
Puis, 30 pL de solution QIAEX II ont été ajoutés et le mélange incubé 10 minutes a
50°C afin de solubiliser le gel. Le mélange a ensuite été centrifugé 30 secondes (16
250 g) et le culot lavé avec 500 puL de tampon QX1. Le mélange fut centrifugé 30
secondes et le culot lavé deux fois avec du tampon PE. Le culot a ensuite été séché a
1’air libre et 20 pL. de tampon Tris-HCI a 5 mM (pH 8.5) ont été ajoutés afin d’éluer
I’ADN. Le mélange a été incubé 5 minutes a la température de la pi¢ce et centrifugé

30 secondes. Le surnageant qui contient I’ADN purifiée a été récolté.
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3.4.8 Ligation du produit de PCR dans un vecteur

Le produit de PCR purifi¢ a été introduit dans le vecteur pGEM®-T Easy. Pour la
ligation, un mélange de 5 puL. de tampon de ligation, 1 uL de vecteur (50 ng), 2 puL
d’insert, 1 pL de T4 DNA ligase et 1 pL d’eau, a été préparé et incubé toute la nuit 4
4°C.

3.49 Transformation bactérienne par CaCl,

La transformation a été effectuée avec une souche de E. coli (XL1-blue). La souche
bactérienne a été repiquée dans 30 mL de milieu SOB a pH 7.0 [bacto tryptone (4%)
contenant 1 % d’extrait de levure , 0.1 % de NaCl, 5 mM de KCl, 10 mM de MgCl,] et
incubée a 37°C jusqu’a I’obtention d’une densité optique de 0.6 & une longueur d’onde
de 600nm.

La suspension bactérienne a été incubée 15 minutes sur la glace, puis centrifugée 5
minutes a 3 000 g. Le culot fut resuspendu dans 20 mL de CaCl, 100mM, incubé 10
minutes sur la glace et centrifugé 5 minutes (4°C) & 3 000 g . Le culot fut ensuite
resuspendu dans 10 mL de CaCl, 100 mM, incubé 10 minutes sur la glace et
centrifugé 5 minutes (4°C) a 3 000 g. Finalement, le culot a été resuspendu dans 1.2
mL de CaCl, 100mM. Les cellules étaient alors prétes a subir la transformation.

Dans un tube eppendorf, 200 uL de cellules compétentes ont été ajoutés au produit de
ligation. Dans un autre tube (contrdle négatif), 1uL de vecteur et 200 pL de cellules
compétentes ont été ajoutés. Les deux préparations ont été incubées 30 minutes sur la

glace. Ensuite, les tubes ont été placés 90 secondes a 42°C. Puis, ils ont été placés 2
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minutes sur la glace. Le mélange a été transféré dans 800 uL de milieu SOC (milieu
SOB plus glucose & 10 mM) et incubé a 37°C pour 45 minutes. Ensuite, le milieu a
été étalé sur pétris d’agar contenant de I’ampicilline. Les pétris ont été incubés toute
la nuit a 37°C.

3.4.10 Repiquage des colonies

Aprés 24 heures d’incubation, 11 colonies blanches et 1 colonie bleue ont été
repiquées dans 3 mL de milieu SOB (300 pg ampicilline ) et incubées toute la nuit a
37°C avec agitation.

3.4.11 Extraction de plasmides (MiniPrep)

Suite au repiquage des colonies, une extraction plasmidique a été effectuée. Pour ce
faire, 1 mL de culture bactérienne a été centrifugé 30 secondes. Le culot a été
resuspendu dans 500 pL de TEN, puis centrifugé 30 secondes. Ensuite, 200uL de
TEN et 300 uL de phénol/chlorophorme/alcool isoamylique (50 :49 :1) ont été ajoutés
et le tout vortexé jusqu’a ce qu’il y ait une émulsion. Le mélange fut ensuite centrifugé
15 minutes & 16 250 g, la partie aqueuse fut récoltée et 50 uL d’acétate d’ammonium
ont été ajoutés. Ensuite, 500 pL d’éthanol (95 %) ont été ajoutés au mélange. Le
mélange fut incubé 15 minutes a -20°C afin de faire précipiter les protéines, centrifugé
10 minutes (16 250 g) et le culot resuspendu dans 500 pL d’éthanol (70 %). Le
mélange a été centrifugé 1 minute et le culot fut resuspendu dans 50 puL de solution de
RNAse (10ug/mL). Ensuite, 5 pL d’échantilion ont été appliqués sur un gel

d’électrophorése d’agarose a 1 % .
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3.4.12 Digestion du plasmide avec EcoR1

Suite a D’extraction, les plasmides ont été digérés avec I’enzyme EcoR1 afin de
déterminer si le plasmide contient I’insert voulu. La digestion a été effectuée avec le
mélange suivant: 10 pL d’ADN, 0.5uL EcoR1, 5.5 pL d’eau, 4 uL. de ToPA. Le
mélange fut incubé toute la nuit & 37°C et mis sur gel d’agarose 1 % afin de visualiser

la présence ou non de I’insert.

3.4.13 Purification de ’ADN plasmidique pour le séquencage (Maxi Prep)

La purification d’un plasmide contenant 1’insert a été faite a 1’aide de la méthode et
des réactifs de QIAGEN. Un volume de 4 mL de culture bactérienne a été centrifugé
et le culot resuspendu dans 250 pL de tampon P1 par inversion jusqu’a ce qu’il y ait
lyse compléte des cellules. - Ensuite, 250 pL de tampon P2 ont été ajoutés et le tout
mélangé par inversion. Puis, 350 pL de tampon N3 ont été ajoutés et le mélange
centrifugé 10 minutes (16 250 g). Le surnageant a été placé au-dessus d’une colonne
de purification. La colonne fut centrifugée 60 secondes. L’¢éluant récolté dans le tube
Eppendorf a été jeté et 1a colonne a été lavée avec 500 pL de tampon PE et centrifugé
1 minute. L’éluant a été jeté et la colonne a été centrifugée une seconde fois afin
d’éliminer le tampon résiduel. Finalement, I’ADN a ét¢ élué avec 50 pL de tampon
EB (10 mM Tris.HCI a pH 8.5).

3.5 Test d’inhibition avec le diisopropyl fluorophosphate (DFP)

Des tests d’inhibition enzymatique au DFP (Calbiochem) ont été effectués avec
I’estérase pure. La réaction d’inhibition a été faite dans du tampon phosphate de
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sodium & 100 mM (pH 7.5) a la température de la piece. Une quantité¢ de 0.2 uM
d’enzyme a été incubée avec une concentration 0.5 mM de DFP dans un volume final
de 500 pL. Aprés une incubation d’une heure, I’échantillon a été évaporé a sec sous
jet d’azote. Le culot a ¢été resuspendu dans 500 pL d’eau milliQ. Ensuite,
I’échantillon a été dialysé trois fois contre 5 L d’eau milliQ filtré (filtre 0.22 pm) a 4°C
afin d’éliminer le DFP excédentaire. Des tests d’activité enzymatique ont été
effectués.



Résultats
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4.0 Résultats

4.1 Identification de la souche

L’amplification par PCR du géne de I’ARN 16S avec des amorces universelles a
permis de confirmer I’identification de notre souche. En effet, la séquence obtenue a
été comparée avec des séquences connues prises a partir de banques de données. Les
analyses ont démontré une homologie de plus de 99 % avec la séquence du géne de
I’ARN 16S d’Enterobacter cloacae.

4.2 Purification de I’estérase

La premiére partie du projet consistait en la purification de ’enzyme produite par la
souche qui hydrolyse les parabénes. Pour ce faire, différentes méthodes
chromatographiques et plusieurs conditions de purification ont été utilisées. 11 a fallu
trouver les bonnes conditions de purification compte tenu que le poids moléculaire et

le point isoélectrique de I’enzyme a purifier étaient inconnus.

4.2.1 Purification de I’échantillon initial a ’aide d’une colonne cationique.

La premiére étape de purification a été le passage de 1’échantillon de départ sur une
colonne cationique (CM Ap-2 de Waters). Afin d’optimiser la méthode de séparation,

différents gradients d’élution ont été utilisés. Le tampon utilisé lors de cette étape de
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purification est le tampon MES/NaOH a 20 mM (pH 6.0). Tout d’abord, un gradient
~ linéaire croissant de 0 a 1 M NaCl de 90 minutes fut utilisé  un débit de 4 ml/min. Cet
essai avait pour but de vérifier si I’enzyme était retenue par la colonne dans ces
conditions de tampon et de pH. Des tests d’activité enzymatique ont démontré que
I’enzyme était adsorbée a la colonne et qu’elle €luait lorsque la concentration de sel du
tampon se situe entre 0.26 et 0.36 M. Afin d’améliorer la séparation, le gradient a été
modifié, et un gradient linéaire croissant en sel de 0 2 0.4 M en 60 minutes fut utilisé.
Dans ces conditions, I’enzyme a été éluée a une concentration de sel située entre 0.20
et 0.27 M. Une meilleure séparation des protéines fut observée dans ces conditions

que dans les conditions d’élution précédentes.

Le degré de purification obtenu dans cette étape a été calculé. Un dosage de protéines
a révélé que la fraction avant le passage sur la colonne (fraction initiale) contenait
1633 mg de protéines. Des tests d’activité¢ enzymatique ont été effectués et le nombre
d’unités totales d’enzyme et 1’activité spécifique de I’échantillon de départ étaient
respectivement de 616 unités et de 0.37 UL Suite au passage de la fraction initiale sur
la colonne cationique, des tests d’activité enzymatique ont été effectués ainsi qu’un gel
SDS-Page afin d’identifier quelles fractions devaient étre retenues pour la prochaine
étape de purification. Chaque fraction fut diluée 1000 fois et celles qui démontrérent
une hydrolyse totale du propyle parabéne (0.1mM) en 30 minutes furent rassemblées.
Cette nouvelle fraction contenait 31 mg de protéines, pour un nombre total d’unités
enzymatiques de 430 unités et une activité spécifique de 14 Ul Le taux de
purification par rapport a la fraction initiale est de 37.8 et le pourcentage de rendement
est de 69.8 %.
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4.2.2 Purification de la fraction active a ’aide d’une colonne anionique

La deuxiéme étape de purification a été le passage de la fraction active sur une colonne
QMA (Waters). Le tampon utilisé fut le Bis-Tris/HCl 4 20 mM (pH 7.0). Des tests
préliminaires effectués sur Sep-Pack selon différents écarts de pH (6.5, 7.0, 7.5) ont
démontrés que 1’enzyme n’était pas retenue par la colonne alors que d’autres protéines
I’étaient. Les protéines n’ayant pas €té retenues furent récoltées en 2 fractions
distinctes (pic 1 et pic 2). La fraction qui a ét¢ retenue pour ’étape suivante de
purification est celle du pic 2 car le degré de purification obtenu avec le pic 2 est
supérieur a celui du pic 1. Il est a noter que la fraction 1 contient également une

quantité appréciable d’enzyme.

Tout comme a la premicre étape de purification, des tests d’activité enzymatique ont
été effectués. La quantité de protéines de la fraction retenue pour la deuxiéme étape
de purification est del2 mg, et contient 300 unités totales d’enzyme pour une activité
spécifique de 25 Ul Le taux de purification obtenu par rapport a la fraction initiale est
de 67.6 et le pourcentage de rendement est de 48.7 %.

4.2.3 Purification de la faction active a ’aide d’une colonne cationique

La troisiéme étape de purification a été le passage sur colonne CM Avicell (Waters).
Le tampon utilisé fut le méme que celui de la premiére étape de purification soit le
MES/NaOH a 20 mM (pH 6.0). Plusieurs conditions d’élution ont été testées. Tout
d’abord, un gradient linéaire croissant en sel allant de 0 & 1M NaCl en 60 minutes a
été appliqué. Dans ces conditions, aucune séparation n’a été observée. Les protéines

ont élu€ toutes en méme temps en un pic étroit lorsque le gradient était a 0.6 M de sel.
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Une autre gradient d’élution a été tenté, soit un gradient linéaire croissant en sel de 0 &

0.3 M NaCl en 60 minutes, ce qui a permis une meilleure séparation des protéines.

Comme a I’étape précédente de purification, des tests d’activités enzymatique ainsi
qu’un gel SDS- Page ont ét¢ effectués. Les fractions qui furent retenues avaient un
contenu en protéine de 0.578 mg, ainsi que 107 unités totales d’enzymes pour une
activité spécifique de 185 Ul. Le taux de purification par rapport a la faction initiale
est de 500 et le pourcentage de rendement est de17.3 %.

4.2.4 Purification des fractions actives a I’aide d’un tamis moléculaire

Plusieurs tamis moléculaires et plusieurs conditions ont été essayés. Le tampon utilisé
est le tampon sodium phosphate 4 50 mM (pH 7.0). Un premier essai a été effectué
avec un tamis Protein Pack SW 300. Ce tamis a la particularité de pouvoir séparer les
protéines entre 10 000 et 300 000 Daltons. Cependant, la séparation ainsi obtenue
n’était pas suffisante. L’expérience a donc été reprise avec deux tamis moléculaires
Protéin Pack 125 en série. Ce tamis a la particularit¢ de pouvoir séparer les protéines
entre 3000 et 60 000 Da. Un test préliminaire a été effectué¢ avec une toute petite
quantité de protéines. L’obtention de la protéine pure a bel et bien eu lieu. Cependant,
la quantité de protéines qui fut purifiée de la sorte était de 1’ordre du nanogramme
alors que la quantité a traiter était de 1’ordre du milligramme. Une quantité plus
importante en protéine appliquée sur ces colonnes a fait perdre la résolution de la
séparation. Comme nous n’avions pas a notre disposition ce type de tamis (Protein
Pack 125) mais de plus gros calibre, une nouvelle tentative a donc été effectuée avec
deux tamis moléculaires Protein Pack SW 300 couplés en série. Dans ces conditions,
une bonne séparation a été obtenue. Le chromatogramme démontre deux pics bien
distincts. L’enzyme purifiée se retrouve dans le pic 1 du chromatogramme (voir

Figure 6 ).
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Cette derniére étape de purification a permis 1’obtention de 0.461 mg de protéine pure.
Le nombre d’unités totales d’enzyme fut déterminé a 98 et 1’activité spécifique a 212
Ul Le taux de purification est de 572.9 et le pourcentage de rendement est de 15.9
%.

Enzyme

Temps
(minutes)

Figure 6 :Chromatogramme obtenu avec deux tamis moléculaires SW 300 en série. Le
pic 1 contient I’enzyme pure.
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Figure 7: Gel SDS-Page 12% de [1’échantillon du pic 1 obtenu aprés la
chromatographie sur 2 tamis moléculaire SW 300 en série. Puit 1 : marqueur de poids
moléculaire ; puit 2 : échantillon pic 1
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Etapede |Protéines |Unités totales | Activité Taux de | Rendement
purification | totales spécifique Ul | purification |%
(mg)

Extrait 1663 616 0.37 1 100
CM Ap-2 31 430 14 37.8 69.8
QMA 12 300 25 67.6 48.7
CM avicell 0.578 107 185 500 17.3
Tamis 0.461 98 212 572.9 15.9

4.3 Détermination du poids moléculaire et du point isoélectrique de I’enzyme.

Suite a la purification de I’enzyme, le poids moléculaire et le point isoélectrique de

I’enzyme ont été déterminé. Le poids moléculaire fut tout d’abord déterminé

approximativement grace a la visualisation au bleu de Coomassie de la protéine sur un

gel SDS-Page 12 % (Figure 7). Le poids moléculaire est d’environ 55 000 Daltons. Le

poids moléculaire exact fut ensuite déterminé par spectrométrie de masse et évalué a
54 640 Daltons.

Un gel de focalisation isoélectrique a permis I’identification du point isoélectrique de

I’enzyme (Figure 8). Le point isoélectrique est 6.9.
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Figure8: Gel d’isofocalisation de I’enzyme pure. Le point isoélectrique est de 6.9.
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4.3 Essais d’isolement du géne codant pour Pestérase purifiée

4.3.1 Production d’oligonucléotides dégénérés

Avant d’entreprendre les travaux de séquencage, des oligonucléotides furent obtenus a
partir de séquences en acides aminés de la protéine. Dans un premier temps, un
échantillon d’enzyme pure fut envoyé a un service de séquencage externe (Institut de
Recherches en Biotechnologie, IRB) afin d’obtenir la séquence N-terminal des acides

aminés de la protéine. Une séquence de 19 acides aminés a été obtenue:

GIn-Glu-Leu-Ser-Pro-Val-GIn-Met-Ser-Lys-Gly-Thr-Ile-Glu-Gly-Val-Lys-Asn-Asp

Un oligonucléotide dégénéré a été produit a partir de 1a séquence des 7 derniers acides

aminés (EcoN) :

Ile Glu Gly Val Lys Asn  Asp
5° AT(TCA) GA(GA) GG(N) GT(N) AA(GA) AA(TC) GA3 "’

L’oligonucléotide fut produit en tenant compte de toutes les possibilités en acides
nucléiques codant pour chacun de ces acides aminés. La dégénérescence est représenté

€n rouge.
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4.3.1.1 Production d’un oligonucléotide dégénéré a partir d’une séquence

obtenue par spectrométrie de masse en mode nanospray

Afin de pouvoir réaliser une amplification par PCR, I’obtention d’un deuxiéme
oligonucléotide était nécessaire. Le séquencage des acides aminés d’une seconde
partie de ’enzyme s’est fait par spectrométrie de masse. La protéine a été
fragmentée en petits peptides par une digestion a la trypsine. L’échantillon est alors
introduit dans le spectre de masse et I’on obtient un spectre de masse comportant

les ions correspondants aux différents peptides obtenus (Figure 9).
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Figure 9: Spectre de masse de 1’enzyme digérée a la trypsine
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Ensuite, chaque peptide peut étre séquengé en sélectionnant 1’ion correspondant et

en le fragmentant dans une cellule de collision d’un spectrometre de masse de type

triple quadrupole. Le peptide correspondant a 1’ion 1086 du spectre de masse fut

retenu pour étre séquengé. Les fragments obtenus peuvent ensuite étre analysés

avec des logiciels d’analyse (Figure 10) et la séquence du peptide peut alors étre

déterminée.
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Figure 10: Spectre de masse de I'ion 1086 fragmenté¢ et représentation de sa
séquence en acides aminés.

La séquence en acides aminés s’obtient par la soustraction de la valeur d’un ion par

celui qui le précéde. Chaque valeur de soustraction devrait en principe correspondre

a un fragment typique d’un acide aminé. Par cette méthode il est donc possible de
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reconstituer une séquence en acides aminés. La séquence obtenue de I’ion 1086 est

composée de 5 acides aminés :

Val-Ala-Pro-Thr-Glu

Un oligonucléotide dégénéré a été synthétisé a partir de la séquence des 5 acides

aminés (EcoP1) :

Val Ala Pro Thr Glu
3°CAN) CG(N) GG(N) TG(N) CT(TC) 5’ (brin complémentaire)
5’ (CTHTC (N)GT (NGG (N)GC (N)AC 3° (complément renversé)

La séquence retenue pour la production de I’oligonucléotide est celle du
complément inversé. Cet oligonucléotide s’hybridera sur le brin complémentaire
de ’ADN et amplifiera dans le sens contraire de I’oligonucléotide obtenu a partir

de 'extrémité N-terminale :

5’ P EcoN 3’
3? 5’
EcoP1 <*—

4.3.1.2 Production d’un oligonucléotide a partir d’une séquence obtenue par

le traitement au bromure de cyanogéne.

Un troisi¢éme oligonucléotide a été synthétisé a partir d’une séquence en acides

aminés de ’estérase obtenue de peptides générés par un traitement au bromure
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de cyanogéne. Le traitement et le séquengage a été effectué a I’'IRB. Ce

traitement a permis 1’obtention d’une séquence de 18 acides aminées :

Ala-Gly-Tyr-Phe-Ala-Lys-Gly-Leu-Phe-Asn-Arg-Ala-Ile-Val-Ser-Lys-Gly-
Tyr

Un oligonucléotide dégénéré a été synthétisé a partir des 7 premiers acides

aminés :

Ala  Gly Tyr Phe Ala Lys Gly
3’CG(N) CC(N) AT(A/G) AA(G/A) CG(N) TT(T/C) CC 5’ (brin complémentaire)

5’ CC (C/T)TT (N)GC (A/G)AA (G/A)TA (N)AC (N)GC 3’ (complément inverse)

4.3.2 Amplification du géne par PCR

Une amplification par PCR du géne codant pour ’enzyme a été tentée dans
plusieurs conditions d’hybridation. Tout d’abord, un PCR a été effectué avec
I’amorce EcoN et EcoP1 a une température d’hybridation de 36 °C (Figure 11).
Dans ces conditions, un produit de PCR fut observé en présence de EcoN seul et en
présence des deux amorces ensemble. Par contre, aucun produit de PCR n’est
observé en présence de EcoP1 seul. Ceci semble indiquer que I’amorce EcoP1 ne
s’hybride pas dans ces conditions. De plus, on remarque que les patrons
d’hybridation de EcoN seul et celui des deux amorces ensemble sont semblables.
Ceci semble indiquer encore une fois que I’amorce EcoP1 ne s’hybriderait pas. On
observe aussi qu’il n’y a aucune différence apparente entre le patron
d’amplification obtenu a partir de I’ADN chromosomique et ’ADN plasmidique
avec I’amorce EcoN seul. Donc, il n’y aurait aucune hybridation qui serait

spécifique a un ou I’autre des deux types d’ADN.



57

1 23456 78910

=
|

Puit 1 : Marqueur de poids moléculaire (1 Kb )

Puit 2 : Amorce EcoN + ADN plasmidique

Puit 3 : Amorce EcoN + ADN génomique

Puit 4 : Amorce EcoN sans ADN

Puit 5: Amorce EcoP1 + ADN plasmidique

Puit 6 : Amorce EcoP1 + ADN génomique

Puit 7 : Amorce EcoN sans ADN

Puit 8 : Amorce EcoN + amorce Ecopl + ADN plasmidique
Puit 9 : Amorce EcoN + amorce Ecopl + ADN génomique
Puit 10 : Amorce EcoN + amorce Ecopl + sans ADN

Figure 11 : Produits de PCR effectué a 36°C séparés sur gel d’agarose (1 %)

Afin de favoriser I’hybridation, un second PCR a été effectué a 30 °C (Figure 12).
A cette température, ’amorce EcoPl ne s’hybride toujours pas. Par contre, on
remarque un amplification importante avec les deux amorces pour I’ADN
génomique a 800 paires de bases (pb). Compte tenu de son intensité, ce fragment

d’ADN a été cloné et séquencé



58

1 2 3456

> & 00 pb

Puit 1 : marqueur de poids moléculaire (1 kb )
Puit 2 : EcoP1 + ADN plasmidique

Puit 3 : EcoP1+ ADN génomique

Puit 4 : EcoP1 sans ADN

Puit 5: EcoP1+ EcoN + ADN plasmidique
Puit 6 : EcoP1+ EcoN + ADN génomique

Figure 12 : Produits de PCR effectué a 30°C séparés sur gel d’agarose 1 %

4.3.3 Clonage et séquencage du produit de PCR

Le fragment d’ADN désiré a été excisé du gel d’agarose, puis introduit dans un
vecteur multicopie et transformé dans une souche de E. coli. Un transformant fut
sélectionné suite a une digestion du vecteur avec I’enzyme EcoRI (X-L1 Blue). Le
plasmide d’un transformant qui contient I’insert désiré a ensuite été¢ séquengé
(Figurel3).
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Figure 13: Clonage du fragment de 800 pb dans le vecteur GemPT-easy

Le séquencgage a produit une séquence de 944 pb. Cette séquence en acides
nucléiques a été convertie en séquence d’acides aminés dans les trois cadres de
lecture possibles. Ensuite, une recherche a été effectué afin de déterminer le cadre
de lecture qui contient la séquence codante de 1’amorce N-terminal (la séquence en

acide nucléique est soulignée et la séquence en acides aminés est représenté en
vert) :

*6 G * K *M D RL S E I F T W K S L K
L R G L KM NGQTI KU RDIYME K P E
I E GV KN EWTD * A R Y L H G K A *
5' ATTGAGGGGGTTAAAAATGAATGGACAGATTAAGCGAGATATTTACATGGAAAAGCCTGA
10 20 30 40 50 60
3'TAACTCCCCCAATTTTTACTTACCTGTCTAATTCGCTCTATARATGTACCTTTTCGGACT
N L P N F I F P C I L R S M S F G S
Q p P * F H I S L N
s p T L F S H V S

*
w
)
e H

Dans le cadre de lecture de la séquence codant pour le N-terminal, il y a 2 codons
stop (*) a proximité de la séquence. Ceci indique que la séquence présente dans ce
cadre de lecture ne code pas pour un géne. Des recherches ont également été

effectuées dans des banques de données. Les résultats obtenus révelent que la
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séquence présente dans un autre cadre de lecture a une homologie de 65 % avec
une protéine de régulation (Glycosyl-3-phosphate). Le géne séquengé ne

correspondrait donc pas au géne de 1’estérase recherché.

4.3.4 Autres conditions d’hybridation

La séquence obtenue dans les conditions de PCR mentionnées précédemment n’a
pas donné le résultat escompté. De nouvelles conditions d’hybridation furent
tentées par "touch down PCR". Cette technique implique I’utilisation de diverses
températures d’hybridation qui vont d’une température élevée a une température
faible (55°C-33°C). Cette méthode vise a favoriser une hybridation plus spécifique
de I’amorce a ’ADN-cible. Les amorces utilisées étaient EcoN et EcoP1. Dans ces
conditions, un produit de PCR a été observé en présence de 1’amorce EcoN seul
ainsi qu’en présence des deux amorces. Les deux patrons d’amplification semblent
identiques. Aucune amplification spécifique n’a ét¢ observée. Encore une fois,
aucune amplification n’a été observée lorsque 1’amorce EcoP1 est utilisée seule.

L’amorce ne semble donc pas s’hybrider .

Afin de vérifier qu’une amplification spécifique aurait peut-&tre eu lieu en présence
de I’amorce Ecopl seule, mais qu’elle serait trop faible pour pouvoir visualiser le
ADN amplifié sur gel, un PCR a été effectué avec les deux amorces (EcoN et
Ecopl) a 36 °C a partir du produit de PCR obtenu par le " touch down" effectué
précédemment. Dans ces conditions, un patron d’amplification a été observé sur
gel. On remarque une amplification importante d’un fragment d’ADN de 1000 pb.
qui a été cloné et séquenge (Figurel4).
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Puit 1 : Marqueur de poids moléculaire (1Kb)
Puit 2 : Amorce EcoN + Amorce EcoP1 + produit de PCR du " touch down"
Puit 3 : Amorce EcoN + Amorce EcoP1 sans ADN

Figure 14 : Produit de PCR effectué a 36°C a partir du " touch down" PCR séparé
sur gel d’agarose (1 %).

Un fragment de 1009 pb a été obtenu au séquencage. La séquence d’acides
nucléiques fut convertie en séquence d’acides aminés dans les trois cadres de
lecture possibles. Ensuite, le cadre de lecture ou se retrouve la séquence codante N-

terminal fut identifié :

10 20 30 40 50 60
5’ATAGAGGGGGTAAAGAATGACTATCCGGATGATTACAGCGAGAAGCACGAAGAAGAGCTG
I E G ¥V K N B ¥ E ) !
*R G * R M T I R M I 7T A R S T K K S *
R G G K E * L 8 G * L Q R E A R R R A D

670 680 690 700 710 720
CGTCACCACGCGGACGTGCTGGCGCGTCGTCAATAAGGAGCATTGCCATGAAATTAACTC
0 * G AL P * N * L
V T T R T C W R V vV N K E H C H E I N S
S P R G R A GA S S I R S I A L (
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Les recherches faites & partir des banques de données montrent une homologie de
79 % avec une séquence codante pour une perméase (glycerol-3-phosphate)
retrouvée chez E. coli. La séquence codant pour cette protéine se retrouve dans le
cadre de lecture de la séquence N-terminal. Donc, encore une fois, cette séquence
ne code pas pour I’estérase recherchée. Ces recherches montrent également une
séquence codante pour une estérase, mais cette séquence ne se retrouve pas dans le
cadre de lecture de la séquence N-terminal. Elle ne correspond donc pas a I’estérase

recherchée.

4.3.5 Nouvelles conditions de PCR

Deux tentatives ont été effectué¢es afin d’obtenir la séquence du geéne codant pour
I’estérase, mais elles ont été sans succes. Le principal probléme était qu’une seule
des deux amorces s’hybridait 4 I’ADN. Il devenait difficile de distinguer une
hybridation spécifique d’une hybridation non spécifique. Une nouvelle amorce a
donc été fabriquée (EcoP2) et un "touch down PCR" a été effectué avec les
amorces EcoN et EcoP2 (Figure 15). Un patron d’amplification a été observé
lorsque EcoN seul a ét¢ mis en présence de I’ADN chromosomique et plasmidique.
Aucune amplification n’a été observée avec EcoP2 seul en présence des deux types
d’ADN. Par contre, un patron d’amplification fut observé lorsque EcoN et EcoP2
étaient en présence de I’ ADN plasmidique seulement. Aucun patron d’amplification
ne fut observé lorsque les deux amorces ont ét¢ mises en présence de I’ADN

chromosomique.
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Puit 1 : Marqueur de poids moléculaire (1 Kb )

Puit 3 : Amorce EcoP2 + ADN génomique

Puit 4 : Amorce EcoP2 + ADN plasmidique

Puit 5 : Amorce EcoP2 sans ADN

Puit 6: Amorce EcoN + amorce Ecop2 + ADN génomique
Puit 7 : Amorce EcoN + amorce Ecop2 + ADN plasmidique
Puit 8 : Amorce EcoN + amorce Ecop2 + sans ADN

Figure 15: Produits de PCR fait a partir d’'un "touch down PCR" séparés sur gel
d’agarose (1 %)

Un second "touch down PCR" a été effectué avec le premier produit de PCR de
I’amorce EcoP2 seul afin de s’assurer qu’il n’y avait aucune amplification, et non
pas une amplification trop faible pour pouvoir la visualiser sur gel. Une trés faible
amplification a été observée sur gel avec le deuxiétme PCR. Contrairement a

I’amorce EcoP1, ’amorce EcoP2 s’hybride a I’ADN.
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Le patron d’amplification obtenu a partir des deux amorces et de I’ADN
plasmidique démontre trois bandes intéressante a 1000, 800 et 600 pb. Le fragment
de 600 paires de bases fut extrait du gel, cloné et séquengé. Ce fragment a donné
une séquence de 591 paires de bases. La séquence fut convertie en séquence
d’acides aminés dans les trois cadres de lecture possibles. La séquence codant pour
le N-terminal ne fut pas retrouvée en entier, certains acides aminés étant remplacés
par d’autres. La séquence obtenue codait pour une aminotransférase et n’était pas

dans le bon cadre de lecture par rapport au N-terminal.

4.3.6 Alignement de séquences

Les séquences obtenues correspondant au N-terminal et a I’amorce EcoP2 ont été
analysées dans des banques de données afin de déterminer s’il existe des génes
connus qui posseédent ces séquences (Annexe A). En ce qui concerne les recherches
faites a partir du N-terminal, rien de concluant en est ressorti. Par contre, les
recherches faites a partir du peptide interne montrent une forte homologie avec 11
séquences correspondant a des carboxylestérases provenants de différentes
bactéries. Ces séquences furent alignées et analysées. Plusieurs séquences
consensus ont été observées et deux d’entre elles sont composées de six acides

aminés ou plus.

4.4 Test d’inhibition au DFP

Un test d’inhibition au DFP a été effectué dans le but de déterminer si le site
catalytique de I’enzyme contenait une sérine active. Une certaine quantité

d’enzyme a été incubée en présence du DFP et parallélement une méme quantité
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d’enzyme fut incubée en absence de DFP. Suite au traitement, des tests d’activité
enzymatique ont démontré qu’aucune activité enzymatique n’a été observée en
présence de 1’échantillon traité au DFP alors que I’activité résiduelle dans le
témoin était de 16 %. Ce test semble confirmer qu’il y aurait une sérine active dans

le site catalytique de I’enzyme .
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5.0 Discussion

5.1 Purification de I’estérase

La purification d’une protéine débute par la production en grande quantité¢ de la
protéine a purifier et implique ’utilisation de colonnes chromatographiques
reposant sur des principes de séparation différents. Chaque protéine est unique et
nécessite donc la mise au point de son propre protocole de purification. Différents
facteurs doivent étres pris en considération tel que le choix de la colonne, le choix
du tampon et de son pH. Par exemple, lors d’une purification par échange ionique,
les deux facteurs les plus importants sont le choix du tampon et le choix de son pH
par rapport au type de matrice utilisée (cationique ou anionique). Il important de
s’assurer que le tampon choisi est adéquat, c’est-a-dire qu’il n’inhibe pas la
fonction biologique de la protéine a purifier, dans le cas présent, son activité
enzymatique. De plus, il doit favoriser les interactions de la protéine avec la
matrice. Le pH, quant a lui, influence la charge de la protéine. Le choix d’un pH
adéquat pour la purification est fait en fonction du point isoélectrique de la protéine
a purifier, c’est —a —dire le pH a laquelle sa charge est neutre. Le pH de la phase
mobile est alors ajusté afin d’obtenir la charge désirée sur la protéine selon le type
de matrice choisie. Il est important de prendre en considération qu’une variation
trop drastique du pH peut entrainer une inhibition irréversible de la fonction
biologique ou une dénaturation de la protéine. Le poids moléculaire de la protéine a
purifier est important lorsque la chromatographie d’exclusion (tamis moléculaire)
est utilisée. Il existe sur le marché divers tamis moléculaires qui séparent les
protéines selon différentes plages de masse moléculaire. Le poids moléculaire de la
protéine a purifier est alors le facteur le plus important & considérer lors du choix

d’une colonne chromatographique d’exclusion.
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Pour la purification de I’estérase hydrolysant les parabénes, aucune information
n’¢était disponible quant au poids moléculaire et au point isoélectrique de 1’enzyme.
Nous devions donc procéder par la méthode essai-erreur. La localisation de
I’enzyme dans les différentes fractions ainsi que la quantification des parameétres de
purification étaient suivies par des tests d’activité enzymatique en utilisant le

propyle parabéne comme substrat.

5.1.1 Purification de ’extrait initial & ’aide de la colonne cationique

Les colonnes a échanges ioniques sont trés largement utilisées lors de purification
de protéines. D’ailleurs Child et ses collaborateurs (1971) ont utilisé la colonne
cationique CM Sephadex C-50 lors d’une étape de purification de I’estérase
produite par Aspergillus flavus. Cette colonne & les mémes propriétés que celle
utilisée lors de la premiére étape de purification de I’estérase produite par E.

cloacae (EM).

Donc, la premiére étape de purification a ét¢ effectuée a I’aide d’une colonne
échangeuse faible de cations CM Sépharose AP-2. Cette colonne posséde une
matrice chargée négativement et retient au passage les protéines chargées
positivement. La propriété échangeuse faible indique que la résine est chargée sur
un petit écart de pH. Les colonne échangeuses d’ions ont une bonne capacité de
séparation puisque la résolution de la séparation est controlé par 1’expérimentateur
qui fait varier dans le temps la concentration du contre-ions. Cette méthode de
séparation rend possible deés le début la départition de la majorité des protéines non

désirées.
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Un second facteur important a considérer est la capacité d’adsorption de la matrice.
Ces matrices ne peuvent retenir qu’une certaine quantité de protéines, il est
important de ne pas dépasser cette capacité, car le surplus sera automatiquement
éliminé lors de I’étape d’adsoption. La colonne utilisée contenait 116 g de matrice
dont la capacité était de 200 mg de protéines par gramme de matrice. La colonne
pouvait donc adsorber jusqu’a 23 g de protéines. Comme il est cependant
recommandé de ne pas dépasser 20 % de la capacité de la colonne, la capacité utile
était donc de 4.6 g. La capacité de la colonne était donc adéquate pour nos besoins

puisque I’échantillon de départ ne contenait que 1663 mg de protéines.

Le tampon MES/NaOH a 20 mM (pH 6.0) a été choisi pour cette étape de
purification. Des tests d’activité¢ enzymatique ont démontré que ce tampon n’inhibe
pas I’activité de 1’enzyme. Comme le point isoélectrique de I’enzyme était inconnu,
des tests ont été effectués et ont démontré que I’enzyme est retenue par la matrice

dans ces conditions de pH et de tampon.

Cette étape de purification a été trés satisfaisante, plus de 98.2 % des protéines non
désirées ont été €liminées pour un taux de récupération de 1’activité enzymatique de
69.8 %.

5.1.2 Purification des fractions actives a I’aide de la colonne anionique

La seconde étape de purification a été la séparation des fractions actives sur une
colonne échangeuse forte d’anions (QMA). La propriété échangeuse forte indique
que la matrice est ionisée sur un large spectre de pH. Lors de la purification de
I’estérase produite par Bacillus circulans, Kademi et ses collaborateurs (2000) ont

utilisé la colonne Mono-Q dans I’une de leurs étapes de purification. Cette colonne



70

a échange anionique posseéde des propriétés semblables a celle utilisée pour purifier

notre estérase.

La capacité d’adsorption de la colonne était de 360 mg de protéines et 1’échantillon
a purifier contenait 31 mg de protéines. Bien que plusieurs tentatives de
purification furent effectués a différents pH (entre 6.5 et 8.0), I’enzyme n’a jamais
été retenue par la colonne. Alors que d’autres protéines a des pH élevés (7.5-8.0)
étaient si fortement accroché a la colonne qu’il était trés difficile de les éluer. La
molarité en sel a été augmentée jusqu’a 2 M afin de pourvoir décrocher toutes les
protéines. Les raisons pour lesquelles I’enzyme n’a pas été retenue n’ont pas été
élucidées, vraisemblablement le tampon utilisé n’était pas adéquat pour notre

protéine et n’a pas favorisé son adsorbtion.

Lors de ces essais, il fut observé que de nombreuses protéines €taient retenues par
la colonne. La fraction protéique qui n’a pas été retenue par la colonne a donc été
conservée et les protéines qui ont été retenues par la matrice ont été rejetées. Les
protéines qui n’ont pas été retenues par la colonne ont élué en deux pics bien
distincts. La fraction qui a été conservée pour la prochaine étape de purification est
celle correspondant au deuxiéme pic car elle présente 1’activité enzymatique la plus
élevée. L’activité enzymatique du premier pic était cependant relativement
importante et il aurait ét¢ souhaitable de tenter de repurifier cette fraction. Mais,

faute de temps, seule la deuxieme fraction fut retenue.

Bien que le but de la purification par chromatographie d’affinité est 1’adsorption de
la protéine et son élution a I’aide d’un contre-ion, il arrive parfois qu’une
purification négative s’avére efficace dans le protocole de purification. D’ailleurs,
c’est ce qu’il fut démontré lors de la purification de la lipase produite par Rhizopus
oryzae (Hiol et al. 2000). Le protocole qui fut élaboré pour purifier cette enzyme

comportait & I’étape 2 une purification sur une colonne Q-Sepharose. Or, I’enzyme
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ne fut pas adsorbé sur cette colonne et 1’éluant qui contenait I’enzyme fut conservé

pour la prochaine étape de purification.

Finalement, cette étape de purification a quand méme été relativement efficace,
puisque 60 % des protéines ont été éliminées par rapport a la fraction précédent
cette étape. Le taux de récupération de 1’activité enzymatique est de 49 % par

rapport au contenu de I’extrait de départ, ce qui est satisfaisant.

5.1.3  Purification de la fraction actives a P’aide de la colonne cationique

Pour la troisi¢tme étape de purification, une colonne cationique CM Avicell
(Waters) a été utilisée. Cette matrice differe de la premiére en ce qu’elle est
échangeuse forte de cations. Ce qui veut dire qu’elle est ionisée sur une petite
plage de pH. La colonne utilisée avait une capacité d’adsorption de 512 mg de
protéines, pour un échantillon contenant 12 mg. Le tampon utilisé est le méme que
celui de la premiére étape. Le pH et le tampon n’ont pas été modifiés puisqu’ils
n’affectent pas ’activité enzymatique et que dans ces conditions, 1’enzyme était

retenue par la matrice.

Plusieurs conditions d’¢lution furent tentées. Le gradient ou la meilleure séparation
fut obtenue était un gradient linéaire qui allait de 0 & 0.20 M en 40 minutes, avec un
plateau de 10 minutes a 0.20 M NaCl qui a ensuite été utilisé. Dans ces conditions,
il y a eu une bonne séparation des protéines a une concentration de 0.15a 0.20 M
de NaCl.
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Cette étape de purification a permis d’éliminer 95 % des protéines et de récupérer
39 % de I’activité par rapport a la fraction précédent cette étape. Le taux de
récupération de 1’activité enzymatique par rapport a I’extrait de départ est de 17.3
%.

5.1.4 Purification de la fraction active a 1’aide d’un tamis moléculaire

Suite a la séparation de la fraction active sur la colonne CM Avicell, il ne restait
que trés peu d’impuretés visibles sur gel d’acrylamide. Ces protéines
contaminantes étaient en trés faible concentration puisqu’elles n’étaient visibles
qu’a la coloration au nitrate d’argent. La derniére étape de purification a été
effectuée a 1’aide d’une colonne de chromatographie d’exclusion. Cette méthode
est fréquemment utilisée, dans les protocoles de purification (Child et al. 1971, Hiol
et al. 2000, Kademi ef al. 2000). La séparation s’effectue en fonction de la variation

du poids moléculaire des protéines.

Comme le poids moléculaire de I’enzyme était inconnu, plusieurs tamis moléculaire
ont été essayés dont le Protein Pack SW 300. Ce tamis permet de séparer des
protéines ayant un poids moléculaire entre 10 000 et 300 000 Da. Avec ce tamis,
une certaine séparation des protéines a été observée, mais il restait encore des
impuretées dans les fractions actives. Une seconde tentative a été effectuée a ’aide
de deux tamis moléculaire Protein Pack 125 couplés en série. Ce tamis permet de
séparer des protéines ayant un poids moléculaire entre 2000 et 80 000 Da. Ce type
de tamis était composé d’une matrice plus fine que la précédente et permettait un
meilleur pouvoir de séparation pour les protéines dont le poids moléculaire est
inférieur a 80 000 Da. L’utilisation de deux tamis en série augmente le pouvoir de
séparation du systéme. Dans ces conditions I’enzyme a été obtenue pure. Or, les

tests préliminaires furent effectués avec une trés petite quantité d’échantillon dans
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I’ordre du ng de protéine. Mais, dans la réalité nous avions une quantité beaucoup
plus importante a purifier qui était dans 1’ordre du pg de protéines. Lorsque que
nous avons tenté la purification avec une plus grosse quantité en protéine, la
résolution de la séparation n’était pas aussi bonne et I’enzyme ne fut pas purifiée.
Afin d’augmenter la résolution de la séparation en fonction de la quantité en
protéine que nous avions, une purification a été tentée a 1’aide de deux tamis
moléculaire Protein Pack SW 300 couplé en série. Dans ces conditions il fut

possible de purifier ’enzyme en fonction de la quantité que nous avions.

Lors de cette derniere étape de purification, 30 % des protéines contenues dans la
fraction précédente ont été €liminées pour une récupération de l'activité de 91 %.
Le taux de récupération de ’activité enzymatique par rapport a 1’extrait initial est
de159%.

5.1.5 Tableau de purification

La purification de ’enzyme consistait a éliminer toutes les protéines étrangéres,
tout en perdant le moins possible de I’enzyme en cours de route. Il s’agissait donc
d’obtenir des fractions successives ou le rapport activité totale/protéines totales
(activité spécifique) va en augmentant. Le maximum de ce rapport est atteint quand
I’enzyme est pure (Pelmont,1993). Le tableau de purification (Tableau 4, voir p.48)
démontre que 1’activité spécifique augmente a chaque étape de purification, ce qui

indique que la démarche entreprise pour purifier I’enzyme semble adéquate.

Lors de cette purification, I’enzyme fut purifiée 572.9 fois et 15.9 % de I’activité
enzymatique de départ a été récupérée. Il faut prendre note que les valeurs exactes

du rendement et du taux de purification peuvent &tres entachées d’erreurs si le
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dosage de ’activité dans I’extrait brut pose probléme. Il est possible que I’extrait
de départ contienne des substances étrangeres qui interférent avec la mesure de
’activité enzymatique alors qu’elles seront éliminées par la suite. Par exemple, si
la quantité¢ d’enzyme dans I’extrait de départ est sous-évalué suite a la présence
d’un inhibiteur, le rendement et le facteur de purification seront surévalués. Cela ne
semble pas le cas ici vu I’impo tante activité¢ enzymatique observé dans 1’extrait de
départ. Dans cette purification, le pourcentage de rendement est de 15.9 %. Un
pourcentage plus important aurait pu étre observé car il y a eu une perte importante
de protéines lors du passage sur la colonne Avicell. Plusieurs conditions de
purification ont été tentées sur la colonne Avicell avant d’obtenir une séparation
acceptable. C’est lors de ces essais successifs que des quantités appréciables
d’enzyme furent perdues. Il est vraisemblable que le pourcentage de rendement
serait plus important lors d’une prochaine purification avec les conditions

optimisées.

Une comparaison fut faite entre le tableau de purification de notre estérase avec
celui de I’estérase produite par B. circulans (Kademi et al. 2000) et celui de
I’estérase produite par A. flavus (Child et al. 1971). Les trois protocoles
contiennent chacun 4 étapes de purification. Dans tous les cas on observe une
augmentation de I’activité spécifique apreés chaque étape de purification. Ce qui
différe entre eux c’est le degré de purification et le pourcentage de rendement. En
effet, dans le cas le I’estérase produite par B. circulans le taux de purification
obtenu était de 711 et le rendement était de 1 %. Par contre, I’estérase produite par
A. flavus I’enzyme a été purifiée 149 fois et le rendement obtenu était de 45 %
comparativement a I’estérase produite par E. cloacae (EM) ou I’enzyme fut purifiée
572.9 fois et le rendement obtenu fut de 15.9 %. On remarque que plus I’enzyme

doit étre purifiée, moins le taux de récupération de 1’enzyme est important.
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5.1.6 Détermination du poids moléculaire et du point isoélectrique de

I’enzyme.

La purification de I’enzyme a permis d’identifier le poids moléculaire de 1’enzyme
qui est de 54 640 Daltons. Son point isoélectrique fut également identifié a 6.9. Ces
résultats nous permettent de mieux comprendre ce qui c’est passé lors de la
purification. Lors du passage de I’échantillon sur les colonne cationiques (CM AP-
2 et Avicell), le pH du tampon était ajusté a 6.0. Dans ces conditions, 1’enzyme
était chargée positivement puisque le pH se situait en dessous de la valeur du point
isoélectrique. Les échanges avec la matrice étaient alors favorisés. Par contre, lors
du passage des fractions actives sur la colonne anionique QMA, le pH du tampon
était ajusté a 7.0. Dans ces conditions, la charge de I’enzyme est neutre, ce qui

vient expliquer pourquoi ’enzyme n’a pas été retenue sur la matrice.

En ce qui concerne le choix du tamis moléculaire, il était adéquat puisque 1’enzyme
était dans I’intervalle de séparation de la colonne (10 000 et 300 000 Daltons). Par
contre, il faut comprendre que 1’on doit tenir compte non seulement du pouvoir de
séparation de la colonne, mais également de sa résolution. Comme la présence
d’un seul tamis n’était pas suffisant pour séparer adéquatement 1’enzyme des autres
protéines, 1’ajout d’un deuxiéme tamis a permis d’augmenter la résolution de la

séparation et 1’obtention de la protéine pure.

5.2 Essais d’isolement du géne codant pour Pestérase

Suite a I’obtention de la protéine pure, I’isolement du géne responsable de la
synthése de ’estérase purifiée a été tenté par 1’utilisation d’amorces dégénérées.

Cette méthode permet de cloner un géne nouveau ou non caractérisé appartenant a
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une famille de génes déja connues (Compton,1990). Les deux facteurs les plus
importants a considérer lors de I’utilisation des ce type d’oligonucléotides sont la
dégénérescence et les conditions de PCR. Les amorces doivent étre fabriqués a
partir d’une région en acides aminé qui induira le moins possible de
dégénérescence. Les conditions de PCR devront étre optimisées afin qu’il y ait un

équilibre entre 1’efficacité de ’amplification et la spécificité du geéne recherché.

La premiére étape consistait a obtenir deux amorces a partir de la séquence de
I’enzyme purifiée. Une des approches a consisté a I’utilisation de la séquence du N-
terminal pour produire une amorce dégénérée, tout comme 1’on fait Fernandez et
ses collaborateurs (2000) lors du séquengage du geéne de la tributyrin esterase
produite par Lactococcus lactis. Une autre séquence fut obtenue a partir d’un
peptide généré par clivage au bromure de cyanogéne. Une troisiéme séquence fut
obtenue par séquengage par spectrométriec de masse de peptides obtenu par

hydrolyse de I’enzyme a 1’aide de la trypsine.

5.2.1 Séquencage d’un peptide par spectrométrie de masse

L’analyse de peptides et de protéines par spectrométrie de masse a connu un essor
important au cour de la derniére décennie. C’est par cette technique que nous

avons tenté d’obtenir une s€équence peptidique de I’enzyme.

La premiére étape de 1’analyse en spectrométrie de masse a été digestion a la
trypsine de I’enzyme. Aprés purification avec un ZipTip, I’échantillon digéré est
placé dans un fin capillaire qui est introduit dans le spectre de masse. Un courant
est appliqué sur le capillaire et 1’échantillon est nébulisé en fines gouttelettes

chargées. Les peptides chargés sont expulsés des goutelettes et amenées au premier
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quadrupole ou ils sont analysés en fonction de leur rapport m/z (masse/charge).
Subséquemment, on peut s€lectionner un ion et I’amener dans une cellule a
collision ou il est fragmenté par collision avec un gaz. Les fragments obtenus sont
ensuite analysés avec le troisieme quadrupole. L’analyse des fragments détectés

permet la détermination de la séquence du peptide (Yates, 1998).

L’analyse d’une séquence en acides aminés par spectrométrie de masse est délicate.
Tous les peptides détectés ne fragmentent pas de la méme maniére dans la cellule
de collision et les fragments observés ne permettent pas nécessairement de
reconstituer une séquence. Plusieurs acides aminés ont des masses identiques, tel la
leucine et I’isoleucine ou la glutamine et la lysine, ou trés voisines, comme
I’asparagine et 1’acide aspartique ou l’acide glutamique et la lysine. De plus,
certaines séquences de deux acides aminés présentent la méme masse que certains
acides aminés plus lourds. La détermination de la séquence se fait par I’étude des
différences de masse entre les différents ions qui correspondent généralement a la
fragmentation du lien peptidique. Comme I’intensité des ions fragmentés est
souvent faible, le bruit de fond est souvent relativement fort, ce qui complique

d’autant I’analyse.

Dans I’expérimentation faite avec 1’estérase, il a ét€ possible d’obtenir la séquence
d’un seul peptide bien que plusieurs peptides furent détectés et fragmentés. Une
séquence de seulement 5 acides aminés fut obtenue. Plusieurs des ions fragmentés
n’étaient pas des peptides alors que les autres avaient un bruit de fond trop
important. Pour certains peptides, des séquences de seulement 2 ou 3 acides
aminés ont été obtenues, ce qui €tait trop court pour nos besoins. Finalement, dans
d’autres cas la séquence obtenue était trop dégénérée pour pouvoir 1’utiliser. Un
oligonucléotide dégénéré fut quand méme produit a partir de la séquence de cinq

acides aminés obtenue.
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5.2.2 Amplification par PCR et séquencage.

Les premiéres tentatives d’amplification du géne par PCR ont été effectuées avec
les amorces obtenues a partir du N-terminal (EcoN) et de la séquence obtenue en
spectrométric de masse (EcoP1). Des amplifications ont été effectuées avec de
I’ADN plasmidique et chromosomique a des températures de 30°C et 36°C. Ces
températures, plutét basses, furent choisies afin de favoriser 1’hybridation des
amorces a4 I’ADN (Dominguez et Larrea, 1994.). La dégénérescence des amorces a
entrainé I’amplification de plusieurs génes. Dans ces conditions, I’amorce EcoP1 ne
s’est pas hybridé 8 ’ADN. Il est possible que la dégénérescence de 1’amorce soit
trop importante ou que 1’amorce soit trop petite pour s’hybrider. En effet, I’amorce
faite & partir du N-terminal est composée de 21 nucléotides comparativement a
EcoPl1 qui en a seulement 15. De plus, nous remarquons que les patrons
d’amplification de ’ADN génomique et plasmidique sont identiques. Il est
possible que, dans ces conditions, ’amorce EcoN s’hybride seulement 8 I’ADN
génomique. Lors d’une extraction de plasmide, il reste toujours un peu d’ADN
gémonique et se serait & ce dernier que I’amorce se serait hybridé. Une
amplification importante fut observée a 800 paires de bases. Ce fragment fut cloné
et séquengé. Malheureusement, les analyses de séquence ont révélé que ce géne
codait pour une protéine de régulation (glycosyl-3-phosphate) et ne correspondait

donc pas 3 I’estérase recherchée.

Une seconde approche fut tentée avec les deux méme amorces en utilisant la
technique du "touch down PCR". Ce PCR passe de températures élevées
d’hybridation a des températures moins élevées (55°C-30°C). Cette technique est
utilisée dans le but de favoriser une hybridation plus spécifique des amorces a

I’ ADN et ainsi éviter une amplifiaction de génes non recherchés (Don et al. 1991).
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Le but de cette tentative était de faire s’hybrider I’amorce EcoP1 afin de pouvoir
observer une amplification plus spécifique. Dans ces conditions, I’amorce EcoP1
ne s’hybride toujours pas a ’ADN. Par contre, une amplification importante avec
I’amorce du N-terminal a été observée a 1000 paires de bases. Ce fragment fut
cloné et séquencé. Les analyses de séquence ont révélé que ce geéne codait pour une

perméase (glycerol-3-phosphate).

Un troisiéme essai d’amplification fut tenté avec I’amorce EcoN qui s’hybride a
I’ADN et une nouvelle amorce, EcoP2. L’approche qui fut utilisée est celle du le "
touch down PCR" en présence de I’ADN génomique et plasmidique.
Contrairement a I’amorce EcoP1, I’amorce EcoP2 s’hybride a ’ADN. Par contre,
une amplification ne fut observée qu’en présence de I’ADN plasmidique seulement.
Un fragment de 591 paires de bases fut cloné et séquengé. Les analyses de
séquences ont révélé que ce geéne codait pour une aminotransférase. Ce géne

codant pour une aminotransférase était également localisé sur un plasmide.

5.2.3 Alignement de séquences

La principale difficulté des différentes tentatives de séquengage du géne codant
pour I’estérase décrites précédemment est I’utilisation d’amorces dégénérées. Bien
qu’aucune de ces tentatives n’a permis d’identifier le géne codant pour I’estérase,
des analyses dans des banques de données ont été effectuées avec la séquence des
peptides qui ont servi a la fabrication des amorces. Les résultats révélent une forte
homologie de la séquence correspondant au peptide interne (EcoP2) avec 11
séquences connues de carboxylestérases chez différentes bactéries. Ces résultats
laissent croire que I’estérase qui fut purifiée serait une carboxylestérase. Parmi les

séquences consensus il y en a deux de six acides aminées et plus (référer a I’annexe
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A). Des oligonucléotides moins dégénérés pourraient étres produits a partir de ces
séquences, ce qui favoriserait une hybridation plus spécifique a I’ADN et

permettant ainsi la localisation et le séquengage de I’estérase recherchée.

5.3 Test d’inhibition au DFP

Des tests d’inhibition enzymatique au DFP ont été effectués en présence de
I’enzyme. Ce test visait a démontrer la présence d’une sérine active dans le site
catalytique de notre estérase. Le DFP réagit avec la sérine activée, inhibitant ainsi
I’activité enzymatique. Ce test est couramment utilisé pour la caractérisation
enzymatique, a savoir si I’enzyme est sensible ou résistante au DFP (Goullet et
Picard, 1990, Gillot et André, 1995, Tesch ef al. 1996, Manco et al. 2000)

Le test que nous avons effectué démontre une inhibition compléte de I’activité
enzymatique et 16 % de I’activité enzymatique fut retrouvé dans le témoin. Ceci
semble indiquer que notre estérase aurait dans son site catalytique une sérine
activée comme on en retrouve dans un grand nombre d’estérases (Winkler et al.
1994). Le faible pourcentage d’activité retrouvé dans le groupe témoin fut expliqué
par les rigueurs du traitement. En effet, I'incubation de I’échantillon a la
température de la piece, 1’évaporation des solvants sous jet d’ azote et les dialyses

sont toutes des étapes ou I’enzyme est susceptible de perdre une partie son activité.



Conclusion
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6.0 Conclusion

Ce travail met en relief un nouveau mécanisme de résistance des bactéries vis-a-vis les
parabénes. Bien qu’un certain nombre d’études eurent ét¢ effectuées sur la résistance
bactérienne envers les parabénes, aucune estérase n’avait été mise en évidence ou

isolée jusqu’a présent.

L’objectif principal de ce travail était donc de purifier et d’efffectuer une premiére
caractérisation de 1’estérase produite par la souche d’Enterobacter cloacae (EM)
hydrolysant les parabénes. Les différentes purifications effectuées a I’aide de diverses
méthodes chromatographiques nous ont amené a obtenir une certaine quantité de
I’enzyme pure. Nous avons déterminé son poids moléculaire (54 640 Daltons) et son

point isoélectrique (6.9).

Les travaux de séquengage ont été entamés sans toutefois pouvoir étre terminés. Des
essais ont été effectués a I’aide d’amorces dégénérées obtenues a partir du N-terminal
et de deux séquences peptidiques internes. Plusieurs essais furent effectués mais
aucuns d’entres eux n’a permis 1’obtention de la séquence de 1’enzyme. Cela est di
vraisemblablement 4 la dégénérescence des amorces qui provoque plusieurs

amplifications non spécifiques du géne recherché.

Une comparaison de séquence effectuée avec un séquence peptidique interne (EcoP2)
dans les banques de données a démontré une forte homologie avec 11 séquences
connues de carboxylestérase. Ces séquences furent alignées et plusieurs régions

consensus furent identifiées. Dans le futur, il serait intéressant de produire des
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oligonucléotides a partir des séquences conservées afin de compléter le séquengage de
I’enzyme. De plus il serait intéressant de vérifier si cette estérase contient le motif Gly-

Xaa-Ser-Xaa-Gly hautement conservé au site actif des estérases.

Des tests d’inhibition enzymatique effectués a I’aide du DFP ont permis de démontrer
que l’estérase posséde une sérine active dans son site catalytique comme on en

retrouve chez plusieurs estérases.

Finalement, aucun test n’a permis de démontrer I’implication du plasmide dans la
résistance de la bactérie face aux parabénes. Il serait intéressant de tenter d’introduire
le plasmide de la souche résistante chez la souche sauvage. Il serait alors possible de

déterminer si la résistance est due au plasmide ou non.



Annexes



Annexe A

Alignement des séquences obtenues dans les banques
de données (Blast)a partir de EcoP2



Annexe A

Alignement des 11 séquences ressorties par les analyses effectuées avec le
peptide interne EcoP2 et EcoN

est.msf{dinol}= Dinococcus radiodurans AA12163
est.msf{dion2} idem H75522
est.msf{comaci} Comamonas acidovorans BAA76305
est.msf{stco2} Streptococcus coelicolar CAB55678
est.msf{stco3} idem T35910
est.msf{ps23} Pseudomonas sp BP-23 CAB32083
est.msf{ps7} Pseudomonas sp BP-7 CAB93516
est.msf{mtub} Mycobacterium Tuberculosis CAA17259
est.msf{arthro} Arthrobacter oxidans Q001470

est.msf{myzo} Myzus persicae (eucaryotes) X74555
est.msf{cele} C. elegans (eucaryotes) JC1374
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1GinreEGqiFepylp....
nGsnqdEwsyFvasre....
vchtteEy. .wlldav....
mGwtrdEyriwlvpg.....
iGttlhEGalFigphv....
iGtnrdEGylFftpds....
vGtnaeEGrlFtrflg....
iGwtrdEGtfpfafdp....
isiagdEGliFstflgleng
iGtttaE...... lrdpiyi
-G=-~-EG-~F-~=—cm=m-

500
vysYeFrdpnPprpaqlrpt
tyfYeFsdprP..plglagk
ifmYeFrd.rtaipsigrnt
graflsrfdrrradp.....
shvYeFawpsnlpdl.....
vwnYrFdwvmPehpl.....
vwmYrFdw.hPdkpp.....
tylYrydya.Prtlr.....
vra¥YqgFdvvsPlsd......

vyfYeFgysgnysyvaffdp
vfiYdykdagP..... ..af
—==Y-F-—==P-emmme—e

600

1gl...apgevtpvgdfrae
mtl...epgatalkpnfdgr
lgldvasaggirelatfetd
r...dssteateateateak
rvfgdgaphtaygpldpeyd
lifnhe.ievvhd...pess
lilnse.lsiehd...pdge
lvfdrr.criefd...phgh
lvvgdegaevardlarpdhv
frftkitqgqggtfearegstm
flidfdknftmpgtrdgyys
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