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SOMMAIRE

La souche sauvage Streptomyces 1lividans 66 produit
plusieurs enzymes lignocellulolytiques dont la cellulase B.
Afin de faciliter le séquengage du géne cel B, il a été sous-
cloné chez Escherichia coli. Des homologies de séquences sont
observées avec des cellulases provenant d’autres
micro-organismes. Conséquemment, la cellulase B fait partie des
glucanases de la famille H. Les domaines catalytiques et de
liaison & la cellulose se retrouvent respectivement dans 1la
portion N-terminale et C-terminale de la protéine.

La cellulase B est une enzyme extra-cellulaire qui est
produite par le clone S.lividans IAF 9/8-83 en milieu M;; modifié
contenant 1% de xylose. Malgré 1la grande instabilité de
l’enzyme, la forme native a été isolée.

Les propriétés physico-chimiques de la cellulase B purifiée
ont été déterminées. La masse moléculaire (36 kDa) et le p.I.
(4.2) de 1l’enzyme sont déterminés respectivement par SDS-PAGE et
par isoélectrofocalisation. L’activité enzymatique est optimale
4 pH 6.5 et a une température de 60°C. L’activité spécifique de
l’enzyme est de 98 U.I./mg. Les valeurs de K, et de V,,, sont
respectivement de 1.3 mg/ml et de 110 U.I./mg en utilisant 1la
carboxyméthylcellulose comme substrat.

La cellulase B n’hydrolyse pas les cellooligosaccharides
inférieurs a G,. L‘enzyme dégrade facilement le G,, le Gg et le

Gg, et des réactions de transglycosylation sont observées.
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Des milliards de tonnes de déchets lignocellulosiques sont
générés annuellement par l1l’activité humaine (Stone, 1976). La
lignocellulose est composée d’hémicellulose et de lignine qui
enrobent les fibres de cellulose. La cellulose est la
composante majeure de la lignocellulose. La bioconversion de
la cellulose par un mélange approprié de cellulases conduit a
la libération de résidus glucose gqui peuvent étre utilisés
pour 1la production d’éthanol par fermentation (Robson et
Chambliss, 1989). Les cellulases peuvent é&galement é&tre
utilisées dans le processus de désencrage du papier & recycler
(Flandroy, 1991).

La bioconversion de la lignocellulose est réalisée par des
micro-organismes qui ont la capacité de produire des enzymes
telles que les cellulases et les xylanases (Kluepfel et al.,
1992). Streptomyces lividans 66 est une bactérie du sol qui
produit plusieurs enzymes lignocellulolytiques. Une cellulase
(Théberge et al., 1992), une mannanase (Arcand et al., 1993) et
trois xylanases (Kluepfel et al., 1992; Mondou et al., 1986;
Shareck et al., 1991; Vats-Mehta et al., 1990 ) ont été

purifiées, caractérisées et les génes codants ces protéines ont

[

té séquencés. Pour une meilleur compréhension du mécanisme de
bioconversion de la 1lignocellulose par S.lividans, il est
nécessaire de connaitre les caractéristiques des enzymes
impliquées. Alors ce travail consiste au clonage, séquencage

du géne de la cellulase B et caractérisation de la protéine.
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1.0 Les cellulases
1.1 Le substrat : La cellulose

Le polysaccharide le plus abondant qui soit disponible &
partir de la biomasse végétale est la cellulose. La cellulose
est un polymére linéaire insoluble composée de 100 & 10 000
résidus glucose liés en B-1,4. Le motif répété de base est le
cellobiose (Béguin et Aubert, 1992) (Figure 1A). La
superposition en paralléle de tels polyméres constitue une
fibre de cellulose dont 1la cohésion est assurée par de
nombreuses liaisons hydrogénes (intra- et inter-moléculaires).
La fibre de cellulose comporte des régions amorphes et
cristallines (Figure 1B). Les régions amorphes sont relédchées,
contrairement aux régions cristallines qui présentent une
structure compacte & cause des nombreuses liaisons hydrogénes
retrouvées (Whistler et Smart, 1953). Plus le degré de
cristallinité est élevé, plus la cellulose est résistante a
1’hydrolyse enzymatique (Aubert, 1992).

Les fibres de cellulose sont souvent associées a d’autres
structures chimiques telles que: 1l’hémicellulose et la lignine
(Cowling et Kirk, 1976). Cette association est désignée sous
le nom de lignocellulose. Cette structure peut é&tre observée
dans une coupe transversale d‘une fibre de bois ol on retrouve
1’hémicellulose et 1la lignine qui enrobent 1les fibres de
cellulose (Figure 2). Cette gaine rigide rend difficile

-

l’accessibilité de la cellulose a l’hydrolyse enzymatique.
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Régions cristaflines

Figure 1: Structure de la cellulose
(Béguin et Aubert, 1992)

A:Liaisons glucosidiques
B:Schéma d’une fibre de cellulose




Fibre de cellulose

Hémicellulose
E2 Lignine

Figure 2: Coupe transversale d’une fibre de bois
(Béguin et Gilkes, 1987)
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Un pré-traitement chimique ou physique du matériel
lignocellulosique est nécessaire afin d’augmenter
l’accessibilité de 1l1la cellulose native & 1’hydrolyse

enzymatique (Wood et Saddler, 1988).

1.2 Dérivés de la cellulose

La carboxyméthylcellulose (CMC) est une cellulose modifiée
chimiquement par addition covalente de radicaux -CH,COOH
(Aubert, 1992). Ce substrat soluble est souvent employé pour
doser 1l’activité cellulasique en milieu 1liquide ou pour
détecter la présence de cellulases sur milieu solide.

L’ostazine rouge brillant - hydroxyéthylcellulose (ORB-
HEC) est également une cellulose modifiée qui est couramment
employé pour <détecter sur milieu solide 1l’activité
cellulasique. I1 s’agit d’un composé chromogénique qui
provient du couplage d’un colorant (ORB) & un dérivé de 1la
cellulose,soit 1l’hydroxyéthylcellulose (HEC) (Biely et al.,

1985).

1.3 Mécanisme d’action

Petersson (1975) a décrit un modéle de conversion de la
cellulose en glucose - un monosaccharide facilement
métabolisable. Le mécanisme de dégradation requiert 1la
participation de trois types de cellulases: les endoglucanases

ou 1,4-B-D-glucane glucanohydrolases (EC. 3.2.1.4), les
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exoglucanases ou 1,4-B-D-glucane cellobiohydrolases (EC.
3.2.1.91) et les B-1,4-glucosidases (EC. 3.2.1.21). Il est
maintenant admis que 1l’hydrolyse de la cellulose implique
l’action synergique de ces trois types de cellulases (Wood et
M®Crae, 1977).

Le systéme cellulolytique actuellement le mieux décrit est
celui d’un champignon : Trichoderma reesei (Marsden et al.,
1982; Wood T.M et S.I.M®Crae, 1978). T. reesei produit deux
endoglucanases (EGI et EGII), deux exoglucanases (CBHI et
CBHII) et une B-1,4 glucosidase (Béguin et al., 1992). En
général, les champignons tels que Trichoderma sécrétent dans le
milieu de culture les trois types d’enzymes. Par contre, chez
les bactéries, seul les cellulases de types "endo" et "exo"
sont sécrétées alors que la B-glucosidase se retrouve au niveau
intracellulaire (Béguin et Gilkes,1987).

Les cellulases sont différenciées par leur mode d’action
sur la cellulose (figure 3). Les endoglucanases hydrolysent
les 1liaisons glucosidiques B8-1,4 au niveau des régions
amorphes. Elles libérent des extrémités non réductrices qui
deviennent la cible préférentielle des exocellulases 1libérant
du cellobiose. Les exoglucanases peuvent aussi s’attaquer aux
régions cristallines. Le cellobiose est hydrolysé en 2

molécules de glucose par les B-glucosidases.
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En se basant sur le mé&canisme d’hydrolyse du substrat, il

est possible de distinguer les cellulases de type "endo" et de
type "exo" par des mesures viscosimétriques (Almin et al.,
1975). Les enzymes de type "endo" ont une activité élevée sur
la CMC, qui est hydrolysée au hasard & l’intérieur de 1la
molécule. Ce qui entraine une diminution rapide du degré de
polymérisation des molécules de cellulose, correspondant a une
diminution de la viscosité de la solution. Les enzymes de type
"exo" conduisent & une diminution plus lente de la viscosité
puisqu’elles attaquent la CMC par l’extrémité non réductrice.
I1 faut donc attendre plus longtemps avant que cette hydrolyse

séquentielle produise un effet sur la viscosité de la solution.
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Figure 3: Schéma de dégradation enzymatique d’une fibre de
cellulose
(Béguin et Gilkes, 1987)

A) Fibre de cellulose comportant des régions amorphes et
cristallines.
B) Action des endoglucanases sur les régions amorphes et

libération d’extrémités non réductrices.

C) Action des exoglucanases sur la cellulose au niveau des
extrémités non réductrices et libération du cellobiose par
action synergique des endoglucanases et des exoglucanases.

D) Action des B-glucosidases sur le cellobiose et libération
de monoméres de glucose.
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1.4 Régulation

Un modéle sur la régulation de la biosynthése du systéme
cellulasique bactérien est présenté en figure 4.

La cellulose est un polymére insoluble qui ne peut pas
pénétrer & l’intérieur de 1la cellule. Seuls les produits
d’hydrolyse de faible poids moléculaire peuvent pénétrer par
transport actif ou par diffusion. Mandels et Reese (1960) ont
suggéré que ces sous-produits seraient générés par des
cellulases constitutives présentes & un trés faible niveau.

Greenberg et al.(1987) ont démontré la présence de deux
promoteurs permettant 1l’/initiation de la transcription du géne
cenB de Cellulomonas fimi. Le promoteur distal cenBpl qui est
induit par la présence de produits d’hydrolyse de la cellulose
et un promoteur distal cenBp2 qui permet la transcription
constitutive du géne. Cet arrangement en tandem d’un promoteur
régulé et d’un promoteur constitutif ressemble a celui des
promoteurs de 1l’opéron galactose de Streptomyces 1lividans

(Fornwald et al., 1987).



Milieu extra-cellulaire Membrane Cytoplasme

Glucose
* Glucosidase

Cellobiose s Transport actif —{—& Cellobiose o Glu?ose
¥ \ :

Hydrolysats Induction :
f ‘ <s— - - Répression——--

Transcription
Cellulose *
. -
Cellulases extra-cellulaire Sé&crétion -§—+— Traduction

Figure 4: Moddle de la régulation de la biosynthése des cellulases
(Gong et Tsao, 1979)
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1.4.1 Induction

Le cellobiose fait partie des sous-produits générés par
l1’hydrolyse de la cellulose et est considéré comme un bon
inducteur lorsqu’il est présent en faible quantité. Cependant,
lorsqu’il est présent a une concentration élevée, les molécules
de glucose libérées par l’action de la Bp-glucosidase conduisent
4 la répression catabolique du systéme cellulasique (Gong et
Tsao, 1979) (voir section 1.4.2).

Ericksson et Hamp (1978) ont é&tudié 1’influence du
cellobiose chez Sporotrichum pulverulentum. I1 ont observé que
le cellobiose a un pouvoir d’induction et 1le systéme
cellulasique est moins susceptible & la répression catabolique
par le glucose. Ceci est expliqué par la présence intra-
cellulaire d’une glucose oxidase qui oxyde le glucose en
gluconolactone. Ce dernier est un inhibiteur de 1la B8-
glucosidase permettant de conserver la capacité d’induction du
cellobiose et, le glucose n’a pas d’effet d’inhibiteur
puisqu’il est oxydé (Ericksson, 1978).

Stenberg et Mandels (1980) ont observé chez Trichoderma
viride que le sophorose (2-o-8-D-glucopyranosyl-D-glucose) a un
pouvoir d’induction plus élevé que le cellobiose. Le sophorose
agissant comme répresseur de 1la synthése de B-glucosidase
élimine ainsi le risque de répression catabolique par 1le

glucose.
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Au niveau nmoléculaire 1les seuls résultats rapportés
concernent une protéine de régulation du géne celE de
Thermomonospora fusca. Il s’agit d’un élément qui agit en
trans et qui ressemble & une protéine activatrice. Le réle
régulateur de la protéine est confirmé car elle se retrouve
seulement dans les cellules induites. Sur le géne celE, la
protéine régulatrice se lie a une ségquence de 21 nucléotides

située a en aval du promoteur (Lin et Wilson, 1988).

1.4.2 Répression

La présence d’une forte concentration de glucose conduit
& la répression catabolique. Il s’agit d’un rdle possible de
1’AMP, au niveau de 1l’activité transcriptionnelle. Chez 1la
bactérie Thermomonospora curvata, il y a une corrélation entre
le taux d’AMP, et le taux de production de cellulases. Un
taux élevé de glucose réduit la quantité d’/AMP. impliquant une
diminution de 1’activité transcriptionnelle (Wood et al.,1984).

El-Gogary et al.(1989) ont démontré que la régulation de
la c¢cbhl de Trichoderma reesei se fait au niveau
transcriptionnel. Le niveau d’ARN, de la cbhl augmente lorsque
la souche croit en présence d’avicel (cellulose
microcristalline), tandis que 1le niveau d’ARN, diminue en

présence de glucose.
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1.5 Micro-organismes producteurs de cellulases
Coughlan (1985) a regroupé les micro-organismes
cellulolytiques ayant un intérét commercial en 3 groupes
distincts: les bactéries, les actinomycétes et les champignons.
Ils sont retrouvés partout ol il y a présence de résidus
cellulosiques. En général, dans 1les niches é&cologiques,
l1’association de populations mixtes de micro-organismes conduit
a la dégradation compléte de la cellulose. La dégradation de
la lignine est réalisé par les champignons rendant ainsi la
cellulose accessible & la dégradation enzymatique. La cellulose
est hydrolysée par l’action synergique des bactéries et des
chammpignons. Les actinomycétes et 1les champignons ont 1la
caractéristique de posséder un systéme de sécrétion enzymatique
efficace leur conférant ainsi un grand pouvoir de dégradation

de la cellulose.

1.5.1 Bactéries

Les enzymes du systéme cellulolytique des genres
Acetivibrio, Bacteroides, Cellulomonas, Clostridium et
Ruminococcus sont bien connues (Lori et Chamblis, 1989).

Dans les niches anaérobies, la dégradation de la cellulose
est dle principalement aux genres Acetivibrio, Clostridium et

Ruminococcus (Béguin et Aubert, 1992).
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Le systéme cellulolytique bactérien le mieux caractérisé

est celui de Clostridium thermocellum. Cette bactérie sécreéte
un grand nombre d’enzymes cellulolytiques et elle peut
fermenter directement la cellulose en éthanol, acide acétique
et en acide lactique (Robson et Chambliss, 1989). Lamed et al.
(1983) ont identifié la présence d’un complexe multienzymatique
désigné sous le nom de cellulosome qui est associé & la surface
externe de la cellule. Il est formé de 15 & 20 protéines et
posséde une masse moléculaire de 2.5 MDa (Mori,1992). Cette
structure permet aux cellules de s’attacher aux fibres de

cellulose et de les hydrolyser efficacement.

1.5.2 Actinomycétes

Le groupe des actinomycétes sont des Dbactéries
filamenteuses du sol, gram (+), qui possé&dent un cycle de vie
conduisant & la différentiation et a la sporulation. Ainsi,
les genres Streptomyces et Thermomonospora font partie de ce
groupe (Coughlan, 1985).

Les actinomycétes produisent des cellulases, des
hémicellulases et des lignocellulases qui sont impliquées dans
la dégradation de la biomasse végétale (Kluepfel, 1991). Ces
enzymes sont efficaces pour 1la bioconversion des déchets

lignocellulosiques (Catton,1983).
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1.5.3 Champignons
Les genres Aspergillus, Penicillium, Sporotrichum et
Trichoderma ont un intérét industriel dans divers domaines
(1’/agro-alimentation, les papetiéres, le textile...). Dans le
domaine de l’alimentation animal, il existe des préparations
enzymatiques de Trichoderma reesei et d’Aspergillus qui sont
utilisées pour augmenter la digestibilité de 1la nourriture
végétale du bétail (Béguin et Aubert, 1992). Dans un autre
domaine, 1l’addition de cellulases aux poudres de lessives
permet de redonner de 1l’éclat & la couleur des vétements de
coton ternis par l’apparition de microfibres.
Trichoderma reeseli posséde le systéme cellulolytigque 1le
plus complet (Coughlan, 1985; Wood et Garcia-Campayo, 1990).
Il est considéré comme le micro-organisme le plus efficace pour
la bioconversion de la cellulose et il constitue le micro-

organisme le plus convoité en industrie (Beldman et al., 1985).

1.6 Propriétés physico-chimiques des cellulases
Le tableau I montre les propriétés physico-chimiques de
cellulases de différents micro-organismes. Les propriétés
physico-chimiques peuvent varier d’un micro-organisme & 1’autre
ou, d’une enzyme & l’autre chez une méme espéce microbienne.
La caractérisation des enzymes est importante afin de
déterminer 1leur implication 1lors de 1l’hydrolyse de 1la

cellulose.



Tableau I: Propriétés physico-chimiques de certaines cellulases

Act.spécifique Références
(Ul/mg)
Aspergillus aculeatus Fl- 25 48| 50 4.5 Murso er al., 1988
CMC,,
Aspergillus niger 31 3.6 4.0 116.8 Okada, 1988
Cellulomonas uda Cell 81 45-50 | 5.5-6.5 2.9 0.016 Nakamura et
Celll 48 60.9 Kitamura, 1988
Cellll 55 10.6
CellV 48 62.3 i
CelV 55 48.0
CelVI 56 4.7
Cellulomonas fimi CB1 58 370.0 Gilkes et al., 1984
CB2 56 85.0
Clostridium cellulolyticum EGCCA 51 60 6.5 64.3 Fierobe et al., 1991
Clostridium thermocellum EGA 56 75 5.5 140.0 Grépinet ot Bégin,
EGB 66 1986
EGC 40 6.2 6.0 27.0
EGD 65 S4| 60 6.0 428.0
Erwinia carotovora subsp, CelS 27 55| 4555 | 6.8 Saarilahti er al.,
carotovora 1990

Les valeurs de K, de V__ et do I'activité spécifique rapportées
sont déterminées sur de la CMC sauf exception.

* Les valours de K, et de V,_ sont estimées avec de I'avicel

61



Tableau I: (suite)
Microorganismes nom PM. | pl Références
(kDs) T (°*O)
Erwinia chrysanthemi CelY 35 8.2 5.5 200.0 Boyer et al., 1987
CelZ 45 4.5 7.0 33.0
Streptomyces flavogriseus Exo 45 4.1 MacKenzie e al.,
1984
Streptomyces lividans CelA 45 33| 50 55 4.20 539.0 Théberge er al.,
1992
Thermomonospora fusca El 108 3.2 6.5 0.36 1100.0 Wilson, 1988
E2 42 4.7 6.5 0.12 100.0
E3 T 3.1 3.9
E4 106 36 6.0
ES 45 4.5 150.0
Trichoderma reesei EGLMM 25 75| 52 5.8 Sprey et Uelker,
1992
Trichoderma viride ENDOI 50 53| 60 5.0 46.3" 0.19¢6° 13.1 Beldman er al.,
ENDOII 45 69| 60 4.0 90.6° 0.099° 20.1 1985;
ENDOIII 58 65| 60 5.0 14.4* 0.085° 3.2 Voragen et al.,
ENDOIV 23 7.7 | 48 5.5 130.7 0.152° 9.6 1988
ENDOV 57 44| 50 4.5 64.3° 0.133 14.7
ENDOVI 52 35| so 4.5 122.9* 0.122* 15.8
EXOI 53 53| 60 5.5-5.7 — e 1.8
EXoll 60 35| 52 — 4.1 0.060* 0.26
EXOIll 62 38| 52 4.5-7.0 12.00 0.019* 0.033
L B-glucl 76 39 L_sr2 4.7 e —— - J

Les valours de K, de V__ et de I'activité spécifique rapportées
sont déterminées sur de la CMC sauf exception.

* Les valeurs de K_ et de V__, sont estimées avec de I'avicel

0¢
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1.7 Applications

Les activités humaines conduisent & 1’accumulation de
déchets lignocellulosiques. Des procédés biologiques doivent
étre développés afin de recycler cette biomasse végétale.

Une des avenues possible est la bioconversion de 1la
biomasse en éthanol. Trotter (1990) a rapporté qu’un groupe de
recherche a réussi a traiter les résidus végétaux provenant du
tremble en ajoutant les souches Brettanomyces clausenii et
Pichia stipitis permettant respectivement 1’hydrolyse de 1la
biomasse végétale et la fermentation des sucres libérés. 1Ils
ont ainsi obtenu un rendement de 384 L d’éthanol/tonne en poids
sec de résidus végétaux.

Le papier constitue une source cellulosique importante et
il y a de plus en plus de pression pour réutiliser les fibres
de papier. Par ailleurs, les Etats-Unis légiférent pour que
les pates de papier contiennent au moins 40% de fibres
recyclées (Delatte, 1990). Il existe un procédé de
biodésencrage qui nécessite 1l’emploi de cellulases et de
lipases. Les cellulases facilitent le décollement des encres,
et les lipases agissent sur les huiles végétales qui lient les

pigments de certaines encres (Flandroy, 1991).
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2,0 Génes de cellulases
2.1 Clonage

Gréce au clonage et séquencage de génes, les séquences en
acides aminés de plus de 50 cellulases sont actuellement
connues (Béguin et al., 1992). Le clonage hétérologue chez
E. coli, pour la localisation et le séquencage de génes, a été
largement utilisé (Whittle et al., 1982).

Chez les bactéries gram (+), comme Streptomyces lividans,
les protéines sont sécrétées au niveau extra-cellulaire
(Kluepfel, 1991). Cependant les bactéries gram (=), telle que
E.coli, ne possédent pas de systéme de sécrétion efficace
(Merivuori et al., 1985). Le clonage homologue permet d’/éviter
les problémes de sécrétion rencontrés généralement lors du
sous-clonage chez E.coli. Le clonage homologue a permis
d’isoler des génes codant pour trois xylanases (A, B et C) de
S.lividans chez un héte mutant xylanase négatif (Mondou et al.,
1986; Vats-Mehta et al., 1990).

Dans certains cas, le sous-clonage peut conduire a une
augmentation de l’expression du géne de structure. Le sous-
clonage chez S.lividans du géne E5, codant pour une cellulase
de Thermomonospora fusca, a permis d’obtenir un niveau
d’expression élevé. Le niveau d’expression était nul lors du
sous-clonage chez Bacillus subtilis (Changas et Wilson, 1987).

Les procaryotes ne possé&dent pas le systéme essentiel &

l’épissage des introns des génes eucaryotes. Pour résoudre ce
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probléme, il est possible de synthétiser un ADN_. & partir de
1/ARN, mature & l’aide de la réverse transcriptase. L’ADN_
généré est cloné chez un héte procaryote (Knowles et al., 1983;
Teeri et al., 1983). Dans d’autres cas, il est possible de
réaliser le clonage chez un hdéte eucaryote comme la levure et
le champignon, qui ont la capacité de réaliser 1l’épissage de
1’ARN, (Montenecourt, 1983). Le sous-clonage de génes
d’Aspergillus niger chez une levure a permis d’exprimer & un
faible niveau un seul déne. Ceci est expliqué par 1la
différence évoquée au niveau du mécanisme d’épissage des
introns de la levure. De plus, le systéme d’expression des
génes de levures et de champignons n’est pas le méme ce qui
implique un faible d’expression (Penttila et al., 1984).

Finalement, le clonage de génes au moyen d’un plasmide a
copies multiples peut faciliter la purification ultérieure du
produit des génes. Par exemple, lors du clonage du géne E; de
Thermomonospora fusca chez S. lividans, la cellulase Eg
représentait 50% des protéines extra-cellulaires totales, alors
qu’elle ne représentait que 5% des protéines du surnageant de

la souche sauvage de T. fusca (Changas et Wilson, 1987).

2.2 Séquences
L’analyse des séquences en acides aminés de certaines
cellulases a permis de constater quelque soit leur origine,

elles ont une organisation structurale commune (Wood et Garcia-
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Campayo, 1990).
2.3 8tructure et fonction des cellulases

L/’organisation structurale des cellulases comprend deux
domaines; le domaine catalytique et le domaine de liaison & la
cellulose. Les domaines peuvent étre situés indifféremment a
l’extrémité N-terminale ou C-terminale de la protéine. Par
exemple, chez Trichoderma reesei le domaine catalytique de
l’endoglucanase I est situé au C-terminal, par contre, pour
l’endoglucanase II, il est situé au N-terminal (Wood et Garcia-
Campayo, 1990). Les deux domaines sont généralement reliés
entre eux par une séquence riche en proline, sérine et
thréonine dont le réle n’est pas clairement établi.

Les deux domaines sont composés de résidus conservés chez
les différentes cellulases permettant de les reconnaitre dans

une séquence de cellulase donnée.

2.3.1 Domaine catalytique

Le domaine catalytique comporte environ 300 & 500 acides
aminés, dont certains sont conservés chez les cellulases.
L’analyse des groupements hydrophobiques des séquences en
acides aminés du domaine catalytique a permis de classer les
cellulases et les xylanases de différents micro-organismes en

9 familles cataloguées de A & I (voir tableau II) (Gilkes et

al., 1991; Henrissat et al., 1989).



TABLE II: Classification en familles des cellulases et des xylanases
selon l1’homologie du site catalytique (Gilkes et al., 1991).

Famille Microorganisme Enzyme Type d’enzyme Domaine catalytique
Position Composition en I né

A Bacillus sp. souche N-4 CelA N 305
Bacillus sp. souche N4 CelB N 307
Bacillus sp. souche N-4 CelC N 350
Bacillus lautus CelB
Bacillus polymyxa Egl
Bacillus subtilis Egl
Bacteroides ruminicola Egl N
Butyrivibrio fibrisolvens A46 CelA
Butyrivibrio fibrisolvens H17¢ Endl Endoglucanases N 385
Caldocellum saccharolyticum CelB C 388
Clostridium acetobutylicum Egl N 300
Clostridium cellulolyticum CelA N 380
Clostridium thermocellum CelB N >469
Clostridium thermocellum CelC
Clostridium thermocellum CelE N 340
Clostridium thermocellum CelH C 305
Erwinia chrysanthemi CelZ N 305
Eibrobacter succinogenes Egl3 C 416
Robillarda sp. Y-20 Egl
Ruminococcus albus F-40 Egll
Ruminococcus albus SY3 CelA
Ruminococcus albus SY3 CelB
Inchoderma recsei Eglimt C 127
Xanthomonas campestris EngXCA N 350

st



Tableau II: (suite)

B Cellulomonanas fimi CenA Endoglucanase C 284
Microbispora bispora CelA Endoglucanase N 290
Streptomyces sp. souche KSM-9 CasA Endoglucanase
Trchoderma resei Cbhil Exoglucanase C 385

Cc Humicola grisea Cbhl Exoglucanase
Phanerochacte chrysosporium Cbhl Exoglucanase N 425
Trichoderma reesei Cbhl Exoglucanase N 425
Trchoderma reesei Egll Endoglucanase N 363
Trichoderma viride Cbh Exoglucanase N 435

D Bacillus circulans Bge
Cellulomonas uda Egl Endoglucanases
Clostridium thermocellum CelA N 384
Erwinia chrysanthemi CelY

E Butyrivibrio fibrisolvens Cedl Cellodextrinase
Cellulomonas fimi CenB Endoglucanase N 607
Cellulomonas fimi CenC Endoglucanase interne 589
Clostridium thermocellum CelD Endoglucanase N >543
Clostridium stercorarium CelZ Endoglucanase N 474
Persea americana Egl Endoglucanase
Persea americana Cell Endoglucanase
Persea americana Cel2 Endoglucanase
Pseudomonas fluorescens Egl Endoglucanase

_ﬁ

92



Tableau IX: (suite)

F Bacillug sp. souche C-125 XynA Xylanase
Butyrivibrio fibrisolvens XynA Xylanase N 350
Caldocellum saccharolyticum CelB Exoglucanase N 347
Caldocellum saccharolyticum XynA Xylanase
Cellulomonas fimi Cex Exoglucanase N 315
Clostridium thermocellum XynZ Xylanase C 350
Cryptococcus albidus Xyn Xylanase
Pseudomonas fluorescens XynA Xylanase C 345
Streptomyces lividans XynB Xylanase C 272
Thermoascus aurantiacus Xyn Xylanase

G Bacillus circulans Xyn
Bacillus pumilus XynA
Bacillus subtilis Xyn Xylanases
Clostridium acetobutylicum XynB

H Aspergillus aculeatus FI-CMC,, | Endoglucanase
Erwinia carotovora CelS Endoglucanase

i1 Ruminococcus flavefaciens CelA Cellodextrinase L

Le



28

Il est généralement admis que 1l’hydrolyse par les
cellulases procéde selon un mécanisme de rétention gqui permet
de conserver la conformation anomérique B par analogie avec
celui du lysozyme (figure 4A) (Ichikawa et al., 1992). La
liaison B-1,4 est attaquée par un proton fourni par le résidu
Glu-35 conduisant au départ du groupement ROH. L‘’intermédiaire
réactionnel est stabilisé par une charge négative fournie par
le résidu Asp-52. Une molécule d’eau fournit un ion OH  qui
réagit avec 1l’ion carbonium et 1’ion H' remplace le proton
perdu par le résidu Glu-35.

Un mode d’action d’inversion a été proposé permettant
l’inversion de la conformation anomérique B en une conformation
a (Ichikawa et al., 1992). Ce type de mécanisme d’action est
associé a l’endoglucanase, CelD, de Clostridium thermocellum
(figure 4B). Contrairement au résidu Asp-52 du lysozyme, le
résidu Asp-201 ne réagit pas avec l’intermédiaire réactionnel,
mais réagit plutét avec la molécule H,0. Le résidu Asp-201 est
donc protonné par l1l’ion H¥, qui est fourni par la molécule
d’eau. L’ion OH™ 1libéré réagit avec 1’ion carbonium, généré
suite & la libération du groupement OR’. Ce dernier réagit
avec 1’ion H' fourni, par le résidu Glu-555. Ainsi le résidu

Glu-555 sert de donneur de proton tout comme le résidu Glu-35

chez le lysozyme.
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Figure 5: Mécanisme d’action

A)

B)

(Béguin et Aubert, 1992)
Mécanisme d’action du lysozyme

1) La 1liaison B8-1,4 est attaquée par un proton
fourni par le résidu Glu-35.

2) L’intermédiaire réactionnel est stabilisé par une
charge négative fournie par le résidu Asp-52.

3) Une molécule d’eau fournit un ion OH™ qui réagit
avec 1l’ion carbonium et 1l’ion H' remplace le proton
perdu par le résidu Glu-35.

4) Le fragment portant le carbone anomérique est
libéreé.

Mécanisme d’action d’inversion de l’endoglucanase,
CelD, de Clostridium thermocellum

1) Le résidu Asp-201 est protonné par 1’ion H' fourni
par la molécule d’eau. L’ion OH™ libéré réagit avec
1’ion carbonium. Le groupement OR’ réagit avec 1l’ion
H* fourni par le résidu Glu-555.

2) Le fragment portant le carbone anomérique inversé
est libéré.
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La fonction catalytique d’une région ou d’un résidu est
souvent confirmée par mutagénése dirigée (Béguin, 1990). Le
résidu Histidine 122 (His-122), de 1l’endoglucanase A de
Clostridium cellulolyticum, agit comme donneur de proton et
l’intermédiaire réactionnel est stabilisé par 1l’acide
glutamique 170 (Glu-170). Le changement du résidu His-122 par
un acide glutamique <conduit & une diminution importante de
l’activité cellulasique. Le résultat suggére que la présence
de His-122 joue un réle dans la catalyse (Belaich et al.,
1992).

La modélisation moléculaire permet de mettre en évidence
la différence entre une cellulase de type "exo" ou "endo".
L’exoglucanase II de Trichoderma reesei ne peut hydrolyser la
cellulose que par son extrémité non réductrice, parce que le
site actif est peu accessible par sa forme en tunnel. Par
contre, chez les endoglucanases bactériennes, le site actif
n’est pas fermé. Il se présente sous la forme d’un fer &
cheval pouvant ainsi accomoder 1la chaine de cellulose et

1’hydrolyser au hasard (Rouvinen et al., 1990).
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2.3.2 Domaine de liaison & la cellulose

Le domaine de liaison & la cellulose (CBD) est composé de
30 & 130 acides aminés (Béguin et al., 1992). Au niveau
structural, le CBD contient peu d’acides aminés ayant une
fonction hydroxyle, mais il posséde des acides aminés conservés
tel que le tryptophane, l’asparagine et la glycine. De plus,
deux cystéines sont situés aux deux extrémités du CBD.

Le CBD, dont le réle est d’ancrer la protéine au substrat
est indépendant du domaine catalytique. L‘’élimination du CBD
par protéolyse n’affecte d’ailleurs pas l’activité catalytique
de la cellulase (Béguin et Aubert, 1992).

Les domaines de liaison a la cellulose des cellulases Cex
et CenA de Cellulomonas fimi et les cellulases EGI, EGIII, CBHI

et CBHII de Trichoderma reesei ont été caractérisés (Béguin,

1990) .

3.0 Streptomycétes

Les streptomycétes sont des bactéries filamenteuses du
sol, gram (+), qui ont la capacité de synthétiser et de
sécréter une grande variété d’enzymes extra-cellulaires. Parmi
ces enzymes on retrouve les cellulases, les mannanases et les
xylanases qui sont essentielles & la dégradation de 1la
lignocellulose pré-traitée chimiquement ou physiquement
(MacLeod et al., 1992). Il s’agit d’un groupe bactérien qui

est couramment employé pour 1la production de protéines
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hétérologues car il a l‘’avantage de posséder un systéme de

sécrétion efficace (Changas et Wilson, 1987).

3.1 Cellulases

Le clonage homologue a été utilisé pour isoler des génes
codant pour certaines cellulases (Ferndndez-Abalos et al.,
1992; Shareck et al., 1987).

Une des stratégies est d’obtenir une banque génomique &
partir d’une digestion de 1’ADN par un enzyme de restriction.
Les fragments générés sont ligués a un vecteur. Par la suite,
le clonage homologue se fait de préférence dans une souche
mutante cellulase négative. Shareck et al. (1987) ont ainsi
isolé 4 clones cellulases positifs de S.lividans. Les clones
S. lividans IAF 74/8-83 et 82/8-83 ont un fragment d/ADN qui
code pour la cellulase A, qui a été caractérisée et séquencée
(Théberge et al., 1992). Les clones S. lividans 9/8-83 et
12/8-83 possédent le géne codant pour la cellulase B, qui fait

l’objet de cette recherche.
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OBJECTIFS
A partir de recherches antérieures effectuées dans nos
laboratoires, nous avons établi pour ce travail les objectifs

suivants:

- Localiser par sous-clonage le géne cel B codant pour
la cellulase B de Streptomyces 1lividans 66 chez
Escherichia coli.

- Séquencer le géne celB.

- Comparer la séquence de la cellulase B avec les cellulases

d’autres micro-organismes.

- Purifier la cellulase B.

= Déterminer la masse moléculaire et le point isoélectrique
de l’enzyme.

- Déterminer les propriétés physico-chimiques (activité

spécifique, les conditions optimales de 1l’activité
cellulasique et les valeurs K, et V.. ).

- Analyser le mode d’action de 1l’enzyme envers des
cellooligosaccharides de différents degrés de

polymérisation.



MATERIEL ET METHODES
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Produits

Acétone (J.T.Baker)

Acétate d/ammonium (Fisher)

Acétate de potassium (Fisher)

Acide borique (Bio-Rad)

Acide trichloroacétique (Sigma)
Agar (Difco)

Agarose (Bio-Rad)

Albumine sérique bovine Fraction V (Sigma)
Ampicilline (Sigma)

ARN,.. (Boeringher Manheim)

ATP (Pharmacia)

Bacto-tryptone (Difco)

Bicarbonate d’ammonium (Matheson Coleman & Bell)
Bromophénol bleu (Bio-Rad)

Bromure d’éthidium (Boeringher Manheim)
CaCl,* 2H,0 (BDH)
Cellooligosaccharide G, & Gg (Merck)
Chloroforme (BDH)

Citrate de sodium (Fisher)

CMC (Sigma)

CoCl,* 6H,0 (BDH)

Déoxycholate de sodium (Matheson Coleman & Bell)
DNS (BDH)

EDTA*Na, (Fisher)

Ethyléne glycol (BDH)

Extrait de boeuf (Difco)

Extrait de levure (Difco)

FeSO,4* 7H,0 (J.T.Baker)

HC1l (J.T.Baker)

IPTG (Boehringer Manheim)
Isopropanol (BDH)

Glucose (Sigma)

K,HPO, (J.T.Baker)

KH,PO, (J.T.Baker)

Lalt écrémé (Difco)

Lysozyme (Sigma)

Maltose (Difco)

B-mercaptoéthanol (BDH)

Méthanol (BDH)

MgSO,4¢ 7H,0 (Anachemia)

MnSO4*H,0 (J.T.Baker)

NaCl (BDH)

NaH,PO, (J.T.Baker)

Na,HPO, (Sigma)

NaOH (J.T.Baker)

NZ amine A (Sheffield products)
Pipérazine (BDH)

Phénol (BDH)



Rouge congo (J.T.Baker)

SDS (Bio-Rad)

Sodium potassium tartrate (BDH)
Sucrose (BDH)

Sulphate d’ammonium (BDH)
T, ADN ligase (Pharmacia)
Thiostreptone (Squibb Ltée)
Tris (ICN)

Triton X-100 (BDH)

TSB (Difco)

Tween 80 (Aldrich)

X-gal (BRL)

D-xylose (Sigma)

ZnSO4* 7H,0 (J.T.Baker)
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2.0 Souches bactériennes et vecteurs
2.1 Streptomyces 1lividans
Le géne de la cellulase B a été isolé a partir d’une
banque génomique de S. lividans 66 (souche 1326). Le mutant
8-83 (cel- et xlIn+) servait alors de souche héte pour
l’expression du géne de la cellulase B. (Shareck et al., 1987).
Une activité cellulasique se retrouve chez le clone 9/8-83

(celB).

2.2 Escherichia coli

Le sous-clonage de la cellulase B provenant du clone
9/8-83 est effectué avec la souche E.coli MC1061 (hsdR araD139
A (araABC-leu) 7679 A(lacX74) galU galK rpsL thi).

La souche E. coli MV1190 (A(lac-pro AB) thi, supE A(sril-
recA)306::Tnl0(tet™) [F’:traD36 proAB lacI9ZAM15]) est utilisée
pour la production d’ADN simple brin.

Les cellules compétentes des souches E. coli MC1061 et
MV1190 sont préparées selon le protocole établi par Bio-Rad
(catalogue #170-3571 p.21). Les cellules bactériennes sont
traitées avec les cations divalents MgCl, et CaCl,. Ces cations
ont pour effet d’altérer la membrane cellulaire des bactéries
favorisant la pénétration de 1/ADN étranger. Aprés traitement,
les cellules sont mélangées a une solution contenant 85 mM de

CaCl, et 15% de glycérol. Le glycérol permet de préserver les

cellules lors de la congélation a -80°C.
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2.3 Vecteurs d’expression
Les phagemides ©PTZ18U et PTZ19U sont utilisés pour
transformer les cellules compétentes de E. coli. Ils sont des
dérivés de pBR322 contenant la région intergénique F1
permettant la production de 1/ADN simple brin aprés une co-
infection avec le phage auxiliaire M13K07 (Mead et al.,1986).
Les plasmides possédent le promoteur du géne lacZ rendant
possible 1l’expression des génes 1insérés au niveau de la
cassette de c¢lonage multiple. Le géne codant pour 1la
résistance & 1l’ampicilline permet de sélectionner Iles

transformants.

3.0 Milieux de culture
3.1 S. lividans
3.1.1 Conservation des souches

Les souches de S. lividans sont conservées sur un milieu
Bennett en tubes inclinés. Le milieu est composé de 1 g
d’extrait de levure, 1 g d’extrait de boeuf, 2 g de NZ amineA,
10 g de maltose et 20 g d’agar par litre. Dans certains cas,
il faut ajouter, aprés stérilisation, 40 ul d’une solution de
50 mg/ml de thiostreptone afin de conserver une pression
sélective sur les clones portant le vecteur PIJ702. Les tubes
inclinés sont inoculés avec des spores lyophilisées et sont
incubés pendant 5 & 7 jours & 34°C. La durée de conservation

des souches est de 6 mois.
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3.1.2 Milieu pour la production d’inoculum
Un milieu TSB ("tryptic soy broth") sert & la préparation
des précultures. Ce milieu riche est composé de 30 g de TSB
par litre.
Un tube incliné d’une banque de culture sert & inoculer
25 ml de milieu TSB auquel il faut ajouter 25 pl d’une solution
de 5 mg/ml de thiostreptone. Les précultures sont incubées a

34°C pendant 24 h avec agitation (240 rpm).

3.1.3 Milieu pour la production de cellulase B

La production de cellulase B est réalisée en milieu M;,
modifié contenant 1% de xylose comme source de carbone.

Le milieu est composé de 1.4 g de (NH,),S0,, 5.5 g de
K,HPO,, 1.0 g de KH,PO,, 2 ml de tween 80 et 1 ml d’une solution
de sels minéraux (140 mg de ZnSO,+7H,0, 160 mg de MnSO,-H,0, 500
mg de FeS0,:7H,0 et 200 mg de CoCl,:6H,0 dissout dans 100 ml
d’eau distillée (Mandels et Reese, 1957)) par 1litre d’eau
distillée et le pH est ajusté a 7.4.

Le milieu est stérilisé dans des erlenmeyers de 2 litres
contenant 400 ml de milieu. Avant inoculation, 4 ml de
CaCl,*2H,0 3%, 2.4 ml de MgSO,-7H,0 5%, 16 ml de D-xylose 25% et
40 pl d‘une solution de 50 mg/ml de thiostreptone sont ajoutés
stérilement au 400 ml de milieu de culture. Un inoculum de 5%
provenant d’une préculture en TSB est ajouté au milieu suivi

d’une incubation & 34°C pendant 55 h avec agitation (240 rpm).



41
3.1.4 Milieu pour l’isolement de plasmides
Le milieu TSB est employé selon les conditions décrites

a4 la section 3.1.2.

3.2 E. coli
3.2.1 Milieu pour la détection de transformants

Un milieu LB ("Luria broth") est utilisé pour 1la
croissance des transformants. Il est composé de 10 g de bacto-
tryptone, 5 g de NaCl, 5 g d’extrait de levure, 14 g d’agar et
0.05% ORB-HEC par litre. Aprés stérilisation, il faut ajouter
4 ml d’une solution de 25 mg/ml d’ampicilline afin de
sélectionner les transformants. Le milieu de culture est
réparti stérilement dans des boites de pétri.

Avant 1l’inoculation des boites de pétri, 50 ul de 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal) 2% et 20 ul
d’isopropylthio-B-D-galactoside (IPTG) 100 mM sont ajoutés
stérilement & la surface de la gélose. Les boites de pétri
inoculés sont déposés dans un incubateur a 37°C durant 16 h.

Les phagemides PTZ18U et PTZ19U possédent le géne lac?
précédé par une cassette de clonage multiple. Le géne lacZ
code pour une f-galactosidase qui permet aux cellules
transformées de dégrader 1le substrat chromogénique X-gal.
L’hydrolyse du substrat confére aux colonies une couleur bleue.

Lorsqu’un fragment d’/ADN est inséré au niveau de la cassette de

clonage multiple le géne lacZz est inactivé. Alors, les
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colonies transformées conservent leur aspect blanchéatre.
L’IPTG est un inducteur gratuit de l’opéron lactose qui
est requis lorsque la souche E.coli MV1190 (lacI9) est

utilisée.

3.2.2 Milieu pour la croissance bactérienne

Le milieu 2XTY est utilisé pour 1la croissance des
cellules de E. coli. Il est constitué de 16 g de bacto-
tryptone, 10 g d’extrait de levure, 5 g de NaCl par litre.
Aprés strérilisation, la concentration finale d’ampicilline est
ajustée a 100 ug/ml. La croissance bactérienne se fait a 37°C

pendant 16 h avec agitation (240 rpm) .

4.0 Isolement A’ADN plasmidique
4.1 S. lividans
4.1.1 Extraction de 1’ADN plasmidique

L’extraction de 1’/ADN plasmidique & grande échelle est
effectuée par lyse alcaline selon la méthode de Kieser avec
quelques modifications (1984). Un culot de mycélium provenant
d’une culture de 100 ml en TSB est resuspendu dans 10 ml de
tampon de lyse (10 mg de lysozyme, 0.025 M d’EDTAe¢Na,, 0.3 M
sucrose, 0.025 M Tris-HCl et 0.05 ml d’ARN_.. (10 mg/ml) et le
mélange est incubé & 37°C pendant 1h. Un volume de 10 ml d’une

solution alcaline (10 M de NaOH et 10% de SDS) est ajouté au

mélange qui est ensuite incubé & 70°C pendant 20 min. L’étape
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d’extraction au phénol/chlorophorme a été omise. Aprés avoir
refroidi le mélange & la température de 1la piéce, 7.5 ml
d’acétate de potassium 5 M sont ajoutés. Aprés 1 h
d’incubation & 4°C, le mélange est centrifugé & 20 000 xg
(Beckman J2-21, rotor JA-20) pendant 25 min. L’ADN contenu
dans le surnageant est précipité par addition d’un volume
d’isopropanol. L’ADN est récupéré par une centrifugation a&
15 000 xg (Beckman Biofuge 13) pendant 20 min. Le culot est
resuspendu dans 1 ml d’une solution tampon Tris-EDTAeNa, 1X
(TE) composé de 10 mM Tris-HCl (pH 8) et 1 mM EDTAeNa, (pH 8).
L’ADN plasmidique est purifié par gradient de chlorure de

césium (ClCs) (section 4.3).

4.2 E. coli
4.2.1 Extraction de 1’ADN plasmidique

Un culot cellulaire provenant d’une culture de 500 ml est
resuspendu dans 70 ml d’un tampon de lyse composé de 50 mM de
Tris-HC1 (pH 8), 50 mM de EDTA*Na, et 15% sucrose.
Successivement, 70 mg de lysozyme sont ajoutés. Le mélange est
incubé 30 min & température de 1la piéce. En agitant
délicatement, 6 ml de SDS 10% et 6 ml d’acétate de potassium
sont ajoutés et le mélange est incubé pendant 30 min a 4°C. Le
mélange est centrifugé 30 min & 16 000 xg (Sorvall RC-5B, rotor
GSA). Aprés avoir récupéré le surnageant, 2 volumes d’éthanol

95% est ajoutés. Le mélange est incubé & 4°C pendant 20 min.
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Le culot contenant 1’ADN est récupéré par centrifugation. Il

est resuspendu dans 10 ml de tampon TE 1X auquel on ajoute 1.23

g d’acétate d’ammonium. Aprés une incubation de 20 min & 4°C,

la solution est centrifugée a 20 000 xg (Beckman J2-21, rotor

JA-20) pendant 20 min. L‘’ADN contenu dans le surnageant est

précipité avec 2 volumes d’éthanol 95% et récupéré aprés une
centrifugation de 20 min & 15 000 xg (Beckman Biofuge 13).

Finalement, le culot est resuspendu dans 1 ml de tampon

TE 1X et 1/ADN plasmidique est purifié par gradient de ClCs

(section 4.3)

4.2.2 Isolement A’ADN simple brin

Le protocole de préparation de 1/ADN simple brin provient
de la méthode modifiée de Kunkel (1985).

Le phage M13K07 est employé pour la production d’ADN
simple brin. Il posséde la particularité d’un phage auxiliaire
car il produit deux protéines, protéine II et X, qui vont agir
en trans au niveau de la région intergénique f1 du phagemide
initiant ainsi la réplication de 17/ADN plasmidique en ADN
simple brin (Vieira et Messing, 1987). Les cellules d’E. coli
MV1190 contenant le phagemide recombinant produisent des pili

sexuels qui sont nécessaires pour 1l’infection avec le phage.
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4.3 Purification de 1/ADN plasmidique au Chlorure de césium
La purification de 1’ADN se fait sur gradient de ClCs
(Maniatis et al., 1982) dans une ultracentrifugeuse (Beckman

TL-100, rotor TLN-100) & 450 000 xg & 20°C pendant 3 h.

4.4 Analyse de 1’ADN plasmidique

L’ADN est digéré avec une unité d’enzyme de restriction
(Pharmacia) par pg d’ADN avec une concentration de tampon
appropriée ("one phor all buffer" 10X, Pharmacia) dans un
volume total de 20 gl. L‘’incubation se fait & 37°C pendant 1
h.

Une électrophorése sur gel d’agarose 0.7% contenant du
bromure d’éthidium 0.5 ug/ml (0.7% d’agarose dissout dans du
TBE 1X (10.8 g Tris, 0.4 ml EDTA*Na, 0.5 M (pH 8) et 5.5 g
d’acide borique par litre) permet de séparer 1les fragments
d/ADN en appliquant un voltage de 5 volts par cm de gel pendant
16 h. Un standard d’ADN de taille connue permet d’estimer 1la

taille des fragments.

4.5 Hybridation moléculaire

L’échantillon d’ADN est séparé par électrophorése sur gel
d’agarose 0.7%. Avant de procéder au transfert, il faut
dénaturer 1’ADN selon le protocole de Maniatis et al. (1982).
L’/ADN est transféré sur une membrane de nitrocellulose

(Schleicher et Schull BA85) & 1’aide de l’appareil de transfert
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VacuBlot modé&le Vac-100 (AmerBionetics). Le tampon de
transfert utilisé est du SSC 10X (87.6 g de NaCl et 44.1 g de
citrate de sodium ; ajuster a pH a 7.0). La membrane est
séchée sous vide & 80°C pendant 2h.

La préhybridation et 1l’hybridation de la membrane sont
réalisées selon le protocole de Benton et Davies (1977) en
utilisant du tampon SSC 3X. L’hybridation moléculaire est
faite a4 1l’aide d’une sonde radioactive marquée au 32p qui est
préparée selon la méthode "nick translation" telle que
recommandée par la compagnie BRL. L’hybridation se fait a 70°cC
pendant 16 h.

La membrane est exposée sur un film Kodak X-Omat AR

(Eastman Kodak) & -70°C pendant 24 h.

5.0 Clonage du géne celB chez E. coli

Les vecteurs PTZ18U et PTZ19U sont digérés avec une
endonucléase de restriction selon les conditions décrites a la
section 4.4. Les vecteurs sont déphosphorylés en employant 0.1
unité de phosphatase alcaline de E. coli d’une concentration
stock de 198 U/ml (Pharmacia) et le traitement est fait selon
les recommandations du fournisseur. La phosphatase est
éliminée par une extraction au phénol/chloroforme. L’/ADN est
précipité en ajoutant 2 volumes d’éthanol 95% et 0.1 volume

d’acétate d’ammonium 3 M.
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Le plasmide pIAF9 portant le géne d’intérét, celB, est
également digéré. Aprés séparation sur gel d’agarose 0.7 %, le
fragment d’intérét est récupéré a l1l’aide du "Band prep kit"
selon le protocole de Pharmacia.

Le fragment d’ADN élué est 1ligué aux vecteurs
préalablement préparés. Le mélange de ligation contient 30 ng
d’insert, 10 ng de vecteur (PTZ218U ou PTZ19U), 2 ul ATP 10 mM
et 0.2 unités T, ADN ligase. L’ATP et la T, ADN ligase sont
nécessaires pour générer la formation des liens phosphodiesters
entre 1l’extrémité 5/-PO, d’un brin et 1l’extrémité 3/0OH de
l’/autre brin. L‘’incubation se fait & 14°C pendant 16h dans un

volume total de 10 ul.

La transformation des cellules compétentes E. coli MC1061
et MV1190 est effectuée selon la méthode de Hanahan (1983) en

utilisant le mélange de ligation.

6.0 8équengage du géne celB

Le séquencage de 1’ADN est effectué par le service de
séquengage de 1l’Institut Armand-Frappier selon la méthode de
terminaison des chaines par les didéoxynucléotides (Sanger et
al., 1977). L’ADN simple brin est utilisé comme matrice et
différentes amorces ont été synthétisées & 1l’aide du "Gene

Assembler" (Pharmacia).
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7.0 Dosage et analyse enzymatiques
7.1 Dosage des sucres réducteurs

La méthode modifiée contenant de 1’acide
dinitrosalicylique (DNS) (Miller et al., 1960) permet le dosage
quantitatif des sucres réducteurs générés par 1l’hydrolyse
enzymatique de la carboxyméthylcellulose (CMC).

' Un échantillon d’enzyme (dilué de fagon appropriée) est
incubé dans un volume réactionnel de 2 ml contenant 0.25% de
CMC faible viscosité et 0.07 M de tampon McIlvaine (pH 6.5).
Le mélange est incubé avec agitation pendant 10 min & 50°C.
Afin d’arréter la réaction, on ajoute 2 ml d’une solution de
DNS (10 g NaOH, 10 g de DNS, 5 g phénol et 200 g de sodium
potassium tartrate par litre d’eau distillée). Le mélange est
bouilli 15 min et les tubes sont plongés dans un bain d’eau
froide. Les témoins ont été préparés de la méme fagon que les
échantillons cependant la solution de DNS a été ajoutée avant
de mettre l’enzyme. Le glucose est utilisé comme standard. La
mesure de 1la densité optique est effectuée a 575 nm au

spectrophotométre.

7.2 Dosage des protéines

La méthode de Lowry et al.(1951) permet de faire 1le
dosage des protéines en utilisant de 1l’albumine sérique de

bovin comme standard.
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7.3 Définition des unités
L’activité cellulasique est exprimée en unité
internationale (U.I.). Une unité est équivalente a 1 umole de
sucres réducteurs libérés par min.
L’activité spécifique de la cellulase est exprimée en

U.I./mg de protéines.

7.4 Analyse qualitatif de l’activité cellulasique

Le test qualitatif de 1’activité cellulasique est réalisé
sur un milieu solide LB (section 3.2.1) contenant 0.1% de CMC.
Des puits sont creusés dans la gélose solide et un échantillon
de 20 ul y est déposé. Aprés une incubation a 37°C pendant 16
h, la gélose est colorée avec une solution de 1 mg/ml de rouge
congo pendant 20 min et lavé avec une solution de NaCl 5M. Le
colorant a la propriété de se lier aux liens B-1,4 de la CMC.
Une zone claire sur fond rouge apparait lorsque les liens B8-1,4

sont hydrolysés par la cellulase (Teather et Wood, 1982).

7.5 Analyse enzymatique par zymogramme

Un échantillon de protéines provenant d’un surnageant de
culture est chargé sur un gel de polyacrylamide dénaturant
(SDS-PAGE) contenant 0.1% d’ORB-HEC. Le gel et les tampons
sont préparés selon la méthode de Laemmli (1970). Le gel de
séparation contient 12.5% d’acrylamide. L’é&lectrophorése dure

16 h a 50 volts.
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Aprés migration, les protéines sont renaturées en lavant

le gel dans une solution A (10 mM de Tris (pH 7.5) et 20% de
méthanol) pendant 30 min (2 fois) et avec une solution B (50 mM
de Tris (pH 7.5) et 1 mM d’EDTA¢*Na,) pendant 16 h & 4°C.
Finalement, les bandes protéiques ayant une activité
cellulasique sont révélées suite a une incubation du gel dans

du tampon citrate 0.1 M (pH 6.5) pendant 16 h & 37°C.

8.0 Purification de la cellulase B
8.1 Récupération du surnageant

Le surnageant d’une culture de 5 litres est séparé du
mycélium par centrifugation & 17 700 xg (Beckman J2-21, rotor

JA-10) pendant 45 min & 4°C.

8.2 Chromatographie en phase ligquide

8.2.1 Colonne é&changeuse d’anions

La colonne échangeuse d’anions permet de faire une pré-
purification. Elle est composée d’un gel échangeur d’anions,
DEAE-Sepharose (Pharmacia), qui sépare les proté&ines selon leur
charge. La taille de la colonne est de 5 cm x 12 cm ce qui
éguivaut & un volume de gel de 250 ml. Le surnageant est passé
sur la colonne & un débit de 5 ml/min. La colonne est lavée
avec du tampon pipérazine 20 mM (pH 6) pour éliminer les
protéines fixées de fagon non spécifique. L’&lution est

effectuée avec un gradient discontinu de 0.1 M & 0.5 M NacCl a
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un débit de 5 ml/min. Les fractions sont récoltées a la sortie

du détecteur. Les fractions actives sont combinées.

8.2.2 Colonne & interaction hydrophobique

La colonne hydrophobique, Phényl-Sépharose CL-4B
(Pharmacia), permet de désaler l’échantillon et de séparer les
protéines selon leur hydrophobicité.

La concentration de sulfate d’ammonium dans 1’échantillon
est ajustée & 1M. On ajuste &galement le pH & 6. Le sulphate
d’ammonium permet d’augmenter l’effet de 1’hydrophobicité des
protéines sur la colonne. La taille de la colonne est de 5 cm
X 10 cm ce qui égquivaut & un volume de gel de 200ml.
L’échantillon est adsorbé & un débit de 1 ml/min. La colonne
est lavée avec du tampon pipérazine 20 mM contenant 1M de
sulfate d’ammonium ajusté & pH 6.

L’élution des protéines est réalisée en appliquant un
gradient de 1M & OM de sulfate d’ammonium & un débit de 1
ml/min. Finalement, afin d’é&luer 1les protéines les plus
hydrophobes, on fait passer un gradient discontinu de 20% a

60% d’éthyléne glycol. Les fractions actives sont combinées.

8.2.3 Equipement pour la chromatographie en phase liquide

- Colonne modéle K 50/30 (Pharmacia).

- Pompe péristaltique modéle pump P-3 (Pharmacia)

- Moniteur modéle UV M (Pharmacia)

- Enregistreur de données modéle REC-481 (Pharmacia)
= Collecteur de fractions modéle 328 (ISCO)
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8.3 HPLC: colonne é&changeuse d’anions

La colonne semi-préparative MONO Q HR 10/10 (Pharmacia)
est composée d’un gel & base de résine hydrophile qui est
chargé positivement par la présence de groupements diméthyl-
aminoéthyl ( (=CHy=N"-CH3) ;) . Les protéines chargées
négativement s’accrochent plus ou moins fortement & la résine.

Le systéme de chromatographie liquide a haute performance
(Waters 625 LC System, Millipore) est muni de 2 pompes, d’un
injecteur manuel, d’un détecteur d’absorbance UV (modéle 484)
ajusté a 280 nm et d’un intégrateur de données (Data module,
modéle 740).

La fraction active provenant de 1’étape précédente est
diluée avec du tampon pipérazine 20 mM et l’échantillon est
filtré a 1l’aide d’une seringue munie d’un filtre Nylon Acrodisc
0.2 um (Millipore).

L’échantillon est adsorbé sur la colonne qui a été pré-
équilibrée avec du tampon pipérazine 20 mM (pH 6.5). Le lavage
de la colonne est effectué avec du tampon pipérazine 20 mM (pH
6:5) « L’élution des protéines est faite en appliquant un
gradient linéaire de 0 & 0.4 M de NaCl en 180 min.

La chromatographie est effectuée a un débit de 3 ml/min
sous une pression de 350 psi et les fractions sont récupérées
4 l’aide d’un collecteur de fractions (Retriever II, Isco

Inc.). Les fractions actives sont combinées et lyophilisées.
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Afin de passer a 1l’étape suivante, il faut désaler
1’échantillon. Une colonne Econo-Pac 10 DG (Bio-Rad) qui
fonctionne sur le principe du tamis moléculaire est utilisée.

L’échantillon désalé est lyophilisé (voir section 8.7).

8.4 Tamis moléculaire

La purification est complétée en employant un tamis
moléculaire "protein pak 300 sw" (Waters) qui permet de séparer
les protéines selon leur poids moléculaire. Il s’agit de deux
colonnes en série d’une taille de 7.5 mm X 30 cm. Elles sont
constituées d’un gel & base de silice séparant les protéines de
poids moléculaire entre 10 000 et 400 000 Daltons.

Le systéme de chromatographie (Waters, Millipore)
utilisé, est composé de 2 pompes (modéle 510), d’un injecteur
manuel (Rheodyne, modéle 7161), d’un détecteur d’absorbance UV
(modéle 441) ajusté & 280 nm et d’un intégrateur de données
(Shimadzu, modéle C-R4A).

Avant utilisation, les colonnes sont équilibrées avec 10
mM de bicarbonate d/ammonium pH 8. L’échantillon filtré est
injecté & 1’aide d’une seringue Hamilton de 1000 ul. Le tampon
d’élution contient 10 mM de bicarbonate d’/ammonium pH 8 et le
débit de la colonne est de 0.5 ml/min sous une pression de 100

psi. Les fractions actives sont combinées.



54

8.5 Analyse sur S8SDS-PAGE de la pureté de la préparation

enzymatique

La pureté de 1l’échantillon protéique est é&évaluée par
électrophorése sur un gel de polyacrylamide dénaturant
(PhastGel 12.5%, Pharmacia) et la migration se fait jusqu’a un
temps de séparation de 70 Vh.

Un échantillon protéique de 10 pl est additionné a 5 ul
de tampon d’électrophorése 1X (10 mM de Tris-HC1l, 1 mM
d’EDTA*Na, (pH8) , 2.5% SDS, 5% P-mercaptoéthanol et 0.01% de
bromophénol bleu) et le mélange est bouilli pendant 10 min.
Seulement 4 ul de cet échantillon est appliqué sur le gel de
polyacrylamide.

Aprés migration, le gel est coloré au nitrate d’argent

(manuel d’utilisation PhastSystem Fiche no.210, Pharmacia).

8.6 Conservation de l’enzyme purifiée

Les fractions actives combinées sont congelées dans la
glace séche. La lyophilisation se fait & 1’aide d’un appareil
Virtis (modéle 10-147 MR-Ba). La cellulase pure lyophilisée

est conservée a -80°C.
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9.0 Caractéristiques biochimiques de la cellulase B
9.1 Masse moléculaire et point isoélectrique

La masse moléculaire de la cellulase est évaluée 3 partir
de standards de masse moléculaire connue ("Electrophoresis
calibration kit", "low molecular weight", Pharmacia). Le
logarithme de la masse moléculaire en fonction du Ry (distance
de migration de 1la protéine/distance totale) permet de
déterminer la masse moléculaire de 1la cellulase B. Les
conditions de dénaturation, de migration et de coloration sont
les mémes qu’indiquées & la section 8.5.

La détermination du point isoélectrique (p.I.) de 1la
protéine est réalisée en utilisant un gel de polyacrylamide
contenant des ampholites formant un gradient de pH 3 & 9
(PhastGel IEF 3-9, Pharmacia). La protéine migre selon sa
charge jusqu’a ce qu’elle atteigne le pH qui correspond & son

point isoélectrique.

~

Une pré-électrophorése jusqu’a 75 Vh permet de former un
gradient de pH avec les ampholites. Un échantillon protéique
de 4 ul est appliqué sur le gel et aprés une migration de 570
Vh, le gel est coloré au nitrate d’argent (manuel d’utilisation
PhastSystem fiche no. 210).

Le p.I. de la protéine est déterminé par une régression
linéaire du pH en fonction de la distance de migration du

standard de pH ("Isoelectric focusing calibration kit" pH 3-9,

Pharmacia).
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9.2 pH et température optimums
La détermination de ces deux paramétres est effectuée a
l’aide du dosage des sucres réducteurs tel qu’indiqué a 1la
section 7.1.
L’activité cellulasique est mesurée en fonction du pH en
faisant varier le pH du tampon d’incubation McIlvaine de 5 &

7.5. L’activité en fonction de la température de 50°C & 70°C

est évaluée a pH optimum.

9.3 Temps d’incubation optimal

L’activité cellulasique est mesurée en fonction du temps
d’incubation sur une période de 40 min dans les conditions
optimales de température et de pH préalablement définies
(section 9.2).

Une courbe d’activité cellulasique en fonction du temps

d’incubation permet de déterminer la linéarité de la réaction

enzymatique.

9.4 Cinétique enzymatique (K, et V,_..)

Le K, est défini comme &tant la concentration du substrat
a4 laquelle 1l’enzyme fonctionne & la moitié du V,,, et, le V.,
correspond & la vitesse maximale de réaction lorsque 1l’enzyme
est saturée en substrat. Les valeurs du K, et du V_ . sont
évaluées en tracant 1le graphique de Lineweaver et Burk

considérant l’inverse de l’activité en fonction de 1’inverse de
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la concentration du substrat (Lehninger, 1984).

L’activité enzymatique est &valuée par dosage des sucres
réducteurs (voir section 7.1) dans les conditions optimum de pH
et de température et de temps d’incubation en variant 1la
concentration du substrat de 0,4 & 15 mg/ml de CMC (faible

viscosité).

9.5 Mode d’action

L’étude de 1l’hydrolyse des cellooligosaccharides de
différents degrés de polymérisation par la cellulase est utile
afin de connaitre son mode d’action. Une colonne fonctionnant
sous la combinaison des principes d’exclusion moléculaire et
d’échange ionique est utilisée afin d’analyser les produits
d’hydrolyse libérés. La colonne Aminex HPX-42A (Bio-Rad) est
composée d’une matrice de styréne divinylbenzéne possédant une
charge cationique qui est conférée par la présence d’ions Ag**.

Le systéme HPLC Waters (Millipore) utilisé est muni de 2
pompes (modéle 510), d’un injecteur manuel, d’un réfractométre
différentiel (modéle 410), d’un intégrateur de données
(Shimadzu, modéle C-R4A) et d’un module de contréle de
température.

Les cellooligosaccharides, du cellotriose (G3) jusqu’au
cellohexaose (G6), sont dissouts & raison de 2.5 mM dans du
tampon McIlvaine 0.1 M & pH 6.5 et 0.1 unité d’enzyme pure est

ajoutée. Les échantillons sont incubés pendant 5, 10, 15, 20
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min et 3 h a 50°C. La réaction enzymatique est arrétée en
bouillant les échantillons pendant 10 min. Les é&chantillons
sont filtrés & 1’aide d’un filtre 0,45 um et un volume de 10 gl
est injecté dans la colonne. La phase mobile est constituée
d’eau a 80°C. Le débit est de 0,5 ml/min. L’identification
des produits d’hydrolyse apparaissant sur le chromatogramme est

faite & partir du temps de rétention des standards.

9.6 Séquengage du N-terminal

Un échantillon de protéine purifiée est chargé sur SDS-
PAGE 12.5% d’une épaisseur de 0.75 mm préparé selon le
protocole de Laemmli (1970). L‘’électrophorése dure 16 h & 50
volts.

Les conditions de transfert et de coloration des
protéines se font selon le protocole de Matsudaira (1987). Le
transfert des protéines est réalisé & 250 mA pendant 15 min a
l’aide de 1l’appareil NovaBlot (Pharmacia).

Le service de séquengage de l’Institut de Recherche en
Biotechnologie a réalisé 1la séquence N-terminale de 1la
cellulase B & partir de 1’échantillon protéique récupéré sur la

membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF).
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10.0 Immuno-détection de la cellulase B ("Western Blot")
10.1 Production d’anticorps
Les anticorps anti-cellulase B sont préparés en
immunisant 2 lapines de Nouvelle-Zélande de 6 mois.
L’immunisation des lapines est faite par l’injection de 50 ug
de protéine purifiée préalablement mélangée a 1l’adjuvant
complet de Freund. Trois injections additionnelles de 100 ug
de protéine purifiée dissout dans 1l’adjuvant incomplet de

=

Freund sont réalisées & intervalles de 1, 3 et 7 semaines.

10.2 Immuno-détection

Les protéines des surnageants de culture sont précipitées
avec 0.4 Volume d’une solution contenant 50 % d’acide
trichloroacétique (TCA) et 0.2 % de déoxycholate de sodium.
Le mélange est incubé sur glace pendant 30 min et les protéines
sont récupérées par centrifugation de 10 min & 15 000 xg. Le
culot est lavé avec 250 ul de TCA 10% et suivi d’un ringage
avec 500 pl d’acétone. Le culot est séché et resuspendu dans
du tampon d’électrophorése (Laemmli, 1970).

Aprés électrophorése sur SDS-PAGE 12.5 % (Laemmli, 1970),
les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Schleicher et Schuell BA85) avec 1l’appareil
"Trans-Blot SD Semi-Dry Transfert Cell" (Bio-Rad) selon 1la
méthode de Towbin et al. (1979). Le transfert est réalisé en

appliquant un voltage de 20 volts pendant 45 min.
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La membrane est séchée sous vide durant 1 h. Ensuite,
elle est immergée pendant 30 min dans du tampon PBS (pH 7.2)
contenant 3% de lait écrémé (PBS: 0.45 g NaH,PO,, 1.8 g
Na,HPO,, 8.5 g NaCl, 0.05 g EDTA*Na,).

Les anticorps anti-cellulase B (200 xl) sont ajoutés a la
solution et la membrane est incubée durant 16 h. La membrane
est lavée avec une solution de PBS-0.5% Triton X-100 (3 fois,
10 min) et ensuite, avec du PBS (1 fois, 10 min). La membrane
est saturée de nouveau avec du PBS contenant 3% de lait écrémé
durant 10 min. La protéine A marquée & l’iode radioactif (1251,
Amersham) d’une activité spécifique de 30 mCi/mg est ajoutée a
raison de 4 pl (0.4 pCi) pour un volume de 30 ml de PBS. Une
incubation de 1 h est suffisante pour que la protéine A se fixe
aux anticorps. La membrane est lavée dans les mémes
conditions qu’indiquées précédemment.

La membrane est séchée, puis exposée sur un film Kodak X-

Omat AR (Eastman Kodak) & -70°C pendant au moins 24 h.



RESULTATS
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1.0 Clonage du géne celB

Le plasmide pIAF9 posséde un insert de 2.8 kb qui
contient le géne codant pour la cellulase B (figure 6a). La
digestion du plasmide avec l’enzyme de restriction BclI permet
de générer 5 fragments (figure 6b). La ligation des fragments
Bcll de 2.1 Kb et de 2.4 Kb avec 1le phagemide pTZ19U
préalablement linéarisé par digestion BamHI a permis d’isoler
des transformants lors du sous-clonage chez E. coli MC1l061.
Aprés repiquage de 200 transformants sur le milieu de détection
ORB-HEC, seulement une colonie productrice de cellulase a été
obtenue.

Le plasmide pMCl1l du clone positif et le plasmide pMCé
d’un clone négatif ont été isolé. La cartographie respective
des plasmides pMCl et pMCé6 (figure 7A et 7B) a été réalisée
suite a la digestion de 1’ADN avec différentes enzymes de
restriction. Le plasmide pMCl1l contient un fragment de 1.3 Kb
suite a une digestion EcoRI + Xbal ce qui nous a permis de

constater que le clone avait subit une délétion.
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Figure 6: Structure moléculaire du plasmide pIAF9
a) Cartographie du plasmide pIAF9
b) Migration en gel d’agarose
A: Echelle moléculaire

B: Digestion du plasmide pIAF9
l’enzyme BclI

avec
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Cette observation a été confirmée par hybridation
moléculaire du fragment BclI de 2.1 Kb avec une sonde marquée
au 32p préparée i partir du plasmide pMCl (figure 8). Il s’agit
d’une délétion de 0.8 Kb. Cette expérience suggére que le géne
codant pour la cellulase B est situé dans le fragment de 2.1 Kb
et non pas dans le fragment de 2.4 Kb.
L’élimination sur 1’/ADN plasmidique du fragment Sphl de
0.3 Kb, nous a permis de rapprocher le promoteur lacZ au géne
de structure créant un clone cellulase® (ACelB) (figure 7C).
En résumé, les clones MC1l et ACelB produisent une zone
d’hydrolyse sur le milieu LB + ORB-HEC démontrant la présence
d’une activité cellulasique, contrairement au clone MC6 qui

n’en produit pas.
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ABCDEBTUCTOUDE

Figure 8:

Hybridation moléculaire

A gauche: Migration sur gel d’agarose

A droite: Hybridation moléculaire avec une sonde
préparée a partir du plasmide pMC1l

A:
B:

C et D:

E:

Echelle moléculaire

Digestion du plasmide pIAF9
avec l’enzyme BclI

Digestion du plasmide pMC1
avec les enzymes EcoRI+Xbal
Digestion du phagemide pTZ19U
avec l’enzyme EcoORI
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2.0 S8équence du géne celB

Le séquengage du géne a été réalisé a partir du clone
ACelB en utilisant différentes amorces afin de séquencer le
géne dans les 2 orientations.

La séquence nucléotidique du géne celB est présentée a la
figure 9.

La séquence du N-terminal de 1la cellulase B a été
déterminée (DTTICEPFGTTTIQGRYVVQNN) et a permis de localiser
dans la séquence nucléotidique le début du géne de structure.
Le cadre de lecture commence au nucléotide (nt) 295 jusqu’au nt
1317 et cette séquence code pour une protéine de 35 kDa.

La région promotrice présomptive a été identifiée suite
a4 la comparaison de 1la séquence avec des promoteurs de
Streptomyces (Strohl, 1992). Les régions -35 (TTGTCA) et -10
(TACAGT) sont séparées par 17 nt. En amont du géne, on
retrouve 2 séquences inverses répétées de 12 nucléotides. Le
site de fixation des ribosomes GGAG est séparé par 8 nt du
codon d’initiation (ATG). Etant donné qu’il s’agit d‘une
protéine sécrétée, on observe la présence d’un peptide signal
de 40 acides aminés (aa). Il est caractérisé par la présence
de résidus hydrophiles, d’une région hydrophobique et d’une
proline située juste avant le site de clivage (AQA). Le site
de clivage est reconnu par une signal peptidase conduisant a la

libération extra-cellulaire de la protéine mature (figure 10).



69

La composition en guanine et cytosine (G + C) des codons

de la région codante de la protéine est de 70%. La troisiéme

position des codons est occupée 3 94% par une guanine ou une
cytosine.

L’étude de la séquence a révélé la présence de deux

codons rares (TTA). Ils sont séparés 1l’un de l’autre de 51 nt

et sont situés en amont du géne de structure dans la portion du

peptide signal.
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379
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631
694
787
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946
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1072
1135
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ACCTGCGGCTTCGAGATTCG TTCGACAACTCTGCCGCOCACAGTCTIG TCAGGAACATGAACE
-10
GCTTCTACAGTCCCATCAACCGGTAAGTGGGAGCGCTCCCATCAGTGGGCAGTTGCGGAGCGCT
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Figure 9: Séquence nucléotldique et protéique du géne celB de

S.lividans.
indiquées par les fléches.

Les séquences inverses répétées de 12 nt sont
Le site de fixation du ribosome est

en caractéres gras et souligné. La séquence N-terminale de
la protéine sécrétée est soulignée. Le domaine de liaison & la

cellulose est encadré.

Nucléotides (nt), acide aminé (aa).
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Hydrophile Hydrophobe
-4 =3 =2 -1 0 1 2 3 4
RKNDQEHPYWSTGAMCFLVI ! ! ! ! ! ! !

fa.a
1 MNet . M . 1
2 Arg R . . . !
3 Thr . T. . 1
4 Leu . . L ° ]
S Arg R . . . tzmxse)
6 Pro P . . ftaxnwmm]
7 Gln Q . . . ’I-l
8 Ala . A . tzm=ue|
9 Arg R . . . texzxxus|
10 Ala . A . fmarm |
11 Pro P . ” Y
12 Arg R . . . Lot
13 Gly . G. v {nt
14 Lau . . L . { s==swant
15 Leu . . L . { s=namd
16 Al. . A . !-_—.
17 Ala . A . | smmene &
18 Leu . . L . [} @
19 Gly . G. . 1 o
20 Ala . A . | moasassnremm®
21 Val » . v. 1 %
22 Lan . . L . | @
23 Ala . A . | @
24 Ala “ A . 1 *
25 Phe . . P . 1 &
26 Ala . A . [
27 Lau . N L . | zemeesaaas
28 Val . . V. 1 *
29 Ser « 8 . . | snweseseen®
30 Ser « 8 . . | szrssnunmnt
31 Leu . . L . [ - S
32 v‘l ° L] v . lm.
33 Thr N T. . | semmat
34 Ala . A . | sesmenmd
35 Ala . A . | smmmmd
36 Ala . A % {emumns
37 Pre P . . 1
38 Ala . A . i
39 Giln Q . . . !
40 Ala . A . !

Figure 10: Peptide signal de la cellulase B
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2.1 Homologie de séquence avec d’autres cellulases

Des similarités de séquence en acides aminés de la
cellulase B avec d’autres cellulases ont é&té observées dans la
région N-terminale et dans 1la région C-terminale de 1la
protéine.

Une homologie de séquence avec la cellulase du champignon
Aspergillus aculeatus (FI-CMC,..) (Ooi et al., 1990) a été
retrouvée dans la région N-terminale (figure 11) et correspond
au domaine catalytique de la protéine. Ce dernier est 1ié au
domaine de liaison a la cellulose par une séquence riche en
proline (P) et thréonine (T) (figure 11). En tenant compte de
l’homologie du site catalytique, la cellulase B de S. lividans
appartient aux glucanases de la famille H (Gilkes et al.,
1991).

Des similarités de séquence ont aussi été observées pour
le domaine de 1liaison & 1la cellulose (CBD) avec les
endoglucanases de Streptomyces lividans (CelA), Cellulomonas
fimi (CenA) et Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa (EndA)
(Théberge et al., 1992; Gilkes et al., 1991) (figure 12). Le
CBD est situé au C-terminal de la cellulase B et il est

délimité de chaque c6té par une cystéine (C).
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Figure 11: Comparaison de la séquence en acides aminés de la cellulase B (CelB) de
S.lividans avec la cellulase Ad’Aspergillus aculeatus (Cell ou FI-CMC,..). Les acides
aminés identiques et conservés sont indiqués en caractdres gras et relids par le symbole
"|%. Les acides aminés de méme nature et conservés sont indiqués par le symbole ":".
La région riche en proline et thréonine est souligné. Le symbole "% indique l’extrémité

C-terminale. Les chiffres indiquent la position des acides aminés en partant du codon
d’initiation.
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CelB a--C~avsYg-TavWqdgPTAdvtvt--NtGtapvdGWglaftlps-GgRiTnaWNAsltp 331

CelA atgCkae-YtiTsqWegGrgAgvkit-~-N1G4-pvsGWtlgftmpdaGqRlvqgWNA~~-tw 82

CenA apgCrvd-YavTINgWpgGFgAnvtit--N1Gd-pvssWkldwtyt-aGqRiqglwNgtast 88

EndA ggnCq-~--YVVTHQWNNgPFTA-v-irvrin@GssainrWsvnWmsysd@sRiTnsWNAnvt- 917
CelB s-sGs--vtatgashNarI-apGgs8--1lsFGrqG--tygGaf-aeptgfrinGta~-Ctt-v* 381
CelA sgsGs-avtaggvdWN-rtlatGasadl--GPvG8ft--Ganpa-ptsfTinG-atCsgsv... 135
CenA n--Gg-qvsvtslpWNGSI-ptGgta--sPGrnGsw-a-@snpt-pasfsln@-ttCtgtvp.. 140
EndA ---GnnpyaasalgWianI-gpGqta--eFarqetkga-@srqv-pavt---G-svCqg* 963

Figure 12: Comparaison de la séquence en acides aminés du domaine de fixation A la
cellulose de S.lividans CelB avec des séquences de d’autres cellulases. Les acides
aminés conservés sont indiqués en lettres capitales. Les acides aminés homologues sont
indiqués en caractdres gras. Les chiffres indiquent la position des acides aminés en
partant du codon d‘’initiation. CelA, endoglucanase de Streptomyces lividans; CenA,

en-tllggi.ucanase de Cellulomonas fimi; EndA, endoglucanase de Pseudomonas fluorescens subsp.
cellulosa.
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3.0 Production de la cellulase B

La cellulase B est produite en milieu liquide M;; modifié,
additionné de xylose 1%. Dans ce cas, le xylose n’exerce pas
de répression catabolique car le clone S.lividans IAF 9/8-83
posséde un plasmide & copies multiples.

Il est connu que les cellulases sont trés sensibles & la
protéolyse et que cette dégradation augmente au cours du temps
dans le milieu de culture. Un zymogramme du surnageant de
culture, dont chaque puits contient 100 ug de protéines
précipitées, permet d’observer ce phénoméne (figure 13). Cette
protéolyse apparait a partir de 48 h et s’accentue a 72 h. La
protéine native est largement présente mais elle est
accompagnée de produits mineurs de dégradation. Un temps
d’incubation de 55 h & 34°C a été choisi ce qui est un
compromis entre une production suffisante de cellulase et une
dégradation relativement réduite de 1l’enzyme. De plus, un
inhibiteur de sérines protéases ,le PMSF, est ajouté i raison

de 1 mM avant d’entreprendre la purification de la cellulase B.



Figure 13:
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Zymogramme du surnageant de culture de
S.lividans IAF 9/8-83 en milieu M;; modifié
contenant 1% de xylose
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4.0 Purification de la cellulase B

La concentration des protéines du surnageant de culture
a l’aide du systéme Pellicon (Millipore) ou par précipitation
a4 l’éthanol donnait des résultats défavorables, car dans les
deux cas des pertes majeures d’activité étaient observées.

La totalité du surnageant de culture est adsorbée sur la
colonne de DEAE-Sépharose. L’é&lution avec 0.2 M NaCl permet
de récupérer la fraction active. La concentration en sulfate
d’ammonium de la fraction active est ensuite ajustée & 1M avant
de procéder & l’adsorption sur la colonne de Phényl-Sépharose.
L’élution de 1la cellulase B se fait en présence de 40%
d’éthyléne glycol. La fraction active est adsorbée sur
MONO Q HR 10/10 et 1l’activité cellulasique est récupérée par
élution avec 0.14 M de NaCl ce qui correspond & un temps de
rétention de 60 min (figure 14). Sur tamis moléculaire la

cellulase B a un temps de rétention de 34.35 min (figure 15).



78

60 min

X
2w
S
61.50"
LN

Figure 14: Profil d’élution de la cellulase B de S.lividans
IAF 9/8-83 sur colonne &changeuse d’anions (MONO Q
HR 10/10), avec un gradient linéaire de 0 & 1 M NaCl



34.35 min

Figure 15: Profil d’élution de la cellulase B de S.1ividans IAF
9/8-83 sur tamis moléculaire (Protein pak 300 SW)
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Le tableau III résume les résultats obtenus au cours des
étapes de purification. Le procédé permet la purification de
la forme native de la cellulase B avec un rendement de 1.3 mg
de cellulase B purifiée & partir de 5 L de culture. L’activité
spécifique de la cellulase B est de 98 U.I./mg.

Une perte d’activité enzymatique a été observée suite a la
lyophilisation de la fraction active récoltée aprés le passage
sur le tamis moléculaire. Ce dernier n’ajoutait rien a 1la
purification et par conséquent, il a été omis des étapes de

purification.

4.1 Vérification de 1’homogénéité de 1l’enzyme
L’électrophorése en conditions dénaturantes, suivie d’une
coloration au nitrate d’argent de la fraction enzymatique

purifiée sur MONO Q permet d’observer 1’homogénéité de 1l’enzyme

(figure 16).



Tableau IIXI: Purification de la cellulase B de S.lividans IAF9/8-83

Surnageant
(5 litres)

Protéines | Activité
totales

(mg)

1700.3

(U.I/mg)

Rendement

(%)

DEAE-SéPharose

45.6

5.8

Phényl-Sépharose

3.0

69.0

MonoQ

1.3

18



Figure 16:
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Vérification de 1’homogénéité
de 1l’enzyme (5 pg) sur SDS-PAGE
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5.0 Caractéristiques biochimiques de la cellulase B
Les caractéristiques biochimiques de la cellulase B ont
été déterminées a partir de la fraction pure récupérée a

l’étape de la MONO Q.

5.1 Masse moléculaire et point isoélectrique
La masse moléculaire de la cellulase B a é&té& déterminée
par migration sur SDS-PAGE (figure 16). Elle est estimée & 36
kDa par référence a des standards de poids moléculaire connu.
Le point isoélectrique (p.I.) de la cellulase B a été
estimé en isoélectrofocalisation (figure 17). Une échelle de
pH constituée de protéines de p.I. connu a permis de

déterminer un p.I. de 4.2 pour la cellulase B.



Figure 17:
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5.2 PpH et température optimums
Les optimums pour le pH et la température de la cellulase
B ont été déterminés par dosage des sucres réducteurs.
Une courbe de 1l’activité relative (%) en fonction du
paramétre étudié a permis de déterminer un pH optimal de 6.5

(figure 18A) et une température optimale de 60°C (figure 18B).

5.3 Temps d’incubation optimal
Le temps d’incubation optimal a é&té évalué a pH 6.5 et &
une température de 60°C. La courbe des umoles libérées en

fonction du temps permet de déterminer la linéarité de la

réaction enzymatique.

On observe a la figure 19A qu’une incubation & 60°C en
présence de 1% de substrat conduit & une perte rapide (i.e.
moins de 10 min) de la linéarité de la réaction. Ce phénoméne
peut étre expliqué par une instabilité de 1l’enzyme et/ou une
insaturation en substrat. Les meilleurs résultats ont été
obtenus lorsque la température df/incubation est maintenue a
50°C ou lorsque la concentration du substrat est augmentée a 2%
(figure 19A et 19B) . Au cours du temps, la linéarité de la
réaction enzymatique est acceptable lorsque les 2 paramétres
ont été modifiés.

Les conditions des tests enzymatiques ont été établies

comme suit: une température d’incubation & 50°C, une

concentration de 2% de CMC et une durée d’incubation de 10 min.
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Figure 18: Conditions optimales de 1’activité cellulasique
A) Effet du pH
B) Effet de la température
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5.4 Cinétique enzymatique (K, et Vv_, )

Les constantes de cinétique K, (constante de Michaelis-
Menten) et V_,,, (vélocité maximale) sont évaluées par le
graphique de Lineweaver et Burk qui est exprimé par 1’inverse
de 1l’activité enzymatique en fonction de 1l’inverse de 1la
concentration du substrat (figure 20). L’activité enzymatique
est déterminée par dosage des sucres réducteurs dans les
conditions suivantes : pH 6.5, température de 50°C et temps
d’incubation de 10 min. Etant donné que 1l’enzyme &tait moins
stable a 60°C, il a été jugé préférable de faire 1l’incubation
4 50°C (voir section 5.3). La wvaleur K; et Vg, est

respectivement de 1.30 mg/ml et de 110 U.I./mg.
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Figure 20: Cinétique enzymatique de la cellulase B

de S.lividans IAF 9/8-83
(Graphique de Lineweaver et Burk)
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5.5 Mode d’action

L’hydrolyse des cellooligosaccharides de différents degrés
de polymérisation (G, & Gg), est effectuée a pH 6.5 et a 50°C
avec 2.5 mM de substrat et 0.1 unité d’enzyme. Des
échantillons sont prélevés & intervalles réguliers. L‘’analyse
des produits d’hydrolyse est faite sur HPLC.

La cellulase B n’a pas la capacité d’hydrolyser les
cellooligosaccharides tels que le cellobiose (G,) (figure 21)
et le cellotriose (G3) (figure 22).

Le cellotrétraose est partiellement dégradé conduisant a
l’apparition de G, et de G3 (figure 23). L’hydrolyse du
cellopentaose (Gg) et du cellohexaose (Gg) est rapide libérant
du G, , G3 , G, et Gg (figure 24 et 25). Au cours de
l’hydrolyse du G; et du Gy, il y a apparition de
cellooligosaccharides de plus haut poids moléculaire. Ceci

serait le résultat d’un mécanisme de transglycosylation.
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Figure 21: Hydrolyse enzymatique du cellobiose

a) Au tenmps zéro
B) Aprés 3 h
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Figure 22: Hydrolyse enzymatique du cellotriose

A) Au temps zéro
B) Aprés 3h
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Figure 23: Hydrolyse enzymatique du cellotétraose
A) Au temps zéro
B) Aprés 20 min

C) Aprés 3 h
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Figure 24: Hydrolyse enzymatique du cellopentaose
A) Au temps zéro
B) Aprés 20 min

C) Aprés 3h
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Figure 25: Hydrolyse enzymatique du cellohexaose
A) Au temps zéro
B) Aprés 20 min

C) Aprés 3 h
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6.0 Immuno-détection de la cellulase B ("Western Blot")

I.a cellulase B est présente dans le surnageant de
S.lividans 66 (souche sauvage), S.lividans 3131 (souche sauvage
+ pIJ702) et S.lividans IAF 9/8-83 (figure 26). Les protéines
du surnageant de S.lividans IAF 8-83 (mutant cel”, xIn*) et de
S.lividans IAF 74/8-83 (cel A) ne réagissent pas avec les
anticorps anti-cellulase B.

La protéolyse de la cellulase B, au cours du temps, est
mise en évidence par les anticorps qui réagissent avec des
polypeptides de plus faible masse moléculaire que la protéine
native.

La préparation de la cellulase B purifiée montre aussi la
présence de produits intermédiaires de dégradation qui sont co-
purifiés ou qui apparaissent avec le temps a cause d’une
conservation prolongée. La présence de formes intermédiaires
peut étre expliquée par la sensibilité de 1’/immuno-détection
par rapport aux méthodes de coloration comme 1le bleu de

Coomassie et le nitrate d’argent.



Figure 26:
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Immuno-détection de la cellulase B
de S. lividans IAF 9/8-83
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B) S.lividans 3131 (souche sauvage + pIJ702)
C) S.lividans IAF 8-83 (cellulase )

D) S.lividans IAF 9/8-83 (cel B)

E) Cellulase B purifiée (10 pug)

F) S.lividans IAF 74/8-83 (cel A)
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Le sous-clonage du géne celB de Streptomyces lividans chez
Escherichia coli facilite le séquencage du géne. Cependant
cette méthode ne permet pas toujours 1l’expression des génes
sous-clonés, car les promoteurs de Streptomyces ne sont
généralement pas reconnus chez E. coli (Seno et Baltz, 1989).
Le géne celB est localisé dans le fragment BclI de 2.1 KkB.
L’expression du géne est obtenue seulement lorsque le géne de
la cellulase B est rapproché du promoteur lacZ.
Le géne celB posséde deux séquences inverses répétées de
12 nt qui sont situées en amont du géne de structure,
contrairement & la celA de S. lividans qui n’en posséde qu’une
de 14 nt. Les séquences inverses répétées sont communément
retrouvées au niveau des promoteurs des génes de cellulase
(Nakai et al., 1988). Ces séquences seraient impliquées dans
la régulation de 1’expression du géne (Fernandez-Abalos et al.,
1992). Chez le géne Eg d’une endoglucanase de Thermomonospora
fusca, cette région inverse répétée est le site de fixation
d’une protéine d’activation impliquée dans l’induction de 1la
transcription du géne (Lao et al., 1991).
La présence de ces deux palindromes pourrait conduire a la
formation d’un ARNm ayant une structure en épingle & cheveux
formée d’une séquence appariée de 12 nt et d’une boucle de 14

nt conférant une énergie libre (AG) de =34 kCal/mole.
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Le géne celB contient un peptide signal de 40 acides
aminés qui est composé de 6 résidus chargés positivement, d’une
région hydrophobique, d’une proline précédent la séquence de
clivage AQA. La présence de la proline permet d’exposer la
séguence signal AQA qui est reconnue par une signal peptidase
(Perlman et Halvorson, 1983). Ce type de signal peptide a été
retrouvé chez les génes xIn A, B, C de Streptomyces lividans
(Shareck et al., 1991).

La présence de codons TTA est trés rare dans les génes
dont la composition en ADN est riche en G + C comme chez les
streptomycétes. La présence du codon TTA se retrouve
seulement dans 1les génes impliqués dans le métabolisme
secondaire (antibiotiques, produits tardifs). Ce codon n’est
pas présent dans les génes régissant le métabolisme primaire
(Chater, 1989). Il existe un géne bldA chez Streptomyces qui
code pour un ARN, qui est requis pour la traduction du codon
TTA (leucine). Les génes contenant un codon TTA dépendent de
ce géne pour leur traduction. Le géne bldA doit donc étre
fonctionnel pour que les génes du métabolisme secondaire soient
traduits. Le clonage de génes possédant des codons TTA chez
une souche mutante bld- conduit & un faible niveau de
traduction. Cependant leur traduction n’est pas affectée
lorsque les codons TTA des mémes génes ont été modifiés par

mutagénése dirigée (Chater, 1989).
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La présence de deux codons rares (TTA) dans le géne celB
pourrait donc avoir une importance au niveau de la régulation
du géne. On peut imaginer que le systéme cellulasique de
S.lividans fonctionne comme suit: la cellulase B serait
produite de fagon tardive dd & la présence des codons rares
TTA. Elle pourrait hydrolyser les macromolécules libérées par
l’hydrolyse initiale de la cellulose par la cellulase A. Mais
aucune étude n’a été réalisée pour déterminer si les génes
cel A et cel B sont exprimés & des moments différents au cours
de la croissance.

Des homologies de la structure primaire de la cellulase B
avec d’autres cellulases ont permis d’identifier la présence du
domaine catalytique et du domaine de liaison & la cellulose qui
sont respectivement situés au niveau N-terminal et C-terminal
de la protéine. L’ordre structural est inversé dans le cas de
la cellulase A (Théberge et al., 1992).

L’homologie du domaine catalytique de la cellulase B avec
la cellulase d’Aspergillus aculeatus a permis de classifier la
protéine parmi 1les glucanases de 1la famille H. Aucune
homologie n’a é&té retrouvée avec la cellulase A de S.lividans
qui appartient & la famille A (Théberge et al., 1992). La
plupart des micro-organismes cellulolytiques produisent
plusieurs cellulases appartenant & des familles différentes
(Béguin, 1990). Ceci suggére que 1l’échange des génes de

cellulase pourrait étre interspécifique entre différents
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micro-organismes cellulolytiques (Bé&guin, 1990).

L’appartenance de l’enzyme & la famille H ne permet pas de
définir de fagon stricte ses propriétés enzymatiques. Par
exemple, la famille F inclut des cellulases et des xylanases
qui ont une certaine homologie au niveau du domaine
catalytique, cependant leur affinité pour les substrats différe
(Gilkes et al., 1991). Seule l’homologie de séquence peut
permettre d’apparenter la cellulase B & la famille H car les
propriétés physico-chimiques de l1l’enzyme sont différentes des
enzymes de la méme famille. Par exemple, la cellulase
(FI-CMC,..) d’A. aculeatus posséde une taille de 25 kDa et un
p.I. de 4.8, comparativement a4 36 kDa et 4.2 pour la
cellulase B. De plus les conditions optimum pour 1l’activité
enzymatique sont : pH 4.5 et une température de 50°C au lieu de
PH 6.5 et une température de 60°C pour la cellulase B.

Le domaine de liaison & la cellulose est conforme a celui
retrouvé chez d’autres cellulases. Il est généralement composé
de 100 aa et posséde des résidus conservés tels que le
tryptophane (W), l’asparagine (N) et la glycine (G) en plus de

2 cystéines (C) délimitant le CBD (Béguin et al., 1992).
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Le clonage hétérologue chez E. coli est généralement
limité en ce qui concerne la sécrétion extra-cellulaire des
enzymes. Aprés sous-clonage d’une endoglucanase de
Thermomonospora YX chez E. coli, 30% de 1’activité cellulasique
est extra-cellulaire alors que le reste de l’activité est
retrouvée dans le cytoplasme et dans le périplasme (Collmer et
Wilson, 1983). Pour cette raison le clone AMC6 généré par
sous-clonage du géne celB chez E. coli n’a pas été utilisé pour
la production de cellulase B car 1l’enzyme se retrouve
majoritairement au niveau du périplasme. La cellulase B
contenu dans un extrait périplasmique aurait été plus difficile
a purifier.

La production de la cellulase B est réalisée en milieu
liquide M;; modifié additionné de xylose 1% & partir de
S.lividans IAF 9/8-83. Les monosaccharides tels que le xylose
réprime la production des enzymes lignocellulolytiques chez la
souche sauvage S.lividans 66 (Kluepfel et al., 1986). Le
niveau d’expression en xylose pour les clones de S.lividans IAF
9/8-83 (celA) et IAF 74/8-83 (celA) était supérieur a la souche
sauvage (Shareck et al., 1987). Chez les clones de S. lividans,
le xylose n’a aucun effet sur l’expression et ceci s’explique

par la présence du vecteur a copies multiples pIJ702 (Gusek et

Kinsella, 1992).
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L’aspect critique lors de la purification de la cellulase
est la présence de protéases dans le surnageant de culture. Au
cours du temps, la protéolyse génére des formes mineures
actives. Ce phénoméne de modification post-sécrétionnelle est
bien documenté surtout chez les cellulases de Clostridium
cellulolyticum et de Streptomyces reticuli (Fierobe et al.,
1991; Schlochtermeir et al., 1992).

La présence de formes intermédiaires actives ont rendu
difficile la purification de la protéine native de 36 kDa. Au
cours des essais de purification seule la protéine de 28 kDa a
été purifiée. L’addition de 1’étape de purification au moyen
de la colonne a interaction hydrophobique a permis d’isoler la
protéine native (36 kDa).

La séquence N-terminale de la cellulase B a été réalisée
a partir de la protéine active de 28 kDa, qui est conforme & la
séquence nucléotidique du début du géne de structure. Il est
connu que l’élimination du domaine de liaison & la cellulose
(CBD) par protéolyse génére des enzymes tronquées qui
conservent leur activité cellulasique (Gilkes et al., 1988).
La protéine active de 28 kDa est le résultat d’une délétion en
C-terminal de la protéine native, puisqu’elles ont toutes les

deux le méme N-terminal.
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Les propriétés physico-chimiques de la cellulase B sont
établies & partir de la forme native de 36 kDa.

L’activité spécifique de la cellulase B (98 U.I./mg) est
5 fois moins élevée que celle de la cellulase A. Ceci corrobore
les études de viscosimétrie des clones S. lividans IAF 9/8-83
(celB) et S. lividans IAF 74/8-83 (celA) (Shareck et al.,
1987).

Les propriétés physico-chimiques de la cellulase B sont
quelques peu différentes de celles de la cellulase A (Théberge
et al., 1992). La masse moléculaire et le p.I. de la cellulase
B sont respectivement de 36 kDa et de 4.2 et pour la cellulase
A, ils sont respectivement de 46 kDa et de 3.3 (Théberge et
al., 1992). Le pH et la température optimum de la cellulase A
sont respectivement de 5.5 et 50°C, comparativement & 6.5 et
60°C pour la cellulase B. I1 est courant de retrouver des
propriétés enzymatiques différentes entre les enzymes d’un méme
micro-organisme (Coughlan, 1985). C’est le cas de Trichoderma
viride (voir tableau I) o0 plusieurs cellulases sont produites
mais chacune d’elles posséde un profil enzymatique unique. Ces
différentes enzymes coopérent & 1l1l’hydrolyse rapide de 1la

cellulose (Voragen et al., 1988).
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Les constantes de cinétique enzymatique démontrent une
importante variation entre les deux enzymes. La cellulase B
posséde un X, de 1.3 mg/ml et un V,,, de 110 U.I./mg
comparativement a 4.2 mg/ml et 24.9 U.I./mg pour la cellulase
A de S. lividans (Théberge et al., 1992). Ceci indique que la
cellulase B posséde une affinité et une vitesse d’hydrolyse sur
la CMC plus élevées que la cellulase A ce qui permet de
compenser pour la faible activité spécifique de la cellulase B.
On peut faire des ©observations similaires pour les
endoglucanases I et II de Trichoderma viride (Voragen et al.,
1988).

L’hydrolyse des cellooligosaccharides de différents degrés
de polymérisation permet d’étudier le mode d’action des
enzymes. En général, les endoglucanases hydrolysent seulement
les cellooligosaccharides d’un degré de polymérisation
supérieur au cellotriose (G3). Ce mode d’action est
caractéristique des endoglucanases étant donné qu’elles coupent
4 l’intérieur des chaines de cellulose. Le mode d’action de
la cellulase B est commun aux endoglucanases telles que 1la
cellulase B de Clostridium josui, l1’endoglucanase de
Trichoderma viride et la cellulase A de S. lividans (Fujino et
Ohmiya, 1991; Shoemaker et Brown Jr., 1978; Théberge et al.,
1992). L’hydrolyse du G, conduit & l’apparation du G, et du
G;. La libération du cellotriose en absence de glucose suggére

que le G; serait le produit d’hydrolyse du Gg qui aurait été
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préalablement synthétisé par transglycosylation. Ceci a
d’ailleurs été observé avec les endoglucanases II et IV de
Penicillium pinophilum et la cellulase A de S. lividans (Bhat
et al., 1990; Théberge et al., 1992). Lors de l’hydrolyse du
substrat au niveau du site actif, il y a départ d’un groupement
ROH. L’intermédiaire réactionnel généré peut étre libéré en
réagissant avec une molécule d’eau. Par contre, 1’intermédiaire
réactionnel peut aussi réagir avec une molécule de substrat
présente dans le milieu réactionnel générant un polymére de
degré de polymérisation plus élevé que le substrat initial
(Biely et al., 1991). Cette derniére alternative est

caractéristique de la transglycosylation.

Les cellulases A et B de S. lividans ont un mode d’action
qgui est sensiblement le méme, on peut alors s’interroger sur le
réle respectif de ces deux enzymes dans l’hydrolyse de 1la
cellulose. Etant donné que seule la cellulase A posséde une
activité sur la cellulose cristalline (avicel), il est possible
qu’elle soit sécrétée initialement pour hydrolyser les régions
cristallines de la cellulose. Ensuite, la cellulase B pourrait
attaquer les hydrolysats libérés par 1l’action initiale de 1la
cellulase A. Cette explication est plausible parce que 1la
cellulase B libére du G, du G et du G, & partir de la cellulose

amorphe (résultat non présenté).
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La séquence du géne celB de S.lividans 66 a été
déterminée et code pour une protéine de 35 kDa.
La présence de codons rares TTA peut avoir un effet au
niveau de l’expression du géne.
Le domaine catalytique et 1le domaine de liaison a 1la
cellulose se retrouvent respectivement & 1’extrémité
N-terminale et C-terminale de la protéine.
La cellulase B appartient aux glucanases de la famille H.
La production de l’enzyme a été fait en milieu M;; modifié
contenant 1% de xylose a partir du clone S. lividans IAF
9/8-83.
Malgré la présence d’une activité protéolytique observée au
cours du temps, la forme native a été isolée conférant une
activité spécifique de 98 U.I./mg.
La masse moléculaire est de 36 kDa et le p.I. est de 4.2.
Le pH optimal et la température optimale de 1l’enzyme sont
respectivement de 6.5 et 60°C.
Le temps d’incubation est de 10 min & 50°C avec 2% de CMC
ce qui permet d’observer une réaction linéaire en fonction
du temps.
Les valeurs de la cinétique enzymatique sont:
K,= 1.3 mg/ml et V. = 110 U.I./mg.
La cellulase B n’hydrolyse pas les celloligosaccharides
inférieurs & G;. Cependant elle hydrolyse rapidement le G,,

Gg et le Gg. L’enzyme posséde un mécanisme de transglycosylation.
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