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Résumé

CupriavidusmetalliduransCH34, est une bactérie Gram négative considénmdeneoorganisme modéle pour
I'étude de la résistance aux métaux lourds.

Cette recherche s'inscrit dans la I'étude de siateggce au cuivre qui est codé sur les geopgsiu plasmide
pMOL30. Dans ce systenmp, plusieurs protéines ont un réle inconnu ou narfiééexpérimentalement.
Ce travail ce focalise sur CopG.

Les analyses bioinformatique permettent de repdmemotif CXXC et un peptide signal a I'extrémité N-
terminal de CopG caractéristique des protéines rédpovers I'espace périplasmique. Sur base de
d’homologie de séquence, CopG devrait faire paeiéa famille des thiorédoxines.

Le but de mon mémoire étant I'expression hétératadella protéine CopG, différents systémes etreifits
souche d’expression et de production on été tes¢éai de production de la protéine native avesans
étiquette 6His en C-terminal, en fusion avec un k&do ou en fusion avec des protéines (Tm1752 et
BDI_3087).

Les résultats de ces essais ont révélés que laimeoCopG est instable quand elle est produite tans
cytoplasme tE. coli. De ce résultat de nouvelles approche sont a erégsagomme la production de la
protéine CopG dans le périplasme, mais aussi egafida production de la protéine CopG dans une eltauv
souche.

Mots clés: Cupriavidus metallidurans métaux lourds, CopG, thiorédoxine, expression
hétérologue, fusion, essai de production.
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Liste des abréviations

Unités de mesures :

Kb
kDa
mM
ppm
UA
DOy
rpm
UFC
ml
ul
mvV
nm
°C
pb

Abréviations :

ADN
cop

cnr

czc
TEV
PVDF
dNTP
PCR
IMAC
uv
HEPES
MES
TBS
SDS-PAGE
Tris

orf
Bicine
PEG
DTT

: kilobase = 1®paires de base d’ADN = iDalton (u.m.a)
: kiloDalton = 16 Dalton

: 10% molaire = 16 mole/litre

: partie par million
: unités d’absorbance

: densité optique a la longueur d’onde x, ausss $'abréviation A
: rotation par minute

: unité formant colonie

- millilitre = 10° litre

: microlitre = 1¢ litre

- millivolt = 10° volt

: nanometre = Ibmetre

: degré Celsius

. paire de base

: acide désoxyribonucléique

. génes de résistance au cuivre “copper”

: genes de résistance au cobalt et au nickel

: génes de résistance au cadmium, au zinc et altcob
: Tobacco Etch Virus

: fluorure de polyvinylidene

: désoxy-ribonucléotide triphosphate

: Polymerisation Chain Reaction
: Immobilized Metal Affinity Chromatography
: Ultra-Violet

: Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazineéthauifonique
: Acide 4-morpholineéthanesulfonique

: Tris-Buffered-Saline

: Sodium dodecylsulfate Polyacrilamideadettrophoresis
: 2-amino-2-(hydroxyméthyle)-1,3-propanediol

. « open reading frame » = phase de lectuvere

: N,N-bis(2-hydroxyéthyl)glycine

:_Polyéthyléne glycol

: Dithiothreitol
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: Carboxymeéthyl cellulase

DNS . acide 3,5 dinitrosalicylique
EDTA . acide éthyléne diamine tétraacétique

Milieus de culture :

LB : Luria-Bertani

Amp : ampicilline

Km : kanamycine

IPTG . iso-propyl-thio-galactoside
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Avant-propos

Le premier chapitre de ce rapport, intitulé Introiilon, présente le contexte de I'étude de la
protéine CopG de la résistance au cuivre cl@zpriavidus metallidurans Je présente
successivement;. metalliduransCH34, les métaux lourds, le cuivre et 'lhoméostadii cuivre
chez les bactéries. Une derniere partie décrit piésisément mon sujet de thése, en insistanasur |
protéine ayant fait I'objet de mon travail : la fime CopG cheZ. metallidurans CH34

Les explications du troisieme chapitre « matérglséthodes » se veulent assez détaillées afin
de pouvoir d'une part étudier et reproduire leséeigmces effectuées et d’autre part comprendre au
mieux les différentes techniques de productioregbutification utilisées, et leur intérét.

Les résultats sont présentés dans le quatriemat@hapaccent est porté sur les différentes
stratégies utilisées pour la production de la pnet€opG.

Enfin, les conclusions et perspectives de I'ensendd ce travail trouvent leur place dans le
dernier chapitre.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Chapitre | : Introduction

1. Cupriavidus metallidurans :

Cupriavidus metalliduran€H34, (anciennement appel&ialigenes eutrophugpuisRalstonia
eutropha, Ralstonia metalliduranst Waustersia metallidurafisest une bactérie principalement
présente dans les environnements industriels popaé les métaux. Elle a été isolée en 1976 par
Christian Houba dans un bassin de décantatiorusiad' « Métallurgie de Prayon », pres de Liege,
en Belgique (Mergeagt al, 1978).

C. metalliduransest I'archétype des bactéries résistantes auxumdtaurds. De fait, cette
bactérie peut croitre en présence de concentratieaglevées en divers métaux lourds. C’est une
bactérie & Gram négatif appartenant au phylumBefotéobactéries. Elle est considérée comme
représentant leSupriavidi métallo-résistants, adaptés aux biotopes industriel

C. metalliduransest résistante aux ions meétalliques suivants: [Zn@d(l1), Co(ll), Ni(ll),
Cu(ll), Hg(ll), et Pb(ll). Elle est capable de sévdlopper aussi bien en conditions aérobies qu’en
conditions anaérobies en présence déuitilisé comme source d’énergie) et £@tilisé comme
source de carbone).

Elle a une forme en batonnet, de 0,4 um de dianeéttea 2 um de longueur. Sur milieu solide,
ses colonies ont une forme circulaire opaque éteroSa température optimale de croissance est de
30°C.

Le génome de&C. metalliduransCH34, entierement séquencé et analysé en 2006 padadint
Genome Institute » en Californie (Jansséral.,2010), se compose de deux chromosomes (3,9 et
2,6 Mb) et de deux plasmides, pMOL28 (177kb) et pldM®(233kb). La résistance aux ions Zn(ll),
Cd(Il), Co(ll), Cu(ll) est liee au plasmide pMOL3tandis que les genes de résistance aux ions
Co(ll), Ni(ll) et chromate sont portés par le pladgenpMOL28. (Monchy, 2007).

Le plasmide pMOL30 (figure 1.1) porte 247 orf id&ées (Monchy et al., 2007) dont des genes
de réplication, de maintenance et de transfertaknpde et six groupes de genes impliqués dans la
résistance aux métaux lourdszc (résistance au cadmium-zinc-cobafir (résistance au plomb),
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mer (résistance au mercurefre-ncc (résistance au nickel-cobalt-cadmiung)| (résistance a
'argent) etcop (résistance au cuivre). Deux ensembles de gen#sBM, codant pour des
glycosyltransférases impliguées dans la synthesengambranes, sont situés entre les genes de
résistanceil et copd’une part et a coté du geord d’autre part.
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Figure 1.1: Carte du plasmide pMOL30 chezCupriavidus metallidurans
Le niveau d'induction de I'expression des génes jes différents métaux lourds est représenté suaghe cercle par
I'intensité de la couleur (Monchy et al., 2007).

2. Métaux lourds :
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Les métaux lourds sont des éléments chimiques ayantmasse atomique élevée et un poids
spécifique supérieur & 5 (densité supérieure a EGOB’).

Les ions métalligues sont des éléments esseritidds vie en participant a de nombreuses
réactions métaboliques dans toutes les celluleant®s, chez les organismes procaryotes ou
eucaryotes (William and Frausto da Silva, 1996)pedelant des niveaux excessifs de ces métaux
sont dommageables pour l'organisme.

Il existe différentes catégories de métaux. Lesameétélectrolytes comme le sodium, le
potassium et le calcium, contribuent & maintene force ionique adaptée et interviennent dans les
phénomeénes de transmission du signal. Le fer euiere sont des éléments essentiels du site
catalytigue de nombreuses enzymes ; ils intervienad@ns le transport de I'oxygene. Le zinc
participe a la stabilité structurale des protéimiesi qu’'a la régulation de la pression osmotiduee.
calcium, le magnésium et le zinc aident a stabilis®DN en participant a des interactions
électrostatiques.

D'autres métaux lourds comme le mercure, le cadmiieiplutonium, le plomb, le palladium et
I'or n'ont pas de fonctions physiologiques connaesont non essentiels pour les étres vivants. lls
sont toxiques et leur accumulation dans le corgsaté@naux cause des maladies graves.

Les ions métalliques essentiels peuvent égalementoquer des dommages au sein de la
cellule. La régulation de la concentration de oes, ’lhoméostasie, est donc vitale.

2.2. Homéostasie des métaux lourds

Les toutes premieres formes de vie sont vraiser#tent apparues dans un environnement
contenant des concentrations élevées en métawyice mené a l'apparition des mécanismes de
résistance. Les cellules possédent des systemesnti®le de la concentration en métaux lourds
leur permettant de réguler I'influx et I'efflux ades derniers.

Cette régulation mene a un subtil équilibre imppagla dualité des métaux a la fois essentiels
au niveau de traces et toxiques lorsqu’ils sorggnts en quantités excessives.

2.2.1 Mécanisme d’influx et efflux des métaux dans les bactéries

En ce qui concerne linflux, il y a deux types gstemes permettant I'entrée des métaux lourds.
La plupart des organismes utilisent une combinaifndeux systémes.
% Le systéme passif: il est de faible affinité et rapide. Il utilise généralement
I’énergie du gradient osmotique a travers la membrane plasmique des bactéries.
Ce systeme n’est pas spécifique, n'importe quel ion peut ainsi entrer dans la
cellule.
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< Le systeme actif : il est lent et de trés haute affinité pour le substrat. Il utilise
souvent I'hydrolyse de ’ATP comme source d’énergie.

Les ions métalliques libres ne sont pas dégradésmeples composés organiques. Pour leur
stabilisation a I'intérieur de la cellule deux méismes coexistent :

¢ La formation de complexes : avec les composés soufrés, comme les groupements
thiols de certaines enzymes. La complexation des ions métalliques permet le
stockage temporaire de ceux-cii Chez les bactéries a Gram-négatif, la
complexation met en jeu le glutathion et les thiorédoxines.

+¢ La réduction : est la réduction du métal a un état d’oxydation moins toxique.

Pour la sortie, ce sont des systemes d'efflux gumgttent de rejeter les cations dans I'espace
intercellulaire et donc de réduire I'accumulatiatracellulaire de métaux lourds.

L’efflux fait intervenir divers complexes protéicuenembranaires :

a. Les systémes « Cation Diffusion Facilitator » (CDF) :

Les protéines CDF forment une famille de transpostenétalliques dont le substrat principal est
le Zn(ll) mais qui transportent aussi le Co(ll),N€Il), le Cd(ll) et le Fe(ll). Ces protéines otes
caractéristiques structurales communes, a savoiéices transmembranaires et des régions C et
N-terminales riches en histidines (Paulsen andr SE397).

b. Les systemes « Heavy Metal Efflux-Resistance Nodulation and cell Division »

(HME-RND) :

Les protéines RND forment un groupe de protéingdigmées dans la résistance aux métaux
lourds C. metallidurany la nodulation Mesorhizobium melilafiet la division cellulaireE. col).
Les protéines RND sont couplées a deux autresipesté une protéine de fusion membranaire
(MPF) et un facteur de la membrane externe (OMEte©OMembrane Factor) (Nies, 2003). Ce type
de mécanisme est appelé HME (Heavy Metal Effluigue 1.2) lorsque le substrat est un ion ou
un groupe d’ions de métaux lourds.
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Figure 1.2 : Inside @@ Modele du

mécanisme cellulaire

des protéines RND (Nies, 2003).
OM : (outer membrane) membrane externe, CW : (cedll) muréine, PP : (periplasmic space) espace
prériplasmique, CPM : (cytoplasmic membrane) memibeacytoplasmique. Le complexe RND (rouge)-MPF (Yert
OMF(jaune) est présenté comme un complexe protéiqudti-hétéromeéres. Les protons (points noirs), elges
dans I'espace périplasmique (EP) par la chaine neaire (1)- servent de co-transporteurs antipodsx ions
métalliques (6). La force électrochimique généréar ge gradient permet d’accumuler le substrat ddasanal
MPF-OMF (4). La concentration élevée en ions danslai-ci permet d’expulser les cations par diffusidp). Ce
modeéle montre qu’un site actif (orange) localisérgala protéine RND est le site de la réaction d’écdlge et ce
guelle que soit la localisation initiale du substré2 a,b,c).

Le systeme Cus ABQ@’'E.coli correspond au modele HME-RND établi par Nies pgeucas
spécifique du cuivre (Rensing and Grass, 2003)(éd..3).
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Figure 1.3 :modele du complexe protéigu€usABC d’E.coli.
Les ronds bleus représentent indistinctement lassic€u(ll) et Cu(l). L’entrée du cuivre dans le cortgxe CusABC
peut se faire de fagon directe au départ du pérgtee(A), du cytoplasme(B) ou encore grace a une @irat
chaperonne(C).

c. ATP-ases de type P:

Les ATPases de type P sont une famille de protéirmesporteuses de métaux activées par
I'hydrolyse de I'ATP. Les substrats de celles-cntsdes cations comme les protons, Na(l), K(I),
Mg(ll), Ca(ll), Cu(l), Ag(l), Zn(l1) et Cd(lI).

ChezC. metalliduransCH34 les Cu-ATPases CopF et CupA portent un motif CXX@saque
dans les ATPase CadA et PbrA de la méme souchedemeystéines est remplacée par deux
glutamates. Alors que les Cu-ATPases ne reconmiisgee les ions Cu(l) (et parfois Ag(l)), il
semble que les Zn-CPX-ATPases puissent utilisesigaus substrats.

Ces protéines portent généralement en N-termimahatif répété CXXC caractéristique de la
liaison au métal (Rensirgt al.,1999).

d. Major Facilitator Superfamily (MFS) :

Les protéines MFS (Major Facilitator Superfamilfiggre 1.4), sont présentes dans tous les
regnes du vivant. Ces protéines ont des substeigsvcomme les hydrates de carbone, les
intermédiaires du cycle de Krebs, les antibiotiqlesacides aminés, les nucléosides, les vitamines
ainsi que les cations et anions, mais pas les metézules (Saier et al., 1999).
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Figure 1.4 :organisation structurale des protéines MES (Bolhset al, 1997)
Les segments en héliaesont représentés par des ellipses. Les régions G-Herminales sont dans le cytoplasme, de
méme qu’une large boucle centrale (notée CL).

La protéine NreB deC. metallidurans31A, dont la synthése est induite par le Ni(ll)gei
confére une résistance a la bactérie, est uneipeoté& type MFS qui lie les métaux (Grassal.,
2001).

3. Le cuivre

3.1. Caractéristiques

Le cuivre est un des rares métaux qui existenétatI'natif, ce qui explique probablement son
utilisation par 'homme dés la préhistoire.

Le cuivre est un métal de transition, de numéranajoe Z=29. Sa configuration électronique
est : [Ar] 3d° 45 Il est caractérisé par une trés bonne conduétiigrmique (401 W) et électrique
(59,6x1G S/m). Il existe sous trois états d’oxydation : @u(Cu(l) et Cu(ll) (Zacharias and
Ramachandraiah, 1985). Il forme essentiellemenk digpes de composés, les composés cuivreux
() et cuivriques (11).

Aujourd’hui, plus de trente types de protéines @reusont répertoriés. Ces protéines possedent
principalement deux fonctions : le transfert d’élens ainsi que le transport et I'activation du
dioxygene pour le fonctionnement des processuswitamme la respiration, la protection contre le
stress oxydant, la pigmentation ou la coagulatiosahg (Puig and Thiele, 2002).

3.2. Limportance du cuivre pour les étre vivants

Le cuivre n'existe pratiguement pas a I'état d’idore dans la cellule : il est complexé aux
macromolécules, entre autres en tant que co-fadeenombreuses enzymes (Retegl.,1999).

Les protéines a cuivre les plus connues sont Iasityase, le cytochrome ¢ oxydase, la lysyl
oxydase, la céruloplasmine et la le nitrite oxydase

Le cuivre est indispensable au phénoméne d’angiogenése et a la respiration (cytochrome ¢
oxydase). Il participe au transport d’O, dans I’hémocyanine chez les arthropodes (Daigneault,
2004). Le role le plus récurrent du cuivre est certainement son implication dans le transfert
d’électrons.

Chez les mammiféres, la concentration en cuivigylée par le foie, intervient dans la fonction
immunitaire et contre le stress oxydant (Linaral, 1998).

3.3. L’homéostasie du cuivre
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Le cuivre cytoplasmique : le milieu cytoplasmiqust eéducteur. Les composes réducteurs
transforment les ions cuivre(ll) en ions Cu(l). Banséquent, s'il existe du cuivre cytoplasmique
libre, il se trouve sous la forme réduite’CAu contraire, dans I'espace périplasmique, ireave
vraisemblablement sous la forme<u

Comme mentionné précédemment le cuivre étant @idaebsentiel et toxique, un contrdle strict

de la concentration en cuivre intracellulaire egpératif. Les bactéries utilisent pour cela diverse
stratégies mettant en jeu différentes protéines.

3.3.1. L’homéostasie du cuivre chez Escherichia coli

Escherichia coliest une bactérie commensale intestinale des mamasif Au cours de son
évolution,E. coli a mis en place différents systémes de controla dgiantité de cuivre (Rensing
and Grass, 2003).

Elle possede deux systemes de contrble de la cwatien en cuivre. Le premier est régulé par
un systéme a deux composants, c’est le locus Gaegeou locugus: les genesusRSorment la
paire régulatrice activant les gereesCFBA(Munsin, et al, 2000) Le second systeme, appelée
(Cu efflux), est composé de deux genepAetcueQ Il est régulé par la protéine CueR.

L’élément central de 'homéostasie du cuivre egr@senté par I'ATPase de type P, CopA,
localisée dans la membrane interne et assuramqdiexies ions Cudepuis le cytoplasme. Dans le
périplasme, I'oxydase CueO et le systeme d’efflus CFBA contrdlent la concentration en cuivre.
En outre, plusieurs soucheskd’coli possedent des genes plasmidiques permettant dimecro
considérablement leur tolérance au cuivre et lawvis dans les environnements riches en métaux
(Rouch.et al.,1985).

Cu(ll) or Cu(l)

<

Homéostasie du

Figure 1.5 : .

cuivre chez E. coli. R

CopA est une ATPase de type P transférant le CUJIRH-2 une réductase a cuivre, CueO une oxydasaiie et

CusCFBA une pompe a efflux composée de quatre daerasi Le cuivre traverse probablement la membranteme
grace aux porines OmpC et OmpF (Rensing and Gras¥)3).

3.3.2. L’homéostasie du cuivre chez C. metallidurans
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E M=

ChezC. metallidurans)Je mécanisme d’homéostasie/résistance au cuitneles complexe que
chezE. coli. Comme on peut le voir sur le schéma suivant (&du6), il y a un grand nombre de
genes impliqués dans la résistance au cuivre, elabte de ces génes confereft.anetallidurans
une résistance & une concentration efi @eux fois plus élevée que celle observée foupli.

Le groupe centratopSRABCDest présent en deux copies : une sur le chrom®&oet I'autre
sur le plasmide pMOL30. De part et d’autre de celake sur le pMOL30 on trouve une quinzaine
de génes dont I'expression est induite par le eumais dont la plupart reste de fonction inconnue
(en bleu) (Monchy S. et al., 2006). En rouge leneggopG objet de notre étude. Les protéines
codées par les génes marqués d’'un ‘+', portent otif mche en cystéine (CXCC ou CXXC),
susceptible de lier des ions métalliques.

! L QN I

f PMOL30

Figure 1.6 :Organisation des clustersop sur le plasmide pMOL30 de Cupriavidus
metallidurans.

4. La protéine CopG

Le plasmide pMOL30 comporte une série de 21 gamasts par la présence de cuivre, formant
le systemeop On y trouve plusieurs géenes dont la fonctiontpes claire, parmi lesquels le géne
copG

La protéine codée par ce gene a une masse attendue de 12.5 kDa. Elle porte un motif CXXC
caractérisé par deux résidus cystéine, séparés par deux acides aminés généralement hydrophobes,
qui peuvent former théoriguement un résidu cystine par oxydation des deux groupes fonctionnels

thiol en pont disulfure. Le motif CXXC se trouve dans beaucoup d’autres protéines, entre autres

dans les « copper chaperone proteins » (Harrisson et al., 2000).

On trouve a I'extrémité N-terminale de CopG un peptide signal caractéristique des protéines
exportées vers I'espace périplasmique (Figure 1.7).

Des homologues de CopG se trouvent dans d’autres bactéries. Ces génes copG se trouvent
associés a des genes codant pour des protéines d’efflux des métaux lourds. Elles posseédent toute
un peptide signal de localisation périplasmique.

copV copM copN  copR copB copD  copJ _ copF COPSM;BPE

copT copK ©copS copd _GEC copl copG copl

e \v ) e we e et v s e \v ) o~ e o~ wem
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Figure 1.7 : Organisation de la région cop de pMOL30 et prédiction de localisation des

protéines correspondantes dans les différents compartiments cellulaires.

La figure suivante montre la séquence nucléotidique du gene CopG (figure 1.8), ainsi que la
séquence en acides aminés de la protéine correspondante CopG.

1 ATGAAATACCTGTTTGCCGCTGCCATCCTOGCAGGAAGTGCCGCGTCGTATGCCGOMGCG 60
[E ¥ ¥ . ¥ & & & 1 L & G S5 & A 5 Y & A A

61 CCTGCCATGACGOTCTATAAGGATCCTARATGCGGTTIGTTHEGAAGAGTGGOTGAAGCAC 120
P X B T VYV Y B DD P WK ¢ C C|E E % Y K H

121 ATCAATCRACGCCGGFCTTCCCCCCCARGOTOATCARCTCOACGGATOTOACCTCGGTAALG 180
I1 N ¢ A G F PP KV I NS TODH»VTS VY K

181 ACGCOGCTTGGGOTGCCGGCCTCATIEAGTTCCTGCCACACCGCCOTGCTGGAAACTAGS 240

T R L ¢ ¥V P & 5§ F 88 5 ¢ BT A YV L ET 3
241 GGCCAGGTCATTOAGGGGCATGTGCCGGCCTCCGCTATCCAGAMACTGGTGGCCAATCGE 300
G @V IZEGHVYVPALS AL IOQEKTLTVYVANR

301 GCAGTCAAGGGCGTCGCAGTCCCTRGCATGCCGACCARCGCACCGOGCATGGGCAAGCTG 360
A VYV K 6 VvV AV P G B P TN LMLP GG HE G K L

361 AKCGGCGGCCTOGTCACGGTGGATTTCCAGGGCAAGCCCTTCTCCCAAGATTAR 414

N ¢ ¢ L VTV D F QG EKPTF 3 QD »

Figure 1.8 : Séquence nucléotidique du géne copG et sa traduction en acides aminés. Le

peptide signal est encadré en rouge, en bleu le motif CXXC.

Sur base d’homologie de séquence et de structure (prédite), il a été proposé que CopG fait
partie de la super-famille des thiorédoxines (Kinch et al, 2003).

Les thiorédoxines (TRX) sont de petites protéirteawdron 12kDa qui sont capables de réduire,
par une réaction séquentielle, les ponts disulfdhese protéine spécifique (la cible). La premiere
thiorédoxine a été identifiée chez la bact&seherichia coliou elle est I'enzyme responsable de la
réduction de la ribonucléide réductase (Laugtratl., 1964). Depuis, la présence de cette famille de
protéines a été mise en évidence chez tous lesisenges vivants (Holmgren, 1989). L'activité
d'oxydoréductase des thiorédoxines est liee aux dE=idus cystéine du motif CXXC, présent dans
le site actif. La premiére cystéine du motif espansable de I'attaque nucléophile primaire du pont
disulfure de la cible. Un pont disulfure intermal&gre transitoire est formé entre la TRX et sa

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES
cible. Le complexe est ensuite dissocié gracettatjae du disulfure mixte par la deuxieme cystéine
du site actif.

Le systeme ferrédoxine/thiorédoxine assure la edégul de l'activité de différentes enzymes.
Des génes codant pour la ferrédoxine, la ferréaeMADP réductase, la phosphoribulokinase, la
thiorédoxine m (TRX m) et la thiorédoxine h (TRX bht été isolés cheZhlamydomonas
reinhardtii. Ces études ont mis en évidence l'induction dgréssion des TRX m et h par les
meétaux lourds. De plus, les TRX peuvent fixer destaumx lourds et cette fixation inhibe leur
activité. Ces résultats suggerent que les TRX p@ant constituer un nouveau type de molécules
impliquées dans les mécanismes de tolérance auauméburds (Lemaire S. and Jacquot J. P.
1999).
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Figure 1.9 : Alignement de séquences d’homologues de CopG.
La séquence de CopG est encadrée en rouge, (I) Groupe COG3019 (putative metal-binding proteins) ; (Il) Groupe
COGO0695 (Thiol transférases) ; (Ill) Groupe COG139 (arsenate reductases, ArsC). (COG = Cluster Of Orthologs) (Kinch
et al., 2003).
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Le motif CXXC est présent dans toutes les séqueteda famille des COG3019 () regroupent
les protéines homologues de CopG, sous la forme3Dyys-Cys. Pour les thiol-transférases, qui
fonctionnent généralement comme réducteurs cytoptages des thiol-disulfure, les résidus
appartenant a ce motif jouent un réle fonctionngdartant dans la réaction thiol redox (Carvadho
al., 2006).
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Par conséquent, la présence du dipeptide Gly-Cye da paire de cystéines des séquences
COG3019 peut influencer le potentiel d'oxydo-réauctde ces enzymes qui va déterminer leur
fonction générale comme oxydants ou réducteurs.

De plus, dans les protéines, des liaisons disulfures peuvent se faire entre des résidus Cys
adjacents, et leur réduction peut controler la fonction et influencer la stabilité conformationnelle.

Un motif CXCC, introduit par mutagenése in vitro dans la séquence de la ribonucléase A,
fonctionne comme un interrupteur rédox : sous forme oxydée, la protéine perd 70% de son
activité et sa stabilité est diminuée. Aprés réduction, elle retrouve toute son activité (Park and
Raines, 2001).

Plusieurs autres résidus conservés dans la famille COG3019 (H, C, E) sont positionnés dans le
site actif modélisé et pourraient coordonner des ions métalliques. Le regroupement de plusieurs
membres de la famille COG3019 dans la banque de données ERGO (http://ergo.
Integratedgenomics.com / ERGO /) avec des oxydase multicuivre, des ATPases transportant le
cuivre et les protéines de résistance au Co/Zn/Cd CzcA et CzcB suggére leur association avec les
métaux (Kinch et al., 2003).
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Chapitre Il : But du travall

Comme décrit dans l'introduction, chez la bact&iemetalliduranda résistance au cuivre est
déterminée par les genesp, portés en grande majorité par le plasmide pMOL30.

Plusieurs des protéines codées par ces géenestréestefonction inconnue ou non étudiée
expérimentalement. Notre mémoire se focalise sprdeéine CopG.

Grace a des recherches bioinformatiques, on sat QopG fait partie de la famille des
thiorédoxines.

Le genecopG a été cloné au laboratoire dans plusieurs vecespression d.coli mais la
protéine correspondante n’a pu étre produite gtréspetite quantite.

Ce travail s’inscrit dans les projets en coursadotatoire qui sont :

1. Mettre en évidence l'activité des protéines Cop et comprendre leurs rbles dans la
résistance au Cu®*.

2. Mettre au point des systemes d’expression favorisant la production et la cristallisation de
protéines difficiles a produire afin d’en déterminer la structure.

Dans ce cadre, les principaux objectifs de ce iravat :
v' Tester |'efficacité de différents systéemes d’expression pour produire CopG
v’ Purifier la protéine
v" Etudier son activité, vérifier son activité supposée de thiorédoxine

v’ Cristalliser la protéine afin de pouvoir a plus long terme déterminer sa structure
par diffraction des rayons X
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Chapitre lll : Matériel et Méthodes

1. Matériel biologique et milieux de culture

1.1. Milieux de culture

¢ Milieu 853 :

Le milieu riche 853 a été utilisé pour la croissadt.coli. Par litre d’eau distillée :
- 0.7 g de K,HPO,

- 0.3 gde KH,PO,4

- 1gdeglucose

- 5gdeNaCl

- 5gd’extrait de levure
- 10 g de tryptone

Les boites de Pétri sont préparées a partir d’uieunB56, c'est-a-dire, du milieu 853 auquel on
ajoute 1.5% de bacto-agar, pour I'obtention d’ulieuisolide.

Ces milieux sont additionnés d’ampicilline 50 pgol kanamycine 30 pg/ml, selon le vecteur
d’expression utilisé, pour s’assurer de son maintie

e MilieulB:

Le milieu LB est un milieu 853 sans glucose, uiligour lI'induction par le rhamnose de la
souche KRX.

Deux milieux d’'induction ont été utilisés :

Pour les conditions « early » : LB + 0,05% de gkecet 0,1% de rhamnose.
Pour les conditions « late » : LB+ 0,15% de ghecet 0,1% de rhamnose.

1.2. Solutions tampon
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Le tampon TAE 1x (tris 20 mM, acétate 10 mM, EDTAnM, pH 8.3) est utilisé pour réaliser
des électrophoreses d’ADN sur gel d’agarose. Uokstinquante fois concentré est préparé. Par
litre, pour I'obtention de TAE 50x :
- 242 g de Tris base

- 57.1 ml d’acide acétique glacial
- 18.8gd’EDTA

Ajuster a pH 8.5 avant de compléter a 1 litre ad’elistillée. De I'agarose purifié (ROCHE) est
utilisé a 1% ou 2% (p/v) dans du TAE (1x) pour szl les gels d’électrophorése d’ADN.

e MES:

Le tampon MES est utilisé pour réaliser les élgdioméses de protéines sur gel de
polyacrylamide (NuPage, Invitrogen). Il est compdséMES (50 mM), Tris Base (50 mM), SDS
(0.1%) et EDTA (1 mM), a un pH de 7.3.

e TBS:

Le TBS est utilisé comme tampon pour réaliser |¥gestern blot ». La composition du tampon
TBS est 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5 :
- 76 gdeNaCl

- 6.05g de Tris base
- Amener a 1000 ml avec de I'H,0, apres ajustement a pH 7.5.

1.3. Souches bactériennes

Les trois souches d:Eoli qui ont été utilisées pour I'expression hétérologeecopGsont la
souche KRX, la souche XL1 Blue et la souche HMS174.

* KRX:

E.coli K12 [F, traD 36, AompP,proAB+, lad, A(lacZ)M15] 4ompT, endAl, recAl, gyrA96
(Nalr), thi-1, hsdR17 (rk-, mk+), el4- (mcrA), relAsupE44 A(lac -proAB),4(rhaBAD) ::T7 RNA
polymerase.

e HMS174 (DE3):
E.coli [F- recAl hsdR(rK12- mK12+) (DE3) (Rif R)]

HMS174 est une souche qui porte la mutatieA empéchant la recombinaison homologue.
Cette souche peut donc stabiliser certains plasmdetenant des séquences répétitives.

e XL1Blue:
recAl endAl gyrA96 thi-1 hRd 7 supE44 relAl lagF’ proAB lacl ZAM15 Tnl0 (Tet)]
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Les cellules XL1-Blue ne possédent pas d’endonseléautation €ndA, ce qui améliore

considérablement la qualité des préparations d’ARN,une mutationhsdR qui empéche la
dégradation de I’ADN cloné par le systeme de retsbn K.

Elle représente une souche de choix dans la ptépadADN plasmidique de haute qualité.
Elle posséde une trés bonne efficacité de transitoom

1.4. Les vecteurs plasmidiques

* LepET30:

Le systeme pET (Novagen) est un des systemesusgplssants développés pour le clonage et
I'expression de protéines recombinantes danscoli. Les genes cibles sont clonés dans les

plasmides pET sous le contrble du promoteur fortbdatériophage T7 et donc dépendant de
I'expression d’'une source de T7 ARN polymérase ttansllule hote.

Dans le meilleur des cas, lorsque le gene de 'ARNmMéraseT7 est totalement induit, la quasi-
totalité des ressources de la cellule sont coneacgél'expression du géne cible ; le produit éésir
peut représenter plus de 50% des protéines cedisltotales apres quelques heures d'induction.
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Figure 3.1: Carte de pET30.

 pFN18A:
Le vecteur HaloTag pFN18A® (Promega) est configuoér ajouter I'étiquette HaloTag ® a
I'extrémité amino terminale de la protéine d’int&s€ permet I'expression de cette protéine fusion
sous la dépendance de I'ARN polymérase de T7.

Le pFN18K contient les éléments suivants :
* Un gene de résistance a I'ampicilline pour l&sébn du plasmide.

» Des sites de Pmel et Sqfl uniques, qui permetterd insertion facile de la
séquence d'intérét, fusionnée a la séquence dpkfte HaloTag.

e Un site de reconnaissance pour le clivage par la protéase TEV de la protéine
fusionnée a I'étiquette Halo.

¢ Laséquence d’une étiquette HaloTag.

Vapl T7 EcaoRl
rrnEtranscrptional
terminator

HaloTag® Open
Reading Frame

TEY site

Sefl, Poul
pFN18A HaloTag® T7 Meol
Flexi® Vector
(42377bp) Earnase

o T7 terminator
region
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Figure 3.2 : Carte de pFN 18A.

* pFC20K:

Le vecteur HaloTag pFC20K ® (Promega) est configpo@éir ajouter I'étiquette Halo® a
I'extrémité carboxy terminale de la protéine paaten de fusion et permet I'expression de la
protéine sous la dépendance de 'ARN polyméragehdge T7.

Le vecteur pFC20K HaloTag ® contient les élémeunigasts:

» Un promoteur pour la de 'ARN polymérase T7 erpatrdu gene de la protéine de
fusion.

» La séquence d’une étiquette Halo C-terminale ®.

e Un site de reconnaissance par la protéase TEV [gulivage de la protéine
fusionnée a I'étiquette Halo.

* Un gene de résistance a la kanamycine poutdatgsi du plasmide.

* Des sites EcolCRI et Sqgfl uniques qui permettené insertion facile de la
séquence d'intérét.

SPB

T7 Saf
. EGolCH
rrnB transcriptional Barnase Sacl
terminator xhol

i TEV site

BamH|

cer

HaloTag® Open

Reading Frame
pFC20K HaloTag® T7 SP6 E:L:t?a:fl
Flexi® Vector Sall

(4417bp) Sbfl
Pstl

BspM
BPpI
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o
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Figure 3.3 : Carte du plasmide pFC20K.

 pMH4:
Le pMH4 est un vecteur d'expression bactérien,expitession du géne cloné dépend soit d’'un
promoteur arabinose soit d’'un promoteur T7. llréststant a 'ampicilline.

Dans ce travail, on a utilisé le plasmide dérivéHsMcontenant le gene de I'endoglucanase

Tm1752 = pMH4: Tm1752 (origine: DNASU Plasmid Repry. The Biodesign Institute.
Arizona State University 1001 S. Mc Allister AveEWPE, Az 85287-6401).

rarabinose 02 operator

/ araC
e

/
arabinose O operator
/ TF
Ncol (344)

o His
f

araC

EcoRV (4875)" — Ly /[ A
Aflll (4790)" EcoRI (697)"
CmR
) BsmbBl (921)
Sphl (4496)* — Ncol (998)
BsmBl (4408) —

Accl (4281)—_[. A Acel (1229)
Ndel (4230)" — pMEG _Ir——Hir“-nd['I (1287)
-‘; 5489 bp ]

" g il — Xmal (1564)
>/ ccdB

Pacl (1794)*
Xbal (1799)
Xmal (1828)
Pmel {1840)"

Figure 3.4 : Carte de pMHA4.
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e pSpeedET :

Le pSpeedET est un vecteur d'expression bactérietiexpression du géne cloné dépend soit
d’'un promoteur arabinose soit d’'un promoteur Tesli résistant a la kanamycine.

Au cours de ce travail, on a utilisé le plasmideegifict contenant le gene de la protéine
BDI_3087 = pSeedET:BDI_3087 (origine : DNASU Plagnitepertory. The Biodesign institute.
Arizona State University 1001 S. Mc Allister AveEWPE, Az 85287-6401).

sarabinose O2 operator
/ carabinose O1 operator
/| jaraC
f [T
) Neol (344)
. { ff/ His
1 /TR
] ";.{;4{{— NgoMIV (403)"

EcoRV (4850)" —. 1
Aflll (4765)" — T XN, — EcoRl (715)°

O\ —chiR

/

Sphi (4471 .‘—?.a ! :\f‘_NI__!}I (1016}
Accl (4256)— f .I.III . o
Ndel (4205)" — pSpeedET \— Acel (1249)
4—Hindll {1307
-t 5464 bp 1‘.'
3
'f 8 ;-'“—cch
ofi —_ A—Pacl (1814)"
i )ﬁ\*‘\\“}{r};ﬂ {1819
. “~Pmal (18601
. s : )
Figure w}(} ,,v’x
3.5:la _ A,
carte de Safl (2827 —
kanR -/
pSpeedET.

2. Méthodes

2.1. Transformation des souches d’E.coli
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2.1.1. Préparation des cellules compétentes

Dans 10 ml de milieu 853, on inocule une colonidadeouche a transformer. Cette préculture
est incubée sous agitation pendant la nuit a 3@te.culture de 10 ml de 853 est ensemencée avec
0,2 ml de préculture. Les bactéries sont cultivées837°C, sous agitation, jusqu’en phase
exponentielle de croissancegfh~ 0.5). Les cellules sont alors centrifugées pend@nmninutes a
7000 rpm.

Le culot bactérien est resuspendu dans 5 ml de,G&3NM froid et mis dans la glace pendant
20 minutes. Une nouvelle centrifugation est efféetans les mémes conditions, le culot de
cellules est resuspendu dans 0.5 ml de £maitl.

2.1.2. Transformation des cellules compétentes

Dans un tube eppendorf stérile a 4°C, mettre 150eudellules compétentes plus une quantité
variable d’ADN. Laisser 15 minutes dans la glacprés un choc thermique de 5 minutes a 37°C,
qui permet d’accentuer la déstabilisation de lababe lipidique et de stimuler la pénétration de
'ADN plasmidique dans les cellules, les bactérsemt diluées dans 1 ml de milieu 853. Les
cellules sont incubées sous agitation a 37°C peridarpuis centrifugées 5 minutes a 13 000 rpm.
Le surnageant est éliminé et le culot est resuspéiads le liquide résiduel (environ 100 pl) et
étalé sur boite de Pétri du milieu 856 additioneéadtibiotique adéquat pour la sélection des
transformants. Les boites sont ensuite incubéds taunuit a 37°C.

2.1.3. Préparation d’ADN plasmidique

Cette étape est réalisée a I'aide duGénElute’ Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrichjui permet
d’extraire et de purifier TADN plasmidique a parti’'une culture de cellules portant le plasmide
désiré. Apres collecte des cellules par centrifiogatcelles-ci subissent une lyse alcaline (par SDS
+ NaOH), le SDS est un détergent qui dissout etatiegles composants lipidiques de la membrane
bactérienne, libérant ADN et protéines dans latemiuOn procéde ensuite a une précipitation de
’ADN génomique par 'acétate de sodium. L’ADN gémigue est alors éliminé par centrifugation.
Le lavage a I'éthanol va faire en sorte de dissewdrlibérer la majorité des molécules adsorbées
sur la résine dans la mini-colonne a I'exception'd®N plasmidique qui est insoluble dans
I'éthanol. Il est éliminé par centrigugation. EnfllADN plasmidique est élué. Le protocole suivi
est celui recommandé par le fabricant.

2.2. Construction des fusions du géne copG avec Tm1752 ou
BDI 3087 par PCR de chevauchement (« O. PCR »)

e Principe de I’Overlap PCR (Bryksin and Matsumura, 2010):

Tout d'abord (A), le gene d'intérét est amplifiéeavdes amorces chimériques afin que
'amplicon ait des extrémités 5 homologues au &ect Ensuite (B), chaque brin de 'amplicon
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obtenu est utilisé comme amorce pour une PCR denfus/ec le plasmide cible comme matrice.

(C) Le produit de la réaction est traité par 'emyDpnl qui détruit le plasmide parent (méthylé, au
contraire de '’ADN provenant de I'amplification PRt introduit dans une soucheEdtoli par

. 0
1 oLt o2
- = -~ - Y
/-’ ‘f/ [ “\ J "Ai'-- " '\‘-\ _.f"_-'-.\ "\. ﬁ
Fi——1 / ] Y XA i A
pumy d I W RUN (PR Dpul digest
o ’L a | / Denaturation |\ | .’\wlllunhn‘ui ‘ = Extension | % 5 I::} | : <2
‘ \ [ A : | \ |/ |
5 ; .\i / I-) | \ |/ 7 R\ /) N
; : L AN NN |
\ \ S # —

transformation (figure 3.6).

Figure 3.6 :Un apercu du clonage par Overlap PCR (ou PCR de elvauchement, Bryksin
and Matsumura, 2010).

¢ Etape (A) 'amplification du géne a introduire par PCR

L’amplification du génecopG de la souche d€. metalliduransCH34, pour le clonage dans le

vecteur d’expression choisi (pSpeedET ou pMH4) & féite sur de 'ADN génomique de
C.metallidurangCH34, comme matrice et avec les amorces adéquates.

- Amorces pour la fusion avec Tm1752 :

La partie en bleu correspond a la partie de copGpaltie en noir correspond aux séquences
plasmidiques adjacentes au site d’insertion.

CopGfor

copGrev
ACCCGGGTATGTATATCTCCTTICTCAGTTAATCTT
- Amorces pour la fusion avec BDI 3087 :

La partie en bleu correspond a la partiecdpG la partie en noir correspond aux séquences
plasmidiques adjacentes au site d’insertion.

copGphus3-fd
TCTATCATGGGTICCGGCTCGATCAACAAAGTCAAAGCGGCGCH

copGphus3-rv :
GAGTTAATTAAGTCGCGTTATTAATCT T

- Mélange de PCR:
Le volume total est de 100 pl. CH34 a 50ng/ml
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ADN CH34 aNTF 5X Phusion CopGfor CopGrev Pfu DNA H.O
25 ml HF Buffer 5 uh 5 ul 0o Arace
4 pl 0.8 ul 20 10 wl 10l 1w 54.2

Tableau 3.1 : Mélange réactionnel effectué pour ltaplification du génecopG.

- Programme de la PCR pour I'amplification du géne copG :

1. T=98°%, t=2 minutes
—4 2. T=98°C, t=30csecondes
. 3. T=55%,. t=30secondes

4. T=72°C. t=8 minutes
— 5_ -

6. T=72°, t=5 minutes

7. End

cycle répété 34 fois

aliquote du

Une
produit PCR est d’abord porté sur gel d’agarosesduee la présence d’'une bande correspondant a
la taille decopG est confirmée, les amplicons sont purifiés pouvisal’amorces ‘forward’ et
‘reverse’ dans la PCR de fusion.

Cette purification sert a éliminer ce qui pourgéner les réactions suivantes (les amorces). Elle
s’effectue au moyen du kit «High Pure PCR Produifieation Kit» (Roche).

- ADN polymérase Pfu est une enzyme thermostable qui fonctionne a haute température. Elle
catalyse la polymérisation des nucléotides dans I'ADN duplex dans le sens 5 ' 3'.

- Le 5X Phusion HF Buffer (Thermo Scientific) est une solution tampon optimisée pour
I'amplification d'ADN utilisant le DNA polymerase Pfu. Le tampon fournit 1,5 mM de MgCl,
dans les conditions de réaction final.

e Etape (B) Overlap PCR

5x H,0 dNTP 10 Pfu Plasmide Amplicon
Phusion mM DNA vecteur copG
HF polymerase A 15 mg/ml
buffer
4 ul 0.4 0.4 ul 0.2 ul 2 ul 13 ul
ul

Tableau 3.2 :Mélange réactionnel pour la fusion du géneopG ou le rapport molaire entre

I'amplicon CopG et le plasmide est de 15. Le voluntetal par tube est de 20 pl.
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On a fait plusieurs essais ou l'on a fait varierrégport molaire entre I'amplicon CopG
(=amorces) et le plasmide de 7 & 15. Ainsi quergérature de I'étape d’hybridation, soit a 60°C
ou 65°C.

Le programme de la PCR de chevauchement est larguiv

1. T=98°C, t=2minutes
— 4= 2. T=98°C, t=30secondes
3. T=60°C, t=30secondes cycle répété 25 fois
4. T=72°C, t=8 minutes
—» 5, >
6. T=72°C,t=10 minutes
7. End.

e Etape (C) Elimination du plasmide parental

Apres amplification, 1 pl d®npl est ajouté au mélange réactionnel. Le mélangerstite
incubé 1 heure a 37°C. Ce mélange est ensuitefdrams dans la souche d’expressioi.doli
KRX par la méthode au CaClVoir Chapitre Ill, 2.1.2. Transformation par K&DN plasmidique
ou par des produits de fusion).

Les colonies apparues sur milieu sélectif sontfiges. Plusieurs petites cultures de 853 (5 ml)
sont ensemencees avec des transformants purifiésmiihi préparation d’ADN plasmidique de ces
cultures est envoyée a la firme « Beckman CouBenomics » pour séquencage. Lorsque la
séquence est correcte, il contient le geopGfusionné a I'extrémité C-terminale du gene de
Tm1752 ou de BDI_3087.

2.3. Production de la protéine CopG dans diverses souches d’E.

coli

2.3.1. Induction de I’expression par I'IPTG

Une colonie isolée &. coli contenant le plasmide pET30copG est mise en culture dans 5 ml
de milieu 853 additionné de kanamycine. Cette pitite est laissée a 37°C pendant la nuit, puis
diluée 100 fois dans 25 ml ou 100 ml du méme miBéla croissance est suivie par mesure de
I'absorbance a 660 nm. Agdy~ 0.5 on ajoute 1 mM d’'IPTG. La culture est aloensférée a 30°C
et laissée a cette température et sous agitatiodapé la nuit. Ensuite on centrifuge les cellules a
7000 rpm pendant 10 minutes a 4°C.

2.3.2, Préparation des extraits cellulaires

Le culot issu de la culture est resuspendu dansm2,6u 10 ml de tampon HEPES 25 mM
contenant du NaCl 150 mM, a pH7.4, la suspensiatébanne est lysée par sonication, pendant 5
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minutes a une puissance 30%, en mode pulse (1 d=dRF, 1 seconde ON sur le sonicateur
“Branson Sonifier 250”). Le produit de sonicati@st centrifugé a 10000 rpm pendant 30 minutes
a 4°C. Le surnageant constitue la fraction soluldesulot membranaire est resuspendu dans le
méme volume de tampon et constitue la fractiontdelu

3. Analyse des protéines

3.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide

L’analyse par électrophorése est basée sur la tiugrdifférentielle de particules chargées dans
un champ électrique.

Cette analyse se fait sur gel de polyacrylamid®% Bis-Tris Nu-Page (InVitrogen) ou 10%
Bis-Tris Nu-Page (inVitrogen). Les échantillonsrealgser sont préparés a partir de 10 pl d’extrait
protéique et 5 ul de bleu de charge Nu-Page (loyén) additionné de 10 mM de DTT.

Les échantillons sont centrifugés 1 minute, puisatiérés par chauffage a 100°C au bain-marie
pendant 5 minutes et enfin déposés dans les puitsyel de polyacrylamide dénaturant (contenant
du SDS). Le SDS est un détergent qui rompt lesaot®ns inter et intra-protéiques et qui se fixe a
la surface des protéines en les chargeant négativelira charge propre a chaque protéine devient
négligeable et les protéines migrent selon lelietdie marqueur de poids moléculaire utilisé est |
PageRuler (Fermentas). La migration se fait dantathpon MES. Apres la migration, le gel est
rincé a I'eau stérile et coloré au Page-Bludrotein Staining Solution (Fermentas) pendant 30
minutes. La décoloration se fait dans I'eau.

Gel type | Tris-Acetate Bis-Tris
Gel concentration | 3-8% 7% 4-12% 10% 12%
Running buffer | Trig-Acetate MOPS MES MOPS MES MOPS MES
Apparent Molegular Sizds (kDa)
10
— 150 140| — 140 — 140 _ 140
20 — g0l = 10| — 15| — 15| = 115
- i = 11% = L}:’ — 80 | g | = EU
30 =120 _~iS==g0 — 'EE
— 15 — g — — 50
= 40 o — 85 — 50 | — 5) = 40
& — 12 — e | — 50 | — ¢
B 50 ‘ = 50 ’ 01 40 — 30
= —_ — 80 | — | — 40| __ 4
s 60 — 85 F L =125
= L — 0 | — 3 - 30
s 70| = g5 | =90 —_—an | =
— ] [ = 25 e | =15
80 — 50 id T
= " —25 e | == 25 | =15
90 — 40 - 15
—30 — 3| =15 -
Y 10 s s "2 10 J
F'”ure 3 7 " Note: The apparent molecular size of each protain (kDa) has been determined by calibration against PO'dS molécula”’e
- . an unstamed protein ladder in each electrophoresis condition
apparents des margueurs

PageRuler Plus dans les différents tampons.

3.2. Analyse des fragments d’ADN générés par PCR
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L’ADN obtenu aprés I'amplification par PCR pour glonage ou une fusion est analysé par
électrophorése sur gel d’'agarose 2%, dans le tafMp&nlx.

A un volume de solution d’ADN, on ajoute 1/4 dewok de tampon de charge (0.2% de bleu de
bromophénol, 0.2 M d’'EDTA pH 8.3, 50% glycérol). h@lange est déposé sur le gel d’agarose,
en parallele avec des marqueurs de taille allantsda 20000 pb (Gene Ruler Fermentas). Apres
migration dans du tampon TAE pendant 25 minutegr@myle gel est plongé dans une solution de
bromure d’éthidium (BET) afin de révéler TADN. LRET s’intercale entre les bases de 'ADN et
la fluorescence du complexe formé est révélée domsere UV. La comparaison avec les
marqueurs de taille permet d’estimer la taille caginent d’ADN.

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0’'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use
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Figure 3.8 Margueurs ADN £ pour les gels d’agarose

0.5 pafane, & cm length gel,
1XTAE, 7 Wem, 45 min

3.3. Analyse des
protéines par immunoblotting (Western blot)

Pour l'analyse par Western blot, les protéines dmpamsférées sur une membrane aprés
séparation sur un gel SDS-Page. La calibratioradedmbrane se fait par I'utilisation du marqueur
de masse moléculaire MagicMaker (InVitrogen). Lkansfert des protéines du gel vers la
membrane PVDF se fait par électroblot a 30 V caristdans un tampon de transfert pendant 45
minutes, comme le montre la figure 3.9 :

+ [ s & & s & @ & % & 1 OBioting Pad
¥ .t P 5 ¥ ¥ ® % 1 Blotling Pad

Filter Paper

Transfer Membrane
Gel

Filter Paper
¥ 8 § ¥ ¥§F §F 8§ e s BlcﬂingPad
e e o o o o o o o | [ BlotingPad
Figure 3.9 : Disposition du
gel et de la membrane Cathode Core {-) de transfert
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lors d’'une Western blot

Apres le transfert, la membrane est mise dansl2fersolution de blocage 4% en lait en poudre
dans TBST (du TBS additionné de Tween), sous amitgendant 1 heure a 4°C. On plonge ensuite
la membrane dans 10 ml de solution de blocage al@%ait en poudre dans du TBST et 5 pl
d’anticorps primaire anti-6His, sous agitation & 46ute la nuit.

Apres 3 lavages de 5 minutes dans la solution deabke 2% sans anticorps, la membrane est
mise dans une solution contenant des anticorpsidates (anticorps de chevres dressés contre les
anticorps de souris) pendant 2 heures sous agit§ti® ml de solution 2% et 2 pl d'anticorps
secondaire). La membrane est lavée trois foisSTB®T, et les complexes protéine-anticorps fixés
sur la membrane sont révélés au transilluminatadgrdans une chambre noire, grace a la solution
de révélation du kit Lumi-Light Western Blotting I&irate de Roche. L'image est traitée par le
logiciel CHEMCAPT.

Il'y a une méthode alternative pour détecter Istidines, cette méthode est plus directe, c’est
'emploi d’'un colorant, le “Pierce ® 6xHis Proteilag (Thermo Scientific), c’est un colorant
fluorescent utilisé pour la détection sur gels dé/qcrylamide des protéines de fusion avec des
histidines (His-taggé). Avec ce colorant, I'expiessde la fusion peut étre évaluée directement sur
le gel, par exposition du gel aux UV.

3.4. Mesure de la concentration en protéines

e Parla méthode de Folin :

Par échantillon a analyser, préparer 4 tubes a asea 0,5 ml d’eau distillée et des volumes
croissants de I'échantillon de protéine (10, 20e8@0 pul) ainsi que 3 tubes ne contenant que 0,5
ml d’eau ("blancs”).

Ajouter dans chaque tube 5 ml du mélange de réaétiRC (100 ml de la solution A + 1 ml de
la solution B + 1 ml de la solution C). Vortexer laisser a température ambiante pendant 10
minutes. Ajouter ensuite dans chaque tube 0,5 ndotigion D. Vortexer et laisser a température
ambiante pendant 20 minutes.

Lire la DO a 660 nm et convertir cette R@en concentration de protéine grace a une courbe
étalon établie avec de la serum albumine boviné\}BS
Les réactifs utilisés sont les suivants :
- Folin A : 30 g de Na,COs3, 4 g de NaOH pour 1 litre.

- Folin B : 40 g de Na-K Tartrate pour 1 litre.
- Folin C: 20 g de CuSO4 pour 1 litre.
- Folin D : Réactif de Folin-Ciocalteu (BDH) dilué 3x dans de I'eau.

e Parla mesure de I'absorbance a 280 nm :
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La mesure de la concentration en protéine d’écl@mgi purifiés se fait par mesure de
'absorbance a 280 nm lue sur un spectrophotomgtr®Drop® ND-1000 (Isogen Life Science).

Figure 3.10 :Mettre I'échantillon sur le

support de mesure avec une pipette

Connaissant le coefficient d’extinction molaire ldeprotéine contenue dans I'échantillon, on
peut alors calculer la concentration selon lallBeer Lambert, qui s’exprime ainsi :

N

N2go = Sprot xIxC

C : la concentration molaire de la solution (en .id).
L : la longueur du trajet optique dans la soluti@versée, elle correspond a I'épaisseur de la
cuvette utilisée (= 1cm).
gprot3 l'absorptivité molaire (coefficient d'extinctionolaire), exprimée par- molcmi ™.
= Tm1752 = 100630 mole™.cm™
» BDI_3087 = 15150 mole™.cm™.

3.5. Chromatographies d’affinité

3.5.1. Sur colonne chélatée au Ni**

Les protéines avec étiquette 6-His sont purifieeschromatographie IMAC (Immobilized Metal
Affinity Chromatography). Ce type de chromatograptiiaffinité fait appel a l'immobilisation, sur
une résine, d'un atome métallique comme le nickdeacobalt. Cet atome immobilisé peut établir
des liens de coordination avec certains acides esnian particulier les histidines. L'étiquette
hexahistidine (6-His) est ajoutée aux protéinesr gue ces dernieres puissent étre purifiées par
chromatographie d'affinité pour le métal.

)

HN
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Figure 3.11 :coordination du Ni2+ avec NTA et I'histidine.

La technique d'élution la plus usuelle est d'wgilisn composé qui entre en compétition avec les
histidines de I'étiquette : I'imidazole (Figure 3)1

Figure 3.12: Molécule d’imidazole

La colonne de sépharose CL6B chélatante conditormé Nf* est d'abord rincée a I4®
milliQ stérile puis conditionnée avec le tamponxtfaction des protéines a séparer. L’extrait
protéigue est chargé, la colonne est lavée avdardpon additionné de 20 mM d’imidazole pour
éviter les interactions aspécifiques.

Ensuite, les protéines retenues sur la colonne &oges par un gradient de concentration en
imidazole de 20 a 250 mM.

La concentration protéique des fractions collect&ss mesurée par spectrophotomeétrie
(absorbance a 280 nm). Elles sont ensuite analys#eslectrophorese (analyse SDS-PAGE). Les
fractions contenant la protéine pure sont rasseesb&t concentrées par ultrafiltration sur des
cellules Vivaspin (Sartorius Stedim Biotech).

kTM

3.5.2. Sur résine Halolin (Promega)

Cette résine permet la fixation covalente et I'ot@ion de protéine HaloTag de fusion sur une
surface solide. La résine est constituée d'un tigdralogénase lié a des billes de Sépharose. Ce
ligand se lie spécifiguement et rapidement de fagovaelente & la partie Halo des protéines de
fusion Halo. La résine HaloLink ™ dispose d'uneatdig de liaison élevée. En raison de la liaison
covalente, la protéine de fusion HaloTag ne pewat éuée de la résine, ce qui permet un lavage
pour éliminer les protéines non spécifiquementsli&ans risque de “décrocher” les protéines de
fusion Halo.

La protéine HaloTag est une halogénase modifiéesguixe de maniére covalente a la résine
HaloLink ™ via un chloroalcane ligand de [I'halogéeaimmobilisé. Grace au site de
reconnaissance de la protéase TEV entre la protdie de la protéine Halo, la protéine d’intérét
peut étre clivée de I'Halo qui reste liée a lanmés™ HaloLink. Ensuite, la protéase TEV, utilisée
qui a une étiquette 6His N-terminal, est éliminéegccrochage sur une résine IMAC.

Les étapes de la purification sont les suivantes :
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Figure 3.13 :Purification des protéines fusionnées a I'HaloTagur résine HaloLink
Solution de clivage : -1,1 ml de tampon HEPES
- 60 pl de ProTEV plus (Promega).

Pour effectuer cette purification, il faut premi@ent conditionner la résine, c'est-a-dire
I'équilibrer dans le tampon (Hepes 25 mM NaCl 150 pH 7.4) de I'extrait cellulaire. Pour cela
on centrifuge 2 ml de résine HaloLiftka 7000 rpm pendant 5 minutes. Ensuite on ajoutzubmi
5 ml de tampon HEPES et on centrifuge a 7000 rpndget 5 minutes. Cette opération est répétée
2 fois, pour conditionner la résine.

Deuxiemement, on ajoute 2,5 ml de la fraction delude I'extrait cellulaire a la résine. Le
mélange est laissé sous forte agitation toute ia Basuite on centrifuge a 7000 rpm pendant 5
minutes et on garde le surnageant, qu’on noterél&W through).

La troisieme étape est le lavage de la résine, &ved de tampon d’extraction. Ensuite on
centrifuge a 7000 rpm pendant 5 minutes. Cetteabipér est répétée 3 fois. On obtient, WW/,, W5
(wash 1, wash 2, wash 3).

La derniére étape est le clivage et I'élution dpratéine d’intérét. On ajoute 0,5 ml de solution
contenant 66 pl de TEV protease dans 1,1 ml de danfbEPES. Le mélange est incubé a
température ambiante pendant 1 heure sous fortatiagi Aprés centrifugation a 7000 rpm
pendant 5 minutes, on obtient le surnagean{&uat 1). On rajoute 0.5 ml de tampon HEPEShet o
centrifuge dans les mémes conditions, on obtiersi & surnageantEéluat 2).

Les fractions FT, les Wash 1, Wash 2, Wash 3, dlugttéluat 2 sont portées sur gel pour faire
une analyse par €électrophorese des protéines peésen

3.6. Concentration des protéines purifiées par ultrafiltration
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Le concentrateur a centrifuger Vivaspin est undéudiultrafiltration pour la concentration
d’échantillons biologiques. On l'utilise dans le$ars a angle fixe acceptant des tubes de 50 ml. La
conception verticale de la membrane et la chambnearde filtration multicanaux, diminuent le
colmatage de la membrane. Un rendement de contientra90% est aisément atteint en moins de
30 min. On choisit une membrane avec une taillpales inferieure a la taille de la protéine a
concentrer.

Apres la chromatographie, on rassemble les fragtammtenant la protéine pure. L’échantillon
est mis dans 'unité de concentration, on centafag8000 g pendant 30 minutes, ce qui permet de
concentrer environ 100 fois.

3.7. Dosage colorimétrique de l'activité endoglucanase

L’activité endoglucanase est mise en évidence #isautt la carboxyméthyl cellulose (CMC),
dérivé soluble de la cellulose, comme substrat.ctivdé est déterminée par le dosage
colorimétrique des sucres réducteurs produits tr pierla CMC, selon Ghose, 1987.

Pour commencer, on ajoute a chaque échantillorenardans 0,5 ml de tampon citrate 50 mM a
pH 5.2, 0,5 ml de CMC (2% dans l'eau). Le mélangactionnel est placé dans un bain-marie a
60°C pendant 1 heure. Ensuite on ajoute 3 ml de [IM3%6 ml d’eau stérile, 10.6 g d’acide 3,5-
dinitrosalicylique et 19.8 g de NaOH, dissoudn@ispjouter 306 g de Tartrate de NakK, 7.6 ml de
Phénol et 8.3 g de Na métabisulfite) a chaque ditloanqui est vortexé et mis dans un bain-marie
bouillant pendant 5 minutes.

Apres refroidissement a température ambiante, agout de 20 ml d’'eau a chacun des
échantillons, la densité optique est lue a 540 antre un blanc réalisé dans les mémes conditions,
sans enzyme. La quantité de sucres est estiméapaort a une courbe étalon (Figures 3.14 et
3.15) réalisée avec des quantités croissantes wmsg (Sigma). Ce dosage convient pour des
concentrations en sucres comprises entre 0,1 gfrhlm

#* Dilutions utilisées pour établir la courbe standard:

Solution stock non diluée = glucose 2 mg/ml dansadupon citrate pH 5.2.
1:15 =1 ml de glucose 2 mg/ml + 0,5 m| deate pH 5.2
1:2 =1 ml de glucose 2 mg/ml + 1 ml de cénpH 5.2
1:4 = 0,5 ml de glucose 2 mg/ml + 1,5 ml deate pH 5.2

La mesure du standard nous permet de tracer umbecguace a laquelle on peut déterminer la
guantité de glucose produite (en mg) en fonctiohatesorbance a 540 nm.

Mg de Moyenne des
Glucose /0,5 DO & 540 nm
ml
Undiluted 1 0.644
S;
1:1,5 0.67 0.378
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S,

1:2 0.5 0.274
S3

1:4 0.25 0.109
S4

Tableau 3.2 :DO a 540 nm des prises de standard et la quantitdrrespondante de glucose

PN %

”

Figure 3.14: Photos des standards utilisés pour le

dosage 07 -
0,6 ad
0,5

0,4
0,3 /

0,2 4 D02 540
0,1 /

0 K T T T T 1
-0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Glucose en mg

DOa

colorimétrique des sucres réducteurs

Figure 3.15 :Courbe Standard du dosage colorimétriqgue du gluces
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Pour cette solution, on ajoute 2g de carboxymétbflilase CMC 7L2 a 100 ml d’eau purifiée.

3.8. Cristallogeneése et cristallographie

3.8.1. Principe

Le but de la cristallogenése est I'obtention d'ustal de la protéine d’intérét. La diffraction des
rayons X par le cristal obtenu donne des infornmgtigur la structure tridimensionnelle de la
molécule.

La cristallisation d’'une protéine nécessite de @asbun état, dans laquelle la protéine est
soluble, a un état solide et ordonné. Ce phénomliysique correspond a une séparation de phases.
La cristallisation d’'une protéine est influencéea pidfférents facteurs comme sa pureté et sa
stabilité, sa concentration, la nature et | a cotradion de l'agent précipitant, le pH, les
additifs...(Fig. 3.16)

y
\
zone | zone
métastable ! sur-saturée

2 "l précipitation

g

S

®

g

g

S
Figure 3.16 :diagramme = okifionhensatie de solubilité d’'une
protéine en fonction de la » concentration en agent

Concentration en précipitant

précipitant. Pour obtenir la cristallisation, on se

déplace de c vers 2c
Les méthodes de cristallogenése la plus utilisé@a diffusion de vapeur en goutte suspendue
(Figure 3.17) :

Lamelle Solution

U . [ protéique
Réservoir / I '\
~~~~~~~~~~ «
. precipitant ; .
Fiqure 3.17 : Représentation de la
méthode par diffusion de vapeur, en goutte suspendu
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Une solution protéique est diluée dans la solutlercristallisation pour former une goutte de
faible volume (environ 2 ul). La lamelle sur ladaetst déposée la goutte est mise au dessus d’un
réservoir contenant 0,5 ml de la méme solution rilgatlisation. La goutte s’équilibre dans cet
espace hermétique.

Le volume du réservoir est beaucoup plus imporaet celui de la goutte. La sursaturation en

protéine dans la goutte est atteinte par diffusies especes volatiles du milieu le moins concentré
(la goutte) vers le milieu le plus concentré (lgem&oir).

3.8.2. Ensemencement ou « Seeding »

La cristallisation est un processus a deux étap#abord la nucléation ou les molécules de
protéines forment un germe cristallin puis la gaigce ou les protéines viennent s’organiser autour
de ce germe, couche par couche et provoquentlaiogdissance du cristal.

Parfois, les conditions testées ne permettent padédlencher la cristallisation de la protéine.
Cela ne veut pas dire pour autant que ces conglitierconviennent pas a la croissance des cristaux.
Une possibilité est donc de rajouter des germessatiins dans la goutte équilibrée ce qui permet
aux protéines de s’'organiser autour de ceux-cieetrditre si les conditions le permettent : cette
meéthode est appelée « ensemencement » (ou « segding

Dans le « self-seeding », les noyaux sont compasés méme protéine que celle contenue dans

la goutte. Cette technique permet de mieux conttélgualité des cristaux obtenus précédemment
en limitant la cristallisation & une seule étape.

Chapitre 1V : Résultats

1. Essais de production de la protéine CopG native

1.1. Le vecteur d’expression

Le vecteur d’expression utilisé est le pET30, clestsystéeme pET qui est I'un des systemes les
plus puissants développés pour le clonage et Esspn de protéines recombinantes dansol..
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Les genes cibles sont clonés dans les plasmides sol¥ le contréle du promoteur fort du
bactériophage T7, dont I'expression dépend deddymtion de I’ARN polymérase du phage T7 par
la cellule hote.

1.2. Stratégie

Les plasmides d’expression ont été construitslenaat le génecopG, amplifié a partir de
'ADN génomique deC. metalliduransCH34, dans le vecteur pET30 (comme décrit dans le
Chapitre Il : Matériels et Méthodes) de sorte @&gner ou non une étiquette 6His C-terminale au
genecopG Les vecteurs d’expression ont été introduits demsouches &.coli HMS174 et KRX
par transformation. Aprés induction par 'lPTGup#iMS174, ou par le rhamnose pour KRX, La
production de la protéine CopG a été testee.

1.3. Analyse de la production

e Expression de copG avec ou sans étiquette 6His dans HMS174 :

HMS174 (DE3) porte une copie chromosomique du gen€ARN polymérase du phage T7
sous contrble du promoteur lacUV5, qui est indletébl'lPTG.

L'expression de CopG est induite par la productied’ARN polymérase du phage T7 dans la
cellule hote. Les extraits cellulaires analysésgairsont obtenus apres traitement aux ultrasons et
centrifugation pour séparer la fraction solubleladraction insoluble. Les gels réalisés n’ont pas
révélé la production d’une protéine de la massndtie pour CopG (avec ou sans étiquette 6His en
C-terminal), c'est-a-dire 12,5 kDa :

(¢

25

Taille attendue pour CopGral2,5 KDQ. )y

15

!

| 10
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Figure 4.1 :Gel SDS-Page de la production de CopG mature saéquette Histidine dans
HMS174.
(1) Fraction soluble ; (1) Fraction insoluble

non induit Induit
sol  insol sol insal
] PN

g 2

i
4

ilm_i [=
=
U @
T

t VYV ¢ &6

Bande observée & 25 kDa. >
Taille attendue de CopGral2,5 kDa. =) -
25
gt
Fiqure 4.2 : Gel SDS-Page de la production de - 135
CopG mature avec une étiguette His dans
HMS174. . B

Dans le cas de la protéine his-taggée, on obséappdrition d’une bande importante aux
environs de 25 kDa apres induction, mais pas a 1RBa, comme attendu.
La bande a 25 kDa pourrait correspondre a un dirdér€opG (2 x 12.5 kDa). Pour tester cette
hypothése, on a effectué une analyse par West@insBt ce gel avec des anticorps anti-Histag ;
aucune protéine His taggée n’a été détectée daxtsdit (Fig. 4.3) :

Extrait sofubls

ind monind MW Témoin

Bande & 30 000,\ - —
correspondant a la protéine témoil

Figure 4.3: Western blot des extraits solubles de HMS174
pET30 copG his avec des anticorps anti histag. (1) Induit ; (2) Non
induit : (3) Marqueur de masse moléculaire MagicMak: (4) Protéine His-taggée témoin

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Vu qu'’il est possible que le Histag C-terminal & pas accessible aux anticorps, nous avons
également effectué une coloration directe des &fjs-sur gel SDS (Pierce).

!"d_uit 8 daidy indu‘? Induit Non ind Protéine Pur

Bande a = 115 kDa, correspandant a

Afr—
T7 polymérase

—

50 .
Protéine Pure
40 — His taggée
440 kDa (Tm1752)

30

Bande ObServee e 25

a= 25 kDa (= Zx CopG)

15

10

B 10
(1) (2)

Figure 4.4 : Gels SDS-Page de la fraction solubléush extrait induit et non induit de CopG
mature avec une étiquette His dans HMS174. (1) Dates bleu de Coomasie ; (2) dans le
colorant pour les His Tag (Pierce)

Apres coloration dans le colorant Histag, on vpparaitre de nombreuses protéines révélées au
bleu de Coomassie, ce qui indique que la colordfiisiag est peu spécifique.
* Production de CopG avec ou sans étiguette 6His dans KRX :

KRX est une souche B:coli K1, qui contient une copie chromosomique du géne d& IARN
polymérase étroitement régulé par un promoteur nos (haPgap). Le promoteurhaPsap est
soumis a la répression catabolique par le glucose.

La présence du rhamnose active le promoteur epréssion de 'ARN polymérase du phage T7
permet la transcription du gene codant pour lagmetrecombinante (P.O.l. : Protein Of Interest),
mais uniquement lorsque le glucose présent damsliku de culture est totalement consommé par
la croissance bactérienne. Avant induction, I'egpi@n de la protéine recombinante, qui est sous le
contréle d’'un promoteur T7, est exceptionnellenfaittie, comme le montre la figure :

Time=0 Time = 8-24 hours
1 [cAMP]
[ [cAMP) Induction
i X _________________
rheP,,. T7 RNA Pol thaP,,,, T7 ANA Pl

& pd T

T7P PO TP PO.L



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Figure 4.5 : Auto-induction de I'expression de CopGlans la souche KRX.

Pour I'expression de CopG dans la souche KRX, oes& différentes conditions d’'induction
(voir Matériel et Méthodes) et différents tempandiibation : 7h30, 11h, 24h. Les résultats obtenus
en condition « early » apres 24h d’incubation situtrés sur la figure 4.6.

Surnageants Culots

His tag Mat  his tag Mat

Bande attendue pour Cop&I12,5 kDa.

Figure 4.6 :Gel SDS-Page de la production de CopG
mature avec et sans Taqg His dans KRX.

() Fraction soluble de CopG His ; (I) Fraction slble de

CopG mature ; (lII) Fraction insoluble de CopG Hig]V) Fraction insoluble de CopG mature

La bande attendue a 12.5 kDa correspondant a CgsGpas observée sur le gel.
2. Production de la protéine CopG en fusion

Nous avons effectué de nouvelles constructions @p@Cest fusionné a d’autres protéines, cette
démarche a été envisagée pour les avantages guesiente (Tagu and Moussard, 2003). En effet,
souvent :

- La stabilité de la protéine de fusion est meilleure que celle de la protéine
simple

- Sa solubilité est accrue.

- Sa purification est facilitée

Il existe plusieurs vecteurs commerciaux permeti@mbnstruction de fusions (avec le maltose
binding protein, la GST, ...). Nous disposons au fatwre de vecteurs permettant de réaliser des
fusions avec une halogénase modifiée (HaloTag ®yu facilite grandement la purification de la
protéine d’intérét.
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2.1. En fusion avec un tag Halo en N-terminal

Le vecteur HaloTag pFN18A ® est configuré pour tgou’étiquette Halo ® (halogénase
modifiee) a I'extrémité amino-terminale de la proeéd’intérét. Il permet I'expression de la pro&in
fusion sous la dépendance de 'ARN polymérase Tétiquette Halo est une halogénase modifiée
qui a la particularit¢ de former des liaisons cextds avec ses ligands ce qui permet
I'immobilisation des protéines fusion sur la réski@olink® sur laquelle ligand est fixé, ce qui
facilite sa purification (Ohanet al,2009).

La construction du plasmide d’expression a étés@alpar clonage du gesepG amplifié, a
partir de ’ADN génomique d€. metalliduransCH34, dans le vecteur pFN18A.

La production de la protéine correspondante araéysée dans la souche KRX apres induction
par le rhamnose. Les fractions solubles et insekille I'extrait cellulaire sont analysées par
électrophorése sur gel SDS. On observe la produdiola fusion Halo-CopG & 43 kDa (31 +
12.5 kDa) (Figure 4.7).

La protéase TEV clive la protéine fusion entreidjeette Halo et la protéine d’intérét. Apres
addition de la protéase TEV a la fraction soluldd extrait cellulaire on observe I'apparition dein
bande importante a 31 kDa qui correspond I'étiguiilo. On ne voit pas cependant apparaitre en
parallele de bande importante a 12.5 kDa, taitendue de CopG (Figure 4.7).

Ased 304 soleTEV

Fusion Halo CopG @ 43 KDA. e

40

Halo Tag & 31 kDa. |

R

CopG a= 12.5 kDa. —
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Figure 4.7 : gel SDS-Page de surexpression de CopG Halo taggé dans KRX lors du clivage
par la TEV.

Apres plusieurs semaines, le méme extrait a éuaeau analysé sur gel et on remarque que la
fusion Halo CopG est instable car la bande coomedante a cette derniere a été dégradée, en
donnant naissance a une bande de 31 kDa, corremgoandihalogénase. Comme il n’apparait pas
de bande nette a 12.5 kDa (taille correspondanbG(; la partie CopG de la protéine fusion a
vraisemblablement été dégradée (protéolysee).

Soluble Sol+TEV

Halo Tag & 31 KDa. sy
Absence de bande "CopG”

Figure 4.8 : Gel SDS-Page de la production de

CopG Halo taggé dans KRX. 3 -1
(1) Extrait soluble ; (ll) Extrait soluble traité a la TEV protéase

La purification de la protéine CopG en fusion avtalo a été réalisée sur résine Halolink en
“batch” (voir Chapitre Il : Matériels et Méthodg. Cette purification a permis de mettre en
évidence une bande a 12.5 kDa (CopG) apres clipagéa TEV. Cependant la quantité de CopG
diminue considérablement apres élimination de 1& Tui est His Taggée) sur résine chélatée au
Ni?*, comme on le voit sur la figure 4.9 : l " II W

I

e

S . " by

gl

TEV 50 kDa, ——
- S0
— s

ame 40
- 30
CopG a 12,5 kD> -
Produits de dégradatio{. - 15
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Figure 4.9 : Gel SDS-Page des différentes étapes de purification par Batch method de
CopG halo taggé dans KRX avant (a gauche : | et ll) et apreés (a droite : lll et IV)
élimination de la protéase TEV par une résine chélatée au Ni**

Aprés élimination de la protéase TEV, on remarque @ concentration de CopG diminue
considérablement. Cette observation pourrait ineligst que CopG est retenu sur la résine chélatée
au NF.

2.2. En fusion avec un tag Halo en C-terminal

Le vecteur HaloTag pFC20K ® est configuré pour ggou’étiquette Halo® a l'extrémité
carboxy-terminale de la protéine dintérét et pdrriiexpression de cette protéine sous la
dépendance de I'’ARN polymérase du phage T7.

La construction du plasmide d’expression a étés@alpar clonage du gewsepG amplifie, a
partir de TADN génomique d€. metalliduransgCH34, dans le vecteur pFC20K, ou le tag Halo est
en position C-terminald.a protéine fusion correspondante n’a pas pu &odyste dans la souche
KRX.

2.3. En fusion avec la protéine Tm1752

2.3.1. La protéine Tm1752

La production de CopG dans les constructions peftéd n'ayant pas été jugée suffisante pour
sa caractérisation, de nouvelles fusions ont étésagees. La premiére est une fusion avec la
protéine Tm1752, de masse moléculaire de 39 kDagsfuprédite étre une endoglucanase de
Thermologa maritimaCette activité enzymatique supposée devrait prenge suivre son activité
par dosage colorimétrique.

Dans le cadre d’'un projet général de déterminatierstructure 3D, la protéine Tm1752 (His
taggé en N-terminal) a été produite et sa struatéterminée (PDB 1VJZ).

Ceci devrait nous permettre d'utiliser la méthodereimplacement moléculaire pour résoudre la
structure de la protéine d’intérét fusionnée.

La production de la protéine Tm1752 a été examitades la souche KRX (Fig. 4.10)

On observe apres induction une bande a envirorb4) ¢ée qui correspond a la taille attendue de
la protéine Tm1752. La plus grande partie de l&§ime se trouve dans la fraction soluble.

1 2

Bande & 40 kDA. =——
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Figure 4.10 :Gel SDS-Page de production de la protéine Tm1752uws KRX. (1) Fraction
soluble : (1) Fraction insoluble.

La protéine Tm1752 esinnotée comme “endoglucanase” sur base de sorologie avec
d’autres protéines dans les banques de donnéds. &#ivité n'a cependant jamais été confirmée
expérimentalement.

L’activité endoglucanase de l'extrait cellulairentenant la protéine Tm1752 a donc été testée
par un dosage colorimétrique.

Extrait cellulaire de KRAX (pMH4 : Tm1752)
Induit Non induit
Quantité de 4.6 0.11
Glucose produit mg/ml mg/ml
en mg/ml
d’extrait
Concentration en 3.3 5.6
protéine dans mg/ml mg/ml|
I'extrait
Activité Spécifique 1.40 0.02
mg glucose/mgq protéine mg glucose/mg protéine

Tableau 4.1 :Mesure de I'activité endoglucanase dans I'extraitallulaire contenant la
protéine Tm1752.

Cette colorimétrie permet de mesurer la quantitéswu®es réducteurs produits par action de
I'endoglucanase sur la carboxy-méthylcellulosedearses substrats.
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Suite a ce dosage on peut confirmer que la profBin&752 a bien une activité endoglucanase.
On mesure dans I'extrait induit 70 fois plus diaté spécifique que dans I'extrait non induit
(tableau 4.1.).

2.3.2. Purification et caractérisation de la protéine Tm1752

Une étiquette 6-histidine est présente en N-terhdealm1752, elle permet sa purification par
chromatographie d’affinité IMAC.

La purification de la protéine Tm1752 a donc étéefpar chromatographie d’affinité Ni

ajozepiwi sues uodwe) ne adene] ;1
ajozepiwi Wuw 0z uodwe) ne aFeAe sust

WW 005 & Ww (g 9p 9|0zepiwl,p jusipels

b

-||| =0 1Ol

Figure 4.11 :Chromatogramme sur colonne Ni* sépharose de la purification de la protéine
Tml752.
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65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 ml

Figure 4.12: Agrandissement du chromatogramme de la fiqure 9.de la fraction 17 a 47,
élution par gradient d’'imidazole de 20 mM & 500 mM.

Les fractions de 34 a 42, qui correspondentééYﬁFQc élué au cours du gradient d'imidazole, ont
été analysées sur gel et montre toute une band®&Da

34 35 36 37 38 39 40 41 42

Bande & 40 kDa correspondant a Tm175 Zep
OGSO w - =

- S0

- 25

. - 15
Figure 4.13 :Gel SDS-Page des fractions éluées

de la colonne Ni* sépharose contenant la protéine " 10

Tm1752
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On a ensuite mesuré I'activité endoglucanase dgueh&action du pic d’élution de la protéine
Tm1752. L'activité spécifique est mesurée en mgglleose/mg de protéine et nous permet de
déterminer que c’est la fraction 40 qui est la pluee.

F F F F F F F
34 35 36 37 38 39 4(
Quantité de 0.75 1.55 2.4 3.25 2.9 3.6 2..
glucose mg mg mg mg mg mg m

produite/ ml
Concentration 0.3 0.64 1.02 1.31 1.21 1.00 0.5
en protéine mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/

mg/ml|
Activité

Spécifique 2.5 2.42 2.35 2.48 2.39 2.47 3.9

Tableau 4.2 :Mesure de 'activité spécifique des fractions F34 B42

La mesure de lactivité spécifigue de la fractian plus pure (la fraction 40) permet de
déterminer que l'extrait de départ contenait enviB%% de la protéine Tm1752, ce qui est en
concordance avec ce qui est observe sur le gel 4.8.

2.3.3. Construction d’une fusion Tm1752 : CopG

Cette construction est réalisée par “"Overlap PERGSir Chapitre 11l : Matériel et méthodes). En
premier lieu on amplifie le gernmpG avec des amorces chimériques, afin qu'il ait dégemités
homologues au point d’insertion dans le plasmitéeqiFigure 4.12). Chaque brin de I'amplicon de
cette premiere PCR est ensuite utilisé comme ampag une deuxieme PCR (la PCR de
chevauchement), pour obtenir la fusion de CopG &v@dMH4 : Tm1752 qui sert de matrice (voir
Chapitre Ill : Matériels et méthodes).

500
400
300

200

Figure 4.14: Gel d’agarose de -

amorces chimériques

I'amplification de copGavec les
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Suite a cette deuxieme amplification et a I'élintioa du plasmide parent, on obtient une fusion
pMH4 : Tm1752 : CopG, qui est vérifiée par séqugeca

L’expression de la fusion pMH4 : Tm1752 : CopG, moée PHU a été faite dans la souche
KRX:

Fractions Insolubles Fractions Solubles
PHU 1 PHU 2 PHU 3 PHU 1 PHU2 PHU 3

=

Bande & 50 kDa, : ——

correspondant & Tm1752 : COpG. > -
; - 50
=== 40
- 30
- 25
ﬂ 15

Figure 4.15 :Gel SDS-Page de

I'expression de la fusion Tm1752 : aagiié 10

CopG dans KRX, en condition early

apres 20h

Aprés production de la protéine fusion dans la BeuKRX induite, on obtient un extrait
cellulaire sur lequel on réalise un dosage colatriapge pour voir si la protéine fusion Tm1752 :
CopG (PHU) montre une activité endoglucanase:

PHU
Induit Non induit Tm1752
induit
Quantité de 2.66 0.2 4.6
glucose produit mg/ml mg/ml mg/ml
en mg/par ml
d’extrait
Concentration en 9 13.5 3.3
protéine de mg/ml mg/ml mg/ml
I'extrait
Activité 0.29 0.015 1.40
Spécifique mg glucose/mg mg glucose/mg mg
protéine protéine glucose/mg
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protéine

Tableau 4.3 :Mesure de I'activité spécifique de la fusion.

La mesure de l'activité spécifique, montre qu’allest que d’environ 20% de celle de I'extrait
de Tm1752. Si la protéine Tm1752 . CopG est aufisiace que Tm1l752, ce résultat pourrait
s’expliquer par une production nettement moindre lguprotéine PHU : on ne voit en effet pas de
bande trés importante a 50 kDa sur le gel 4.13.

2.4. En fusion avec la protéine BDI-3087

2.4.1. La protéine BDI-3087

La protéine BDI_3087 est une protéine de 269a®&a@bacteroides distason&TCC 8503.
Elle est annotée comme pouvant étre une lipop@idimt la fonction est inconnue.

Elle a été produite, cristallisée et sa structuéteadéterminée (PDB 3JX8). Elle a une masse de
29 kDa.

La production de la protéine BDI_3087 a été analydans la souche KRX (Figure 4.14) aprés
induction au rhamnose

<L -
——
-
L -
Bande & 30 kDa, correspondant a BDI_308 el . A0
- & 30
B -
—
—
- 15
Figure 4.16 :Gel SDS-Page de I'expression de la protéine BDI-3D
dans KRX. (I) Fraction soluble ; (Il) Fraction insoluble - 10

2.4.2. Purification de la protéine

La purification de la protéine BDI_3087 qui est légaent his-taggée en N-terminal, a été
réalisée par chromatographie d’affinitéNi
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Figure 4.17 :le graphique de la chromatographie d’affinité Ni* de la protéine BDI-3087.

Les fractions 19, 20, 23 et 24 du pic élué en imidlaont été analysées sur gel (Figure
4.16).Elle contiennent une protéine d’environ 3&kD

Bpi 19 20 23 24

Bande a 30 kDa, correspondant a BDI_308==p-
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Fiqure 4.18 :Gel SDS-Page des fractions de la chromatographiéadfinité Ni %* de la
protéine BDI-3087

Les fractions de 19 a 24 ont été concentrées & pe€paration a servi pour les essais de
cristallogenese.

2.4.3. Résultats de BDI 3087 : CopG

Cette construction est réalisée par Overlap PCRynm® pour la protéine Tm1752: CopG.
Aucun candidat de séquence correcte n’a pu étenabt

3. Essais de cristallographie

La structure des deux protéines Tm1752 et BDI_38&87onnue (figure 3.17). Par conséquent,
des conditions de cristallogenése sont publiées &valescriptif des clones. Néanmoins, il est
parfois difficile de reproduire la cristallogenetans un laboratoire différent. En effet, les mé#dsod
de préparation de la protéine different et la cositpmn de I'échantillon de protéine (tampon, pH,
présence ou pas de NaCl) peut influencer la dogmhese. De plus, il n'y a pas de données
détaillées sur les conditions de purification de petéines sur le site DNAsu.

D’ou la nécessité de retrouver les conditions pwas préparations, et dans les conditions du
laboratoire.

(1) (2)
Figure 3.19 :Structure des cristaux obtenus avec les protéineg1) Tm1752 : (2) BDI-3087
montrant les cavités remplies de solvant ou une ptdine fusionnée pourrait co-cristalliser

3.1. Cristallogenése de la protéine Tm1752

Les conditions données pour la cristallisation de 1752 sont :
Bicine 100 mM pH 9.0, dioxane 2%, PEG 20000 10%.
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Selon la mesure de I'absorbance a 280 nm la comtemt de la protéine Tm1752 pure est de
900 pM. Pour retrouver les conditions de cristatien au laboratoire, on a testé différentes
concentrations de la protéine (180 uM et 450 pidit, Varier le pH et le pourcentage en PEG
autour de la condition publiée. Différentes comudi on été testées :

*pH7,pH 7.5, pH 8.0, pH 8.5, pH 9.0 et pH 9.5.
* PEG 6%, 8%, 10%, 12% et 14%.
* Concentration en Tm1752 : 180 pM et 450 uM.

Les essais de cristallogenése ont été réalisésomtiegsuspendue. On suit I'apparition de
précipités ou de formes cristallines (figure 3.20).

(1) (2)

Figure 3.20: Aspect typique
de gouttes Sl suspendues
(1) Goutte (3) (a) claire, (2)
Précipité abondant, (3) Précipité léger, (4) Aiguilles.
Le tableau 4.3 donne une synthése des résultatsdass de cristallisation :
8% 10% 12% 14%
450 180 450 180 450 180 450 180
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7.5

pH
8.0
pH
9.0

Tableau 4.4 :Résultats des essais de cristallogenése de la pioé Tm1752
Rouge= Précipité abondant Bleu = Précipité léger Vert = Goutte claire ; * = aiguilles.

Dans nos essais, la précipitation est favorisééd engutre. Une seule condition (12% en PEG
20000) a permis I'apparition d’'une forme cristadlifaiguilles), analysable a la diffraction aux
rayons X. L'analyse a confirmé que ces aiguillest sifectivement de nature protéique, mais de
taille trop réduite pour obtenir un spectre derdifion complet.

L’apparition de cristaux dans d’autres conditiopgut étre provoquée par la technique du
“seeding”, qui consiste a inoculer la goutte aveades germes cristallins.
Quelques uns des cristaux apparus ont été récugangs250 ul la solution a pH 7.0 et 12% en
PEG 20000. lls ont été broyés afin d’obtenir undtitode de petits germes cristallins. On introduit
0.2 pl de la préparation d'aiguille broyées dangdatte pré-équilibrée contenant 1 pl de protétne e
1 pl de solution de cristallisation.

Eigure 3.21:
Photos de (1) (2) gouttes
de

cristallographie
(1) Goutte obtenue apres le seeding. (2) Agrandisset de la goutte (1).

Le seedinga été réalisé au départ de la goutte a 180 uM etirbtha pH 7.0 et PEG 12% et a
donné les résultats suivants :

Seed 10% 12%

N1 250 uM 125 um 250 uM 125 um 250 uM
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pH %k %k ok %k ok k 5k %k %k K ok k 5k %k ok K %k ok %k ok K %k 5k %k ok K %k %k

Tableau 4.5 :tableau des résultats de I'essai de seeding deplatéine Tm1752.
Dans la goutte la protéine dilué 4x = 125 pM etuldl 2x = 250 uM.
Rouge= Précipité abondant Bleu = Précipité léger Vert = Goutte claire ; * = aiguilles.

On observe qu’on a ainsi €élargi la plage de clistdlon de la protéine Tm1752. Néanmoins, il
apparait de nombreuses aiguilles (Fig.3.21), massde formes cristallines plus volumineuses.

3.2. Cristallogenése de la protéine BDI-3087

Les conditions données pour la cristallisation de BI-3087 sont :
Sulfate d’ammonium (NE.SQO, 4 M, Bicine 500 mM est a pH 8.0 et pH 8.5.

Selon la mesure de I'absorbance a 280 nm la caratiemt de la protéine BDI-3087 pure est de
430 pM. Pour retrouver les conditions de cristatlen pour notre préparation de BDI_3087, on a
fait varier le pH, la concentration en (WSO, autour de la condition publiée. On été testés :

* (NH4),SO4a 2.0M,2.2M,2.4M, 2.6 M et 2.8 M.

*pH7.0,pH 7.5, pH 8.0 et pH 8.5.

Les essais ont initialement été réalisés avec alian de protéine a 100 uM. Les résultats de
la cristallogenéese sont représentés dans le tabléaant

Tableau
des résultats

4.6 :tableau
de I'essai de

cristallographie de la protéine BDI-3087.

Rouge= Précipité abondant Bleu = Précipité léger Vert = Goutte claire ; * = aiguilles.
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On observe que I'on se trouve partiellement spidge de précipitation.

Chapitre V : Discussion, Conclusions et
Perspectives

1. Discussion et conclusions

1.1. Production de la protéine CopG

Au cours de ce travail de fin d’étude, nous avassét différents systémes et différentes souches
d’expression et de production de CopG.

Lors des essais de production de la protéine Coalivenavec ou sans etiquette His, nous
n'avons pas observé de bande a la taille attend@ogG (12.5 kDa).

Pour la production en fusion avec un tag Halo, ratgine fusion aloTag: CopG est produite
mais se dégrade progressivement, on observe utéo|yse progressive de la partie CopG.

Lors de la production de la fusion Tm1752: CopGus avons pu suivre lactivité
endoglucanase, qui est bien présente, mais nettenw@ndre que lorsque la protéine Tm1752 est
produite seule. L’essai de purification de la fusffHU) a été infructueux.

L’absence de production de la protéine native,riapction réduite et la dégradation dans les
protéines fusion Halo : CopG et Tm1752: CopG, svgigt que la protéine CopG est instable
guand elle est produite dans le cytoplashie coli.

La production réduite et I'instabilité de la pratéj ont empéché de tester I'activité thiorédoxine
de CopG.

1.2. Cristallogenése

Tm1752 et BDI_3087, les deux protéines avec letepigles fusions ont été tentées, ont été
produites et purifiées.
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Nous avons testé les conditions de cristallisadi®mos préparations.

Pour Tm1752, on a observé des formes cristallirmguifles), cependant la plage de
précipitation ne s’est pas aveéerée étre celle aten&our BDI_3087, la plage de précipitation
observée est aussi déplacée, et aucune formdlarestda pu étre observée.

2. Perspectives

2.1. Production de protéine CopG

Les bactéries a Gram négatif possédent des pretpériplasmiques DsbA, DsbB... dédiées a la
formation et 'échange de ponts disulfure dansdeptasme (Messens and Collet, 2006 ; Inaba,
2009).

La protéine CopG posséde 4 cystéines, susceptielédsrmer des ponts disulfure. L'instabilité
de la protéine produite dans le cytoplasme pouétedt liée a 'absence d’'un pont disulfure esséntie
a son reploiement. En effet, dard. metallidurans CopG n’est pas cytoplasmique, mais
périplasmique.

Pour tester cette hypothese, il faudrait :
- Produire la protéine CopG dans le périplasme d’E. coli, en maintenant son

peptide signal dans le clone d’expression.
- Produire CopG dans une souche qui permet la formation des ponts disulfure
dans le cytoplasme d’E. coli, par exemple “Origami 2 (DE3)”’ (Novagen).

2.2. Cristallogenése

En vue d’obtenir des formes cristallines de meibequalité, il faudra affiner les conditions qui
sont adéquates pour nos préparations.
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