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Sommaire

L'approche d'evolution moleculaire dirigee, laquelle est un ensemble de methodes in vitro et

in vivo basees sur la generation d'une bibliotheque de chimeres suivie d'une methode rapide

de selection, a ete utilisee pour modifier et ameliorer diverses proprietes d'une proteine

comme la thermostabilite, la solubilite, Ie niveau d'expression du gene et 1'activite dans un

environnement naturel ou non-naturel. Nous avons utilise la mutagenese dirigee et Ie "DNA

shuffling", une technique d'evolution dirigee, pour tenter de convertir la nucleoside hydrolase

en une enzyme capable d'operer dans un milieu pauvre en eau, la reaction inverse de

1'hydrolyse, ouvrant de ce fait la porte a la synthese d'agents antiviraux ou antitumoraux.

Cette proteine suscite beaucoup d'interet au niveau de la chimie medicinale.

Le projet est base sur un gene synthetique de 985 paires de bases codant pour I'inosme

uridine nucleoside hydrolase (BJ-NH) comparable au gene du protozoaire Crithidia

fasciculata, prealablement assemble et clone dans Escherichia coli. Ce gene fut place dans Ie

vecteur 7?GEX-4T3 sous Ie controle du promoteur tac, qui peut etre induit par 1'isopropyl-P-

D-thiogalactoside (IPTG). Apres induction de cellules Escherichia coli (BL21) contenant Ie

plasmide, ces cellules produisent la nucleoside hydrolase fonctionnelle dans la bacterie

transfbrmee. La mutagenese dirigee et Ie criblage ont donne des variantes qui hydrolysent Ie

substrat ^-nitrophenyl riboside (pNPR) de 10 a 30% de moins que 1'enzyme de depart dans

10 et 30% de dimethylformamide (DMF) pour les mutants a la position 39. Par contre, les
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variantes a la position 14 ont montre une faible activite pour Ie meme substrat. Aussi, 1'effet

de mutations ponctuelles sur Ie gene IU-NH aux positions 14 et 39 n'a pas permis

d'ameliorer 1'activite de la proteine avec Ie j9-nitrophenyl desoxyriboside (pNPD) comme

nouveau substrat specifique.

Nos travaux out aussi utilise une approche innovatrice connue sous Ie nom "DNA shuffling"

pour I'mgenierie de proteines. Cette approche comprend des etapes multiples de mutagenese

aleatoire, de recombinaison et de criblage des meilleurs clones. La premiere ronde selon

1'approche "DNA shuffling" fut appliquee en combinaison avec un criblage de la banque des

mutants resultants. Le criblage etait base sur un essai enzymatique a haut rendement dans des

plaques de 96 puits avec 300 pM de^-nitrophenyl riboside (pNPR) pour determiner 1'activite

enzymatique dans des lysats de cellules. Parmi les clones generes lors de la premiere ronde de

recombinaison, 1-SH2 (D54N et R137G) a montre une amelioration de 1'activite catalytique

de F enzyme par rapport a celle obtenue avec Ie gene synthetique de depart, avec Ie p-

nitrophenyl riboside (pNPR) comme substrat. Les deux substitutions d'acide amine obtenues

sur Ie gene ont permis de tripler 1'activite de 1'inosine-uridine nucleoside-hydrolase (IU-NH)

en presence de 30% de dimethylfonnamide (DMF). La variante 1-SH2 montre egalement une

activite appreciable dans 40 et 50% de DMF avec Ie ^-nitrophenyl riboside (pNPR),

contrastant avec Ie gene synthetique de depart qui n'a montre aucune activite dans ces

concentrations de dimethylformamide (DMF).
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INTRODUCTION



Le concept d'ingenierie des proteines. Selon Menez (1996), 1'exploitation de principes

scientifiques a des fins pratiques defmit Ie concept direct de 1'mgenierie. L'ingenierie des

proteines est Ie fruit d'une conception rationnelle et fonctionnelle fondee sur la mise en

ceuvre cTun ensemble d'activites scientifiques complementaires. Ainsi, la biologie

moleculaire et Ie genie genetique sont des aspects cles de 1'ingemerie des proteines; ils

permettent de modifier un gene afin de Ie rendre capable de produire des proteines

optimisees.

La premiere epoque de I'ingenierie des proteines : Us mutageneses dirigees et aleatoires.

Au cours de millions d'annees, les molecules du vivant ont ete fa^onnees par Ie jeu des

mutations et de selection pour accomplir des taches hautement specialisees. Mais, vers la fm

des annees 80 et 90, les proteines ont ete souvent modifiees par mutation des genes

correspondants ; une premiere periode de 1'ere de Pmgenierie des proteines s'ouvrit alors

(Reetz et Jaeger, 2000 ; Vemet et Brousseau, 1996 ; Wagner et Benkovic, 1990 ; Balland et

al., 1985). La mutagenese dirigee est basee sur la structure tridimensionnelle de la

biomolecule et peut etre realisee apres modelisation graphique sur ordinateur afin d'apporter

des changements individuels des acides amines sur un gene. Pour augmenter 1'exploitation de

la diversite biomoleculaire, de nouvelles strategies ont ete essayees visant la creation de

bibliotheques combinatoires possedant un ensemble de mutations ponctuelles individuelles,

comme celle utilisee par Ke et Madison (1997) basee sur la repetition des cycles par "PCR

predisposee aux erreurs". La PCR predisposee aux erreurs emploie une etape de reproduction

de basse fidelite pour creer des mutations ponctuelles aleatoires a chaque ronde



d'amplification. Dans ce type de mutagenese, on trouve deux facteurs qui sont tres

importants a considerer : la frequence de mutation et la polarisation des mutations.

La frequence de mutation est Ie nombre moyen de mutations par gene et est habituellement

exprimee en pourcentage. La frequence de mutation peut etre calculee a partir de la longueur

de la sequence programmee d'ADN et d'une evaluation du nombre de mutations desirees

dans les sequences. Par exemple, un niveau souhaitable de mutations pour 1'evolution dirigee

est d'environ 2 a 5 substitutions de bases par gene (Arnold, 1998a; Kuchner et Arnold, 1997 ;

Moore et al., 1997). Ainsi, pour une sequence de 1 kb, selon Zhao et ses collaborateurs

(1999), la frequence de mutation devrait etre de 0,2 a 0,5% environ. La frequence de

mutation peut etre controlee (de 0,1 a 0,5%) simplement en modulant la concentration de

chlomre de manganese (Mn ) dans Ie melange reactionnel (Shafikhani et al., 1997 ; Lorimer

et Pastan, 1995). Le probleme de polarisation decoule du fait que la PCR ne cree pas des

substitutions veritablement aleatoires dans 1'ADN (par exemple, une polarisation commune

avec la PCR est une occurrence elevee des substitutions de A a G (Zhao et al., 1999). Une

certaine polarisation peut etre toleree dans des experiences d'evolution moleculaire dirigee,

mais de grandes variations dans la frequence d'erreur entre les bases (A, C, G et T) peuvent

etre problematiques. La polarisation affecte 1'emplacement des mutations (par exemple, avec

la PCR, des mutations sur les paires de base AT se produisent beaucoup plus frequemment

que des mutations sur les paires de bases CG) (Zhao et al., 1999). On pourra dire que la PCR

fait muter Ie A sur les deux brins d'ADN pendant la synthese, effectivement en doublant Ie

nombre des mutations. Shafikhani et ses collaborateurs (1997) ont observe une polarisation



dans Ie type de changements de paire de base avec A et T etant mutes beaucoup plus

frequemment que C et G.

Pour augmenter la diversite des molecules explorees, les molecules selectionnees peuvent

etre obtenues par la mutagenese aleatoire. Les molecules generees par mutagenese sont alors

amplifiees par la PCR ou d'autres methodes d'amplification. L'experience est souvent

repetee pour plusieurs cycles jusqu'a ce qu'on obtienne des molecules avec des proprietes

desirees.

La deuxieme epoque de Pingenierie des proteines : revolution moleculaire dirigee. Les

biomolecules ont commence a etre developpees par des nouvelles techniques pratiques de

mutagenese aleatoire. L'efflcacite des nouvelles techniques d'evolution moleculaire dirigee

d'enzymes vise a imiter Ie processus d'amelioration normale d'enzymes. Nonnalement, les

techniques d'evolution moleculaire dirigee different sur deux aspects principaux : (i)

opportunite de definir les proprietes a optimaliser, et (ii) Ie processus d'evolution pourrait

avoir lieu dans une periode relativement courte. Ainsi, les nouvelles methodes

recombinatoires et non-recombinatoires qui ont vu Ie jour sont devenues des techniques

necessaires pour la creation d'une bibliotheque d'enzymes mutees (figure 1). Toutes ces

methodes, comme Ie demontrent la figure 1, empruntent Ie meme chemin pour generer des

nouvelles biomolecules. La recombinaison dans un sens genetique signifle la mpture de

1'ADN et sa reconstitution pour dormer de nouvelles combinaisons.
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Figure 1. Organigramme de Fingenierie biomoleculaire et strategie pour generer une nouvelle
biomolecule par evolution moleculaire dirigee. L'ingenierie biomoleculaire cherche a
creer de nouvelles enzymes et est basee sur les connaissances et des techniques
developpees dans Ie vaste domaine de la biologie moleculaire, y compris la
bioinformatique, les techniques d'evolution moleculaire dirigee, 1'ingenierie des
proteines, 1'ingenierie metabolique, et 1'ingenierie des bioprocedes.



L'information genetique liee a la molecule d'ADN qui doit etre modifiee peut etre liee a une

molecule d'ADN differente, source de nouvelle information genetique. Diverses approches

ont ete developpees pour imiter in vitro la recombinaison naturelle. Un des elements

essentiels a ete reporte par 1'equipe de Leung en 1989, laquelle a decrit la technique des

reactions de polymerase en chame (PCR) dans lesquelles les conditions d'une PCR classique

ont ete changees (par exemple, la concentration en MgCy afin d'atteindre Ie taux desire de

mutation. Ce precede, induisant des mutations ponctuelles, a ete suivi en 1994 par la

methode de recombinaison in vitro developpee par Stemmer, Ie "DNA shuffling", en 1998 et

1999, par les deux autres methodes de recombinaison developpees par 1'equipe de Frances

Arnold, Ie StEP (Staggered Extension Process) et Ie RPR (Random Priming in vitro

Recombination), et en 2001 par la methode RACHITT (Random Chimemgenesis on

Transient Template). Toutes ces methodes fondees sur la PCR ont toutes comme

consequence de creer une banque de genes mutants de diversite elevee. Le "DNA shuffling"

et Ie StEP (Staggered Extension Process) sont deux methodes de recombinaison par PCR qui

presentent les memes defauts, comme les cycles repetes de PCR qui peuvent induire des

mutations supplementaires et un taux de recombinaison qui peut etre limite par la taille des

fragments formes lors de la digestion a la DNase I. A part les methodes citees, Ie "DNA

shuffling" (Stemmer, 1994a) ou les deux nouvelles methodes recombinatoires, Ie RPR (Shao

et al., 1998) et Ie StEP (Zhao et al., 1998) ou encore Ie RACHITT (Coco et al., 2001),

d'autres methodes se sont ajoutees aux methodes d'evolution moleculaire dirigee, telles que

la methode utilisee dans ce projet, la mutagenese dirigee avec les amorces degenerees,

permet aussi d'obtenir une bibliotheque d'enzymes mutantes avec une activite et une stabilite



ameliorees, si la structure tridimensionnelle de 1'interaction a ete bien analysee. La revue de

Zhao et collaborateurs (1999) decrit suffisamment les differentes methodes de 1'evolution

moleculaire dirigee qui peuvent etre utilisees pour optimiser les enzymes d'interet industriel

ou pharmaceutique.

Bien que Ie futur soit imprevisible, il est fortement probable que 1'mgenierie des proteines

jouera un role beaucoup plus visible et plus significatifau 21eme siecle qu'au 20eme siecle.

Ces demieres annees, 1'evolution moleculaire dirigee, aussi appelee "evolution in vitro", est

devenue une des approches les plus pertinentes pour adapter des biocatalyseurs aux

conditions que nous desirous leur imposer. Cette approche permet leur utilisation pour creer

des molecules avec des nouvelles proprietes ou ameliorees a des fins medicales

(developpement de medicaments et des nouveaux anticoagulants) (Hall, 1999), industrielles,

environnementales et de recherche fondamentale et est aujourd'hui tres repandue et beaucoup

utilisee (Kikuchi et al., 1999). L'evolution moleculaire dirigee d'enzymes imite les processus

principaux de 1'evolution darwinienne dans un tube a essai, combinant ainsi la mutagenese

aleatoire et/ou la recombinaison avec Ie criblage ou la selection des variantes d'enzymes qui

ont acquis des proprietes desirees (Hall, 1999 ; Schmidt-Dannert et Arnold, 1999 ; Arnold et

Volkov, 1999 ; Arnold, 1998b). Les efforts pour developper et optimiser les techniques

permettant de generer des mutations dirigees ou aleatoires dans un segment d'ADN ont

facilite les premieres experiences sur 1'evolution dirigee des enzymes (Kuchner et Arnold,

1997).



La methode de recombinaison in vitro pour 1'evolution des enzymes developpee par Stemmer

est souvent nommee "PCR sexuelle" (Zhang et al., 1999 ; Arnold, 1998a ; Smith, 1994 ;

Stemmer, 1994b) ou "DNA shuffling" (Coco et al., 2001 ; Sun, 1999 ; Stemmer, 1994a) ou

encore evolution moleculaire (Punnomen, 2000). Les expressions "DNA shuffling" ou "PCR

sexuelle", ou encore evolution in vitro, evoquent Ie fait que la methode simule Ie processus

de recombinaison sexuelle dans 1'evolution de la vie (Ryu et Nam, 2000 ; Arnold, 1998b).

Cette methode mene habituellement a 1'amelioration d'un gene unique. Les recombinants

ameliores seront obtenus par des mutations aleatoires conventionnelles creees dans Ie

segment d'ADN (Stemmer, 1994a). Ainsi, les methodes de recombinaison in vitro offrent

generalement une efficacite plus elevee de recombinaison et de flexibilite experimentale que

1'approche in vivo (Zhao et al., 1998). Contrairement aux techniques de mutation

conventionnelle, Ie "DNA shuffling" echange largement les domaines fonctionnels des

sequences et de ce faitjoue un role de dans I'mgenierie biomoleculaire visant a obtenir une

meilleure molecule. La capacite de concevoir directement des proteines qui accompliront

efficacement des taches predefmies aura un impact profond sur la science et sur la vie

quotidienne des etres humains. Les proteines ainsi creees pourraient permettre de synthetiser

de nouvelles biomolecules tout en permettant aux industries d'utiliser les ressources

naturelles de fa^on plus efficace.

Autres que les methodes utilisees durant la premiere epoque de 1'ingenierie des proteines,

une sequence de methodes de recombinaison peut etre utilisee pour ameliorer les enzymes

dans des experiences in vitro (Encell et al., 1999). D'une fa^on generale, Ie processus de
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1'evolution moleculaire dirigee comme il a ete illustre dans la figure 2 comprend les etapes

suivantes :

(i) Creer une bibliotheque composee de genes mutes a partir d'un gene cible ou d'une

famille de genes par mutagenese aleatoire ponctuelle et/ou par recombinaison par

recombinaison in vitro (Zhao et Arnold, 1997'a ; Giver et Arnold, 1998).

(ii) Cribler et selectionner des variantes d'enzymes avec les proprietes ameliorees.

(iii) Analyser les donnees, les mutants positifs selectionnes pouvant etre de nouveau

soumis a d'autres generations d'evolution.

Ce processus d'evolution peut etre repete jusqu'a ce que Ie but soit accompli ou jusqu'il n'y

ait aucune autre amelioration possible.

Le "DNA Shuffling" est la methode la plus largement utilisee et celle que nous avons retenue

pour ce projet. Cette approche, dans un premier temps, permet la recombinaison in vitro d'un

gene ou d'une population de molecules d'ADN, prealablement fragmente par une nuclease

(DNase I), pour creer un regroupement de courts fragments d'ADN qui seront rassembles

dans 1'integralite du gene par thermocyclage repete en presence de 1'ADN polymerase

(Punnomen, 2000 ; Zhao et Arnold, 1997 a). La fragmentation est suivie d'un reassemblage

sans amorce exteme qui va permettre que chaque fragment d'ADN denature s'hybride a un

autre fragment dans une region de sequence complementaire et serve d'amorce ou de matrice

pour 1'elongation. Quelques dizaines de cycles PCR vont permettre la reconstitution plus ou

moins totale du gene a partir des differents fragments. Puis une autre PCR specifique avec
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Figure 3. Illustration schematique du processus de "DNA shuffling" utilise dans cette
etude. Le fragment du gene parent a ete reassemble par PCR, ce qui va introduire
des mutations supplementaires. Les fragments sont allonges au cours d'une
reaction PCR et donnent naissance a une librairie de sequences d'ADN contenant
differentes combinaisons des mutations contenues dans 1'ensemble du gene de
depart. Les mutations avantageuses sont accumulees et les mutations nefastes
sont eliminees au cours de 1'enchainement des cycles de shuffling et de criblage
(figure adaptee a partir des references Zhang et al., 1999; Zhang et al., 1997;
Kuchner et Arnold, 1997).
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des amorces situees aux extremites devrait permettre d'amplifier des genes reconstitues en

entier. Ainsi, on obtient un melange de nouveaux genes recombinants dont Ie (s) meilleur(s)

peu(ven)t ensuite etre soumis a une nouvelle etape d'evolution (figure 3). Le "DNA

shuffling" est considere comme une des methodes de mutagenese simulant Ie mieux les

mecanismes naturels de 1'evolution tout en produisant des mutants et plus stables (Kuchner et

Arnold, 1997). Actuellement, la technique de "DNA shuffling", combinee avec une

procedure de selection bien developpee, permet de developper rapidement des genes pour

une large variete d'applications industorielles. Cette technique a ete appliquee avec succes

pour etudier Ie mode d'action des R-lactamases (Smith, 1994 ; Stemmer, 1994a, b ; Stemmer,

et al., 1995 ; Zhang et al., 1997 ; Crameri et al., 1997 ; Kuchner et Arnold, 1997), pour aider

au developpement de produits phannaceutiques et de vaccins (Punnomen, 2000 ; Chartrain et

al., 2000 ; Encell et al., 1999 ; Hall, 1999 ; Christians et al., 1999 ; Chang et al., 1999 ; Patten

et al., 1997) et pour optimaliser differentes enzymes industrielles (Ness et al., 1999 ; Kuchner

et Arnold, 1997 ; Arnold et Moore, 1997), et pour distinguer les mutations fonctionnelles des

mutations nonfonctionnelles (Zhao et Arnold, 1997c). Recemment, la technique "DNA

shuffling" a etc utilisee aussi pour recombiner une famille de molecules provenant d'especes

diverses (Crameri et al., 1998).

Lf application de revolution moleculaire dirigee a la nucleoside hydrolase.

Generalites sur les nucleosides hydrolases des protozoaires. Les nucleosides et une variete

de leurs analogues synthetiques sont des cibles d'interet pour les chercheurs et les industries

vu qu'ils peuvent etre utilises comme des antibiotiques, des antiviraux ou des antitumoraux
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(Koga et al., 1997). Les nucleosides N-ribohydrolases sont des enzymes presentes chez les

procaryotes et chez des eucaryotes unicellulaires liberant des bases de purines et de

pyrimidines a partir des nucleosides, bases qui seront recuperees par la

phosphoribosyltransferase (Parkin et al., 1997 ; Miller et al., 1984). L'enzyme inosine-

uridine nucleoside hydrolase (FLT-NH) est un homotetramere de sous-unites identiques de 34

kDa et elle ne presente aucune propriete allosterique connue (Gopaul et al., 1996 ; Parkin et

al., 1991). Les nucleosides hydrolases sont communes chez les parasites protozoaires et sont

largement repandues parmi les bacteries, les levures et les protozoaires (Fumeaux et al.,

1999) mais ne sont pas presentes chez les mammiferes (Miles et al., 1999 ; Fumeaux et al.,

1999).

Plusieurs parasites de la famille des trypanosomes ont la capacite de produire les nucleosides

hydrolases. Chez les trypanosomes, les nucleosides hydrolases sont impliquees dans la voie

de recuperation de purines (Gopaul et al., 1996). Une des particularites metaboliques qui

distingue les parasites protozoaires est que ceux-ci dependent exclusivement de la voie de

recuperation des purines (done deflcience en synthese de novo des purines) pour la synthese

des acides nucleiques (ADN et ARN), voie que les organismes qu'ils infectent ne possedent

pas (Shi et al., 1999a ; Parkin et al., 1997 ; Gopaul et al., 1996). Les nucleosides hydrolases

jouent done un role majeur chez Ie parasite protozoaire. Aucune activite catalytique de ces

enzymes n'a etc identiflee chez les mammiferes, ni chez les insectes (Braunhein et al., 1999 ;

Degano et al., 1998 ; Deng et al., 1996 ; Estupinan et Schramm, 1994). Cette dichotomie

metabolique entre Ie parasite et 1'hote offre ainsi une opportunite pour developper des
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medicaments antiparasitaires (Versees et al., 2001 ; Gopaul et al., 1996 ; Degano et al.,

1996).

Le trypanosome Crithidia fasciculata, parasite protozoaire dont 1'information genetique a

servi de point de depart a notre projet, est un parasite du moustique qui n'infecte pas les

mammiferes. Ce parasite protozoaire est un organisme utile pour la production d'enzymes

trypanosomales car 11 porte un genome riche en bases G+C qui est comparable en

composition de bases a ceux d'especes de Trypanosoma et de Leishamania (Gopaul et al.,

1996 ; Estupinan & Schramm, 1994 ; Parkin et al., 1991). Ce parasite produit au moins deux

(2) types de nucleoside hydrolase qui different dans leur speciflcite vis-a-vis Ie substrat et

dans leur mecanisme catalytique (Degano et al., 1996). L'inosme uridine nucleoside

hydrolase (IU-NH) est la plus abondante des nucleosides hydrolases chez Crithidia

fasciculata. Cette enzyme catalyse 1'hydrolyse du lien N-ribosyl de toutes les purities et

pyrimidines naturelles pour liberer Ie ribose et la base associee selon la reaction suivante

(Braunhein et al., 1999 ; Miles et al., 1999 ; Schramm, 1998 ; Deng et al., 1996 ; Schramm et

al., 1996 ; Parkin et Schramm, 1995):

IU-NH
Nucleoside + H^O ^ ribose + base (purine ou pyrimidine).

Chez Crithidia fasciculata, une deuxieme enzyme a ete identifiee et est plus active avec la

guanosine et 1'inosine mais est presque inerte avec les nucleosides de pyrimidine et de

14



1'adenosine (GI-nucleoside hydrolase) (Gopaul et al., 1996 ; Estupinan et Schramm, 1994).

Plus de 90% des nucleosides recuperes de Crithidia fasciculata est Ie resultat de 1'activite de

ces deux enzymes [1'mosine-uridine nucleoside hydrolase (RJ-NH) et la guanosme-inosine

nucleoside hydrolase (GI-NH)], etablissant ainsi Ie role primordial de ces isozymes dans la

voie de recuperation des nucleosides (Pelle et al., 1998). L'enzyme mosme-uridine

nucleoside hydrolase (IU-NH) semble la plus abondante des enzymes chez Crithidia

fasciculata (Gopaul et al., 1996).

Trois nucleosides hydrolases ont ete identifiees chez Leishmania donovani, et chez un autre

parasite protozoaire, Trypanosoma cruzi, on en a identifie quatre (Gopaul et al., 1996). Autre

que Crithidia fasciculata, organisme d'origine de 1'enzyme que nous etudions, les

nucleosides hydrolases out aussi ete trouvees chez plusieurs parasites protozoaires comme

Trypanosoma brucei brucei (Parkin et al., 1997 ; Mazzella et al., 1996), Trypanosoma brucei

gambiense (Parkin et al., 1991), Trypanosoma cruzi (Parkin et al., 1991), Leishmania

donovani (Gopaul et al., 1996), et Leishmania mexicana (Pelle et al., 1998). Ces parasites

protozoaires causent de multiples infections soit plus d'un million de morts attribuables

chaque annee a la malaria, a la trypanosomiase, a la maladie de Chagas, a la maladie du

sommeil et a d'autres infections qui peuvent etre causees par ces parasites (Versees et al.,

2001 ; Shi et al., 1999a ; Degano et al., 1996 ; Gopaul et al., 1996). D'ou 1'interet de disposer

eventuellement de nouveaux ribosides et desoxyribosides anti-parasitaires de synthese, qui

pourraient etre fabriques industriellement par des nucleosides hydrolases modiflees et

converties en synthases, ce qui constitue Ie but ultime de notre travail.
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Les mecanismes d'action de 1?IU-NH et des enzymes protozoaires apparentees. On

identifie deux types d'isozymes de nucleoside hydrolase chez les protozoaires : celles qui

sont specifiques aux purines et celles qui sont nonspecifiques aux nucleosides de purines et

de pyrimidines et aussi au ^-nitrophenyl y^-D-ribofuranoside (p-nitrophenyl riboside ou

pNPR) (Versees et al., 2001). Ces deux types d'enzymes correspondent en fait a des

mecanismes d'action distincts.

Les nucleosides hydrolases nonspecifiques (NNHs) catalysent 1'hydrolyse des nucleosides de

purines et de pyrimidines et elles hydrolysent egalement Ie j?-nitrophenyl y^-D-ribofuranoside

(p-nitrophenyl riboside) de fa9on efficace (Fumeaux et al., 1999 ; Miles et al., 1999 ; Gppaul

et al., 1996). A partir des bases de donnees, 78% de la sequence de la nucleoside hydrolase

de Leishmania major est identique a celle de la nucleoside hydrolase nonspecifique de

Crithidia fasciculata. Les nucleosides hydrolases (HJ-NH) de Leishmania major et de

Crithidia fasciculata ont ete identifiees comme des nucleosides hydrolases nonspecifiques

(NNHs) (Fumeaux et al., 1999 ; Miles et al., 1999 ; Schramm, 1998). De plus, les enzymes

nonspecifiques catalysent 1'hydrolyse des nucleosides naturels de purines et de pyrimidines

(Miles et al., 1999). Les enzymes nonspecifiques hydrolysent efficacement Ie j9-nitrophenyl

/?-D-ribofuranoside parce qu'elles utilisent la stabilisation de 1'ion ribooxocarbenium en tant

que contributeur majeur a la catalyse (Mazzella et al., 1996). Shi et al. (1999b), Mazzella et

al. (1996) et Parkin et al. (1997) ont demontre que Ie j9-nitrophenyl y^-D-riboftiranoside est

Fun des meilleurs substrats pour ce type d'enzyme pour distmguer les mecanismes des cinq

(5) membres de la famille des N-ribohydrolases. Le ^-nitrophenyl est un bon groupe partant
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puisqu'il ne presente pas d'atomes d'azote sur Ie noyau de pyrimidine et de purine lesquels

sont des accepteurs de proton dans la solvolyse catalysee par 1'acide (Miles et al., 1999 ;

Mazzella et al., 1996). Si 1'activation au substrat exigeait la protonation (liens hydrogenes) a

Pazote du groupe partant, Ie ^-nitrophenyl riboside (pNPR) serait un substrat inefficace. En

revanche, une activite enzymatique substantielle avec Ie ^-nitrophenyl riboside (pNPR)

pourrait indiquer la presence d'un mecanisme par lequel Fenzyme interagit avec Ie ribosyl

seulement pour former un etat de transition qui facilite Ie depart de 1'ion 7?-nitrophenolate.

Ainsi, Ie substrat ^-nitrophenyl riboside (pNPR) ne peut pas etre protone sur Ie groupe

partant, mais il est susceptible a la decomposition quand Ie groupe ribosyl est converti en ion

oxocarbenium (Shi et al., 1999b). Par centre, les nucleosides hydrolases specifiques (SNHs),

comme celles qui sont presentes chez Trypanosoma brucei-brucei, demontrent une

specificite vis-a-vis les nucleosides de purines et aussi vis-a-vis 1'mosine, 1'adenosine et la

guanosine, lesquels sont de bons substrats (LA-G-nucleoside hydrolase) (Mazzella et al.,

1996), mais elles sont des catalyseurs mediocres pour les nucleosides de pyrimidines ou pour

Ie nitrophenyl riboside (Miles et al., 1999 ; Shi et al., 1999). Cette difference sur laquelle

nous venons d'elaborer se situe au niveau de 1'etat de transition. On a aussi observe que les

deux nucleosides inosine et uridine sont des bons substrats pour les enzymes nonspeciflques ;

ces enzymes presentent aussi une activite catalytique significative avec tous les nucleosides

naturels de purines et de pyrimidines.

Les mesures cinetiques d'effet isotopique ont permis d'etablir la structure de 1'etat de

transition pour 1'enzyme RT-NH de C. fasciculata et que cette structure est caracterisee par

17



une liaison glycosidique C-N allongee, donnant un caractere carbocationique au ribose (Deng

et al., 1996 ; Degano et al., 1996 ; Mazzella et al., 1996) et montrant ainsi 1'ion

oxycarbonium comme structure de 1'etat de transition (Mazzella et al., 1996 ; Gopaul et al.,

1996). Ces informations sur Ie mecanisme catalytique sont utiles pour la conception des

antibiotiques antitrypanosomaux. (Schramm, 1998 ; Gopaul et al., 1996). Les etudes sur la

structure de la nucleoside hydrolase (RJ-NH) de Leishmania major out revele la presence

dans Ie site actif d'un ion Ca2+ lie avec cinq (5) atomes d'oxygene [Asp-10, Asp-15

(bidentate)], Thr-126 (carbonylique), et Asp-241 (Shi et al., 1999b ; Degano et al., 1998).

Cette structure est similaire a 1'apoenzyme inosme uridine nucleoside hydrolase (R7-NH) de

Crithidiafasciculata (Shi et al., 1999b).

L'utilisation des enzymes en milieu non-aqueux. La possibilite d'utiliser des enzymes dans

des solvants organiques et en milieux non-aqueux accroTt considerablement 1'interet

industriel pour ces enzymes et ce pour plusieurs raisons (Klibanov, 1997 ; Shubhada et

Sundaram, 1993 ; Gupta, 1992 ; Chen et al., 1991 ; Zaks et Klibanov, 1988), comme:

(a). Le milieu non-aqueux est souvent approprie pour ameliorer la stabilite

thermique de 1'enzyme (1'eau inactive les enzymes a des temperatures elevees).

(b). Plus grande solubilite des substrats non polaires.

(c). L'immobilisation n'est souvent pas necessaire : les enzymes peuvent etre

recuperes par simple filtration.
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(d). Le milieu non-aqueux permet dans certains cas d'inverser la reaction normale

et de transformer une hydrolase en synthase (certains reactions sont facilitees par un

systeme faible en eau).

(e). Elimine toute contamination microbienne.

Bien que les enzymes catalysent un certain nombre de transfonnations chimiques

importantes dans les industries chimiques et pharmaceutiques, elles jouissent seulement

d'une utilisation limitee en tant que catalyseurs industriels a grande echelle (Chen et Arnold,

1991). Tres souvent, les enzymes naturelles ne sont pas bien adaptees aux exigences des

precedes industriels. L'application potentielle des enzymes dans la synthese chimique va

considerablement augmenter si les enzymes peuvent fonctionner dans des solvants

organiques polaires dans lesquels les substrats organiques sont beaucoup plus solubles (Chen

et Arnold, 1991).

Au cours des quinze demieres annees, diverses etudes ont demontre que ce changement

d'environnement est possible et peut permettre a 1'enzyme d'etre plus stable et de catalyser

des reactions impossibles en milieu aqueux. Pour realiser ce changement d'environnement, la

molecule d'enzyme doit souvent etre modifiee, soit par mutagenese dirigee ou aleatoire ou

encore par recombinaison, pour dormer une nouvelle proteine qui accepte mieux Ie solvant

organique comme milieu reactionnel. Considerons les travaux du docteure F. H. Arnold et de

ses collaborateurs sur la subtilisine E : en pla^ant cette enzyme dans un solvant organique

polaire, 1c dimethylformamide (DMF), ils ont constate que 1'enzyme avait une activite tres
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inferieure a celle dans 1'eau. Mais, en realisant une des premieres experiences d'evolution

dirigee, 1'equipe a obtenu une nouvelle version modifiee de la subtilisine E possedant une

activite correspondant a 60% de celle de 1'enzyme native dans un milieu aqueux (Chen et

Arnold, 1993). Cela se traduisit par une augmentation d'efficacite catalytique d'un facteur

500 dans un milieu organique (milieu non-aqueux) (You et Arnold, 1994). Dans un deuxieme

cas, 1'equipe du docteure Arnold (1996 a 1998), travaillant sur un autre type d'enzyme, la

para-nitrobenzyl esterase (pNB), une enzyme utilisee dans la voie de synthese d'un

antibiotique, a pu ameliorer significativement 1'activite de cette enzyme d'un facteur 100

dans 30% de dimethylformamide (DMF) (Giver et al., 1998 ; Moore et al., 1997 ; Moore et

Arnold, 1996). Plus recemment, d'autres auteurs comme Kampen et Egmond (2000), out

ameliore Pactivite de leur enzyme (phospholipase) d'un facteur 11 par rapport a 1'enzyme

native en milieu aqueux. Dans 1'eventualite des resultats de recherches cites, il serait

envisageable d'ameliorer 1'efficacite de 1'enzyme inosine uridine nucleoside hydrolase (IU-

NH) en condition de synthese dans un milieu non-aqueux, comme premiere etape menant

eventuellement a son utilisation industrielle comme synthase. Et dans la plupart des cas des

travaux qui ont ete realises dans ce domaine, la modification de 1'enzyme a entrame une

amelioration de I'efficacite catalytique suite a une baisse substantielle de la constante de

dissociation (Song et Rhee, 2000 ; Sidhu et Borgford, 1996).

L 'adaptation de I'enzyme IU-NH aux milieux non-aqueux par I'ingenierie des proteines.

La plupart des enzymes ont evolue en milieu aqueux, et ne sont pas adaptees a fonctionner

dans des solvants organiques. Les enzymes fonctionnant en milieu non-aqueux s'avereront
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necessaires pour inverser la reaction d'hydrolyse et ainsi obtenir une reaction de synthese

(Klibanov, 2001 ; Lortie, 1997). Car, en milieu non-aqueux, les enzymes eviteront toute

possibilite de contamination microbienne et pourront ameliorer leur stabilite, plus

particulierement la stabilite thermique, et 1'activite catalytique (Koops et al., 1999 ; Ducret et

al., 1998 ; Stevenson et Storer, 1991). De telles enzymes seraient extremement utiles pour

certaines operations phannaceutiques evoquees plus haut (Zaks, 2001 ; Desantis et Jones,

1999 ; Shubhada et Sundaram, 1993).

L'absence de 1'eau est en soi souvent immediatement favorable aux nouvelles reactions

enzymatiques (Klibanov, 2001 ; Stevenson et Storer, 1991 ; Klibanov, 1989). Car Futilisation

des solvants organiques comme milieu de reaction peut considerablement augmenter Ie

repertoire des transformations par 1'enzyme utilisee. Pour un certain nombre d'applications,

des reactions enzymatiques qui peuvent ou ne pas etre faisables dans 1'eau, peuvent devenir

tout a fait possibles et commercialement attrayantes dans des solvants organiques. Par

exemple, dans un milieu non-aqueux, les lipases, les esterases et les proteases deviennent

capables de nouvelles reactions comme la transesterification, Fammolyse ou la synthese

d'esters apartir d'acides et d'alcools (Klibanov, 2001).

Les objectifs de mon projet visent done, par les methodes d'evolution moleculaire dirigee,

d'une part, a inverser Ie role nomial de 1'enzyme inosine uridine nucleoside hydrolase (IU-

NH) afin de synthetiser des nucleosides nouveaux plus actifs en solvant organique et, d'autre
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part, de permettre a cette enzyme de pouvoir accepter les desoxyribonucleosides comme

substrats.

La conversion de I'enzyme inosine uridine nucleoside hydrolase (IU-NH) en

desoxyribonucleoside hydrolase. L'une des caracteristiques fondamentales des enzymes est

leur speciflcite vis-a-vis Ie substrat. La capacite de modifler cette specificite, par exemple

afin de pouvoir utiliser d'autres substrats, peut devenir un but tres important pour des

applications industrielles ulterieures. Dans Ie cas qui nous interesse, les nucleosides

synthetiques derives du desoxyribose peuvent s'averer plus interessants que ceux provenant

du ribose. Les enzymes naturelles du type inosine uridine nucleoside hydrolase (RJ-NH)

n'ayant aucune activite sur les desoxyribosides, il faudrait done modifier leur specificite vis-

a-vis du substrat. Or, Ohnuma et ses collaborateurs (1996) ont demontre que 1'evolution

dirigee peut intervenir sur 1'etendue du spectre de substrats pouvant etre utilises par une

enzyme. Us ont converti par mutagenese aleatoire la diphosphate famesyl synthase en

diphosphate geranylgeranyl synthase. Zhang et ses collaborateurs (1997) ont aussi obtenu par

evolution dirigee de la P-galactosidase une variante de cette enzyme dotee d'une activite

accme envers les substrats derives du fucose, suite a sept (7) rondes de "DNA shuffling".

L'enzyme evoluee apres la ronde finale a montre une specificite accme de 1000 fois pour Ie

substrat o-nitrophenyl fiicopyranoside et de 300 fois pour le7?-nitrophenyl fucopyranoside, en

comparaison avec 1'enzyme de depart. La sequence d'ADN pour Ie gene evolue de la

fucosidase a montre une accumulation de six substitutions d'acides amines. Les auteurs

Beuve et Danchin (1992), quant a eux, ont isole un mutant de 1'adenylate cyclase dont la
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speciflcite vis-a-vis Ie substrat avait ete elargie. L'activite de 1'enzyme en tant que guanylate

cyclase avait ete augmentee d'un facteur 4,5. Par contre, 1'activite originale de 1'adenylate

cyclase avait subi une baisse par rapport a celle de 1'enzyme de depart. Une deuxieme

mutation sur ce meme gene a permis de retablir 1'activite adenylate cyclase tout en obtenant

une augmentation de 1'activite guanylate cyclase de 10 fois par rapport a 1'enzyme de depart.

Les travaux de 1'equipe de Frances Arnold et de J. H. Zhang cites plus haut ont demontre que

les mutations generees par differentes techniques d'evolution moleculaire dirigee sur Ie gene

permettent d'obtenir des enzymes a spectre de substrats elargi. Dans Ie cas des travaux de

1'equipe de Frances Arnold sur la^-nitrobenzyl esterase (pNB), les chercheurs ont pu obtenir

une enzyme possedant une double adaptation a de nouveaux substrats (p-nitrophenyl acetate,

Loracarbef ^-nitrobenzyl (pNP-LCN) ou ^-nitrophenyl Loracarbef) et ce, dans un milieu

artiflciel sans qu'aucune mutation ne soit localisee a proximite de la zone de contact de

F enzyme avec Ie substrat (Moore et al., 1997). C'est dire que toute modification est possible

mais qu'on ne doit pas se limiter a tenter de modifier uniquement Ie site de liaison au

substrat. Yano et ses collaborateurs (1998) ont reussi par evolution dirigee a permettre a

1'enzyme aspartate aminotransferase d'utiliser un nouveau substrat a chaine ramifiee. Apres

cinq (5) rondes de recombinaison par "DNA shuffling", ils out obtenu une proteine mutee

contenant 13 substitutions d'acides amines, laquelle a montre une augmentation de 10 fois

de son activite vis-a-vis Ie substrat a chaine ramifiee et vis-a-vis Ie 2-oxovaline.

Objectif du projet de recherche. L'objectif a long terme de cette partie du projet visait a

developper I'inosine uridine nucleoside hydrolase (IU-NH) en une proteine capable de
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synthetiser des desoxynucleosides nouveaux offrant un interet au niveau de la chimie

medicinale. Cette famille de molecules fera partie des agents antiviraux ou antitumoraux qui

pourraient permettre de supprimer de fa^on specifique les replications virales ou de cellules

tumorales sans affecter Ie metabolisme normal des cellules (Utagawa, 1999). Nous voulions

inverser Ie role normal de cette enzyme pour synthetiser, dans un milieu faible en eau, des

nucleosides nouveaux ; nous cherchions aussi a rendre cette enzyme capable d'accepter les

desoxyribonucleosides comme nouveaux substrats. Pour ce faire, nous avons utilise les

techniques d'evolution moleculaire dirigee afin de tenter de modifier les proprietes

fonctionnelles de 1'enzyme RJ-NH.

Nous nous sommes bases sur Ie gene synthetique de 985 paires de bases codant pour

1'enzyme inosine uridine nucleoside hydrolase (IU-NH), comparable a celui du parasite

Crithidia fasciculata, precedemment constmit dans Ie laboratoire du Dr Roland Brousseau a

partir d'oligonucleotides de synthese. Ce gene a subsequemment ete clone et exprime dans

Escherichia coli (BL21) utilisant Ie vecteur d'expression ^GEX-4T3 pour dormer une

proteine de fusion.
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1. PROCEDURES EXPERIMENTALES



1.1. Souche et milieu de culture

1.1.1. Souche bacterienne

La souche bacterienne Escherichia coli (BL21) (Pharmacia Biotech) a ete utilisee pour

1'expression du gene codant pour la proteine mosine-uridine nucleoside hydrolase (IU-NH).

1.1.2. Vecteur d'expression

Le vecteur ^GEX-4T3 (Pharmacia Biotech) a ete utilise pour 1'expression efficace chez E.

coli de proteines recombinantes EJ-NH fusionnees. Le gene inosme uridine nucleoside
\

hydrolase (IU-NH) est clone en aval du gene de fusion, Ie gene pour la glutathione S-

transferase (GST). D'autres composantes ont ete incluses dans Ie vecteur comme Ie

promoteur tac qui permet un haut niveau d'expression apres induction a 1'EPTG et Ie gene

lac]q qui est utilise pour controler 1'expression des protemes heterologues. Entre Ie gene de

fusion et celui pour la IU-NH, a ete insere un site de clivage par la thrombine qui va

permettre de recuperer la proteine d'interet durant la purification. Ce plasmide contient

egalement un gene de resistance a 1'ampicilline.

Le gene synthetique IU-NH de 985 paires de bases a ete clone dans Ie plasmide j?GEX-4T3

entre les sites de restriction Not I et EcoR I.
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1.1.3. Milieu de culture

Le milieu nutritif complet 2xYT constitue de bacto-tryptone, 16 g/1, d'extrait de levure, 10

g/1, et de NaCl, 5 g/1, a servi pour la croissance bacterienne. Le pH du milieu a ete ajuste a 7

avec du NaOH 5N avant sterilisation a 121°C pour 20 minutes a 1'autoclave. Pour la

croissance bacterienne dans un milieu solide, 15 g/1 d'agar-agar ont ete ajoutes au milieu

avant de repartir Ie milieu dans des boites de petri. L'ampicilline fat ajoutee apres

refroidissement du milieu a une concentration finale de 100 mg/1.

Pour la selection des recombinants transfonnes, les clones furent cultives dans des plaques de

24 puits, chaque puits contenant 2 ml de milieu 2xYT, et les plaques ont ete incubees a 37°C

a un taux d'agitation de 125 rpm.

1.1.4. Bacteries competentes ^Escherichia coli (BL 21)

La preparation de bacteries competentes d'E. coli (BL21) a ete faite selon la methode usuelle

du laboratoire. Une colonie de la souche a transformer d'E. coli (BL21) fut transferee dans

un tube sterile de 10 ml contenant 5 ml de milieu de culture 2xYT avec 100 mg/1

d'ampicilline, et Ie tube incube a 37°C toute la nuit avec agitation (250 rpm). Par la suite,

500 ^il de la culture furent ajoutes a 50 ml de milieu 2xYT dans une fiole "Erlenmeyer" de

500 ml et Ie tout incube a 37°C avec agitation (125 rpm) jusqu'a obtention d'une densite

optique a 600 nm (D.0.6oonm) entre 0,8-0,9. La suspension bacterienne fut transferee dans des
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bouteilles en polyethylene steriles et les bouteilles ont ete gardees pendant 20 minutes sur

glace apres centrifugation a 5000 rpm (3836 xg) pendant 10 minutes a 4°C (centrifugeuse

Beckman modele J2-21M, rotor SLA). Les culots furent resuspendus dans 2 a 4 ml de

solution de lavage composee de glycerol sterile 10%. Les cellules furent ensuite lavees trois

(3) fois dans un meme volume de solution de lavage. Avant Ie 3eme lavage, les culots furent

regroupes dans une seule bouteille de centrifugation et resuspendus dans un volume final de

4 ml de solution de lavage froide. Avant repartition des aliquotes de bacteries competentes

dans des tubes steriles de 1,5 ml, la densite optique a 600 nm variait de 200 a 300. Les tubes

furent places dans un bain de glace seche-ethanol. Pour une conservation prolongee, les

cellules competentes furent placees a -80°C.

1.2. Techniques de biologie moleculaire

1.2.1. Technique d'isolement de PADN plasmidique

1.2.1.1. Miniprep

La trousse de purification d'ADN de plasmide "QIAprep Miniprep" (QIAGEN) a permis de

purifier des petites quantites d'ADN plasmidique.

A F aide de cure-dents steriles les colonies bacteriennes ensemencees sur du milieu solide

furent transferees dans des tubes "Falcon" steriles de 10 ml contenant 5 ml de milieu 2xYT +

Ampicilline (100 mg/1 de concentration finale) et incubes a 37°C toute la nuit avec agitation.
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Chaque culture fut transferee par etape successive dans un microtube (tube "Eppendorf)

sterile de 1,5 ml et centrifugee pendant 3 minutes a vitesse maximale a chaque transfert.

L'ADN des culots fut extrait avec la trousse de puriflcation d'ADN de plasmide tel

qu'indique par Ie manufacturier.

1.2.1.2. Maxiprep

La trousse de purification d'ADN de plasmide " QIAprep Maxiprep " (QLA.GEN) con^ue

pour 1'extraction des grandes quantites d'ADN a servi a extraire 1'ADN plasmidique de la

souche du depart et des recombinants.

La (es) colonie(s) bacterienne(s) ensemencee(s) fat (furent) transferee (es) a 1'aide de cure-

dents dans des tubes "Falcon" steriles de 10 ml contenant 5 ml de milieu 2xYT+ampicilline

(100 mg/1) et les tubes furent incubes a 37°C toute la nuit avec agitation. Puis, 100 ^il de la

suspension bacterienne furent transferes dans des floles steriles de 250 ml contenant 50 ml de

milieu de culture 2xYT avec ampicilline (100 mg/1) et les fioles furent incubees a 37°C toute

la nuit avec agitation (250 rpm).

Chaque culture fut transferee dans un tube sterile a centrifugation et centrifugee pendant 5

minutes a vitesse maximale. L'ADN des culots fat extrait avec la trousse de puriflcation

d'ADN de plasmide tel qu'indique par Ie manufacturier.
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1.2.2. Determination de la purete de PADN

La concentration ainsi que la purete de 1'ADN ont etc determinees par absorbance a 260 nm

et a 280 nm dans Ie spectrophotometre Beckman DU 640. La concentration d'ADN fut

calculee en tenant compte qu'une densite optique a 260 nm de 1 equivalait a 50 p-g/ml

d'ADN double brin. Le ratio des densites optiques 260 nm sur 280 nm permettait d'evaluer la

purete de 1'ADN. Un ratio entre 1,8 et 2,0 indiquait que la preparation d'ADN etait

relativement pure.

1.2.3. Analyse de PADN

Les produits d'elution obtenus par les techniques d'isolement d'ADN plasmidique furent

analyses avec les enzymes de restriction.

La digestion de 1'ADN par les enzymes de restriction a ete realisee dans un volume final de

10 jjJI pour une unite d'enzyme de restriction par p,g d'ADN dans les conditions de tampon et

de temperature suggerees pour chaque enzyme (Not I et EcoR I) par la compagnie biolabs. La

digestion a ete realisee a 37°C pendant 1 heure.

1.2.4. Electrophorese sur gel d'agarose

Les fragments de 1'ADN digere ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose a 1,5%
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dans du tampon TAB 1 X (0,04 M Tris-acetate pH 8,0 et 0,001 M EDTA). L'agarose fat

solubilise par chauffage au micro-onde et, apres un leger refroidissement, 0,5 fJ-g/ml d'une

solution contenant du bromure d'ethidium, 20 p-g/ml, et 1,0 mM MgCl2 fut ajoute pour la

coloration du gel. Le gel d'agarose fat solidifie a temperature de la piece pendant 15 minutes

environ.

Les echantillons d'ADN a analyser provenant de 10 pl de produits de digestion contenant 1

|Lig d'ADN furent deposes sur Ie gel apres addition de 2 ^il de solution "6 X Tracking Dye"

contenant 0,25% de Bleu de bromophenol, 0,25% de xylene cyanol FF et 30% de glycerol

dans 1'eau. Un marqueur de poids moleculaires "\ kb Ladder" a ete aussi depose dans un

puits distinct pour estimer la taille des bandes. La migration a ete realisee dans du tampon

d'electrophorese TAB 1 X a 1'aide du systeme d'electrophorese a gel horizontal de Bio-Rad.

La migration fut realisee sous une tension de 100 volts pendant une heure. Le gel d'agarose a

ete alors expose sous une lampe ultraviolette pour la detection des bandes d'ADN et ensuite

une photo du gel a ete prise avec un appareil Polaroid.

1.2.5. Recuperation de la bande d'ADN

Les fragments d'ADN utilises pour la recombinaison par'"DNA shuffling" ont ete excises

apres digestion avec les enzymes de restriction. L'ADN digere a ete d'abord separe par

electrophorese sur un gel d'agarose "Low melting" de 2%, puis les bandes presentant Ie
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fragment d'interet ont ete extraites du gel a 1'aide d'une lame de rasoir et transferees dans des

microtubes (tubes "Eppendorf) steriles de 1,5 ml prealablement peses.

L'extraction et la purifieation de 1'ADN furent realisees avec les solutions et selon les

recommandations du protocole foumi avec la trousse d'extraction QIAEX II (QIAGEN).

1.2.6. Mntagenese dirigee

1.2.6.1. Purification des oligonucleotides

La colonne SEP-Pak (Waters) a permis de purifier les oligonucleotides utilises pour les deux

approches d'evolution moleculaire (mutagenese dirigee et "DNA shuffling").

Les oligonucleotides de mutagenese dirigee, a savoir, 41NNB14 de 41 bases (5' -GAC TGT

GAC CCA GOT TTG NNB GAC OCT GTT OCT ATT CTG CT- 3'), 44NNB39 de 44

bases (5' -ATT ACT ACT GTT GTT GOT NNB CAA ACT TTG OCT AAG GTT ACT

AG- 3') ainsi que Famorce de selection RVSAC avec 33 bases (5' -CGC GTT GOT GCG

GAG CTC TCG GTA GTG GGA TAG - 3') servant a creer un site de restriction pour EcoR

V, ont ete purifies suivant la procedure suivante : a 1'aide d'une seringue, 5 ml de methanol

ont ete transferes aux colonnes pour faire un premier lavage de colonne puis 10 ml d'eau

Zenopure sterile ont ete ajoutes pour eliminer toute trace de methanol dans la colonne. Apres

avoir transfere une quantite voulue d'oligonucleotides a chaque colonne, 10 ml d'eau

Zenopure ont etc ajoutes pour laver les oligonucleotides fixes dans la colonne. La
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recuperation des oligonucleotides a ete faite avec 150 (J-l de solution d'elution (un melange de

1 ml de methanol et de 1 ml d'eau sterile). Les aliquotes recuperees ont ete evaporees au

"Speed-Vac" et resuspendues dans 50 |jl d'eau sterile.

1.2.6.2. Phosphorylation des oligonucleotides

Les oligonucleotides de mutagenese dirigee (1 (J-g ) contenant la mutation desiree out ete

phosphoryles dans 2 ^1 de tampon T4 kinase 10 X (500 mM Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM

MgCli, 50 mM DTT et 10 mM ATP), 1 fJ-1 de 10 unites/^il de T4 polynucleotide kinase, dans

un volume final de 20 [d. Apres avoir bien melange, les reactions ont ete incubees a 37°C

pendant 1 heure, puis les reactions furent arretees en chauffant a 65°C pendant 15 minutes.

Finalement, 2 |.il de chaque melange reactionnel ont ete utilises pour les reactions de

mutagenese et Ie reste des oligonucleotides phosphoryles a ete place a -20°C .

1.2.6.3. Procedure de mutagenese dirigee

La mutagenese dirigee a ete realisee avec les solutions et selon Ie protocole foumi avec la

trousse de Clontech "Transformer™ Site-Directed Mutagenesis kit (2" version) " et a ser^i a

creer une banque de mutants ponctuels.

33



1.2.7. Procedure de la technique "DNA shuffling"

1.2.7.1. Preparation des genes

Le "DNA shuffling" selon la figure 2 a ete realise tel que decrit par Minagawa et Kaneko

(2000), Abecassis et Trian (2000), Whang et al. (2000), Zhao et Arnold (1997a), Lorimer et

Pastan (1995) et Stemmer (1994a), apres des modifications mineures.

Environ 10 (J-g du plasmide contenant Ie gene synthetique pour la RJ-NH ont ete digeres a

37°C avec les enzymes de restriction EcoR I et Not I pendant une (1) heure. Les fragments

d'ADN de taille ~1 kb ont ete purifies dans un gel d'agarose "Low Melting" a 2% en

utilisant Ie kit d'extraction de gel QIAEX 11 (QIAGEN Inc.). Les fragments d'ADN ont ete

elues dans du tampon EB [10 mM Tris-HCl (pH 8,5)] suivant les indications de QIAGEN.

Les concentrations en ADN ont ete estimees soit par electrophorese (en comparant 1'intensite

de la bande avec celle du marqueur) soit par spectrophotometrie tel qu'indique dans la

section 1.2.2.

Les fragments d'ADN de taille ~1 kb ont ete amplifies par PCR avec les amorces purifiees.

MBV1 C'amorce forward" 5'- GAT CCC CGA ATT CAC GTG GCC CAG CCG GCC AAA

TG -3') et MBV2 ("amorce reverse" 5'- TCA CGA TGC GGC CGC TTG TGG GTC ACC

AAT TCT TTC -3') furent les oligonucleotides utilises pour cette partie du projet et furent

purifies avec la colonne SEP-Pak (Waters) tel que decrit precedemment dans la section

1.2.6.1 pour la purification des oligonucleotides.
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L'amplification a ete faite dans Ie but d'augmenter la quantite d'ADN qui sera utilisee pour

1'etape suivante. Le melange reactionnel fat prepare dans des microtubes (tubes "Eppendorf)

steriles compatibles avec 1'appareil PCR, dans un volume de 50 (J.1 contenant : 30 pmoles de

chaque amorce MB VI et MBV2, puis du tampon Taq 1 X, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de

chaque dNTP et 1 jj,l d'ADN polymerase Taq 2,5 U. Le tout a ete bien melange. Le

programme de PCR utilise fat Ie suivant: 2 minutes a 96°C ; 30 cycles de 1 minute a 94°C, 1

minute a 55°C, 4 minutes a 72°C, et Ie programme de PCR se terminait par une incubation a

72°C pendant 7 minutes. Un echantillon de 3 ^il de 1'ADN amplifie fut d'abord verifie sur gel

d'agarose 1,5%. L'ADN amplifie par PCR a ete ensuite purifle avec les solutions et selon les

recommandations du protocole foumi avec la trousse de purification QIAquick (QD\.GEN).

Une autre verification sur 3 p,l de 1'ADN amplifie purifie fut faite sur gel d'agarose 1,5%,

pour verifier 1'efficacite de recuperation de la trousse commerciale.

1.2.7.2. Digestion a la DNase I en presence de Mil 2+

Le melange reactionnel a ete dilue dans 45 ^1 de Tampon EB [10 mM Tris-HCl (pH 8,5)] et

5 |Lil de tampon de digestion 10 X [500 mM Tris-HCl (pH 8,5) et 100 mM MnCli] furent

alors ajoutes. Ce melange a ete equilibre a 15°C pendant 5 minutes dans un thermocycleur

avant d'aj outer 0,030 U de DNase I (1 U/^il ; Boehrmger Mamiheim). La digestion a ete faite

a 15°C et terminee apres une minute en chauffant a 90°C pendant 10 minutes.
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Les fragments attendus de 50-100 bp furent confirmes sur gel "Low melting" a 2% contenant

du bromure d'ethidium (20 Hg/ml) et furent ensuite excises tel qu'indique dans la section

1.3.5 puis purifies en utilisant la trousse d'extraction QIAEX II (QIA.GEN). Un echantillon

de 5 pl a ete preleve pour verification du resultat de purification des fragments sur gel

d'agarose 1,5%.

1.2.7.3. Reassemblage des fragments sans amorces

Dix (10) ^1 des fragments purifies avec la trousse QIAEX II furent combines avec 5 [i\ de

tampon Pfu 10 X contenant 0,4 mM de chaque dNTP (Phannacia) et 0,05 U/^il de 1'ADN

polymerase Pfu clonee. Pour la deuxieme ronde de "DNA shuffling", on a utilise de FADN

polymerase Taq a 0,05 U/pl La reaction PCR fut faite selon Ie programme suivant : 3

minutes a 96°C, suivi de 40 cycles de 1 minute a 94°C, de 1 minute a 55 °C, et de 1 minute a

72°C, se terminant par 7 minutes a 72°C apres Ie cycle final. Un echantillon de 5 pl fut

preleve pour verifler Ie resultat de cette etape sur gel d'agarose 1,5%.

1.2.7.4. Amplification par PCR des produits reassembles

L'amplification des produits reassembles a ete faite en diluant les produits de la PCR de

1'etape precedente d'un facteur 35. Le melange reactionnel fut prepare avec 30 pmoles de

chaque amorce purifie, MB VI et MBV2, puis du tampon Taq 1 X, 1,5 mM MgCli, 0,2 mM

de chaque dNTP et 2,5 U du melange d'ADN polymerase TaqlPfu (1:1). La reaction PCR fut
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faite selon Ie programme suivant : 2 minutes a 96°C ; 30 cycles de 1 minute a 94°C, 1 minute

a 55°C, 4 minutes a 72°C, et fmalement, 7 minutes a 72°C. Un echantillon de 5 (J-l fut preleve

pour verifier sur gel d'agarose 1,5% si Ie programme nous a donne une bande unique de la

taille correcte.

1.2.8. Clonage des produits de PCR du "DNA shuffling"

1.2.8.1. Ligation

Les produits de la PCR ou Ie gene obtenu par la methode precedente, tel qu'indique a la

section 1.2.7.4, furent sous-clones dans Ie vecteur d'expression pGEX 4T3 selon la methode

de ligation decrite ci-bas.

Pour ce faire, les produits de la PCR et Ie plasmide pGEX 4T3 ont ete digeres separement

avec les deux enzymes de restriction EcoR I et Not I et les produits furent purifies en utilisant

la trousse de puriflcation QIAquick (QIA.GEN). Avant la purification, les produits

reactionnels furent d'abord chauffes a 65°C pendant 20 minutes pour desactiver les enzymes

de restriction.

La ligation entre les sites de restriction EcoR Wot I du vecteur d'expression des produits de

PCR purifies ou des genes reconstitues en entier obtenus par la methode precedente fat

realisee dans un volume de 20 |jl contenant 100 ng d'ADN, 2 p-l de tampon de T4 ADN
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ligase 10 X et 2 j.ll d'ATP 10 mM et 1 |Lil de T4 ADN ligase (NEB 400 U/^il). Tout Ie

melange a ete incube a 16°C pendant 18 heures.

1.2.8.2. Transformation ^'Escherichia coli

Les produits de ligation ont ete transformes dans les cellules competentes Escherichia coli

(BL21) (conservees a -80°C) avec un electroporateur "Bio Rad" : lors des experiences, les

cellules competentes et les cuvettes steriles compatibles a la transformation par

electroporation ont ete gardees sur glace. Un (1) ^1 du produit de ligation et 40 (J,l de cellules

competentes ont ete deposes dans Ie fond de la cuvette compatible pour la transformation.

Apres transformation, 1 ml de milieu de culture 2xYT fut ajoute dans la cuvette et Ie contenu

a ete transfere dans un tube "Falcon" sterile de 10 ml, puis incube a 37°C sous agitation

pendant une heure. Apres incubation, des volumes de 20, 50 et 100 p-1 de la suspension

bacterienne transformee ont ete etales sur des boites de petri contenant du milieu solide 2xYT

avec ampicilline (100 mg/1). Les boites de petri out etc incubees a 37°C toute la nuit. Les

colonies ont ete a nouveau repiquees sur d'autres geloses du meme milieu pour

caracterisation ulterieure et conservees a 4°C. Le reste des cellules transformees a ete

conserve a -20°C pour un usage ulterieur si necessaire.
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1.3. Criblage et selection des proteines recombinantes

Le test d'activite enzymatique effectue avec les 100-200 transformants obtenus apres chaque

ronde d'evolution moleculaire dirigee fut effectue a temperature ambiante en utilisant les

deux substrats, Ie 7?-nitrophenyl riboside (pNPR) et Ie j?-nitrophenyl desoxyribose (pNPD),

chacun a 300 |.iM, dans du tampon HEPES (50 mM, pH 8,0). Le test d'activite de 1'mosine

uridine nucleoside hydrolase (BJ-NH) avec Ie substrat 7?-nitrophenyl riboside (pNPR) etait

base sur un changement de coloration vers Ie jaune et quantifle au spectrophotometre a 400

nm de longueur d'onde.

Les transformants isoles sur milieu solide out ete utilises pour Ie test de criblage. A 1'aide de

cure-dents steriles, les colonies de transformants out ete transferees dans des plaques de 24

puits contenant 2 ml de milieu 2xYT avec ampicilline (100 mg/1), puis les plaques ont ete

incubees toute la nuit a 37°C avec un taux d'agitation de 125 rpm. Par la suite, 40 pl de la

suspension bacterienne de chaque puits de la plaque ont ete transferes dans un puits d'une

autre plaque de 24 puits contenant du milieu 2xYT avec ampicilline (100 mg/1) pour un

volume final de 2,5 ml. Les plaques ont ete incubees a 37°C avec agitation jusqu'a ce que la

densite optique a 600 nm des cellules soit entre 0,2-0,4 (en phase exponentielle), avant

induction des cultures avec 1,0 mM d'lPTG (isopropyl-P-D-thiogalactopyranoside) pour 24

heures a 37°C a 125 rpm.
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Quarante (40) |jl de chaque suspension cellulaire induite apres une duree donnee d'induction

ont ete transferes dans des plaques de 96 puits en quartz contenant diverses concentrations de

dimethylformamide (DMF) (10, 30, 40 ou 50% v/v) tout en utilisant Ie tampon HEPES (50

mM, pH 8,0) pour completer Ie volume final a 300 |jl Apres 5 minutes d'incubation avec

agitation pour permettre la lyse cellulaire, on a ajoute, a proximite du spectrophotometre a

plaques, 300 ^M de concentration finale de substrat [p-nitrophenyl riboside (pNPR) ou p-

nitrophenyl desoxyriboside (pNPD)]. L'hydrolyse du substrat a ete suivie en mesurant la

production du j9-nitrophenylate au spectrophotometre a plaque "SpectraMax" (Molecular

Devices) a 400 nm pendant 5 minutes. Le logiciel de lecture des plaques de 96 puits employe

etait Ie "SOFTmax PRO".

Pour mesurer 1'activite dans un milieu aqueux (milieu sans DMF) des cellules induites, les

cellules ont ete lysees pendant 5 minutes avec 1% (v/v) de toluene, puis analysees de la

meme maniere que les cellules dans un milieu non aqueux (dans Ie dimethylformamide).

L'activite avec et sans dimethylformamide (DMF) etait lue en unite mDO/min. Les facteurs

de conversion d'unites mDO/min en unites (J-M/min en fonction de la concentration de DMF

se retrouvent dans Ie tableau I.

Les vitesses de reaction mesurees a 400 nm sur une periode de 5 minutes out ete divisees par

la densite optique a 600 nm de la suspension cellulaire correspondante apres induction, afin

de tenir compte en variation de concentration en fonction du temps (^iM/min) rapporte a une

densite optique de 1 avant induction dans la plaque a 24 puits.
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Pour confirmer Ie resultat du test d'activite enzymatique des mutants selectionnes avec les

plaques de 96 puits, un recriblage a ete effectue comme suit. Les colonies selectionnees

presentant une meilleure activite ont ete transferees dans des tubes steriles de 10 ml contenant

5 ml de milieu de culture 2xYT avec ampicilline (100 mg/1) puts les tubes furent incubes toute

la nuit a 37°C avec un taux d'agitation de 250 rpm. Par la suite, un (1) ml de chacune des

suspensions bacteriennes a ete transfere dans une autre fiole "Erlenmeyer" sterile de 250 ml

contenant du milieu 2xYT avec 100 mg/1 d'ampicilline pour un volume final de 50 ml. Les

fioles "Erlenmeyer" ont ete incubees a 37°C avec agitation (250 rpm) jusqu'a ce que la densite

optique a 600 nm des cellules soit entre 0,4-0,6 avant induction. Les cellules ont ete induites

avec 1,0 mM d'lPTG pour 24 heures a 37°C avec agitation. L'activite enzymatique a ete

mesuree a 400 nm dans des cuvettes en quartz pendant 3 minutes comme suit. Pour la lecture

d'activite enzymatique sans DMF, la suspension bacterienne induite a ete lysee pendant 5

minutes avec du toluene ; par contre, pour la lecture d'activite en milieu non-aqueux, 40 |Lil de

la suspension bacterienne induite ont ete directement transferes dans les cuvettes en quartz

contenant diverses concentrations de dimethylformamide (DMF) (10, 30, 40 et 50% v/v) en

utilisant du tampon HEPES 50 mM (pH 8,0) pour completer Ie volume final a 3 ml. Apres 5

minutes d'incubation pour favoriser la lyse cellulaire par Ie dimethylformamide (DMF), on

ajoutait Ie substrat [p-nitrophenyl riboside (pNPR) ou j?-nitrophenyl desoxyriboside (pNPD)]

permettant d'initier ainsi la reaction.

Cette technique de criblage de la banque des mutants a ete utilisee pour tous les transformants

obtenus par evolution moleculaire dirigee (les quelques 250 transformants obtenus par
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Tableau 1. Coefficients de conversion entre les unites d'extinction mDO en ^iM

determines experimentalement en fonction de la concentration de

dimethylformamide (DMF) present

1 mDO egale :

Sans DMF

0,0595 |^M

10 % DMF

0,0598 |^M

30% DMF

0,0649 pM

40% DMF

0,0649 jjM
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mutagenese dirigee et les 100 a 300 transformants suite aux rondes d'evolution dirigee par

"DNA shuffling").

1.4. Reaction de sequen^age

Les oligonucleotides de sequen^age, soit 1'amorce JVtBpll de 20 bases ("amorce forward" 5'-

ACC ATC CTC CAA AAT CGG AT-3') et 1'amorce MBpl2 de 20 bases ("amorce reverse"

5'-TCA CCG AAA CGC GCG AGO CA-3'), ont ete purifies avec la colonne SEP-Pak

(Waters) tel qu'indique precedemment dans la section 1.2.6.1. La technique de purification

des plasmides a ete realisee comme indiquee precedemment dans la section 1.2.1.1.

Les mutations obtenues ont ete verifiees suivant Ie protocole de sequen9age decrit par la

compagnie PE Applied Biosystems pour son produit "ABI PRISM Rhodamine Terminator

Cycle Sequencing Ready reaction Kit". La reaction PCR fut faite selon Ie programme

suivant: 2 minutes a 96°C, suivi de 25 cycles de 10 minutes a 96°C, de 5 minutes a 50°C, et

de 4 minutes a 60°C, se terminant a 4°C apres Ie cycle final. La purification des produits de

la reaction de sequen9age a ete faite avec une colonne Centri-sep (Princeton Separations Inc.)

tel qu'indique par Ie manufacturier.

1.5. Analyse informatique des mutations

Les mutations produites out ete verifiees par analyse informatique avec Ie logiciel developpe
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par Staden (1996).

1.6. Cinetique des enzymes mutees en presence du dimethylformamide (DMF)

La cinetique des enzymes mutees a ete determinee en mesurant la production du p-

nitrophenylate en fonction de la concentration du substrat ^-nitrophenyl riboside (pNPR)

variant de 10 a 510 ^iM.

Les vitesses initiales de reaction ont ete determinees en mesurant 1'augmentation de la

densite optique a 400 nm sur une periode de 5 minutes. Les vitesses mesurees ont ete

divisees par la densite optique a 600 nm de la suspension cellulaire correspondante apres

induction, afm de tenir compte en variation de concentration en fonction du temps (^iM/min)

rapporte a une densite optique de 1 avant induction dans la plaque a 24 puits. Les vitesses

initiales ont ete determinees par regression lineaire de meme que 1'erreur sur leur valeur.

Des colonies de la souche non mutee et des colonies des transformants ont ete transferees

dans des tubes steriles de 10 ml contenant 5 ml de milieu 2xYT avec 100 mg/1 d'ampicilline

a 1'aide de cure-dents et les tubes out ete incubes toute la nuit a 37°C avec un taux d'agitation

de 250 rpm. Cent (100) ^1 de la suspension bacterienne de chaque tube furent transferes dans

une fiole "Erlenmeyer" sterile de 250 ml contenant du milieu de culture 2xYT avec 100 mg/1

d'ampicilline pour un volume final de 50 ml. Les fioles ont ete incubees a 37°C avec un taux
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d'agitation de 250 rpmjusqu'a ce que la densite optique a 600 nm soit entre 0,4 et 0,6 avant

induction avec ImM d'lPTG.

L'activite enzymatique a ete mesuree a 400 nm dans une plaque a 96 puits en quartz pendant

5 minutes au spectrophotometre tel qu'indique dans la section 1.3, "Criblage et selection des

proteines recombinantes". Pour ce faire, quarante (40) jjl de la suspension bacterienne

prealablement lysee pendant 5 minutes avec 1% (v/v) de toluene furent transferes dans une

plaque a 96 puits en quartz contenant Ie substrat ^-nitrophenyl riboside (pNPR) a une

concentration allant de 10 a 510 [iM et diverges concentrations de dimethylformamide

(DMF) (0, 10, 30 et 40%). Le tout fut complete a 300 |iil avec du tampon HEPES (50 mM,

pH 8,0).

1.7. Expression des genes

1.7.1. Preparation des echantillons

Les clones portant Ie gene de Pinosine uridine nucleoside hydrolase (IU-NH) ont ete

transferes dans des tubes steriles de 10 ml contenant du milieu 2xYT+ampicilline (100 mg/1)

et incubes sous agitation a 37°C toute la nuit. Puis 100 ^il de cette suspension furent

transferes dans des fioles "Erlenmeyer" de 250 ml contenant 50 ml du milieu 2xYT et 100

mg/1 d'ampicilline. Les cultures ont ete incubees a 37°C avec agitation (250 rpm) et

1'induction a FIPTG (1,0 mM) fat faite en phase de croissance logarithmique a une densite
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optique de 0,6-0,8 a 600 nm. L'echantillonnage fut fait selon Ie temps d'induction desire

(entre 5 et 25 heures) et pouvait varier selon les experiences.

1.7.2. Lyse cellulaire

Pour extraire la proteine d'interet, on a utilise differentes approches de lyse cellulaire comme

la sonication, la presse de French, les billes de verre ou encore la penneabilisation avec Ie

toluene a 1% (v/v).

Comme il a ete mentionne a la section precedente, la suspension bacterienne a ete recoltee

apres induction selon Ie temps d'induction desire a 37°C. La procedure utilisee pour la lyse

cellulaire (sonication ou "presse de French") est celle qui a ete decrite par Gopaul et al.

(1996) avec quelques modifications.

Vingt (20) ml de la suspension bacterienne ont ete transferes dans un tube a centrifugation

puis centrifuges a 15 000 rpm a 4°C pendant 30 minutes. Le culot a ete resuspendu dans du

tampon "TDEP" contenant 20 mM Tris-HCl, (pH 7,4), 1 mM DTT, 1 mM EDTA et 15 ^iM

PMSF. La lyse cellulaire a ete effectuee avec 6 cycles de 30 secondes de sonication avec une

minute entre chaque cycle, dans de la glace.

Pour la lyse cellulaire avec la "presse de French", Ie culot des 20 ml d'echantillon centrifuges

a ete resuspendu dans Ie meme tampon auquel on a ajoute du lysozyme a une concentration
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finale de 0,5 mg/ml et du Triton X-100 a une concentration finale de 1%. La lyse cellulaire a

ete effectuee avec 7 cycles de 30 secondes a une pression de 1000 psi avec une minute entre

chaque cycle, dans de la glace.

Quant a la technique de lyse cellulaire avec les microbilles de verre, vingt (20) ml

d'echantillon ont ete centrifuges a 4000 rpm a 4°C pendant 15 minutes. Le culot fat

resuspendu dans du tampon "TDEP" puis la suspension a ete soumise a trois (3) cycles de 1,5

minutes de lyse avec une minute de repos entire chaque cycle dans de la glace.

Pour les trois techniques de lyse cellulaire, une verification par examen microscopique a etc

necessaire pour evaluer Ie succes de la lyse cellulaire. Les preparations furent de nouveau

centrifugees a 4°C afm de recuperer les sumageants (15 000 rpm pendant 30 minutes apres Ie

traitement par sonication et "presse de French" et 4000 rpm pendant 15 minutes apres

traitement aux microbilles de verre). Les sumageants recuperes furent utilises pour

differentes analyses proteiques ou conserves a -20°C pour des analyses ulterieures.

Une autre approche utilisee fut la permeabilisation de la membrane bacterienne au toluene

(concentration finale 1%, v/v) pendant 5 minutes.

1.7.3. Electrophorese sur gel de polyacrylamide denaturant ("SDS-PAGE")

L'analyse des proteines a ete realisee sur gel de polyacrylamide a gradient de concentration
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10-20% dans du Tris-HCl (Bio Rad). Pour 1'analyse des proteines totales, on a resuspendu Ie

culot des echantillons de 1 ml de culture centrifugee a 13000 rpm (17 949 xg) a 4°C pendant

10 minutes dans 200 [il de tampon SB ("sample buffer") prealablement chauffe pendant 2-10

minutes a 40°C. Le tampon SB est prepare de la fa^on suivante : 2,00 ml de glycerol 100%,

2,00 ml de SDS 10%, 2,5 ml de 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 2,5 ml de Bleu de bromophenol

(1%) et 40 }i\ de 2-P-mercaptoethanol, Ie volume etant complete a 20 ml avec de 1'eau

Zenopure. Les echantillons ont ete denatures par ebullition dans un bain-marie pendant 10

minutes, puis centrifuges pendant 5 minutes a 13000 rpm (17 949 xg) a la temperature de la

piece. Vingt (20) ^il d'echantillons denatures ont ete charges sur Ie gel a 1'aide d'une seringue

Hamilton.

Par contre, pour 1'analyse de la proteine d'interet, vingt (20) (J-l du sumageant des

echantillons lyses par les techniques mecaniques (sonication, "presse de French" ou

microbilles de verre), ou encore permeabilises avec 1% (v/v) de toluene pendant 5 minutes,

ont ete melanges avec 10 |^1 de tampon SB puis 1'echantillon fut denature par ebullition dans

un bain-marie pendant 5 minutes. Les echantillons ont ete centrifuges pendant une minute a

13000 rpm (17 949 xg) a temperature de la piece. Dix (10) ^1 d'echantillons ont ete charges

sur Ie gel tel que decrit pour les proteines totales.

Un standard de masse moleculaire de proteines a ete charge sur Ie gel. La migration a ete

realisee avec Ie tampon d'electrophorese RB 1 X ("Running Buffer"). Le tampon RB 1 X

("Running Buffer") fut prepare de la £09011 suivante: 3,00 g "Tris base", 14,4 g de glycine et
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1,00 g de SDS dans 1000 ml d'eau Zenopure. L'electrophorese a etc faite pendant une heure

environ; pour les premieres 15 minutes, la migration etait faite avec une difference de

potentiel de 70 volts puis de 140 volts pour Ie reste du temps.

1.7.4. Coloration, decoloration et conservation

Afm de visionner les bandes de proteines separees apres electrophorese, les gels furent

colores au Bleu de Coomassie. Le gel de polyacrylamide fut d'abord incube pendant 20

minutes avec agitation dans la solution colorante (compose de 1 g de Bleu de Coomassie R-

250 dans 40% de methanol et 10% d'acide acetique glacial). Puis, Ie gel fut ensuite lave trois

(3) fois avec une solution de decoloration contenant 30% de methanol et 10% d'acide

acetique glacial. Les deux premiers lavages de decoloration avaient une duree de 30 minutes.

Le demier lavage durait toute la nuit avec agitation. Le gel etait finalement sature dans une

solution de conservation (1,0% de glycerol et 10% d'acide acetique glacial) puis place entre

deux feuilles de cellophane prealablement trempees dans la meme solution de conservation.

Le sechage du gel s'effectuait sous vide sur un cadre de sechage.

1.7.5. Dosage de proteines

La concentration des proteines a ete determinee selon la methode courante de Bradford

(1976) en utilisant 1'albumine de serum bovin (BSA) dissoute dans 50 mM HEPES, (pH 8,0)

comme standard. Le reactifde Bradford utilise pour doser la proteine d'interet fut celui de la

49



trousse commerciale "Bio-Rad Protein Assay". L'absorbance fat mesuree a 595 nm tel

qu'indique par Ie manufacturier en utilisant des volumes de 20 p-1 des divers echantillons.
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2. RESULTATS



2.1. Caracterisation du gene de depart et etude de la proteine correspondante

La premiere partie de ce projet consistait a verifier 1'expression du gene synthetique et a

verifier si 1'insert etait bien place sur Ie vecteur d'expression pGEX 4T3-IUNH. Le gene

synthetique d'environ 1 kb codant pour 1'IU-NH a ete clone dans Ie plasmide pGEX-4T3 et

exprime dans Escherichia coli (BL21). Le gene IU-NH a ete place en aval du gene de fusion

GST. Sur Ie gene de fusion et en amont du gene IU-NH, on avait la presence d'un site de

clivage par la thrombine, ce qui permettra de recuperer la proteine d'interet; Ie vecteur

d'expression confere en plus une resistance a I'ampicilline (Figure 4). La presence du

promoteur tac induit par 1'IPTG va permettre d'induire la production de la proteine. La figure

4 illustre la position du gene synthetique dans Ie vecteur pGEX 4T3 entre les sites de

restriction EcoR I et Not I. La premiere rangee //gene de depart" de la figure 23 illustre la

sequence originale de la proteine produite par Ie gene synthetique.

Le plasmide a ete d'abord extrait par mini-preparation a 1'aide de la trousse QIAprep

Miniprep de QIAGEN comme indique dans la section 1.2.1.1. Par la suite, la construction du

vecteur pGEX 4T3-IU-NH a ete verifiee par digestion avec les enzymes de restriction EcoR I

et Not I, suivie d'une migration par electrophorese sur gel d'agarose 1,5% afin de verifier la

presence de 1'insert (Figure 5). La bande attendue de 1 kb environ etait effectivement

presente.
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Figure 4. Structure du plasmide pGEX 4T3 permettant 1'expression du gene inosine
uridine nucleoside hydrolase dans Escherichia coli (BL21) avec Ie gene de
structure de la glutathion-S-transferase (GST) place en amont de Finsert.
L'introduction du gene codant s'est faite entre les sites EcoR Iet Not I.

53



pb

4000
3000

2000
1650

1000
850

500

100

Figure 5. Analyse du plasmide pG^X 4T3-IU-NH par digestion avec les enzymes de
restriction EcoR I et Not I suivie d'une migration en gel d'agarose 1,5%. Le
gene de I'inosine uridine nucleoside hydrolase donne une bande a 985 pb, et
celle du vecteur^GEX 4T3 a 4933 pb. Le puits 1 indique Ie poids moleculaire
du marqueur de 1 kb Plus "DNA Ladder" de GfflCO BRB. Les puits 2 et 3
contiennent 1'ADN plasmidique digere avec les enzymes EcoR I et Not I.
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2.1.1. Etude de la proteine IU-NH et mise au point d?un systeme de lyse cellulaire

Comme il a ete mentionne a la section 1.7.1, les cultures incubees a 37°C pendant 24 heures

ont ete recoltees apres diverses durees de 1'induction. Le systeme de production pGEX 4T3

donne des proteines intracellulaires, proteines qu'il faut ensuite liberer par lyse cellulaire

avant de pouvoir tester leur activite biologique.

Plusieurs essais de precedes mecaniques ont ete effectues pour 1'extraction de la proteine IU-

NH dans sa forme native. Parmi les precedes mecaniques cites a la section 1.7.2, la lyse

cellulaire avec Ie sonicateur (6 cycles de 30 secondes et une minute entre chaque cycle, dans

de la glace), la lyse cellulaire avec la "presse de French" (7 cycles de 30 secondes avec une

minute entre chaque cycle, dans de la glace) et les microbilles de verre (avec 3 cycles de 1,5

minutes et une minute entre chaque cycle, dans de la glace), ne nous ont pas permis de

solubiliser facilement la proteine, probablement du a son emprisonnement a 1'interieur de

particules subcellulaires rendant sa liberation difficile. Normalement, ces methodes devraient

rendre les parois cellulaires permeables et liberer 1'enzyme de son site de fixation. Ceci laissa

croire qu'il y avait formation de corps d'inclusion. La lyse cellulaire a ete regulierement

verifiee par examen au microscope afin de nous assurer de son succes et par gel

d'electrophorese SDS-PAGE. Toutefois, la permeabilisation avec 1% (v/v) de toluene

pendant cinq (5) minutes nous a donne les meilleurs resultats (Figure 6B). La mise au point

de cette approche de lyse cellulaire a ete realisee de maniere a ce que la proteine d'interet ne

soit pas denaturee par Ie toluene.
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Des prelevements des echantillons selon Ie temps d'incubation ont ete effectues afin

d'optimiser 1'expression du gene. Suite a 1'expression de la proteine, comme il a ete

mentionne aux sections 1.7.1 et 1.7.2, la proteine d'interet a ete extraite selon la technique de

permeabilisation avec Ie toluene. Des cellules sans 1'insert IU-NH ont servi de temoin et

presentaient la bande attendue pour la proteine de fusion GST (Figure 6 A, B et C, puits 2).

La bande pour 1'IU-NH (Figure 6C, puits 4) sembla etre moins importante dans 1'extrait

cellulaire apres lyse par Ie toluene que dans Ie cas des autres extraits de proteine totale

(Figure 6A et B, puits 4), ce qui pourrait etre du a une solubilisation incomplete de la

proteine lors de la lyse cellulaire avec Ie toluene, ce qui ne serait pas surprenant.

Les cellules d' Escherichia coli transformees avec Ie plasmide pGEX 4T3-IUNH et mises en

croissance a 37°C ont accumule la proteine IU-NH fusionnee. Lors de 1'analyse des gels

(cellules ly sees au toluene et proteines totales), les cellules ly sees au toluene ont accumule la

proteine IU-NH a un niveau equivalent a 5 a 10% de la proteine totale. Cette technique de

lyse cellulaire par permeabilisation a permis neanmoins de conclure qu'une partie seulement

de la proteine etait liberee apres induction, Ie reste etant toujours emprisonne dans les

particules subcellulaires rendant ainsi difficile la liberation de la proteine. II est interessant de

noter qu'un faible niveau d'expression est visible meme pour les cellules avec insert IU-NH

non induites (figure 6A, B et C, puits 3).
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kDa 2 3 3456

-GST

A: Proteines totales

Puits 1 : Marqueurs de poids moleculaire
Puits 2 : E.coli (BL21)^GEX 4T3 sans insert

et 18 heures apres induction
Puits 3 : Avant induction
Puits 4 : 18 heures apres induction
Puits 5 : 25 heures apres induction
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Figure 6.

B : Proteines totales

Puits 1 : Marqueurs de poids moleculaire
Puits 2 : E.coli (BL21)pGEX 4T3 sans insert

et 4 heures apres induction
Puits 3 : 4 heures apres induction
Puits 4 : 17 heures apres induction
Puits 5 : 21 heures apres induction
Puits 6 : 24 heures acres induction

C : Extrait cellulaire apres lyse
par Ie toluene

Puits 1 : Marqueurs de poids moleculaire
Puits 2 : E.coli (BL21)^GEX 4T3 sans insert

et 18 heures apres induction
Puits 3 : Avant induction
Puits 4 : 18 heures apres induction
Puits 5 : 25 heures apres induction

Expression de 1'inosine uridine nucleoside hydrolase dans E. coli (BL21). Puits
1 : marqueurs du poids moleculaire (du haut en bas) : Myosine, 200 000 ; R-
galactosidase, 116 250 ; phosphorylase B, 97 400 ; albumine de serum bovin, 66
200 ; ovalbumine, 45 000 ; anhydrase carbonique, 31 000 ; inhibiteur de
trypsine de la feve de soja, 21 500 ; lysozyme, 14 400 et aprotinine du pancreas
de bovin, 6 500.
Puits 2 : Extraits cellulaires de la souche de depart E. coli (BL21) transformee
avec Ie vecteur d' expression pGEX 4T3 sans 1'insert IU-NH.
Puits 3, 4, 5 et 6 : Extraits cellulaires de la souche depart E. coli (BL21)^?GEX
4T3 contenant la region codante IU-NH apres divers temps d'induction. Les
echantillons ont ete denatures dans du dodecyl sulfate de sodium ou encore
appele Lauryl sulfate de sodium (SDS) 10% contenant du 2-p-mercaptoethanol
et soumis a Felectrophorese sur gel denaturant de polyacrylamide avec SDS.
Les proteines ont ete colorees au Bleu de Coomassie.
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2.1.2. Optimisation du temps d'incubation du systeme cPexpression de la proteine

IU-NH

Les echantillons ont ete preleves apres divers temps d'induction afin d'optimiser 1'expression

de la proteine IU-NH. Des prelevements ont ete effectues jusqu'a 25 heures a 37°C avec

agitation (250 rpm) apres induction a 1'IPTG (1,0 mM) en phase de croissance logarithmique,

une fois que la densite optique avait atteint 0,6-0,8 a 600 nm. Normalement, une incubation

plus longue permettait de produire une plus grande quantite de 1'IU-NH meme si une quantite

non negligeable de 1'enzyme etait obtenue avant meme induction. Ainsi, nous avons constate

que F expression du gene a ete rapide des les premieres heures d'induction a 37°C apres

1'ajout de 1'IPTG (figure 6B, puits 3). Apres induction, nous pouvons visualiser sur les gels

une intensification de la bande correspondant a la proteine d'interet. II a ete evident qu'une

meilleure expression de la proteine a ete obtenue apres 18 heures (figure 6A, B, puits 4, 5 et

6). Des prelevements ont ete effectues jusqu'a 25 heures d'incubation, cependant la

difference au niveau de la quantite de proteines entre 4 et 24 heures d'expression etait

significative (figure 6B, puits 3, 4, 5 et 6).

La figure 7 nous permet de dormer une estimation de la masse moleculaire de la proteine de

fusion IU-NH a partir de la quantite de proteines totales mesuree par Ie test de Bradford tel

qu'indique a la section 1.7.5 et de 1'intensite de la bande IU-NH du puits 4 ou 5 du gel de

proteines totales de la figure 7A. L'analyse par densitometrie des gels de proteines pour les

cellules non-lysees ainsi que pour les cellules permeabilisees avec du toluene a permis
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d'identifier la duree optimale de 1'induction, soit 18 heures (Figure 6C, puits 4 et Figure 7A,

puits 4). A ce moment, la proteine IU-NH correspondait a environ 10% des proteines totales.

La masse moleculaire theorique de la proteine IU-NH fusionnee avec Ie gene de fusion

(GST) a ete estimee a 60 kDa (la masse moleculaire predite pour la GST presente dans Ie

vecteur^GEX 4T3 est de 26 kDa et celle de 1'enzyme IU-NH est de 34 kDa). Les resultats

obtenus par analyse SDS-PAGE//10-20% en se referant a la figure 7B, ont indique un poids

moleculaire de 63 kDa. Ce resultat est raisonnablement proche de la masse moleculaire

theorique de la proteine de fusion.

2.1.3. Activite specifique des extraits cellulaires contenant Penzyme IU-NH non-

mutee

Suite aux nombreux essais, la methode qui s'est averee la plus efficace est celle qui a ete

decrite a la section 1.4 employant des plaques de 96 puits pour Ie test d'activite enzymatique

de la proteine originale, et celle-ci a servi de methode standard. L'activite obtenue a servi a

identifier les mutants les plus prometteurs attendus des deux techniques d'evolution

moleculaire dirigee envisagees dans cette etude.

Les travaux de Gopaul et collaborateurs (1996) ont rapporte une activite specifique de 6,7

j^mole min'1 mg -1 pour 1'IU-NH recombinante partiellement purifiee d'Escherichia coli avec

Ie pNPR comme substrat. Un gene synthetique codant pour 1'IU-NH de Crithidia fasciculata

60



a ete precedemment assemble dans Ie laboratoire du Dr Brousseau, a 1'Institut de recherche

en biotechnologie (IRB) par une stagiaire, Madame Frederique Duthoit. Mme Duthoit avait

mesure une activite specifique de 9 ^imoles min mg ~ . Dans cette etude, nous avons

employe des conditions differentes de celles utilisees lors des travaux susmentionnes : en

utilisant une proteine non-purifiee ainsi qu'une lyse au toluene au lieu de la presse de

French comme moyen de preparation de 1'extrait cellulaire. Nous avons obtenu une valeur

d'activite specifique de 1'ordre de 70 |j-moles min mg -1, ce qui nous donne une

amelioration d'un facteur 8 par rapport aux resultats obtenus precedemment et proche des

resultats cites dans la litterature. Ce resultat suggere que la lyse cellulaire avec Ie toluene

semble etre plus efficace que les procedes mecaniques comme la rupture cellulaire avec la

presse de French" precedemment utilisee dans Ie laboratoire. L'absence d'activite

appreciable sur Ie pNPD n'a pas permis d'obtenir une mesure significative de 1'activite

specifique.

2.1.4. Activite de Penzyme de depart en presence de dimethylformamide

Les constantes cinetiques de 1'enzyme de depart ont ete determinees par la methode de

regression non-lineaire (Marquardt, 1963). L'erreur standard sur les parametres identifies a

ete estimee a partir de la matrice de co-variance des parametres (Beck et Arnold, 1977). Les

constantes cinetiques de 1'enzyme de base sont comme suit: Vmax de 20,03±0,1 j^M min et

Km de 182±18 ^lM (Tableau 4, page 97). Ces donnees sont tirees d'experiences avec un

milieu aqueux et apres permeabilisation des cellules avec du toluene. La figure 8 montre que
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la vitesse initiale de 1'enzyme dans un milieu aqueux avec 300 |LiM de substrat etait d'environ

13 |jM min'1 alors que dans un milieu reactionnel contenant 30% DMF celle-ci fut reduite de

3,5 fois environ et de 0,5 fois avec 10% de DMF, ce qui suggerait fortement que 1'enzyme

perdait de son efficacite dans un milieu devenu plus organique. Le tableau 4 (page 97)

confirme 1'analyse evoquee plus haut, a partir des donnees de la figure 8, indiquant que

1'activite de 1'enzyme de depart est reduite appreciablement en presence de 10 et 30% de

DMF. Nous avons constate qu'avec Ie p-nitrophenyl riboside la vitesse maximale (Vmax) de

1'enzyme de depart diminuait de 15-30% avec chaque accroissement de 10% de la

concentration de DMF et que la valeur du Km augmentait d'un facteur 1,5, indiquant ainsi

que F enzyme perdait de son affinite pour Ie substrat (Tableau 4). Avec Ie p-nitrophenyl

desoxyribose comme substrat, nous n'avons obtenu aucune activite enzymatique mesurable a

cette etape du projet.

2.2. Effets des substitutions d'acide amine aux positions 14 et 39 apres mutagenese

dirigee

La premiere etape du projet cherchait a rendre 1'enzyme IU-NH capable d'accepter Ie pNPD

comme substrat. Pour ce faire, nous devions modifier certaines positions sur Ie site actif du

gene de depart en utilisant la mutagenese dirigee de saturation. Pour realiser ces mutations de

saturation, Ie Dr Traian Sulea, chercheur a 1'Insdtut de recherche en biotechnologie (IRB), a

ete consulte dans Ie but d'analyser la structure tridimensionnelle de 1'enzyme IU-NH. Celui-
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Concentration du pNPR (^iM)

Figure 8. Etude cinetique de 1'enzyme inosine uridine nucleoside hydrolase de depart en
fonction des differentes concentrations du solvant organique,
dimethylformamide, et du substrat. Ie j9-nitrophenyl riboside. Les parametres
cinetiques ont ete determines par 1'algorithme de regression non-lineaire de
Marquardt, (1963). L'erreur standard sur les parametres identifies est estimee a
partir de la matrice de co-variance des parametres (Beck et Arnold, 1977). Pour
la lecture dans un milieu aqueux (milieu sans DMF) les cellules bacteriennes
induites ont ete traitees avec 1% (v/v) de toluene.
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ci nous a indique que des mutations aux positions 14 et 39 seraient susceptibles de changer la

specificite du site actif pour accommoder un nouveau substrat, tel que pNPD (figure 9).

L'utilisation des amorces de saturation devait pouvoir generer toutes les mutations d'acide

amine possibles a ces deux positions. Plusieurs tentatives de mutation aux deux positions en

meme temps ont ete effectuees mais sans succes. Ainsi, nous avons done du proceder de

maniere individuelle. L'analyse des clones selectionnes apres sequengage de quelques clones

choisis au hasard a prouve que Ie taux de mutation obtenu etait bas, surtout pour ceux de la

position 14. Le sequengage des clones obtenus a permis d'identifier des clones portant une

mutation pour chaque position et a donne quatre (4) types de mutants pour la position 14 :

Aspl4Trp, Aspl4Ile, Aspl4Met et Aspl4Asn (figure 10), mais les autres mutants, c'est a

dire, Aspl4Arg, Aspl4Gly et Aspl4Leu, avaient subi une deletion a la 8 base avant Ie lieu

de mutation, c'est a dire la deuxieme base (C) du codon proline 11. En plus, cinq (5) mutants

ont ete obtenus pour la position 39 (Asn39Glu, Asn39Cys, Asn39Tyr, Asn39Ile, Asn39Val)

(figure 10).

Apres que nous ayions identifie les mutants, Ie criblage des variantes d'enzyme nous a

permis de voir les effets de remplacement individuel d'un acide amine sur 1'activite de la IU-

NH avec les autres clones (environ 200 clones) qui n'avaient pas encore ete sequences. Les

variantes a la position 14, avec Ie pNPR, avaient perdu 70% leur activite, avec ou sans DMF,

par rapport a 1'enzyme de depart tandis que celles a la position 39 montraient une activite

reduite par rapport 1'enzyme de depart (figure 11). Avec Ie pNPD comme substrat, les deux

groupes de variantes, tout comme 1'enzyme originelle, ont presente une activite tres faible
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pAPIR

Asp 14

Figure 9. Structure du site actif de 1'enzyme montrant les positions Asp 14 et Asn39 du
cote de 1'interaction entre 1'enzyme RJ-NH, Ie Ca2+ et 1'etat de transition avec
1'inhibiteur, Ie ^-aminophenylimmoribitol (pAPIR). La vue montre la geometrie
d'octacoordination de 1'ion metal Ca et les interactions de divers acides
amines avec 1'inhibiteur [figure adaptee a partir de la reference de Degano et al.
(1998)]. La fleche indique 1'oxygene en position C2 qui est absent dans Ie
substrat lej^-nitrophenyl desoxyribose.
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(^I D14W
D14I

D14M
D14N

N39C
N39E
N391
N39Y
N39V

1-SH2

D54N R137G

i-sm

L272V

i

1-SH1: Leu272Val
1-SH2: Asp54Asn et Argl37Gly

Figure 10. Substitutions de nucleotides produites dans Ie gene inosine uridine nucleoside
hydrolase par mutagenese dirigee et par "DNA shuffling". Les changements en
acides amines sont montres selon une numerotation indiquant la position de
1'acide amine mute sur Ie gene. Les barres indiquent les positions de mutation
creee par les deux techniques d'evolution moleculaire dirigee (les barres jaunes
indiquent les mutants obtenus par mutagenese dirigee et les barres bleue clair
indiquent celles obtenues par "DNA shuffling". Les deux extremites montrent Ie
site d'action des deux enzymes de restrictions EcoRl et Notl.
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(figure 12). Ces resultats ont ete realises dans des plaques de 96 puits et en duplicata. Les

memes resultats ont ete obtenus d'experiences en fioles de 50 ml. Cette confirmation nous

indique que les resultats obtenus avec les plaques de 96 puits sont fiables et reproductibles.

Ainsi, certaines mutations ponctuelles n'ont aucunement ameliore 1'activite enzymatique ni

permis 1'utilisation d'un nouveau substrat, Ie pNPD. Les variantes ou nous avons observe des

deletions de bases n'ont montre aucune activite biologique, ce qui est normal puisque que la

deletion brise Ie cadre de lecture.

2.3. Analyse des clones obtenus par T)NA shuffling

Le //DNA shuffling a ete utilise comme alternative pour ameliorer 1'activite de 1'enzyme en

presence du solvant organique, Ie DMF, c'est a dire, tenter d'inverser Ie role normal de

P enzyme IU-NH et en meme temps obtenir une variante d'enzyme qui sera capable

d'accepter les desoxyribonucleosides comme substrat.

2.3.1. Reassemblage du gene inosine uridine nucleoside hydrolase

La figure 3 illustre les differentes etapes de la technique //DNA shuffling" ou //PCR sexuelle//.

Le gene synthetique IU-NH de 1 kb environ amplifie (figure 13A) fut, dans un premier

temps, fragmente avec une nuclease (DNase I) (figure 13B). Cette fragmentation a produit

une population de fragments de 50 a 100 pb qui ont ete par la suite purifies (Figure 13C).

Cette etape de fragmentation et de purification des fragments a ete suivie d'une PCR sans
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Figure 11. Activite des enzymes mutees (variantes) obtenues par mutagenese dirigee,
avec ou sans dimethyformamide. Experience effectuee dans des plaques de 96
puits a une concentration finale en substrat de 300 |jM (p-nitrophenyl
riboside). Les cellules bacterieimes induites testees dans un milieu aqueux
(milieu sans DMF) ont ete permeabilisees avec du toluene a 1% (v/v) de
concentration finale.
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Sans DMF 30% DMF

Bi^meds Apl4E^p A^Nfle Asn39au Asri391e Asn39wl Asn39Qs Asn39T}r

Figure 12. Activite des enzymes mutees (variantes) obtenues par mutagenese dirigee, avec
ou sans dimethyformamide. Experience effectuee dans des plaques de 96 puits a
une concentration finale en substrat de 300 (^M (p-nitrophenyl desoxyribose,
pNPD). Les cellules bacteriennes induites testees avec et sans DMF ont ete
permeabilisees avec du toluene a 1% (v/v) de concentration finale.
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amorces externes (Figure 13D, colonne 2) : cette etape permettait que chaque fragment

d'ADN denature puisse s'hybrider avec un autre fragment, celui-ci servant de matrice pour

1'elongation. Cette etape a ete suivie d'une autre PCR specifique avec des amorces (MBV1 et

MBV2) situees aux extremites du gene. Le resultat de cette PCR specifique est presente a la

figure 13D, colonne 3 et 4, et on a pu ainsi reconstituer tel que prevu des genes de taille

correcte, soit 1 kb environ. Ce produit de la PCR a ensuite ete digere avec les enzymes de

restriction EcoRl et Notl (figure 13D, colonne 5) et clone de nouveau dans Ie vecteurpGEX-

4T3.

La figure 14 illustre les principales etapes pour la creation de la banque des mutants par

recombinaison. Les genes furent ensuite clones dans Ie plasmide pGEX 4T3 puis transferes

dans Escherichia coli (BL21). La selection des transformants a ete faite sur milieu solide

2xYT additionne d'ampicilline. Avec la technique de transformation par electroporation,

nous avons obtenu un rendement acceptable de transformants par ^g d'ADN pour un premier

cycle de recombinaison. Les transformants ont ete repiques sur Ie meme milieu de culture

2xYT+ampicilline afin de les identifier facilement. Une dizaine de clones de la librairie pris

au hasard ont ete sounds a des mini-preparations plasmidiques. Les plasmides isoles ont ete

digeres avec les memes enzymes de restriction EcoRl et Notl afin de visualiser les bandes

separees sur gel d'agarose a 1,5% pour verifier la presence de 1'insert. Le premier test de

sequengage de ces clones nous a permis de determiner un taux de mutation faible, soit 0,2%.

Les clones apres sequengage portant des mutations ont ete evalues par criblage a haut debit

(plaques de 96 puits). Cette etape a servi a selectionner non seulement Ie meilleur clone mais
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IU-NH

pGEX 4T3
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50 pb

A. Gene parent
B. Digestion avec DNase I
C. Les fragments apres purification
D. Produits de Fetape de reassemblage

1. Marqueurs de 100 pb
2. Reassemblage sans amorces
3. et 4. Amplification avec amorces
5. Apres digestion et purification

Figure 13. Reassemblage des fragments de 50 a 100 pb d'un gene d'environ 1,0 kb. (A) Le fragment cTADN de 1,0 kb environ
codant pour Fmosine uridine nucleoside hydrolase a ete amplifle par PCR. Apres digestion du gene avec 0,030 unite
de DNase I pendant une (1) minute a 15 °C (B), les fragments de 50-100 paires de bases confirmes au gel cTagarose
furent excises et purifies avec la trousse d'extraction QIAEX II (QLA.GEN) (C). (D2) Les fragments purifies ont ete
reassembles en 1'absence des amorces. (D3) Apres 1'ajout des amorces et de cycles additionnels de PCR, les produits
PCR produisent une bande unique de la taille correcte. (D5) Les produits PCR furent digeres et purifies avant qu'ils
soient clones dans Ie plasmide.
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aussi les clones ou une sous-population de clones qui presentaient une amelioration

quantifiable de 1'activite enzymatique recherchee. Cette premiere sous-population criblee

presentant une amelioration quantifiable a servi de reference aux autres clones qui n'avaient

pas encore ete cribles dans cet essai.

2.3.2 Strategic de criblage des variantes de PIU-NH apres evolution dirigee

Le but premier de 1'experience etait de determiner si une amelioration substantielle de la

specificite et/ou de 1'activite de 1'enzyme pouvait etre identifiee apres criblage, dans des

plaques de 96 puits, de la bibliotheque de mutants obtenus.

La caracterisation des 200-300 clones de la librairie de mutants obtenus par DNA shuffling"

prealablement repiques a ete effectuee avec les deux substrats selon la methode decrite a la

figure 15. Pour chaque test, les resultats obtenus avec les mutants etaient compares avec ceux

obtenus apres expression du gene original. Les clones presentant une amelioration etaient

selectionnes pour un deuxieme test de criblage. Les clones presentant une amelioration

etaient egalement sequences, ainsi que quelques clones qui n'avaient pas obtenu une

meilleure activite, afin d'avoir une meilleure idee du taux de mutation obtenu avec Ie

protocole de la premiere ronde de shuffling . La figure 15 decrit la strategic de criblage

menant a identifier les variantes presentant une amelioration comme il a ete mentionne a la

section 1.3.
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Visualisation des mutants positifs
dans une plaque de 96 puits

Les etapes experimentales de criblage apres evolution moleculaire dirigee de 1'enzyme inosine uridine nucleoside
hydrolase (KJ-NH).



Les transformants obtenus par evolution dirigee ont ete cribles en duplicata apres culture

dans des plaques de 96 puits par mesure de leur activite sur Ie substrat pNPR dans 10 a 30%

de DMF. Nous avons aussi mesure 1'activite de la librairie des variantes avec 1'autre substrat,

Ie pNPD.

La figure 16 presente les resultats d'activite enzymatique obtenus avec la librairie d'enzymes

mutees ; les resultats pour 1'enzyme non-mutee y sont aussi inclus (colonne 1 rangee A et B).

Les echantillons ont ete toujours testes en duplicata ; sur la plaque qui a ete testee, la rangee

A donne les resultats pour les diverses enzymes mutees et leur duplicata est presente dans la

rangee B. La lecture d'activite de plaque de 96 puits presentee sur la figure 16 montre

certaines enzymes mutees avaient perdu partiellement leur activite (G et H, colonne 2) tandis

que d'autres avaient perdu ou presque completement leur activite (A et B colonne 7 ; E etF

colonne 7 ; ou encore G et H colonne 9) avec Ie pNPR. Cette meme figure nous montre aussi

des enzymes mutees qui possedaient une activite raisonnable et proche de celle obtenues

avec Ie gene non-mute (E et F, colonne 1). D'une fagon generale, les duplicatas ont montre

une belle concordance pour chaque enzyme testee. A partir de ces resultats, nous pouvions

elaborer une premiere etape de selection. Une etape supplementaire etait necessaire pour

confirmer et preciser Ie niveau d'activite de chaque mutant par rapport au gene non mute.

Cette etape a permis de mettre en relief Factivite mesuree de 1'enzyme par rapport a la

croissance apres induction a 1'IPTG. L'activite de 1'enzyme obtenue fut ensuite divisee par la

densite optique a 600 nm de la suspension bacterienne du mutant apres induction, de fagon a

ponderer 1'activite en fonction de la biomasse. Les deux histogrammes de la figure 17 nous
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ont permis de faire la selection finale des mutants.

La majeure partie de la population des colonies transformees de la premiere ronde ont

presente une activite avec Ie pPNR (figure 17). Entre 10 et 20 clones selectionnes pour Ie

sequen^age avaient une activite satisfaisante ou semblable par rapport a celle de 1'enzyme de

depart. Nous avons aussi selectionne pour Ie sequengage des clones qui avaient obtenu une

faible activite avec Ie pPNR pour se faire une idee du taux de mutation. Le sequengage des

clones selectionnes nous a indique que quelques clones presentaient des mutations

silencieuses et d'autres etaient tout simplement identiques au gene synthetique.

2.3.3 Caracterisation des mutants 1-SH1 et 1-SH2 obtenus lors du premier cycle

d'evolution dirigee et effet de mutations sur Pactivite de 1?IU-NH amelioree

Par comparaison avec 1'activite de 1'enzyme de depart sur Ie substrat pNPR, seul Ie clone 1-

SH2 a montre une amelioration appreciable quelque soit Ie milieu qui a ete utilise (1-SH2 : Ie

chiffre 1- indique la generation I de /T)NA shuffling", SH indique /T)NA shuffling" et Ie

chiffre tf1ff indique Ie numero de la colonie initiale). Un autre mutant, Ie mutant 1-SH1, a

presente une faible amelioration de 1'activite dans un milieu aqueux (sans solvant organique).

Aucune des variantes de la premiere generation n'a montre d'activite avec Ie nouveau

substrat desire, Ie pNPD (resultats non presentes). Une analyse par SDS-PAGE a montre que

Ie taux d'expression de 1'enzyme IU-NH amelioree etait similaire a celui de la souche
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Figure 17. Criblage des mutants obtenus par "DNA Shuffling" avec Ie j?-nitrophenyl
riboside a une concentration finale de 300 (J,M.
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controle (gel non presente).

Le Tableau 2 presente les mutations obtenues avec les deux mutants, 1-SH2 et 1-SH1, et

montre les substitutions de nucleotides creees sur Ie gene conduisant a des changements en

acides amines dans la sequence de 1'IU-NH. Comparativement au gene de depart, Ie gene IU-

NH du clone 1-SH2 a connu deux substitutions de bases dans sa region codante (Figure 10).

On a constate qu'une premiere substitution a ete faite a la premiere base du codon pour

1'acide amine de la position 54 (G—>A), et une deuxieme substitution toujours a la premiere

base du codon pour 1'autre acide amine 137 (A—>G) menant ainsi a un remplacement de

1'acide aspartique par 1'asparagine a la position 54 puis de 1'arginine par la glycine a la

position 137. Par contre, Ie gene mute 1-SH1 n'avait connu qu'une seule substitution, soit a

la premiere base du codon pour 1'acide amine 272 (T—>G) conduisant au remplacement de la

leucine par la valine. Ces resultats laissaient croire que Ie taux de mutation avait ete faible.

Les clones 1-SH1 et 1-SH2 ont done ete soumis a une deuxieme ronde d'analyse avec Ie

pNPR et avec Ie pNPD, comme il a ete mentionne dans la section 1.3.

Le changement dans les deux acides amines menant a 1'obtention du mutant 1-SH2 a semble

favoriser 1'activite de 1'enzyme IU-NH. L'activite de ce mutant etait approximativement 3

fois plus elevee que celle obtenue avec 1'enzyme IU-NH de depart pour ce qui est de

1'hydrolyse du pNPR en milieu aqueux (figure 18). Par centre, Ie mutant 1-SH1, resultant

d'une seule mutation, a montre qu'une legere augmentation d'activite par rapport a 1'enzyme
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Tableau 2. Substitutions des acides amines de 1'enzyme IU-NH evoluee par T)NA

shuffling".

Clone

1-SH1

1-SH2

Position

deFacideamine

272

54

137

Gene de depart

TTG Leu(L)

GAC Asp (D)
AGA Arg (R)

Enzyme mutee

montrant une activite

GTG Val(V)

AAC Asn(N)

GGA Gly (G)
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de depart avec Ie meme substrat dans un milieu aqueux (milieu sans solvant organique). Mais

dans un milieu non-aqueux c'est a dire en presence du solvant organique (10 % DMF), nous

avons ameliore d'environ 2,5 fois 1'activite enzymatique avec Ie mutant 1-SH2 alors que Ie

mutant 1-SH1 n'a montre qu'une legere baisse d'activite par rapport a 1'enzyme de depart

avec Ie meme substrat, Ie pNPR. Les deux variantes d'enzymes ont montre une activite dans

des concentrations elevees du solvant organique jusqu'a 40% de DMF ; cependant, seul Ie

mutant 1-SH2 a semble prometteur pour une reaction en solvant organique, montrant 4 fois

plus d'activite dans 40% de DMF et 5 fois plus dans 50% de DMF que 1'enzyme de depart

(figure 18). Le mutant 1-SH1 sembla presenter une faible activite mesurable dans les

conditions elevees de solvant organique.

Les parametres cinetiques illustres dans Ie tableau 4 pour 1'enzyme originale et pour les

enzymes mutees pour la reaction d'hydrolyse du pNPR ont ete determines avec des enzymes

non purifiees par la methode de regression non-lineaire (Marquardt, 1963). L'erreur standard

sur les parametres identifies a ete estimee a partir de la matrice de co-variance des parametres

(Beck et Arnold, 1977). Les valeurs determinees dans cette etude ne sont pas precises a cause

du fait que Ie niveau d'expression peut avoir varie entre les divers clones. Si nous comparons

les vitesses initiales des deux variantes dans un milieu aqueux (sans DMF) et non aqueux

(avec DMF) en fonction de la concentration du solvant organique et du substrat (figure 19),

nous remarquons que les deux variantes, 1-SH1 et 1-SH2, avaient une vitesse initiale de 2 a 3

fois superieure que celle de 1'enzyme de depart (figure 8). Et les deux enzymes mutees

montrerent des valeurs de vitesse initiale presque similaires meme avec des concentrations
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n

0

Enzyme de depart 1-SH1 1-SH2

sans DMF 10%DMF 30%DMF 40%DMF 50%DMF

Figure 18. Activite des enzymes mutees (variantes) 1-SH1 et 1-SH2 obtenues par "DNA
shuffling" dans 0, 10, 30, 40 et 50% DMF. Substrat : ^-nitrophenyl riboside
(pNPR) a 300 [iM (concentration finale). Chaque experience fut faite en
duplicata dans des plaques de 96 puits. Ces resultats representent la moyenne
de 4 a 6 tests pour chaque enzyme mutee. Pour Ie test dans un milieu aqueux
(milieu sans DMF) les cellules bacteriennes induites ont ete traitees avec 1%
(v/v) de toluene de concentration finale.
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elevees en DMF (30%), avec 300 [iM de substrat: 1-SH1 a 18,35 HM.min"1 et 1-SH2, 18,03

pJVLmin . L'enzyme de depart (figure 8), elle, avait une vitesse initiale environ cinq (5) fois

moins elevee aux concentrations en DMF (10 et 30%) et avec 300 |LiM de pNPR, soit 9,45

I^M.min et 4,16 |LiM.min-l, alors que les enzymes mutees dans les memes conditions ont

donne 34,7 ^iM.min'1 et 18,35 ^M.min'1 pour 1-SH1, et pour 1-SH2, 29,30 pLM.min'1 et 18,03

I^M.miif1. Dans un milieu aqueux et a de forte concentration de substrat, a 510 pM, 1'enzyme

mutee 1-SH2 a montre une vitesse initiale elevee atteignant 50,85 |j,M.min , alors que

Penzyme de depart etait environ 4 fois moins rapide (14,76 nM.min'1) (figure 8). Par contre,

la variante 1-SH1, qui a une seule mutation, a montre une vitesse initiale legerement plus

elevee a une concentration de 300 |^M de substrat, pNPR, par rapport a celle du mutant 1-

SH2 dans un milieu aqueux. En presence du solvant organique (DMF), et avec des

concentrations en substrat entre 200 et 300 ^iM, les deux variantes 1-SH1 et 1-SH2 ont

montre des vitesses initiales semblables dans les concentrations faibles en solvant organique

(10% de DMF) ; pour 1-SH1, 22,50 et 29,30 |nM.mm-1, et pour 1-SH2, 26,73 et 36,13

jjM.min . Toutefois, dans des conditions plus elevees en solvant organique, soit a 40%

DMF, F enzyme mutee 1-SH2 a montre une vitesse initiale de meme ordre que celle de 1-

SH1 a 30% de DMF dans les memes concentrations de substrat. En presence du solvant

organique (30% DMF), 1'enzyme mutee 1-SH2 etait quatre (4) fois plus rapide dans les

memes conditions de solvant que 1'enzyme de depart (4,16 jjJVLmin'1) et 6 fois plus rapide

dans un milieu sans DMF. Remarquablement par rapport a 1'enzyme de depart, 1'enzyme
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Figure 19. Etude cinetique de deux enzymes IU-NH mutees (les variantes 1-SH1 et 1-
SH2) en fonction des differentes concentrations du substrat ^-nitrophenyl
riboside et de la concentration de dimethylformamide. Les parametres
cinetiques ont ete determines par 1'algorithme de regression non-lineaire de
Marquardt, (1963). L'erreur standard sur les parametres identifies est estimee a
partir de la matrice de co-variance des parametres (Beck et Arnold, 1977). Pour
Ie test dans un milieu aqueux (milieu sans DMF), les cellules bacteriennes
induites ont ete traitees avec 1% (v/v) de toluene de concentration finale.
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mutee 1-SH2 a ameliore d'un facteur 100 la vitesse initiale dans 40% de solvant organique

(DMF).

Toutefois, les deux mutants, 1-SH1 et 1-SH2, de meme que tous les mutants obtenus apres la

premiere ronde de T)NA shuffling", n'ont montre aucune activite avec Ie pNPD (resultats

non presentes). Les deux variantes les plus prometteuses, 1-SH1 et 1-SH2, sont done

devenues automatiquement candidates pour une seconde ronde de //DNA shuffling .

2.3.4. Combinaison des genes selectionnes pour une autre ronde d'evolution dirigee

Nous desirions ameliorer Ie taux de mutation, qui etait insuffisant lors de la premiere ronde.

Le faible taux de mutation obtenu avait alors cree beaucoup de clones non-mutes, donnant

ainsi un nombre important de faux positifs lors des essais enzymatiques avec Ie pNPR. Pour

augmenter Ie taux de mutation, lors de la premiere etape de reassemblage (section 1.2.7.3),

1'ADN polymerase Pfu a ete remplace par 1'ADN polymerase Taq. De plus, lors de la

deuxieme etape de reassemblage (c'est a dire, section 1.2.7.4), Ie melange TaqlPfu a ete

remplace par 1'ADN polymerase Taq. Normalement, cette approche etait sensee conduire a

un taux d'erreur plus eleve (Zhao et Arnold, 1997a).

Ainsi, pour cette nouvelle ronde de recombinaison, nous avons associe aux deux clones de la

premiere generation de //DNA shuffling//, 1-SH1 et 1-SH2, trois clones obtenus par

mutagenese dirigee, i.e., Asn39Ile, Asn39Val et Asn39Tyr (figure 20). Bien que cette ronde
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Generation

Gene parent

Mutagenese dirigee
Mutl

AsplTrp
Mut2

Aspl4Ile
Mut3

Aspl4M
Mut4
,pl4Asn

Mlutagenese dirigee
Mut5

Asn39Glu
Mut6

Asn39Cys
Mut7

Asn39Ile
Mut8

Asn39val

Mutagenese dirigee
:ut4
i39Ile

Mut5
Asn39Val

Mut6
Asn39Tyr

Mut9
Asn39Tyr

DNA shuffling
1-SH1

Leu272Val

frDNA shuffling^
2-SH3
?????

2-SH4
????r>

1-SH2
Asp54Asn
Argl37Gly

Figure 20. Famille des variantes d'inosine uridine nucleoside hydrolase obtenues par
evolution moleculaire dirigee. Les variantes de 1'enzyme sont mdiquees selon
Ie type de technique de mutation : Mut identifle les variantes obtenues par
mutagenese dirigee et SH celles obtenues par "DNA shuffling". Les
substitutions en acides amines sont precisees aussi pour chacune des variantes.
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nous ait genere plus de 200 colonies, apres analyse de 1'ADN plasmidique de quelques

clones, aucun de ces mutants a montre une incorporation de 1'insert, et ce malgre plusieurs

essais repetes avec des nouveaux lots d'enzymes et de nouveau stocks de vecteur. Le produit

de la PCR apres amplification avec les amorces avait montre une bande unique de 1 kb sur

gel d'agarose comme celui qui a ete presente a la figure 13D (puits 5). Done il ne s'agissait

pas a priori d'un echec de reassemblage. Des travaux ulterieurs depassant Ie cadre de 1'etude

presente seront necessaires pour elucider ce probleme.
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3. DISCUSSION



Nous nous sommes engages dans un projet d'ingenierie de proteine visant a rendre 1'enzyme

IU-NH capable non seulement d'hydrolyser Ie pNPD comme substrat mais aussi capable de

synthetiser des nucleosides nouveaux en milieu non-aqueux. Nous avons decide d'utiliser

deux strategies differentes d'evolution moleculaire dirigee pour realiser ce projet. La

premiere strategic devait permettre a 1'enzyme d'hydrolyser un nouveau substrat (p-

nitrophenyl desoxyribose) apres mutagenese dirigee de saturation. Deux positions sur Ie site

actif du gene IU-NH pouvant faciliter 1'interaction de 1'enzyme avec Ie nouveau substrat ont

ete mutees dans cette optique. La deuxieme strategic d'evolution moleculaire devait

permettre, en soumettant Ie gene entier au /T)NA shuffling//, de creer des mutations

permettant d'ameliorer 1'activite enzymatique dans un milieu non-aqueux.

De nouvelles techniques developpees vers la fin des annees 80 et 90 m'ont permis d'obtenir

deux enzymes mutees avec une activite amelioree en milieu non-aqueux. L'evolution dirigee

d'enzymes vise a imiter Ie processus de 1'evolution naturelle des enzymes. Les diverses

approches disponibles permettent non seulement d'obtenir une amelioration specifique mais

aussi de 1'obtenir sur une periode relativement courte. Dans notre cas precis, la methode

recombinatoire, appelee /T)NA shuffling", a ete utilisee pour la creation d'une librairie de

genes mutes. L'expression de ces genes dans Escherichia coli, combinee au sequen^age des

variantes d'enzymes selectionnees, nous a permis d'identifier quelques substitutions d'acides

amines qui ont permis d'ameliorer 1'activite de 1'enzyme IU-NH en milieu non aqueux. La

figure 1 resume 1'approche que nous avons utilisee pour obtenir des variantes d'lU-NH

possedant des proprietes ameliorees par rapport a 1'enzyme originelle. Diverses approches de
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recombinaison in vitro etaient disponibles pour atteindre 1'objectif du projet, comme les

nouvelles methodes recombinatoires d'Arnold citees plus haut, Ie StEP (Staggered Extension

Process) et Ie RPR (Random Priming in vitro Recombination) et aussi RACHITT (Random

chimeragenesis on transient templates) (Coco et al., 2001), qui ont toutes comme

consequence de creer une banque de genes mutes de diversite elevee. Cependant, 1'adaptation

a un nouveau substrat etait un element pardculierement difficile a realiser, du au fait qu'il

n'etait pas clair si la strategic adoptee pouvait fonctionner dans ce cas particulier.

3.1. Analyse des variantes obtenues par mutagenese dirigee

La mutagenese de saturation avec des amorces degenerees s'est averee une technique simple

et pertinente pour produire une librairie de genes mutes. Nous avons cree des mutations

individuelles de fagon a favoriser 1'acceptation d'un nouveau substrat, Ie pNPD. Les resultats

obtenus pour cette partie du projet nous amenent a conclure que les mutations obtenues n'ont

aucunement ameliore 1'activite enzymatique en presence des deux substrats. La mutation

creee a la position 14 nous indique que cette mutation avait rendu 1'enzyme inactive et/ou

instable. Les mutants obtenus (Aspl4Trp, Aspl4Ile, Aspl4Met et Aspl4Asn) avaient perdu

presque completement leur activite biologique, soit 90% de perte avec Ie pNPR. La mutation

a la position 14 semble done affecter grandement 1'activite de 1'enzyme, avec ou sans DMF,

avec ce substrat. La mutation n'a pas non plus permis a 1'enzyme d'hydrolyser Ie nouveau

substrat, Ie pNPD. Ce qui suggere fortement que Ie residu a la position 14 est bien implique

dans 1'activite catalytique de la nucleoside hydrolase (IU-NH). Ce residu est situe pres de la
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poche de liaison au substrat (2,8A) (Degano et al., 1998) par rapport aux autres groupements

hydroxyles faisant la liaison avec Ie carbone C-2 du substrat (figure 21). Ce qui nous amene a

dire que Asp 14 est directement implique dans la liaison de 1'enzyme au substrat, et que Ie

remplacement de cet acide amine par un autre different affecterait 1'interaction avec Ie

substrat. Le tableau 3 illustre les changements de base obtenus sur Ie gene, mais ceux-ci

n'ont amene, tel que mentionne plus tot, aucune des ameliorations recherchees.

La figure 9 aide a mieux comprendre 1'interaction entre 1'inhibiteur p-aminophenyl

iminoribitol (pAPIR) apparente aux deux substrats etudies, Ie pNPR et Ie pNPD, et 1'enzyme

IU-NH. Cette structure illustre 1'emplacement de 1'ion calcium fortement lie dans Ie site

catalytique et qui participe de concert avec 1'eau nucleophile et Ie groupement riboxyl du

substrat durant la formation de 1'etat de transition (Miles et aL, 1999 ; Shi et al., 1999b). Shi

et ces collaborateurs (1999b) ont indique que 1'enzyme IU-NH exige la presence de ces trois

groupements hydroxyles, (2'-, 3'-, et 5') pour assurer efficacement la liaison et la catalyse du

substrat. L'attachement de 1'ion calcium (Ca ) est en coordination avec les atomes

d'oxygene contribues par les groupements hydroxyles T et 3' de 1'inhibiteur (Miles et al.,

1999). De plus les residus Asp-14 (2,8 A) et Asn-39 (3,1 A) de Fenzyme IU-NH sont

fortement impliques dans la liaison hydrogene avec Ie groupement hydroxyle T de

1'inhibiteur (Shi et al., 1999b ; Degano et al. 1998). II va de soi qu'une mutation a ces

positions ne pouvait qu'entrainer une baisse significative de 1'activite de 1'enzyme IU-NH

avec Ie pNPR, ou son absence avec Ie pNPD. L'absence d'un atome d'oxygene sur Ie C-2 du
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Tableau 3. Changements introduits au niveau de certains nucleotides conduisant a

certaines substitutions d'acides amines de 1'enzyme IU-NH et effectues par

mutagenese dirigee.

Position de 1'acide amine

14

39

Gene de depart

GAC Asp (D)

AAC Asn (N)

Enzyme mutee montrant une

activite hydrolydque

(avec Ie pNPR1)

TGG Trp (W)
ATT He (I)

AAC Asn (N)

ATG Met (M)

TGC Cys (C)
TGT Cys (C)
GTT Val (V)
ATT He (I)

GAG Glu (E)
TAG Tyr (Y)

pNPR : ^-nitrophenyl riboside
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substrat pNPD pourrait empecher 1'interaction avec 1'enzyme au niveau de 1'acide amine

Asp-14. Par centre, pour les mutants a la position 39 (Asn39Glu, Asn39Cys, Asn39Tyr,

Asn39Ile, et Asn39Val), les resultats d'activite enzymatique obtenus avec Ie pNPR ont

indique une baisse d'activite de 1'ordre de 10 a 30% par rapport a 1'enzyme de depart. Mais,

avec Ie pNPD, 1'activite a ete inexistante comme ceux a la position 14. Ce qui suggere que Ie

residu a la position 39 (Asn-39) est aussi implique dans 1'activite de 1'enzyme rnais

certainement pas aussi fortement que celui de la position 14. On pourrait souligner que ce

residu, bien qu'il participe a 1'activite de 1'enzyme, est probablement plus eloigne du site de

liaison (3,1A versus 2,8A) au substrat (Degano et al., 1998). Cette position semble mieux

accepter les changements d'acide amine que la position 14, bien qu'avec une activite

enzymatique reduite avec Ie pNPR.

Vu que 1'activite enzymatique obtenue avec les differents mutants, surtout ceux a la position

14, n'avait pas ete satisfaisante, et considerant aussi Ie nombre de mutants qui montraient une

deletion avant Ie site de mutation, nous avons conclu qu'il n'etait pas justifie de poursuivre

cette partie du projet. Cette etude a indique qu'il est difficile d'obtenir des modifications

avantageuses au niveau de certains residus participant a 1'interaction avec Ie substrat, ou de

modifier Ie site de liaison du substrat avec 1'enzyme pour favoriser une activite biologique

sur un autre substrat, comme Ie pNPD. En d'autres termes, 1'absence d'activite enzymatique

sur Ie pNPD pourrait s'expliquer par Ie fait que Ie contact (Ie couplage) avec 1'enzyme etait

reduit a cause de 1'absence d'un atome d'oxy gene a la position C-2, un site important pour

1' interaction avec 1'enzyme.
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L'etat de transition de toutes les nucleosides hydrolases nonspecifiques est connu : il consiste

a la formation de 1'ion ribooxocarbenium (Degano et al., 1998). La figure 21 explique

comment se forme 1'etat de transition avec la formation de 1'ion ribooxocarbenium et la

liberation du 7?-nitrophenylate produit lors de 1'interaction avec 1'enzyme IU-NH. Si Ie site

catalytique est suffisamment flexible autour du groupe partant, comme dans Ie cas du pNPR,

des interactions favorables peuvent alors se realiser facilement avec les trois groupements

hydroxyles.

3.2. Analyse des variantes obtenues par T)NA shuffling

Les enzymes jouent un role important en biotechnologie, que ce soit en recherche

fondamentale ou appliquee. Cependant, 1'ingenierie des enzymes par conception rationnelle

est toujours un probleme difficile. Toute prevision de modification de la specificite d'une

enzyme vis-a-vis un substrat, qui est basee sur 1'information stmcturale de 1'enzyme, est

incertaine et pourrait conduire a aucun resultat positif.

Dans ce projet, 1'evolution dirigee (//DNA shuffling") etait une alternative attrayante

puisqu'elle ne fait pas appel a 1'utilisation de connaissances stmcturales. Avec cette

approche, si Ie taux de mutation est satisfaisant et si les procedures de selection sont

correctement etablies, la fonction desiree d'une enzyme augmente generalement avec chaque

ronde. Nous avons done employe Ie /T)NA shuffling comme strategic pour faire evoluer une

nucleoside hydrolase (IU-NH) vers une synthase possedant une activite amelioree.
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Figure 21. Structure du substrat, Ie j^-nitrophenyl riboside (pNPR), et structure de 1'etat
de transition incluant la protonation du groupe partant, Ie caractere de 1'ion
ribooxocarbenium du ribose et la pre-association de 1'eau. L'ion
ribooxocarbenium du ribose est 1'etat de transition du substrat et se lie avec
1'enzyme (inspire Delgano et al., 1998).
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L'approche utilisee devait nous permettre normalement d'obtenir, apres un premier cycle de

recombinaison, une basse frequence de mutation qui devait generer une a deux mutations par

variante obtenue. Ce resultat initial servirait ensuite a accumuler plus de mutations dans les

cycles suivants de recombinaison. Bien que la librairie de premiere generation n'aie pas ete

tres abondante, deux variantes ameliorees ont ete isolees apres Ie premier cycle de PCR. En

principe, la specificite vis-a-vis Ie substrat est habituellement determinee par plusieurs acides

amines, et 1'introduction d'une mutation n'est pas toujours suffisante pour permettre une

grande amelioration de 1'activite enzymatique. Selon Stemmer (1994a), Ie taux de mutation

devait normalement dependre de la longueur des fragments obtenus lors de la fragmentation

et qui sont utilises pour 1'etape de reassemblage. Zhao et Arnold (1997a) ont demontre que Ie

taux de mutation depend egalement de la fidelite des enzymes de polymerases utilisees pour

Ie reassemblage ; ils ont obtenu 5 mutations sur un gene de 1kb, ce qui est un bas taux de

mutation. Ces deux parametres pourront etre modifies pour les prochaines experiences de

"DNA shuffling" qui constitueront la suite de ce projet et viseront a obtenir davantage de

mutations.

La procedure de /T)NA shuffling utilisee, et avec la taille des fragments obtenus allant de 50

a 100 pb (figure 13B), nous a permis d'isoler seulement deux variantes, 1-SH1 et 1-SH2.

L'un des deux variantes a presente une amelioration assez significative de 1'activite avec Ie

substrat, Ie pNPR, en comparaison avec celle de 1'enzyme de depart. Le meilleur clone derive

du premier cycle de /T)NA shuffling// contenant des mutations interessantes aux positions 54

et 137 du gene IU-NH, a montre une activite amelioree avec Ie pNPR. Cette variante, 1-SH2,
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affichait 3 fois plus d'activite que 1'enzyme de depart dans un milieu aqueux (sans DMF).

Toutefois, la variante 1-SH2 fut sans aucune activite sur 1'autre substrat, Ie pNPD.

Les parametres cinetiques illustres dans Ie tableau 4 pour 1'enzyme de depart ainsi que des

enzymes mutees 1-SH1 et 1-SH2 pour la reaction d'hydrolyse du pNPR ont ete determines

avec des enzymes non purifiees par la methode de regression non-lineaire de Marquardt,

(1963). L'erreur standard sur ces parametres identifies a ete estimee a partir de la matrice de

co-variance des parametres (Beck et Arnold, 1977). Ainsi, la constante de dissociation de

1' enzyme mutee 1-SH2, obtenue par 1'algorithme de regression de Marquardt, est 4 fois plus

elevee que 1'enzyme de depart, dans un milieu aqueux (sans DMF), et sa vitesse maximale

est fortement amelioree soit de 6 fois plus que 1'enzyme de depart (Tableau 4). L'enzyme de

depart ne montrait une activite mesurable que jusqu'a 30% en DMF, et tres faible en plus, et

la constante de dissociation obtenue par 1'algorithme de regression de Marquardt augmentait

en parallele a la concentration de DMF, allant de 235,4 a 275 jLtM, pour 10 a 30% de DMF.

L'enzyme mutee 1-SH2, dans un milieu non aqueux (avec DMF), a montre une activite

fortement amelioree par rapport a 1'enzyme de depart dans des concentrations elevees de

DMF. L'enzyme mutee 1-SH2, dans 30% de DMF, a montre une amelioration de sa vitesse

maximale (Vmax) de 6 fois et une valeur de Km 1,78 fois plus elevees que les valeurs obtenues

avec F enzyme originelle et de 1,75 fois plus faible de cette meme enzyme dans un milieu

aqueux (Tableau 4). On a meme note une activite appreciable dans 50% de DMF pour ce

mutant, ce qui n'etait pas Ie cas avec 1'enzyme de depart. Dans des concentrations croissantes

97



00
a\

Tableau 4. Constantes cinetiques de 1'enzyme inosine uridine nucleoside hydrolase mesurees pour 1'hydrolyse du p-

nitrophenyl riboside dans 50mM HEPES pH 8,0 contenant 0, 10, 30 et 40% de DMF a temperature de la

piece.

Generation

Wild type

1-SH1

1-SH2

0%

max

p.M.min

20,03±0,89

88±5,2

121,7±28,8

DMF

K-m

[iM

182±18

331,5±36

710,2±246

10%

Vn^x

j-iM.min'1

16.9±1,2

104,2±18

73,9±17,3

DMF

Kn.

[M

235,4±34

600,5±161

456,7±177

30%

max

p.M.min'1

7,9±0,3

50±9,5

47,5±10

DMF

K-m

[iM

275±21

509±157

491,1±169

40% DMF

max •'•Mn

p.M.min'1 pM

Pas d'activite
suffisante

33,2+8,9 394,5+183

Constantes cinetiques
de la litterature

Shietal.(1999)
Gopauletal.(1996)
Mazellaetal.(1996)

Enzyme originelle
Kcat (S )
220±17
220±10
239±32

K^QiM)
185±32
110110
58±23



de solvant organique (DMF), la variante 1-SH2 a montre une nette amelioration, la vitesse

maximale etant de 4,4 a 6 fois plus elevee que celle de 1'enzyme originelle et des valeurs de

Km moins elevees a chaque ajout de solvant organique, ce qui indique que 1'enzyme presente

une affinite residuelle tres interessante dans un milieu non-aqueux (Tableau 4). Ces resultats

indiquerent que la methode d'evolution dirigee a grandement ameliore 1'activite catalytique

de la IU-NH en milieu organique (DMF). II faut neanmoins tenir compte du fait que ces

enzymes sont non-purifiees et que Ie niveau d'expression de 1'enzyme a pu varier entre Ie

wild-type et les mutants. Ces resultats devront etre confirmes ulterieurement avec les

enzymes purifiees.

L'autre variante interessante, 1-SH1, a montre une amelioration de 4,4 fois plus de son

activite avec Ie pNPR dans un milieu aqueux (sans DMF) que 1'enzyme de depart. Cette

variante, avec une seule mutation a la position 272, a montre, dans un milieu non-aqueux

(avec DMF), 10% DMF, une vitesse maximale 6,2 fois plus elevee par rapport a celle de

1' enzyme de depart avec Ie pNPR et un Km legerement plus eleve de 2,6 fois. Mais dans des

concentrations croissantes de solvant organique (DMF), 1'enzyme mutee 1-SH1 a montre des

valeurs de Km legerement plus elevees que celles de 1'enzyme mutee 1-SH2, soit 1,3 fois a

10% DMF et 1,03 fois a 30% DMF. Et par rapport dans un milieu aqueux, 1'enzyme 1-SH1

presentent une constante de dissociation a 10% DMF plus elevee, ce qui laisse suggerer que

F enzyme perde son affinite residuelle a 10% DMF.
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3.3. Effets de substitutions d'acide amine sur Pefficacite catalytique de 1?IU-NH dans

les melanges eau-DMF

L'utilite technologique des enzymes peut etre amelioree considerablement en les utilisant

dans des solvants organiques plutot que dans un milieu aqueux, leur environnement naturel.

L'absence de 1'eau souvent favorise la realisation de nouvelles reactions enzymatiques. Une

des principales methodes pouvant mener a 1'obtention de ce type d'enzymes capable de

fonctionner dans un milieu non-aqueux est Ie T)NA shuffling". Bien que les solvants

organiques polaires, comme Ie DMF, soient d'excellents milieux pour beaucoup de

transformations chimiques, ces solvants souvent affectent grandement la stabilite et 1'activite

de P enzyme naturelle. Le DMF a reduit considerablement 1'efficacite catalytique de la

nucleoside hydrolase (IU-NH) originelle tel qu'illustre dans la figure 18 et Ie tableau 4. On

peut constater qu'il y a eu baisse de 1'affinite de 1'enzyme pour Ie substrat dans Ie cas de

P enzyme naturelle testee en presence de DMF. Par rapport a la litterature, La valeur de Km

mesuree dans notre etude etait tout a fait comparable ou presque identique aux resultats

obtenus par Shi et al. (1999b) dans un milieu aqueux (Tableau 4).

Les substitutions d'acide amine identifiees chez les deux variantes les plus prometteuses, 1-

SH1 et 1-SH2, ont certainement joue un role positif dans 1'amelioration de 1'activite de

F enzyme en milieu organique (avec DMF). Les deux acides amines, Asp54 tout comme

Argl37 de 1-SH2, sont bien eloignes des acides amines critiques a la catalyse (figure 22),

alors que ceux des positions 14 et 39 sont situes a 1'interieur de la poche responsable et
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participent a 1'interaction avec Ie substrat (figure 9). Ces sites exterieurs pourraient etre

impliques dans 1'interaction de 1'enzyme avec les solvants non-aqueux. La position de ces

mutations, a 1'exterieur de la structure, pourrait egalement etre liee a un changement dans la

stabilite de la structure homotetramerique de la forme active de 1'enzyme dans les solvants

non-aqueux. Les nouveaux acides amines (Asp54Asn et Argl37Gly) ont conduit a une

affinite plus elevee de 1'enzyme pour Ie pNPR dans un milieu non-aqueux (avec DMF), tel

qu'observe a partir des nouvelles valeurs de Km (Tableau 4). Ce resultat est similaire a ceux

obtenus par Moore et ses collaborateurs (1997), qui ont ameliore 1'activite de 1'enzyme p-

nitrobenzyl esterase, une enzyme utilisee dans la voie de synthese d'un antibiotique, d'un

facteur 100 dans 30% de DMF avec des mutations obtenues loin de la zone de contact avec Ie

substrat. Ceci nous amene a dire que ces deux residus de 1-SH2, Asp54Asn et Argl37Gly,

participent probablement a la stabilisation de 1'enzyme en milieu non aqueux. Les valeurs de

vitesse maximale (Vmax) mesurees avec la variante 1-SH2 etaient plusieurs fois plus elevees

que celle de 1'enzyme de depart, avec ou sans DMF, et les valeurs de Km baissaient dans des

concentrations croissantes de solvant organique (DMF). Ce qui laisse presager que 1'enzyme

montra une meilleure affinite pour Ie substrat dans un milieu non-aqueux (avec DMF) que

dans un milieu aqueux (sans DMF). Cette meme enzyme mutee, 1-SH2, dans 40% de DMF,

a vu sa valeur de Km baisser de presque la moitie. Le Km de la variante 1-SH2 est passe dans

un milieu aqueux (sans DMF) de 710,2±246 a 394,5±183 jixM dans un milieu non aqueux

(avec 40% de DMF). Par rapport a 1'enzyme de depart testee dans un milieu aqueux (sans

DMF), la variante 1-SH2 montra une valeur de vitesse maximale (Vmax) 1J fois plus elevee,

et ce, en presence de 40% DMF.
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Si nous considerons maintenant la variante 1-SH1, nous remarquons que dans un milieu

aqueux (sans DMF) la valeur de Km obtenue etait de 1,82 fois plus elevee que celle de

1' enzyme originelle, alors que sa vitesse maximale etait 4,4 fois plus elevee. Mais avec 10%

de DMF, nous constatons que la vitesse maximale de 1-SH1 augmenta de 5,2 fois que celle

de F enzyme originelle et un resultat similaire (2,5 fois) fut obtenu avec 30% DMF. Les

valeurs de Km pour la variante 1-SH1, toutefois, furent significativement plus elevees en

presence de DMF.

Afin de determiner si les mutations que nous avons identifiees dans 1-SH1 et 1-SH2

correspondent a des acides amines conserves dans 1'evolution des nucleosides hydrolases,

cinq proteines proches dans cette famille ont ete identifiees avec Ie logiciel BLAST et

subsequemment alignees avec Ie logiciel ClustalW 1,6. Les mutants des positions 14, 39 ainsi

que des clones SH1 et SH2 ont ete ajoutes et visualises sur cet alignement (figure 23). La

figure 23 nous indique que les positions 14 et 39 sont totalement conservees dans les six

proteines (indique par un asterisque sur la ligne consensus), ce qui peut expliquer que les

mutants a ces positions n'aient pas ete actifs. Par contre, la position du mutant 1-SH1 (272)

n'est pas aussi fortement conservee (indique par un point dans la ligne consensus du logiciel

ClustalW). Pour ce qui est des positions 54 et 137 du mutant 1-SH2, elles sont plus variables,

ce qui peut expliquer que nos mutations peuvent etre tolerees et meme mener a une activite

plus grande en milieu non-aqueux.

103



3.4. Developpement cTune technique de criblage

Nous avons developpe une methode de criblage sensible et efficace pour les proteines

intracellulaires permettant d'identifier facilement les mutants qui presenteront une

amelioration de 1'activite enzymatique dans Ie solvant organique employe. Cette technique de

criblage pourrait s'averer tres utile dans Ie cas des librairies de clones ne pouvant pas

accumuler la proteine d'interet a 1'exterieur de la cellule. Plusieurs etapes de criblage ont ete

realisees ; la premiere etape impliqua des plaques de 24 puits pour la croissance bacterienne

et 1'etape d'induction a 1'IPTG (isopropyl-P-D-thiogalactopyranoside) (figure 15). Le

criblage final, fait pour mesurer 1'hydrolyse des deux substrats desires, a ete suivi par la

production du p-nitrophenylate dans des plaques en quartz de 96 puits, avec ou sans DMF

(figures 15 et 16). Le sequen^age d'ADN a ete effectue a partir des colonies presentant les

resultats les plus prometteurs, ceci afin de definir la position et la nature des substitutions

d'acide amine impliquees.

3.5. Recombinaison des mutations positives et perspectives

Les nombreuses etudes d'ingenierie de proteines ont prouve que des mutations positives,

identifiees par criblage de colonies ou par analyse de la structure tridimensionnelle, peuvent

etre souvent combinees pour des effets benefiques supplementaires. La figure 23 resume

aussi les sequences en acides amines des mutants evolues obtenus dans cette etude, lesquels

forment une premiere famille des variantes de 1'IU-NH. Les sequences Asn39Val, Asn39Ile,

Asn39Tyr ont ete obtenues par mutagenese dirigee et les sequences 1-SH1 et 1-SH2 ont ete
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Wild-type
Aspl4Asn
Aspl4Ile
Aspl4Met
Aspl4Trp
Asn39Val
Asn39Ile
Asn39Tyr
Mutant 1-SH1
Mutant 1-SH2
Leish major
Leish donov
Mesor loti
Mesor loti2
Paste multo
Consensus

1 14 39 54
--MPKKIILDCDPGLDDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGNQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKI ILDCDPGLNDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGNQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKIILDCDPGLIDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGNQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKIILDCDPGLMDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGNQTLAKVTRNAQLVADIAGI
- - MPKKII LDCDPGLWDAVAI LLAHGNPE I ELLAI TTWGNQTLAKVTRNAQLVAD IAGI
--MPKKIILDCDPGLDDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGVQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKIILDCDPGLDDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGIQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKIILDCDPGLDDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGYQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKIILDCDPGLDDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGNQTLAKVTRNAQLVADIAGI
--MPKKIILDCDPGLDDAVAILLAHGNPEIELLAITTWGNQTLAKVTRNAQLVANIAGI
--MPRKIILDCDPGIDDAVAIFLAHGNPEIELLAITTWGNQSLEKVTQNARLVADVAGI
--MPRKIILDCDPGIDDAVAIFLAHGNPEVELLAITTWGNQTLEKVTRNARLVADVAGI
- --MEKIILDCDPGHDDAIAILLAAGNPKIDLLGITTVSGNHNVENTTRNALSVCTAYGI
MPQPRKIIIDTDPGQDDAVAILLALGSSELEIVGITAVAGNVPLKLTEKNARKICELAGR
- - -MKKIILDCDPGHDDAIAILLAHGNPEIDLLAITTWGNQTLEKVSRNALAVAEIANI

*** *** ** ** ** * **

Wild-type
Mutant 1-SH1
Mutant 1-SH2
Leish major
Leish donov
Mesor loti
Mesor loti2
Paste multo
Consensus

60 100
TGVPIAAGCDKPLVRKIMTAGHIHGESGMGTVAYPAEFKNKVDERHAVNLIIDLVMSHEP
TGVPIAAGCDKPLVRKIMTAGHIHGESGMGTVAYPAEFKNKVDERHAVNLIIDLVMSHEP
TGVPIAAGCDKPLVRKIMTAGHIHGESGMGTVAYPAEFKNKVDERHAVNLIIDLVMSHEP
VGVPVAAGCTKPLVRGVRNASHIHGETGMGNVSYPPEFKTKLDGRHAVQLIIDLIMSHEP
VGVPVAAGCTKPLVRGVRNASQIHGETGMGNVSYPPEFKTKLDGRHAVQLIIDLIMSHEP
K-VPVAKGSPGPLIIDQVLAVEIHGDTGLDGPVLP-PASFELDRRHAVDFIIDTVMAHEP
PEMKVYAGAIRPLARTLVTAEEVHGKTGLNGPQLP-EPTMKLQEQYAVDFIVETLMKEES
LNVPIAKGCVRPLVREVEVAPSIHGESGMDGPVLP-EPTLSLDSRHAVDLIIELVMTHPP

Wild-type
Mutant 1-SH1
Mutant 1-SH2
Leish_major
Leish donov
Mesor loti
Mesor loti2
Paste multo
Consensus

120 137 160
KTITLVPTGGLTNIAMAARLEPRIVDRVKEWLMGGGYHEG-NATSVAEFNIIIDPEAAH
KTITLVPTGGLTNIAMAARLEPRIVDRVKEWLMGGGYHEG-NATSVAEFNI I IDPEAAH
KTITLVPTGGLTNIAMAAGLEPRIVDRVKEWLMGGGYHEG-NATSVAEFNIIIDPEAAH
KTITLVPTGGLTNIAMAVRLEPRIVDRVKEWLMGGGYHTG-NASPVAEFNVFIDPEAAH
KTITLVPTGGLTNIAMAVRLEPRIVDRVKEWLMGGGYHTG-NASPVAEFNVFVDPEAAH
KTVTLVPVGPYTNIALAVRKDPRIVERVKRWAMGGSFTRG-NITPAAEFNVYADPEAAD
GTITLCPLGPLTNIALALIREPRIAPRIKEIVLMGGGFFEGGNVTPAAEFNIYVDPQAAD
KTITLVPTGGLTNIAMAVRKEPRIVERVKEIVLMGGGYHTG-NWSAVAEFNIKIDPEAAH

Wild-type
Mutant 1-SH1
Mutant 1-SH2
Leish major
Leish donov
Mesor loti
Mesor loti2
Paste multo
Consensus

180 200 230
IVFNESWQVTMVGLDLTHQALATPPILQRVKEVDTNPARFMLEIMDYYTKIYQSNRYMAA
IVFNESWQVTMVGLDLTHQALATPPILQRVKEVDTNPARFMLEIMDYYTKIYQSNRYMAA
IVFNESWQVTMVGLDLTHQALATPPILQRVKEVDTNPARFMLEIMDYYTKIYQSNRYMAA
IVFNESWNVTMVGLDLTHLALATPAVQKRVREVGTKPAAFMLQILDFYTKVYEKE-HDTY
IVFNESWNVTMVGLDLTHQALATPAVQKRVKEVGTKPAAFMLQILDFYTKVYEKE-RNTY
WFRA.GWDVTMVGLDLTHQALATPDLQDRVRAVGGPMAKF ILD IWAF IATTHGGLLQIEF
LVFKSGIPIVMMPLDVTHKALTTTKRTQAFRALGTKVGIATAEMLEFFERYDEGKYGTDG
IVFNEKWSLTMVGLDLTHQALATEDVIKNIEKIQTKPAKFVLELLAFFRKMYKQAQNFDY
** * ******.*
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Wild-type
Mutant 1-SH1
Mutant 1-SH2
Leish_major
Leish donov
Mesor loti
Mesor loti2
Paste multo
Consensus

Wild-type
Mutant 1-SH1
Mutant 1-SH2
Leish_major
Leish donov
Mesor loti
Mesor loti2
Paste multo
Consensus

240 272 280
AA.VHDPCAVAYVIDPSVMTTERVPVDIELTGKLTLGMTVADFRNP- - -------- -RPEH
AAVHDPCAVAYVIDPSVMTTERVPVDIELTGKLTVGMTVADFRNP-- ---------RPEH
AAVHDPCAVAYVIDPSVMTTERVPVDIELTGKLTLGMTVADFRNP-- ---------RPEH
GKVHDPCAVAYVIDPTVMTTERVPVDIELNGALTTGMTVADFRYP-- ---------RPKN
ATVHDPCAVAYVIDPTVMTTEQVPVDIELNGALTTGMTVADFRYP-----------RPKH
PAIHDACCVAAMIDGSVFTTEKADIRVEIAGRWTKGMTVCNFEKMGGMRHFGGTASEQTD
GPLHDPCVIAYLLKPELFKGRNCNVSVETASELTMGMTVIDWWGVTK-----------RE
PPVHDPCAVAYVIDPTVCTTKWPINIELTGTHTLGMTVADFRYP-- -------- -IPEN
** * * * * ****

290 300 310
CHTQVAVKLDFEKFWGLVLDALERIGDPQ-
CHTQVAVKLDFEKFWGLVLDALERIGDPQ-
CHTQVAVKLDFEKFWGLVLDALERIGDPQ-
CRTQVAVKLDFDKFWCLVIDALERIGDPQ-
CHTQVAVKLDFDKFWCLVIDALKRIGDPQ-
FRHTVAMKLDHAKFCDLIVDALERLTRQKA
KNAMVMREIDHDGFFALLVERLGRL-- - - -
CHTQVAMQLDKAKFWGLIYDALQRIG-- - -

Figure 23. Position des mutants obtenus en fonction d'un alignement multiple de
sequences de nucleosides hydrolases. Cinq sequences de proteines panni les
plus proches de notre sequence wild-type ont ete identiflees avec Ie logiciel
BLAST et alignees avec Ie logiciel ClustalW 1,6. Les mutations obtenues sont
montrees en surligne jaune. Les asterisques indiquent une position pleinement
conseryee telle qu'alignee par Ie logiciel. Le pourcentage de similarite calcule
par BLAST est indique entre parentheses ; les abreviations correspondent aux
numeros d'accession GenBank et aux organismes suivants : Wild-type,
Q27546, Crithidia fasciculata ; Leish_major (87%), 8569431, Leishmania
major ; Leish_donov (88%), AAK57552, Leishmania donovani ; Mesor_loti
(61%), NP_103457, Mesorhizobium loti ; Mesor_loti2 (59%), NP_104350,
Mesorhizobium loti; Paste_multo (81%), NP_246706, Pasteurella multocida.
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obtenues suite a une premiere ronde de T)NA shuffling . La recombinaison de ces mutants

devrait permettre d'accroitre la diversite des variantes en esperant que certaines des variantes

presenteront soit une amelioration supplementaire et/ou seront capables d'activite sur un

nouveau substrat, Ie pNPD. La frequence de mutation est un element primordial pour

ameliorer toute proteine. Par exemple, un niveau souhaitable de mutations dans Ie cas de

1'evolution dirigee est d'environ 2 a 5 substitutions de bases par gene (Arnold, 1998a; Moore

et al., 1997). Pour une sequence de 1 kb, selon Zhao et ses collaborateurs (1999), la

frequence de mutation devrait etre de 0,2 a 0,5% environ.

Suite a nos premieres experiences, nous avons trouve en moyenne deux mutations par

kilobase d'ADN et beaucoup de genes portant de mutations silencieuses. Un tel taux de

mutagenese n'est pas optimal et a conduit a un nombre eleve de proteines originelles . La

deuxieme ronde d'evolution par T)NA shuffling ne nous a pas permis d'obtenir plus

d'informations potentiellement utiles sur une generation de variantes qui pourraient etre

identifiees comme ameliorees. Dans cette partie du travail, nous avons ete trop ambitieux en

voulant creer de nombreuses mutations et nous avons probablement obtenu un taux de

mutation beaucoup plus eleve lors de cette deuxieme generation et il est probable que les

sites de restriction aient ete perdus. Ou encore, 1'introduction des amorces situees aux

extremites, lors de 1'etape de reassemblage par PCR avec des amorces, a pu etre telle que la

reconstitution du gene fut empechee malgre la presence de 1'insert tel qu'illustre dans la

figure 13D, (puits 4 et 5). Suite a 1'analyse du plasmide isole par Miniprep et digere avec les

memes enzymes, EcoRl et Notl, 1'absence evidente de 1'insert fut observee. Ainsi, les
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produits PCR n'ont pas pu s'inserer dans Ie plasmide. Normalement, cette deuxieme etape de

recombinaison aurait du donner une librairie abondante et diversifiee, decoulant de la

recombinaison des fragments derives de plusieurs variantes. Cette partie du travail de

recombinaison nous a permis de comprendre que chercher a ameliorer Ie taux de mutation en

utilisant de 1'ADN polymerase Taq, sensee creer plus d'erreurs, n'est pas necessairement

avantageux. II sera peut etre plus avantageux d'effectuer plusieurs rondes de recombinaison

en utilisant de 1'ADN polymerase Pfu, laquelle donne plus de fidelite, jusqu'a 1'obtention

non seulement d'un meilleur taux de mutation mais aussi d'une banque d'enzymes mutees et

ameliorees.

On peut egalement souligner a nouveau que les premieres variantes de nucleoside hydrolase

(IU-NH) ont deja montre une activite significativement amelioree dans Ie solvant organique

(DMF), ce qui pourrait mener au developpement ulterieur de procedes enzymatiques de

synthese. II reste toutefois encore beaucoup de questions a poser et beaucoup de problemes a

resoudre.
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4. CONCLUSION



Le but ultime de ce projet etait de produire par evolution moleculaire dirigee des variantes de

nucleoside hydrolase (IU-NH) pouvant fonctionner non seulement en solvant non-aqueux,

mais capables aussi d'accepter un nouveau substrat, Ie pNPD. Pour ce faire, la mutagenese

ponctuelle avec des amorces degenerees ainsi que la technique du //DNA shuffling ont ete

appliquees. Des travaux anterieurs nous out montre qu'il etait faisable de modifier une

enzyme pour un autre substrat. Dans la plupart des travaux realises dans ce domaine, la

modification des residus constituant Ie site de liaison avec Ie substrat peut ameliorer ou

diminuer 1'activite de 1'enzyme. Zhang et ses collaborateurs (1997) ainsi que Moore et

Arnold (1996) ont demontre que des mutations loin du site actif peuvent aussi mener a une

adaptation a un nouveau substrat. Nous avons developpe une methode tres interessante de

criblage dans des plaques de 96 puits afin d'evaluer des clones accumulant

intracellulairement la proteine d'interet. L'approche "DNA shuffling" nous a permis

d'obtenir une variante ay ant des proprietes ameliorees dans un solvant organique (DMF).

Nous avons reussi a ameliorer 1'activite de 1'enzyme IU-NH par rapport a 1'enzyme

originelle de 6,3 fois dans 40% de DMF (figure 18). Les nouvelles caracteristiques et les

proprietes de la variante se rapprochaient des objectifs que nous nous sommes etions fixes

meme si nous n'avons pas obtenu un mutant pouvant hydrolyser Ie nouveau substrat, Ie

pNPD. Les protocoles utilises sont applicables a tout projet de ce genre mais il reste toujours

la possibilite de faire varier la concentration de la nuclease (DNase I) lors la premiere etape

de fragmentation.
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Pour la suite de ce projet, il sera tout a fait concevable de proceder a plusieurs cycles

additionnels de recombinaison tout en selectionnant les clones en presence de concentrations

croissantes du solvant organique. Cette approche permettra d'identifier d'autres enzymes

mutees et ameliorees fonctionnant de mieux en mieux dans ces concentrations elevees de

solvant organique, certaines pouvant meme ameliorer leur stabilite par la meme occasion.

D'autres chercheurs ont deja realise ce type de projet en utilisant plusieurs cycles de

recombinaison, obtenant des mutants ayant un taux de mutation acceptable tout en ameliorant

1'activite desiree dans de fortes concentrations de solvant organique.

Dans Ie cas de la mutagenese ponctuelle avec des oligonucleotides degeneres, il apparaTt peu

probable qu'il sera utile de chercher a creer une deuxieme mutation sur les mutants de la

position 39 pour permettre I'utilisation du pNPD. Les resultats obtenus jusqu'ici nous

indiquent que 1'une des positions, particulierement la position 14, est directement impliquee

dans 1'activite biologique de 1'enzyme. A ce stade du projet, il sera necessaire de contmuer

avec 1'autre technique d'evolution, Ie /T)NA shuffling", pour obtenir un (ou des) mutants qui

sera susceptible de favoriser 1'hydrolyse du pNPD tout en permettant d'ameliorer encore

davantage 1'activite de 1'enzyme IU-NH dans un milieu de concentration elevee en solvant

orgamque.
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