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SOMMAIRE 

L'intérêt que suscitent les actinomycètes en recherche provient de leur capacité à produire de 

nombreux antibiotiques, à produire des enzymes d'intérêt industriel et à être des bons 

candidats pour la production de protéines homologues et hétérologues. Les activités de 

recherche ont permis de développer des techniques de laboratoire et des outils 

biomoléculaires qui permettent la mise en valeur des actinomycètes. L'optimisation de 

vecteurs pour l'expression de protéines constitue un domaine de recherche très actif. Parmi 

les vecteurs développés, peu permettent l'induction à un moment précis de l'expression de la 

protéine. L'établissement d'un système d'induction requiert quelques éléments de base 

comme un régulateur de transcription, un site d'attachement du régulateur à l' ADN et un 

inducteur qui provoque soit le détachement (répresseur) soit l'attachement (activateur) du 

régulateur permettant ainsi la transcription du gène. Ces éléments sont obtenus à partir de 

systèmes naturels qui ont fait l'objet de différentes études. 

Les travaux rapportés dans ce mémoire présentent une étude du système d'expression du 

gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06. Cette étude va permettre la compréhension 

du système de régulation afin de l'utiliser pour la construction d'un système d'expression 

inductible par le chitosane. Les premiers arguments de base qui ont permis d'émettre 

l'hypothèse que le gène de la chitosanase de N106 est régulé est la présence d'une séquence 

répétée/inversée de 20 ph (AGTTAGGAAACTTTCCTAACT) dans la région régulatrice du 

gène et l'observation que la chitosanase est exprimée seulement en présence de chitosane. 

Les objectifs initiaux de ce projet sont de démontrer l'implication de protéines régulatrices 

dans l'expression de la chitosanase et d'en étudier les caractéristiques comme le site 

d'initiation de la transcription, les régions d'attachement des protéines sur l' ADN afin de 

proposer un modèle sur le mode de régulation du gène de la chitosanase. 
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Un milieu d'induction à base de chitosane hydrolysé a été développé afin d'induire la 

chitosanase et obtenir des extraits cellulaires pour détecter la présence de protéines qui 

s'attachent à la région régulatrice du gène de la chitosanase. Des extraits protéiques 

cytoplasmiques de N106 qui a été induit dans le milieu d'induction ont été testés lors d'une 

expérimentation par gel à retardement où deux complexes spécifiques ont été détectés, 

nommés « complexe lent» et « complexe rapide». Les modulations détectées dans 

l'expression de ces deux protéines durant l'induction suggèrent que l'une est un répresseur 

(complexe lent) et l'autre un activateur (complexe rapide). Le temps d'induction relié à la 

détection de l'activateur potentiel correspond à celui qui permet la détection del' ARNm par 

élongation d'amorce. La technique d'élongation d'amorce a aussi permis de déterminer le 

site d'initiation de la transcription et les séquences promotrices -10 et -35 du gène de la 

chitosanase de Nl06. Des tests de compétitions lors de gels à retardement ont permis de 

déterminer que l'activateur potentiel s'attache à une séquence d'ADN répétée/inversée et que 

le site d'attachement du répresseur potentiel est situé en amont de la séquence 

répétée/inversée. Une empreinte à la DNase I a permis d'apporter des précisions sur la 

région d'ADN que recouvre la protéine du complexe rapide. 

Les travaux de ce mémoire rapportent aussi la purification d'une protéine que l'on présume 

être celle du complexe lent. La purification nécessite trois étapes dont une précipitation au 

sulfate d'ammonium, une chromatographie sur une colonne d'hydroxyapatite et un traitement 

avec des billes magnétiques contenant la séquence d'attachement à l' ADN de la protéine. 

Bien que l'attachement de la protéine sur les billes soit spécifique, il n'a pas été possible 

jusqu'à maintenant de détecter l'activité de la protéine par gel à retardement après l'élution 

des billes. 

La technique de gel à retardement a permis de confirmer que des régions régulatrices de 

différents gènes (Streptomyces sp. Nl 74 et Streptomyces coelicolor) qui contiennent la même 
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séquence répétée/inversée que celle de la chitosanase de Nl06 entre en compétition avec le 

complexe rapide mais pas avec le complexe lent. Il est donc possible que le régulateur du 

complexe rapide de Nl 06 soit aussi présent chez Streptomyces sp. Nl 7 4 et Streptomyces 

coelicolor. 

Afin de cloner un gène codant pour un activateur du gène de la chitosanase, un système de 

gène rapporteur a été construit afin de cribler le gène dans une banque génomique. La 

souche dans laquelle la banque est construite contient un vecteur contenant la région 

régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl 06 qui a été clonée devant le 

gène de résistance au chloramphénicol. Le gène codant pour l'activateur qui sera dans un 

clone de la banque pourra venir activer l'expression du gène responsable de la résistance au 

chloramphénicol par l'entremise de la région régulatrice du gène de la chitosanase. Il n'a 

cependant pas encore été possible d'obtenir une banque génomique de Nocardioides sp. 

Nl06 et donc le criblage de l'activateur n'a pu encore être entrepris. 
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INTRODUCTION 

Les actinomycètes sont des bactéries à Gram positif abondamment retrouvés dans le sol. Ils 

croissent sous forme d'un mycélium végétatif et aérien et ont la capacité de produire des 

spores. Ils ont comme autre caractéristique de posséder un génome riche en nucléotides 

guaniliques et cytidiques variant autour de 70 % (Wright et Bibb, 1992). Les actinomycètes 

participent au recyclage des polymères du sol, telles la lignocellulose et la chitine, grâce aux 

nombreuses enzymes extracellulaires qu'ils produisent (Srinivasan et al., 1991 ; McCarthy 

1987). Ces bactéries sont généralement saprophytes, mais quelques espèces pathogènes 

existent chez l'homme comme Nocardia asteroides et Nocardia farcinica (Schaal et Lee, 

1992) ainsi que chez les végétaux comme Streptomyces scabiei qui cause la gale commune 

de la pomme de terre (Goyer et al., 1996). Les actinomycètes produisent les deux tiers des 

antibiotiques connus produits par les microorganismes (Kieser et al., 2000). Les intérêts 

portés envers les actinomycètes ne sont pas seulement au niveau des antibiotiques, mais aussi 

au niveau des nombreuses enzymes d'intérêts industriels qu'ils produisent comme des 

glucose-isomérases, xylanases, chitinases, chitosanases (Gilbert et al., 1995, Srinivasan et al., 

1991). Par exemple, les xylanases peuvent être utilisées comme agents de blanchiment dans 

les industries de pâtes et papiers (Subramaniyan et Prema, 2002) et les chitosanases peuvent 

traiter le chitosane dont les produits d'hydrolyse ont de nombreuses applications dans divers 

domaines comme la médecine, les cosmétiques, l'agriculture et la recherche biomoléculaire 

(Fort Lee, 1989). De plus, les propriétés antagonistes des actinomycètes envers des 

microorganismes phytopathogènes leur confèrent des caractères d'intérêts en lutte biologique 

(Doumbou et al., 2002). 

Les nombreux intérêts portés envers les actinomycètes ont encouragé les recherches au 

niveau de la biologie moléculaire afin de développer des techniques de laboratoire pour 

l'étude de ces microorganismes (Kieser et al., 2000). Les techniques de biologie moléculaire 
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apportent la possibilité de cloner des gènes pour ensuite apporter des améliorations envers la 

production des protéines codées par ces gènes (Gilbert et al., 1995). Les actinomycètes 

possèdent une machinerie enzymatique puissante dans la sécrétion de protéines. Ils ont donc 

été mis de l'avant pour devenir des hôtes efficaces et pratiques pour la production de 

protéines homologues et hétérologues (Gilbert et al., 1995). En effet, comparativement à 

Escherichia coli qui est présentement l'organisme le plus utilisé pour l'expression de gènes, 

il n'y aurait pas de complications reliées aux corps d'inclusions (agrégats formés par 

l'accumulation de protéines à l'intérieur de la cellule). Les techniques de récupération de la 

protéine sont simplifiées par le fait qu'elle se retrouve dans le surnageant de culture qui est 

peu complexe en teneur protéique. Pierce et al. (2002) proposent une étude comparative 

intéressante entre Streptomyces lividans et E. coli énumérant les avantages et les 

désavantages de chacun pour l'expression d'une même protéine. Bien que jusqu'à 

maintenant, les résultats présentés semblent favoriser légèrement E coli, il est clairement 

mentionné que Streptomyces lividans a reçu beaucoup moins d'attention que E. coli au 

niveau de la recherche fondamentale et appliquée. 

Au début des années 80, des vecteurs de clonage chez les actinomycètes ont été développés. 

Le vecteur pIJ702 (Katz et al., 1983) est un des premiers vecteurs développés et a plusieurs 

fois été utilisé pour le clonage et l'expression de gènes (Gilbert et al., 1995). Il existe 

maintenant une grande variété de vecteurs, dont voici quelques exemples : à haut nombre de 

copies par cellule (pIJ702, Katz et al., 1983), à faible nombre de copies (pIJ922, Lydiate et 

al., 1985), système de gène rapporteur (pXE4, Ingram et al., 1989) et vecteur multifonctionel 

(pFD666, Denis et al., 1992). La plupart des vecteurs utilisés chez Streptomyces lividans 

sont aussi fonctionnels chez E. coli. Les manipulations de sous-clonages sont plus simples 

chez E. coli et la construction plasmidique peut être ensuite transformée chez Streptomyces 

lividans. L'augmentation de la production de la protéine, souvent observée lors du clonage 

d'un gène dans un vecteur à haut nombre de copies, est causée par l'effet de dosage du gène 

qui se retrouve en plusieurs nombres de copies dans la cellule. Dans le cas de protéines 
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d'intérêt industriel où la production en grande quantité est nécessaire, il est possible 

d'apporter des modifications supplémentaires au système d'expression afin de maximiser la 

production. Ces modifications peuvent être au niveau de la transcription, de la traduction et 

de la sécrétion du gène. 

Le promoteur d'un gène est une région d'ADN impliquée dans l'attachement de l'ARN 

polymérase afin d'initier la transcription du gène. Les séquences sont généralement situées 

en position -35 et en -10 du site d'initiation de la transcription (+1). On réfère souvent aux 

séquences consensus très répandues dans le génome de E. coli composées des hexamères 

TTGACA pour la région-35 et TATAAT pour la région-10. Chez les actinomycètes, il y a 

une grande variabilité dans les séquences promotrices et plusieurs présentent une certaine 

similarité avec les séquences consensus de E. coli. Cependant, d'autres promoteurs 

d'actinomycètes diffèrent considérablement et ne montrent pas de régions caractéristiques 

-35 et -10 (Strohl, 1992). En général, la variabilité des promoteurs confère des différences 

dans l'efficacité d'initier la transcription, dans le mode de régulation des gènes (implication 

d'autres molécules régulatrices) et dans le comportement des différents promoteurs dans des 

organismes hétérologues. 

Dans la plupart des cas, les gènes clonés de streptomycètes sont exprimés sous l'effet 

combiné de leur propre promoteur et d'un promoteur déjà présent dans le vecteur de clonage 

(Gilbert et al., 1995). L'utilisation d'un promoteur fort, homologue à la souche hôte, pour 

l'expression d'un gène hétérologue, résulte souvent en une hausse de l'expression du gène 

(Tremblay et al., 2002 ; Vigal et al., 1991). Par contre, ce n'est pas toujours le cas. Ainsi, 

l'expression du gène cel-1 de Streptomyces reticuli n'était pas observée chez la souche hôte 

Bacillus subtilis, et ce même si le gène était sous le contrôle d'un promoteur fort provenant 

de la souche hôte (Walter et Schrempf, 1995). C'est aussi le cas pour le gène de la 

chitosanase de Streptomyces sp. Nl 74 dont l'essai de trois promoteurs n'a pas provoqué 
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l'augmentation de l'expression du gène (Masson et al., 1994). Il est aussi possible d'investir 

un peu de temps sur le promoteur original du gène. Certaines études rapportent des 

modifications d'une ou plusieurs bases du promoteur afin d'échanger des bases originales 

contre des bases hautement conservées parmi les différentes espèces de streptomycètes. 

Ainsi, l'expression chez Streptomyces lividans des gènes chi63 (Ni et Weatpheling, 1997) et 

ampC-p (Jaurin et Cohen, 1984) a été augmentée après de telles mutations. De plus, une 

augmentation de l'expression de 30 fois a été observée chez Streptomyces lividans lorsque la 

distance entre la région -35 et -10 du gène ampC-p était augmentée d'un nucléotide, passant 

de 16 à 17 nucléotides (Jaurin et Cohen, 1984). 

La production d'une protéine n'est pas seulement contrôlée par la transcription génique mais 

aussi au niveau de la traduction lors de la synthèse de la protéine par les ribosomes sur 

l' ARNm. Des études ont démontré que certains gènes possèdent deux sites d'initiation à la 

traduction et que les deux sont utilisés lors de la traduction, augmentant ainsi la quantité de 

protéines produites (Pagé et al., 1996). Tremblay et al. (2002) ont appliqué cette découverte 

pour l'expression de deux antigènes produits par Mycobacterium tuberculosis clonés dans un 

vecteur à haut nombre de copies et exprimés chez Streptomyces lividans. 

En plus des séquences -35 et-10, il est possible de retrouver dans la région régulatrice d'un 

gène d'autres séquences pouvant êtres ciblées par des protéines ayant l'effet soit d'empêcher 

la transcription (répresseurs) soit au contraire d'induire la transcription (activateurs). La 

régulation des gènes est souvent contrôlée au niveau de l'initiation de la transcription par 

l'action de protéines régulatrices. Une telle régulation apporte l'avantage de ne pas gaspiller 

d'énergie dans la production de transcrits qui ne sont pas, pour l'instant, requis. Ces 

protéines reconnaissent une séquence spécifique en amont du gène à être régulé. Une 

protéine régulatrice peut contrôler l'expression de plusieurs gènes, à condition d'y retrouver 

sa séquence spécifique de liaison à l' ADN. Un motif couramment rencontré dans les sites de 
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liaison à l' ADN est une séquence répétée et inversée. La symétrie de cette séquence peut 

refléter la symétrie de la protéine régulatrice composée soit d'un dimère ou d'un tétramère. 

Il est aussi possible qu'une séquence de liaison à l' ADN ne montre pas de motifs particuliers. 

C'est pourquoi il est pertinent de faire l'étude de la séquence de liaison à l' ADN pour chaque 

régulateur de transcription. Dans le cas d'un répresseur, la séquence de reconnaissance 

d'ADN est souvent située de façon à empêcher la machinerie transcriptionnelle d'initier la 

transcription, comme par exemple en chevauchant soit l'une où l'autre des séquences 

promotrices -10 et -35 ou les deux. L'opéron lactose est un exemple où les gènes qui le 

constituent (lacZY A) sont régulés par un répresseur (Lacl) qui est composé d'un tétramère, 

qui reconnait une séquence d'ADN répétée et inversée et dont le gène est situé de façon 

adjacente à l'opéron. Un gène codant pour un régulateur est souvent retrouvé près des gènes 

qu'il régule mais peut tout aussi bien être situé ailleurs dans le génome. Les inducteurs 

(comme le lactose), cause souvent une diminution de l'affinité du répresseur sur l'ADN 

libérant ainsi la séquence d'ADN permettant ainsi à la machinerie transcriptionnelle à initier 

la transcription. 

À l'inverse d'un répresseur, un activateur va assister la machinerie transcriptionnelle à initier 

la transcription. Les activateurs sont souvent requis dans des cas où le promoteur seul d'un 

gène ne permet pas un taux de transcrits suffisant. La séquence de liaison d'un activateur est 

souvent située en amont du promoteur ne bloquant pas ainsi la liaison de la machinerie 

transcriptionnelle aux -10 et -35. L'opéron lactose est aussi régulé par un activateur de 

transcription (CAP). L'activateur va se lier à l' ADN lorsque qu'il n'y a pas de glucose dans 

le milieu de culture. L' opéron lactose est donc un bon exemple d'une double régulation, qui 

permet l'expression des gènes nécessaires au métabolisme du lactose seulement lorsque 

nécessaire (présence de lactose et absence de glucose). Il est a noté que l'expression de 

certains gènes est requise en tout temps dans une cellule comme ceux codant pour l' ARNr. 

Ces gènes ne sont donc pas soumis à une régulation mais exprimés de façon constitutive. 
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Les gènes codant pour des protéines extracellulaires hydrolytiques sont généralement induits 

par des sous-produits de dégradation des polymères qu'elles génèrent et sont souvent sous 

l'effet de répression catabolique causée par des sucres simples comme le glucose (Nguyen et 

al., 1997). De nombreuses études ont rapporté l'effet de la répression par le glucose et dans 

la plupart des cas, la répression dépendait d'une séquence répétée et inversée dans la région 

régulatrice du gène (Schlosser et al., 2000 ; Giannotta et al., 1996 ; Virolle et Gagnat, 1994 ; 

Ni et Westpheling, 1997 ; Walter et Schrempf, 1996 ; Délie et al., 1992 ; Nguyen et al., 

1992). Lors de l'expression d'un gène dans un vecteur à haut nombre de copies, il est 

possible que l'expression du gène soit gênée par la présence d'un répresseur même lorsque le 

gène est exprimé dans une souche hétérologue. La présence d'un répresseur dans un système 

d'expression oblige l'utilisation constante de l'inducteur afin d'empêcher la liaison du 

répresseur. L'abolition de la séquence ciblée par le répresseur peut donc permettre une 

expression du gène même en présence de glucose et donc dans des milieux de culture moins 

complexes (Delic et al., 1992). 

Si un répresseur peut nuire à l'expression, alors un activateur peut aider. Dans le cas de 

gènes qui sont régulés par un activateur de transcription, l'absence de cet activateur peut 

causer une expression plus faible que prévu lorsque le gène est exprimé dans un système 

hétérologue. Cette situation a été rapportée pour le gène de la cellulase-1 de Streptomyces 

reticuli (Walter et Schrempf, 1995) et suggérée pour les gènes de la chitinase-63 de 

Streptomyces lividans (Ni et Westpheling, 1997) et de la chitosanase de Nl06 (Masson et al., 

1995). 

Les études sur la régulation d'un gène inclus fréquemment les effets de différents composés 

sur l'induction de gènes (Miyashita et al., 2000 ; Masson et al., 1993). Les inducteurs 

peuvent être appliqués à des systèmes d'expression afin d'induire spécifiquement 

l'expression d'un gène à un moment précis. Le système le plus connu étant l'induction du 
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promoteur lacZ par l'ajout d'IPTG, qui est un analogue du lactose (Sambrook et Russell, 

2001). Ces systèmes d'induction permettent par exemple d'exprimer des gènes qui ont un 

effet toxique sur la cellule. L'inducteur est ajouté lorsque la biomasse bactérienne a atteint 

une densité suffisante pour permettre une bonne production de la protéine. Dans le cas de 

lacZ, l'induction provoque le détachement d'un répresseur, mais dans d'autres systèmes 

l'induction peut provoquer l'attachement d'un activateur. C'est le cas du système pBAD où 

la protéine régulatrice AraC (métabolisme de l'arabinose), dont le gène est cloné dans le 

vecteur, active la transcription au niveau du promoteur BAD (Guzman et al., 1995). 

Beaucoup d'efforts ont été consacrés afin d'augmenter la production de la protéine au niveau 

de l'expression du gène. Cependant, d'autres groupes de recherche se sont penchés sur 

l'étude du système de sécrétion dont l'efficacité est variable selon les protéines (Morosoli 

et al., 1997). Les protéines sécrétées chez les streptomycètes sont d'abord produites sous 

forme d'un précurseur contenant en N-terminal une séquence d'acides aminés appelée 

peptide signal, qui est clivée lors de la translocation de la protéine à travers la membrane. Un 

peptide signal typique chez les streptomycètes contient un domaine hydrophile en N-terminal 

où l'on retrouve couramment des résidus chargés positivement comme l' arginine (Morosoli 

et al., 1997). On retrouve ensuite un domaine hydrophobe et quelques résidus neutres. 

Plusieurs études rapportent les effets de modifications ( délétions et/ ou insertions) dans la 

séquence du peptide signal sur la production de la protéine (Tremblay et al. 2002 ; Kébir et 

al., 2000, Morosoli et Dupont, 1999, Lammertyn et Anné, 1998). Ces études peuvent ainsi 

permettre de déterminer des motifs importants pour la sécrétion pour ensuite utiliser ces 

connaissances pour modifier d'autres peptides signaux (Lammertyn et Anné, 1998). Tout 

comme les promoteurs, il est possible de fusionner à une protéine un peptide signal 

hétérologue afin d'augmenter sa production. C'est le cas de la xylanase A ainsi que deux 

antigènes de Mycobacterium tuberculosis (Kébir et al., 2000; Tremblay et al. 2002). 
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Dans l'objectif d'optimiser des systèmes d'expression pour produire des protéines d'intérêts 

industriels, le laboratoire du Dr Brzezinski, dans lequel était tenus les travaux présentés dans 

ce mémoire, s'intéresse depuis plusieurs années à une enzyme nommée chitosanase. La 

chitosanase est une endoenzyme qui hydrolyse la chaîne de chitosane, produisant un mélange 

de trimères et de dimères. Le chitosane dont la forme complètement acétylée représente la 

chitine, est un polymère composé de glucosamine et d'un pourcentage variable de N-

acétylglucosamine liés par des liens ~-(1-4). Les applications du chitosane sont différentes 

selon la taille et la charge des oligomères (variant selon le degré d'acétylation). Il est 

possible d'obtenir ces oligomères par traitements chimiques du chitosane mais il est difficile 

de contrôler la réaction pour obtenir la taille désirée des oligomères (Roberts, 1992). 

L'utilisation de la chitosanase pour traiter le chitosane permettrait d'avoir un meilleur 

contrôle car la réaction est plus graduelle. Afin de rendre possible l'utilisation de la 

chitosanase en milieux industriels, il faut pouvoir en produire· en grande quantité et donc 

établir un système d'expression puissant. 

En 1989, des travaux dans le laboratoire du Dr Brzezinski ont permis d'isoler 70 souches 

capables de dégrader le chitosane dont deux, Nl 7 4 et Nl 06, possédaient une forte activité. 

Ces deux souches sont présentement classées dans le genre Streptomyces et Nocardioides 

(Fink et al., 1991 ; Masson et al., 1995) mais des études phylogéniques plus approfondies 

ont démontré que ces deux souches appartenaient au genre Kitasatospora (Blanchard et al., 

2001). Afin d'étudier ces chitosanases, chacun des gènes des deux souches a été cloné dans 

le vecteur pFD666 et exprimé dans Streptomyces lividans (Boucher et al., 1992 ; Masson 

et al., 1995). La chitosanase de Nl 74 a été étudiée en profondeur au niveau de sa structure et 

de sa fonction (Fukamizo et Brzezinski, 1997). Les gènes des chitosanases sont clonés de 

façon à être sous le contrôle du promoteur appartenant au gène de résistance à la kanamycine 

(neo) qui est situé dans le vecteur pFD666 et dans chacun des cas, le promoteur original de 

chaque gène a également été conservé. Dans les mêmes conditions de culture, la production 

de chitosanase de Nl 06 chez Streptomyces lividans était inférieure à la souche originale 
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Nl06 (Masson et al., 1995). Par contre, la production de la chitosanase de Nl 74 avait triplé 

par rapport à la souche originale pour atteindre 37 unités/ml (Fink et al., 1991). Compte tenu 

de la différence notée dans la production des deux protéines, une hypothèse a été émise 

concernant la limitation de Streptomyces lividans à exprimer le gène de la chitosanase de 

N106. Cette difficulté peut être causée par une divergence entre les polymérases de N106 et 

de Streptomyces lividans qui n'ont pas la même efficacité à initier la transcription d'un même 

promoteur ou par l'absence d'un activateur de transcription chez Streptomyces lividans qui 

est serait présent chez Nl06. L'analyse des séquences régulatrices de Nl 74 et Nl06 

démontre des différences au niveau des séquences -35 et -10 tout en ayant une certaine 

similarité avec les séquences consensus de E. coli. De plus, on note la présence dans les 

deux cas de la même séquence répétée et inversée de 20 pb pour Nl06 et de 18 pb pour Nl 74 

(Masson et al., 1994 ; Masson et al., 1995) qui comme déjà mentionné est souvent la cible 

d'un répresseur. De plus, l'implication d'une régulation pour ces gènes est aussi appuyée par 

le fait que chacune des chitosanases est exprimée seulement en présence de chitosane 

(Masson et al., 1993). 

L'hypothèse que la chitosanase de Nl06 soit régulée a attiré l'attention dans la perspective 

d'élaborer un système d'expression inductible par le chitosane. Un gène codant pour un 

activateur ou un répresseur pourrait être cloné dans un vecteur d'expression ou incorporé 

dans le génome de la souche hôte. Le régulateur induirait l'expression d'un gène par 

l'entremise de sa séquence d'attachement à l' ADN située en amont du gène soit en se 

détachant (répresseur) soit en s'attachant (activateur). 

Les travaux présentés dans ce mémoire concernent le système de régulation du gène de la 

chitosanase chez Nocardioides sp. Nl06. Ces travaux ont comme objectifs d'approfondir les 

connaissances reliées à la régulation du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06. Le 

but à long terme étant de cloner le gène d'un régulateur et de construire un système 
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d'expression de gènes qui seraient induit par le chitosane soit par l'implication d'un 

activateur ou d'un répresseur. Des efforts préliminaires ont d'abord été consacrés à 

Streptomyces coelicolor dont le séquençage du génome a permis de trouver deux gènes 

hypothétiques codant pour des chitosanases (T34867 et CAB61194, Bentley et al., 2002). 

Les étapes de clonage du gène du régulateur seraient simplifiées à cause du génome 

séquencé. En effet, il est possible d'amplifier le gène par PCR avec des oligonucléotides 

choisis à partir de la séquence génomique pour ensuite l'insérer dans un vecteur de clonage. 

De plus, on retrouve devant l'un des deux gènes (CAB61194) la même séquence répétée-

inversée que chez Nl 74 et Nl06, ce qui suggère une similarité de régulation entre les 

souches. Cette même séquence est d'ailleurs aussi retrouvée devant un autre gène de 

Streptomyces coelicolor codant pour un régulateur de transcription hypothétique appartenant 

à la famille ROK (« repressor, ORF, Kinase», CAB71832, Titgemeyer et al., 1994). 

Cependant, malgré les nombreux milieux testés, il n'a pas été possible de détecter la moindre 

activité chitosanolytique chez Streptomyces coelicolor, ce modèle a donc été laissé de côté 

pour finalement reprendre celui de Nocardioides sp. Nl 06. 

L'étude présentée dans ce mémoire sur le système de régulation du gène de la chitosanase 

chez Nocardioides sp. Nl06 s'attarde aux conditions de culture dans lesquelles on détecte 

l'activité de la chitosanase dans le surnageant de culture et qui révèlent l'existence de deux 

régulateurs de transcription du gène de la chitosanase. Les sites d'attachement à l' ADN de 

ces deux protéines ainsi que le site d'initiation de la transcription du gène de la chitosanase 

ont été déterminés. La purification d'une protéine permettra d'obtenir la séquences d'acides 

aminés en N-terminal ainsi qu'une séquence d'acides aminés interne de la protéine. Ces 

séquences pourront être utilisées afin de déduire des séquences nucléiques pour la synthèse 

d'amorces PCR. Ces amorces pourront servir à amplifier une partie du gène du régulateur et 

la séquence amplifiée pourra être utilisée pour le criblage du gène dans une banque 

génomique. 
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CHAPITRE 1 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1.1 Préparation de spores 

Un milieu de culture TSB (tryptic soy broth) de 50 ml est inoculé avec 50 µ1 de suspension 

de spores (non calibrée) de Nocardioides sp. Nl06 et incubé 24 heures à 30°C avec agitation. 

La culture est centrifugée 5 min à 4000 rpm (rotation par minute), la moitié du surnageant est 

enlevée et le culot bactérien est homogénéisé par inversion dans ce qui reste de surnageant. 

Des volumes de 1 ml sont étalés sur une vingtaine de pétris SLM3 (10 g/1 d'amidon, 5 g/1 de 

« corn steep liquor », 3 g/1 de CaCO3, 0,012 g/1 de FeSO4 et 15 g/1 d'agar). Les pétris sont 

incubés à 30°C jusqu'à l'obtention d'un tapis dense de spores (3 à 4 jours). Les spores sont 

recueillies en recouvrant le quart de chaque pétri avec des billes de verre de 3 mm stériles, 

pour ensuite les faire rouler sur les pétris en agitant à la main. Les billes sont transférées 

dans un tube de 50 ml, immergées dans du glycérol 20% stérile et sont agitées quelques 

minutes. Le glycérol contenant maintenant les spores est transféré dans un autre tube de 50 

ml et est centrifugé 5 min à 4000 rpm. Le culot de spores est homogénéisé dans un petit 

volume de glycérol (500 µ1 à 5 ml selon la grosseur du culot). Les spores sont conservées à -

20°c. 

1.2 Milieux de base afin d'induire une chitosanase chez Streptomyces coelicolor 

Une préculture de Streptomyces coelicolor est effectuée dans le milieu J (100 g/1 sucrose, 30 

g/1 TSB, 10 g/1 yeast extract, 10 g/1 MgCh, H2O) à partir de 50 µ1 de suspension de spores 
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(non calibrée) et est incubée 48 heures à 30°C avec agitation. La préculture est centrifugée 5 

minutes (min) à 4000 rpm, lavée une fois avec de la saline stérile 0,89% et resuspendue dans 

2 volumes de culots bactérien avec de la saline stérile 0,89%. Un volume de 3 ml de 

suspension bactérienne est ajouté à 100 ml de milieu d'induction MG base (Kieser et al., 

2000) et est incubé à 30°C (voir tableau 1 pour les modifications apportées au milieu 

d'induction MG base). 

1.3 Induction de la chitosanase et des protéines des complexes lent et rapide de 

Nocardioides sp. Nl06 

Une préculture de Nocardioides sp. Nl06 est effectuée en milieu TSB à partir de 50 µl de 

suspension de spores et est incubée 24 heures à 30°C avec agitation. La préculture est 

centrifugée 5 min à 4000 rpm, lavée une fois avec de la saline stérile 0,89% et resuspendue 

dans 2 volumes de culot avec de la saline stérile 0,89%. Un volume de 6 ml de suspension 

bactérienne est ajouté à 100 ml de milieu d'induction (5,0 mM K2HPO4, 0,8 mM MgCh, 

0,036 mM FeSO4, 1 ml/1 de microéléments ( 40 mg/ml ZnCh, 200 mg/ml FeCb.6H2O, 10 

mg/ml CuCh.2H2O, 10 mg/ml MnCh.2H2O, 10 mg/ml Na2B4O7.lOH2O, 10 mg/ml 

(NH4)6Mo7O24.4H2O), 0,4 g/1 Malt Extract, 3,5 g/1 de chitosane hydrolysé de poids 

moléculaire de 2000 g/mol, pH 6,9) et est incubé à 30°C avec agitation 10 heures pour 

induire la protéine du complexe rapide et 20 heures pour induire la protéine du complexe 

lent. 

12 



Tableau 1. Milieux testés pour induire l'expression d'une chitosanase chez 
Streptomyces coelicolor. 

Milieux 

1 MG base (50 mg/ml maltose)+ 10 mg/ml chitosane broyé 

2 MG base (10 mg/ml maltose)*+ 10 mg/ml chitosane broyé 

3 MG base ( 1 mg/ml maltose) * + 10 mg/ml chitosane broyé 

4 MG base (0 mg/ml maltose)*+ 10 mg/ml chitosane broyé 

5 MG base (10 mg/ml maltose et sans azote)*+ 10 mg/ml chitosane broyé 

6 MG base (10 mg/ml maltose)*+ 10 mg/ml D-glucosamine 

7 MG base (10 mg/ml manitol)** + 10 mg/ml chitosane broyé 

8 MG base (10 mg/ml sorbitol)**+ 10 mg/ml chitosane broyé 

9 MG base (0,5 mg/ml maltose) * 

Légende: Des changements ont été apportés au milieu MG base afin d'induire une 
chitosanase chez Streptomyces coelicolor. * Changement de concentration de maltose par 
rapport au milieu original MG base (50 mg/ml). ** Changement du sucre dans le MG base. 

1.4 Préparation d'extraits bruts de protéines cytoplasmiques 

La culture bactérienne induite est centrifugée 5 min à 4000 rpm à 4 °C, lavée dans le tampon 

d'extraction froid (50 mM Tris, 60 mM NaCl, 5% glycérol, lmM EDTA 1 mM DTT, pH 

8,0) et resuspendue dans 2-3 volumes de culot bactérien avec le tampon d'extraction froid 

contenant cette fois-ci le cocktail d'inhibiteurs de protéases Complete™ (Roche Molecular 

Biochemicals, une pastille dans 50 ml de tampon d'extraction). Les cellules sont ensuite 

brisées par deux passages à la presse de French (FrenchR Pressure Cell Press, SLM 

AMINCO) à 18 000 psi. L'extrait cellulaire est centrifugé 10 min à 4000 rpm à 4°C pour 

enlever les débris cellulaires et le surnageant est congelé dans des tubes déposés dans de la 
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glace carbonique et les tubes sont conservés à - 70°C. La concentration de protéines totales 

est mesurée par la méthode Bradford (1976) avec le réactif «Bio-Rad Protein Assay» (Bio-

Rad). 

1.5 Préparation de chitosane hydrolysé de PM 2000 g/mol 

Une solution de chitosane 4% (94,2% déacétylé, ISM Biopolymer) est préparée dans du HCl 

0,5 M. Le pH de la préparation de chitosane est augmenté à près de 5,0 avec du KOH 2 M. 

L'ajout du KOH provoque la précipitation locale du chitosane, il faut donc en ajouter peu à la 

fois et attendre que le chitosane se dissout à nouveau (le volume de la préparation de 

chitosane va varier selon la quantité de KOH ajoutée). La préparation de chitosane est traitée 

avec de la chitosanase purifiée (Boucher et al., 1992) à 37°C avec agitation. Le nombre 

d'unités de chitosanase ajouté doit être évalué par le fait qu'une unité génère 1 µmol de sucre 

réducteur en 1 min. La progression de l'hydrolyse du chitosane est suivie par dosage des 

sucres réducteurs (section 1.6). Le niveau de sucres réducteurs désiré est relié avec la 

concentration initiale de chitosane ( après avoir ajusté le pH) et avec le poids moléculaire 

désiré des fragments de chitosane générés par l'hydrolyse : 

Concentration de sucres réducteurs (mmol/ml) = Concentration de chitosane (mg/ml) 

PM de chitosane désiré (mg/mmol) 

Dès l'obtention du niveau de sucres réducteurs relié à un poids moléculaire moyen de 

chitosane de 2000 g/mol, la préparation de chitosane est plongée dans un bain d'eau 

bouillante durant 30 min, puis congelée à -70°C dans un Pyrex et lyophilisée (Freeze dryer, 

24DX24). 
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1.6 Dosage de l'activité de la chitosanase 

Le protocole est inspiré de Lever (1973) et Schep (1984) 

1.6.1 Préparation des réactifs 

Le réactif P AHBAH (p-hydroxybenzoic acid hydrazide) doit être préparé au maximum 2 

heures avant l'expérience. Une dilution 1:20 est effectué dans de l'eau distillée à partir des 

solutions mères suivantes : 1 M Na2SO3, 0,2 M CaCh, 0,5 M citrate trisodium et 5 M NaOH. 

À cette solution, 100 mg/1 de p-hydroxybenzoic acid hydrazide est ajouté. 

La solution tampon-substrat (TS) est faite à partir d'un stock de 10 mg/ml de chitosane (85% 

déacétylé, Sigma) préparé dans 1 M d'acide acétique glacial. Ce chitosane est ensuite dilué 

dans du tampon acétate 0,05 M, pH 5,5 pour obtenir une concentration finale de 0,8 mg/ml. 

1.6.2 Courbe standard de glucosamine 

Différentes concentrations de glucosamine sont préparées à partir d'une solution mère de 

glucosamine 2 mM dans un volume final de 500 µ1 (0,05 mM, 0, 1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 

mM) dans des tubes vissés de 2 ml. À ces échantillons, 1 ml de réactif PAHBAH est ajouté. 

Les échantillons sont bouillis exactement 5 min et sont immédiatement refroidis dans un bain 

d'eau froide. Les échantillons sont ensuite centrifugés dans une microcentrifugeuse durant 5 
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min. La densité optique des surnageants est mesurée à 405 nm avec un spectrophotomètre 

(UltrospecR 2000 sipper, Amersham Biosciences). 

1.6.3 Dosage de l'activité de la chitosanase 

Un essai est effectué pour doser les sucres réducteurs déjà présents dans l'échantillon. Il faut 

ajouter dans l'ordre, 490 µ1 de tampon acétate 0,05 M pH 5,5, 1 ml de réactif PAHBAH et 10 

µ1 d'échantillon dans des tubes vissés de 2 ml. Les tubes sont bouillis exactement 5 min, 

refroidis dans un bain d'eau froide, centrifugés 5 min et les densités optiques des surnageants 

sont mesurées à 405 nm. 

Un autre essai est effectué pour doser les sucres réducteurs produits par la chitosanase de 

l'échantillon. Il faut ajouter à des temps fixes, 10 µ1 d'échantillon dans 490 µ1 de tampon 

acétate 0,05 M pH 5,5 préchauffé à 37°C dans des tubes vissés de 2 ml. Les échantillons 

sont incubés à 37°C durant exactement 10 min. Les réactions sont arrêtées en ajoutant 1 ml 

de réactif P AHBAH. Les tubes sont bouillis exactement 5 min, refroidis dans un bain d'eau 

froide et centrifugés 5 min. La densité optique des surnageants est mesurée à 405 nm. 

Note: les préparations des échantillons pour les standards de glucosamine, pour les sucres 

déjà présents dans l'échantillon et pour les sucres produits par la chitosanase à tester sont 

effectuées en parallèle pour que les tubes puissent être tous bouillis en même temps. 
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1.6.4 Calcul de l'activité de la chitosanase 

Les densités optiques sont converties en µmol de sucre en utilisant la courbe standard de 

glucosamine. Les concentrations obtenues lors du premier dosage sont soustraites aux 

valeurs obtenues lors du deuxième dosage des sucres réducteurs. La valeur est ensuite 

rapportée en unité de chitosanase par ml d'échantillon, où une unité équivaut à la quantité 

d'enzyme qui génère 1 µmol de sucre réducteur en 1 min. 

1. 7 Gel à retardement 

1.7.1 Préparation de la sonde marquée au 32P 

1.7.1.1 Préparation de la matrice d'ADN 

La région régulatrice du gène de la chitosanase est amplifiée selon les conditions suivantes : 

1,5 ng d'ADN plasmidique (pBE106, tableau 2), 10 µ1 de tampon lOX (Taq DNA 

polymerase buffer, Amersham Biosciences), 0,2 mM de dNTP, 50 pmol de chaque 

oligonucléotide (A-106 et Bl06, tableau 3), 5 U de l'ADN polymérase Taq (Amersham 

Biosciences) et le volume est ajusté à 100 µ1 avec de l'eau. Le programme est effectué dans 

un thermocycleur (BiometraR,T-Gradient) selon la programmation suivante: 1- 94 °C, 4 min 

; 2- 94 °C, 30 sec; 3- 50 °C, 45 sec; 4- 72 °C, 60 sec (étapes 2 à 4 sont répétées 30 fois); 

5- 72 °C, 10 min. L' ADN amplifié est purifié en utilisant la trousse de purification de 

produits PCR QIAquick™ (Qiagen). 
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Tableau 2. ADNs plasmidiques utilisés 

Plasmides Description Utilités 
pBE106 Vecteur Bluscript possédant la Marquage radioactif lors de gel à 

région régulatrice du gène de la retardement 
chitosanase chez Nl06 (anti-sens) 

pCR2.1 Vecteur commercial linéarisé pour Clonage des régions régulatrices des 
le clonage de produits PCR gènes csn de Nl 06, Nl 7 4, S. 

coelicolor (CAB61194) et (CAB71832) 
de S. coelicolor 

pCR2.1 Possède la région régulatrice du BE 106 excisé pour le clonage dans 
BE 106 antisens gène de la chitosanase chez Nl06 pKK.232-8 

( anti-sens) 
PCR2.1 Possède la région régulatrice du Utilisation de la région régulatrice 
sdeCSNcoe gène CAB61 l 94 de la chitosanase pour des compétitions lors de gels à 

de S. coelicolor retardement 
PCR2.1 Possède la région régulatrice du Utilisation de la région régulatrice 
sdeROKcoe gène CAB71832 de S. coelicolor pour des compétitions lors de gels à 

retardement 
PCR2.1 Possède la région régulatrice du Utilisation de la région régulatrice 
sdeCSN174 gène de la chitosanase de S. Nl 74 pour des compétitions lors de gels à 

retardement 
pCSN106-2 Possède de gène entier de la Amplification du BE de Nl 06 pour 

chitosanase de Nl06 clonage dans pCR2.1 
pKK232-8 Vecteur pour la construction de Pour la construction du système 

système rapporteur cmr rapporteur 
pOK12 Vecteur à faible nombre de copies Pour la construction du système 

rapporteur 
pKKBE106 pKK232-8 ayant en amont du gène Pour la construction du système 

Cmr la région régulatrice du gène rapporteur 
csn de Nl06 

pOKKKBE106 Vecteur à faible nombre de copie Construction finale du système 
possédant la région régulatrice du rapporteur dans E. coli pour le 
gène de la chitosanase de Nl06, criblage dans une banque 
clonée en amont du gène Cmr génomique de l'activateur de 

transcription du gène csn de N106 
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Tableau 3. Oligonucléotides utilisés 

Noms Séquences Utilités 
A-106 _CTC TAG AAC_TAG_TGG ATC _____________ Amplifient dans Bluscript le BE de ------------------B-106 ACGGTATCGATAAGCTTG Nl06 (pBE106, insert anti-sens) 
A2-106 TTG CGC GGT GGT GGG CGT GAA Amplifie avec IR2-106 une portion 

raccourcie en 5' du BE de Nl06 
A3-106 TGG GCG TGA ACG CTT CAA TC Amplifie avec IR2-106 une portion 

raccourcie en 5' du BE de Nl 06 
A4-106 CGC TTC AAT CTA GTT AGG A Amplifie avec IR2-106 une portion 

raccourcie en 5' du BE de N 106 
B2-106 GTT TCC TAA CTA GAT TGA AGC Amplifie avec B-106 dans pBE 106 

une portion raccourcie en 3' du BE 
de N106 

B3-106 TAG ATT GAA CGC TTC ACG CCC Amplifie avec B-106 dans pBE 106 
une portion raccourcie en 3' du BE 
de N106 

BIOB3-106 Biotine - TAG ATT GAA CGC TTC ACG Même chose que B3-106. ADN 
CCC servant pour la purification avec les 

billes magnétiques 
IRl-106 _TGG CGC CAG GGC CTT_GCG ____________ Amplifient le BE complet de N106 ------------------IR2-106 TGG TCC GGG GCA TGG GGG T 
PEN106-l GCG GTG GGG TGC TTG AGA CGC AT Amorce utilisée lors de 

l'élongation d'amorce 
SBl-106 AAC GCT TCA ATC TAG TTA GGA AAC Lorsque appariés, ils forment un 

TTT CCT AAC TCT CCT CAT GGG TCC ADN db qui contient la séquence ------------------ -TCT CCG GAC CCA TGA GGA GAG TTA SB2-106 répétée/inversée de Nl 06 ( extrémités GGA AAG TTT CCT AAC TAG ATT GAA 
cohésives pour marquage) 

SDE CNSCOP-1 _ÇTC CGT ACC AGT TCG TGC A ___________ Amplifient la partie régulatrice du ------------------SDE CNSCOP-2 CTC ACG GAA TCT CCA GGT G gène de la chitosanase CAB6 l 194 
de S. coelicolor 

SDEN174-1 __ GGA TTT_GGG GCG GGG CCC TT ________ Amplifient la partie régulatrice du -----------------SDEN174-2 CAT ATG ACG CTC CGT CTT CTG T gène de la chitosanase de Nl 74 
SDE ROKCOE-1 __ CGG GCC TAC GTT CTC CAG _____________ Amplifient la partie régulatrice du -----------------SDE ROKCOE-2 GAC CGC TCA GCT TTT CAG G gène CAB71832 de S. coelicolor 
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1.7.1.2 PCR radioactif par incorporation de 32P[dCTP] 

Le protocole est inspiré de Mertz & Rashtchian (1994). 

Un deuxième PCR est effectué en utilisant comme matrice, l' ADN préamplifié de la section 

1.7.1.1 : 0,1 ng d'ADN, 2 µ1 de tampon l0X (Taq DNA polymerase buffer, Amersham 

Biosciences), 16,5 µM de dDTP (dATP, dTTP, dGTP), 4,125 µM dCTP, 5 µ1 de 

[a-32P]dCTP (3000 ci/mM, Perkin Elmer™ life sciences, BLU513H), 50 pmol de chaque 

oligonucléotide (A-106 et B-106) et 2 U de l'ADN polymérase Taq dans un volume final de 

20 µl. Le programme est effectué dans un thermocycleur selon la programmation suivante : 

1- 94 °C, 1 min ; 2- 94 °C, 30 sec ; 3- 50 °C, 1 min ; 4- 72 °C, 2 min ( étapes 2 à 4 sont 

répétées 30 fois) ; 5- 72 °C, 10 min. L' ADN marqué est purifié en utilisant la trousse de 

purification de produits PCR QIAquick™ (Qiagen) et est compté à scintillation (Beckman 

LS6000SC, Liquid Scintillation System). L' ADN est ensuite dilué à environ 40 000 cpm/µ1 

dans du TE contenant 50 ng/µ1 de poly-dldC (Roche Molecular Biochemicals, 1 0A260Units, 

108 812). 

1. 7.2 Préparation et migration des échantillons 

Pour chaque échantillon, 12 µ1 de tampon D2x-KC1 (20 mM HEPES pH 7,9, 20% glycérol, 

0,2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,5 mM DTT), 500 ng poly-dldC (Roche Molecular 

Biochemicals, lOA26oUnits 108 812), 150 mM KCI, 1 ng sonde (~ 40 000 cpm, sonde 

préparée à la section 1.7.1), 4,5 µg d'extrait protéique brut et le volume est ajusté à 24 µ1 

avec de l'eau. Les échantillons sont incubés 15 min à la température de la pièce et sont 

ensuite déposés dans un gel de polyacrylamide Tris-glycine 6% non dénaturant. Le gel est 

20 



préparé la veille en utilisant l'unité verticale d'électrophorèse à 24 puits ( SCIE- PLAS, VlO-

WCDC) et mis à 4°C pour la nuit dans du tampon lX Tris-glycine (80 mM Glycine, 10 mM 

Tris, 0,4 mM EDTA). Les échantillons sont déposés sur gel avec un voltage de 135 V. Un 

puits est réservé pour charger un échantillon contenant un marqueur de migration (10 mM 

EDTA, 10 mM Tris, 10% glycérol, 0,05% de bleu de bromophénol, 0,05% de cyanol 

xylène). Dès que les échantillons sont pénétrés dans gel ( environ 5 min après le dernier 

échantillon), le voltage est descendu à 120 V. La migration est stoppée après que le bleu de 

bromophénol ait atteint le bas du gel. Le gel est fixé dans une solution d'acide acétique 10% 

et de méthanol 20% durant 30 minutes. Le gel est transféré sur un papier Whatman 3 MM et 

séché dans un séchoir à gel avec un deuxième papier Whatman en dessous et une pellicule 

plastique sur le dessus durant 1 heure à 70°C. Le gel est ensuite exposé sur un écran 

phosphorescent (Molecular Dynamics) et est révélé avec un phosphorimager (Molecular 

Dynamics). L'image est ensuite traitée avec le logiciel Adobe Photoshop 5,0 LE afin 

d'améliorer les contrastes. 

1.8 Détermination du site d'initiation de la transcription du gène de la chitosanase de 

Nocardioides sp. N106 

1.8.1 Extraction d' ARN total par ultracentrifugation sur un coussin de CsCl 

Le protocole est inspiré de Kieser et al. (2000) et Sambrook et Russell (2001 ). 

Le mycélium d'une culture de 50 ml de Nl06 dans le milieu d'induction (10h et 20h) est 

rapidement refroidi dans de la glace/eau pour être ensuite centrifugé 5 min à 4000 rpm à 

4°C. Le mycélium est lavé dans du tampon P froid (103 g/1 sucrose, 0,25 g/1 K2SO4, 2,02 g/1 
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MgCh.6H2O, 2 ml de microéléments (section 1.3), 800 ml H2O, autoclaver, ajouter à 80 ml 

de cette solution: 1 ml KH2PO4 (0,5%), 10 ml CaCh.2H2O (3,68%), 10 ml TES (5,73%) pH 

7,2.) et homogénéisé dans 3 ml de ce même tampon. La suspension est transférée dans un 

tube de 50 ml contenant 14 g de billes froides (Glass Beads, 425-600 microns, Sigma) et 3 ml 

de la solution Kirby modifiée 2X froide (2% TPNS, 12% 4-amino salicylate sodium, 12% de 

phénol/chloroforme-isoamyl, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3) et est mélangée vigoureusement 

avec un vortex durant 2 min. Un volume égal de phénol/chloroforme est ajouté et le tout est 

vortexé pendant 1 min. Le mélange est transféré avec une pipette de transfert stérile dans un 

autre tube 50 ml (laissant les billes) et est centrifugé 5 min à 4000 rpm à 4°C. Le surnageant 

est transféré dans un tube de 15 ml et le volume est ajusté à 8 ml avec de l'eau. Le mélange 

est transféré dans un tube contenant 3 ,2 g de Cs Cl (le Cs Cl est chauffé dans un four à l 80°C 

durant 4h avant l'utilisation) et est ensuite déposé délicatement sur un coussin de 3,5 ml de 

CsCl 5,7 M dans un tube jetable pour rotor SW41(Ultra clear centrifuge tube, 14 x 89 mm, 

Beckman 344 059). Le coussin est préparé avec du CsCl chauffé 4h à 180°C et avec de l'eau 

traitée au DEPC. La préparation est centrifugée à 30 000 rpm (L8-M ultracentrifuge, rotor 

SW 41 Ti, Beckman) durant 14-l 8h à 20°C. Le surnageant est enlevé en changeant souvent 

d'embouts (embouts certifiés sans RNase). Le tube est coupé à 1,5 cm du fond avec un 

scalpel chaud. Le culot est lavé avec de l'éthanol 80% et est ensuite séché. Le culot d' ARN 

est dissolu dans un petit volume (15 à 30 µl) avec de l'eau traitée au DEPC et est transféré 

dans un microtube 1,5 ml traité au DEPC. Lorsqu'il y a présence d'une suspension blanche, 

le tube est centrifugé brièvement et le surnageant est récolté. L' ARN est dosé par 

spectrophotomètre (Ultrospec 3000, Biochrom) et vérifié par électrophorèse dans un gel 

d'agarose 1 % contenant de la formaldéhyde selon le protocole de Ausubel et al. (1987). 
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1.8.2 Élongation d'amorce 

Le protocole est inspiré de Sambrook et Russell (2001) et Kieser et al. (2000) 

1.8.2.1 Marquage radioactif de l'amorce par échange de phosphore avec la T 4 

polynucléotide kinase 

L'amorce (PEN106-1, tableau 3) est dissolue à 10 pmol/µ1 dans du TE à partir d'un stock de 

40 pmol/µ1. Le marquage est effectué avec 2 µ1 de tampon One-Phor-All (USB), 10 pmol de 

l'amorce, 20 unités de T4 polynucléotide kinase (USB, 27-0736-01), 3 µ1 de [y32P]ATP 

(3000 ci/mM, Perkin Elmer, BLU502H) et le volume est ajusté à 20 µ1 avec de l'eau. Le 

mélange est incubé 45 min à 3 7°C et est ensuite purifié avec la trousse de purification de 

produits PCR QIAquick™ (Qiagen). Le volume est ajusté à 100 µl avec de l'eau. 

1.8.2.2 Réaction d'hybridation 

La réaction d'hybridation est effectuée avec un minimum de 40 µg d' ARN, dans le tampon 

d'hybridation (20 mM Tris-HCl, pH 8,6, 600 mM NaCl, 2 mM EDTA) et 0,1 pmol de 

l'amorce marquée au 32P (section 1.8.2.1). L'échantillon est chauffé 5 min à 95°C pour être 

ensuite incubé 90 min à 55°C. Le mélange ARN-amorce est précipité en ajoutant 200 µ1 

d'acétate d'ammonium 1 Met 200 µ1 d'isopropanol, incubé 15 min à la température de pièce 

et centrifugé 10 min. Le surnageant est enlevé, le culot est lavé avec de l'éthanol 70%, séché 

et ensuite resuspendu dans 10 µ1 de 10 mM Tris-HCl, pH 8,6. 

23 



1.8.2.3 Réaction d'élongation 

La réaction d'élongation d'amorce est effectuée en ajoutant aux 10 µl d' ARN complexé à 

l'amorce (préparé à la section 1.8.2.2), 3 µl d'eau traitée au DEPC, 4 µl de tampon 5X 

(Reverse transcriptase buffer, Promega), 10 mM de DTT, 1 mM de dNTP, 1 µg 

d'actinomycine D, 5 unités de la transcriptase reverse AMV (Promega, M5101) et 20 unités 

de RNAsin (Promega N2111). Le mélange est incubé 60 min à 45°C et la réaction est arrêtée 

en ajoutant du formamide dye (formamide contenant 20 mM EDTA, pH 8,0, 0,05% de bleu 

de bromophénol et 0,05 cyanol xylène). L'échantillon est chauffé 5 min à 95°C juste avant 

d'être déposé dans un gel d'acrylamide 10%, TBE, 5 Murée (mettre seulement la moitié de 

l'échantillon). Ce gel donnera la confirmation de la réussite de l'expérience avant de faire un 

gel de séquence (section 1.8.2.4). L'électrophorèse est stoppée lorsque la migration atteint 

les trois-quarts du gel. Le gel est ensuite fixé, séché, exposé et révélé (section 1.7.2). 

1.8.2.4 Réaction de séquençage 

La réaction de séquence est faite avec la trousse AutoRead (ALFexpress™ AutoRead™ 

Sequencing Kit, Amersham Biosciences) en utilisant la méthode d'appariement rapide avec 

de l 'ADN double brin. L'amorce utilisée est la même que celle utilisée lors de l'élongation 

d'amorce (section 1.8.2.1). Les réactions sont déposées sur un gel de séquençage 6% 

polyacrylamide, lX TBE, 4,6 M urée (Hoefer SQ3 sequencer, Amersham Biosciences) en 

incluant aussi la réaction faite lors de l'élongation d'amorce (section 1.8.2.3). La migration 

est menée jusqu'à ce que le bleu de bromophénol sorte du gel. Le gel est ensuite séché et 

exposé soit sur un écran phosphore et/ou sur un film Kodak Biomax MR (Amersham 

Biosciences, 817 5187). 
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1.9 Purification de la protéine du complexe lent de Nocardioides sp. N106 

1.9.1 Précipitation au sulfate d'ammonium 

L'extrait cellulaire brut préparé à la section 1.4 est précipité au sulfate d'ammonium entre 

25% et 50% de saturation. Le culot est resupendu dans deux volumes de tampon 

d'équilibration (1 mM tampon phosphate, pH 6,8, 5% glycérol) où un volume équivaut au 

volume initial d'extrait brut. 

1.9.2 Chromatographie sur hydroxyapatite 

L'échantillon est passé dans une colonne hydroxyapatite (Bio-Gel HTP, Bio-Rad) qui est 

préparée et utilisée selon les recommandations du fournisseur. La colonne est équilibrée 

avec un tampon phosphate 1 mM, pH 6,8, 5% glycérol. Après le passage de l'échantillon 

protéique préparé à la section 1.9.1, un volume de tampon d'équilibration est passé dans la 

colonne où un volume équivaut au volume de la résine d'hydroxyapatite. Une grande 

quantité de protéines indésirables est décrochée par le passage de deux volumes de tampon 

de lavage (150 mM tampon phosphate, pH 6,8, 5% glycérol). La protéine du complexe lent 

est décrochée de la colonne avec le tampon d' élution ( 270 mM tampon phosphate pH 6,8, 

5% glycérol). Afin de déterminer les fractions où se situent les protéines éluées, certaines 

fractions sont dosées par la méthode Bradford (1976) pour ensuite y ajouter l'équivalent de 

75 µ1 d'une préparation d'inhibiteur de protéases Complete™ (Roche Molecular 

Biochemicals) par ml de fractions. 
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1.9.3 Adsorption sur billes magnétiques 

1.9.3.1 Préparation des billes magnétiques 

La région d'attachement de la protéine du complexe lent sur l' ADN est amplifiée par PCR 

avec les amorces BioB3-106 et B-106 (dont la première est biotinylée en 5', tableau 3) dans 

les conditions suivantes: 1,5 ng d'ADN (pBE106), 10 µl de tampon (Taq DNA polymerase 

buffer, Amersham Biosciences), 0,2 mM de dNTP, 30 pmol de chaque amorce, 5 U de 

l' ADN polymérase Taq (Amersham Biosciences) et le volume est ajusté à 100 µl avec de 

l'eau. Le mélange réactionnel est soumis à la programmation suivante dans le thermocycleur 

(BiometraR,T-Gradient) : 1- 94°C, 4 min; 2- 94°C, 1 min; 3- 50°C, lmin; 4- 72°C, 2 min 

(les étapes 2 à 4 sont répétées 30 fois); 5- 72°C, 10 min. Afin de produire beaucoup d'ADN, 

6 réactions d'amplification sont effectuées. L' ADN est ensuite soumis à une électrophorèse 

dans un gel d'agarose 2% (20 cm x 20 cm) dans un tampon TAE. La migration est 

poursuivie jusqu'aux trois-quart du gel afin de bien séparer l' ADN amplifié des amorces (qui 

pourraient interférer lors de la liaison avec les billes). L' ADN est purifié à l'aide de la 

trousse de purification sur gel QIAquik (Qiagen). La totalité del' ADN purifié est attachée à 

1 mg de billes (Dynabeads M-280, Dynal A.S. 112.05) par interaction biotine/streptavidine 

selon le protocole suggéré par le fournisseur. 

1.9.3.2 Procédure d'utilisation des billes magnétiques 

Afin de favoriser l'attachement de la protéine du complexe lent sur l' ADN et de protéger 

l' ADN contre l'action des DNases, les fractions sont ajustées à 150 mM de KCl et 1 mM 

EDTA. Une quantité de 250 µg de billes est ajoutée à 1 ml de fraction éluée de la colonne 

hydroxyapatite et le mélange est incubé 20 min à la température de la pièce en 
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homogénéisant à la pipette aux 10 min. Les billes sont concentrées dans le fond du tube à 

l'aide d'un aimant (Dynal MCP) et le surnageant est conservé aux fins d'analyse lors de gel à 

retardement et lors de gel SDS-PAGE. Un autre ml est ajouté aux billes et le nouveau 

mélange suit les mêmes étapes que le premier et ainsi de suite jusqu'à ce que toutes les 

fractions soient traitées. Les billes sont ensuite lavées avec 1 ml de tampon (270 mM tampon 

phosphate, pH 6,8, 5% glycérol, 150 mM KCl et 1 mM EDTA) suivis d'un autre lavage avec 

200 µl de tampon supplémentés avec 1 µl de poly-dldC (stock 1 µg/µl, Roche Molecular 

Biochemicals, 10A260Units). Lorsque les billes sont combinées, elles sont transférées dans 

un tube propre et lavées de nouveau avec le tampon de lavage (sans poly-dldC). Les billes 

sont ensuite resuspendues dans 50 µl de tampon d'élution dénaturant (50 mM tris pH 6,8, 3% 

SDS) et chauffées 15 min à 70°C. La pureté de l'échantillon est vérifiée avec un gel de 

protéines. 

1.10 Préparation des différents fragments d'ADN compétiteurs utilisés lors d'un gel à 
retardement 

Trois différentes régions régulatrices ont été amplifiées et clonées afin de les utiliser pour des 

expériences de compétitions (section 2.8): celle du gène de la chitosanase CAB61194 de 

Streptomyces coelicolor (Bentley et al., 2002), celle du gène de la chitosanase de 

Streptomyces Nl 74 (Fink et al., 1991) et celle du gène CAB71832 de Streptomyces 

coelicolor, codant pour une protéine régulatrice hypothétique de la famille ROK (Bentley et 

al., 2002). Les oligonucléotides utilisés sont décris au tableau 3. Des PCR à gradient de 

température entre 45°C et 65°C (12 températures au total) sont effectuées pour déterminer la 

meilleure température d'appariement pour chaque paire d'amorces. Les PCR sont effectuées 

dans les conditions suivantes : 500 ng d'ADN génomique, 1 µl de tampon 1 OX (Taq DNA 

polymerase buffer, Amersham Biosciences), 10 pmol de chaque amorce, 0,2 mM de dNTP, 1 

µl DMSO et 0,5 unité de l'ADN polymérase Taq (Amersham Biosciences) pour un volume 

total de 10 µl. Les mélanges réactionnels sont soumis au programme suivant dans le 

thermocycleur (BiometraR,T-Gradient) : 1- 94°C, 4 min; 2- 94°C, 1 min; 2- gradient, 1 min; 
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4- 72°C, 2 min (les étapes 2 à 4 sont répétées 30 fois) ; 5- 72°C, 10 min. Les PCR sont 

refaits dans un volume de 100 µl à la température optimale d'amplification spécifique pour 

chaque paire d'amorces (5l,4°C pour SDE CNSCOP-1/SDE CSNCOP-2, 56,2°C pour SDE 

ROKCOE-1/SDE ROKCOE-2 et 60,9°C pour SDENl 74-1 et SDENl 74-2, tableau 3). Les 

fragments amplifiés sont soumis à une électrophorèse dans un gel d'agarose 2% dans un 

tampon TAE et purifiés par extraction sur gel d'agarose. Les fragments purifiés sont clonés 

dans le vecteur pCR2.1 (trousse TA cloning, Invitrogen life technologies, tableau 2) pour 

former les plasmide pCR2.lsdeCSNcoe, pCR2.lsdeROKcoe, pCR2.lsdeCSN174, tableau 2). 

1.11 Essai d'empreinte à la DNase Ide la protéine du complexe lent 

1.11.1 Préparation de la sonde radioactive 

1.11.1.1 Marquage radioactif de l'amorce par échange de phosphore avec la T4 

polynucléotide kinase 

Le protocole est similaire à celui de la section 1.8.2.1 mais comporte des différences 

importantes. Le marquage est effectué avec 5 µ1 de tampon One-Phor-All (USB), 60 pmol 

de l'amorce (B-106), 40 unités de T4 polynucléotide kinase (USB, 27-0736-01), 6 µl de 

[y32P]ATP (3000 ci/mM, Perkin Elmer, BLU502H) et le volume est ajusté à 50 µ1 avec de 

l'eau. Le mélange est incubé 45 min à 37°C et est ensuite passé sur une colonne G-25 

MicroSpin™ (Amersham Biosciences, 27-5325) pour enlever les nucléotides libres. 
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1.11.1.2 Amplification de la sonde par PCR 

La région régulatrice du gène de la chitosanase est amplifiée selon les conditions suivantes : 

0,75 ng d'ADN plasmidique (pBE106), 5 µl de tampon lOX (Taq DNA polymerase buffer, 

Amersham Biosciences), 0,2 mM de dNTP, 30 µl de l'amorce B-106 préparée à la section 

1.11.1.1, 30 pmol de l'amorce A-106, 2,5 U de l'ADN polymérase Taq (Amersham 

Biosciences) et le volume est ajusté à 50 µl avec de l'eau. Le programme est effectué dans 

un thermocycleur (BiometraR,T-Gradient) selon la programmation suivante: 1- 94 °C, 4 min; 

2- 94 °C, 30 sec; 3- 53 °C, 1 min; 4- 72 °C, 2 min (étapes 2 à 4 sont répétées 30 fois) ; 5-

72 °C, 10 min. L' ADN amplifié est purifié en utilisant la trousse de purification de produits 

PCR QIAquick™ (Qiagen). Un volume de 1 µl de l' ADN purifié est compté par scintillation 

et un autre µlest dosé sur un pétri d'agarose 1 % contenant 0,5 µg/ml de bromure d'éthidium 

en comparant l'intensité de fluorescence de l' ADN avec des standards. L' ADN purifié est 

ensuite dilué pour obtenir une activité spécifique entre 10 000 et 40 000 cpm/µl (1 à 2 ng/µl 

d'ADN). 

1.11.2 Préparation et migration des échantillons 

Chaque échantillon comprend 1-2 ng d'ADN marqué (entre 10 000 et 40 000 cpm, section 

1.11.1.2), 500 ng de poly-dldC (Roche Molecular Biochemicals), 33,3 µl de tampon A 3X 

(150 mM KCl, 3 mM MgCh, 60 mM K3PO4 pH 7,4, 3 mM P-mercaptoéthanol, 60% 

glycérol), 0,4 µl de MgCh lM, 10 à 60 µg d'extrait protéique partiellement purifié avec 

l'hydroxyapatite (section 1.9.2). Le volume est ajusté à 100 µl avec de l'eau. Un témoin est 

fait en parallèle selon la même recette mais en omettant l'extrait protéique. Les échantillons 

sont incubés 20 min à la température de la pièce. Une quantité variant entre 0,5 à 5 ng de 

DNase (Amersham Biosciences, 27-0514-01) est ajoutée à chaque réaction et les échantillons 

sont incubés 90 sec à la température de la pièce ( seulement 60 sec pour le témoin sans 
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protéine). La DNase est inactivée en ajoutant 3 µ1 d'EDTA 0,5 M et 100 µ1 de 

phénol/chloroforme. Les échantillons sont centrifugés 5 min et l' ADN du surnageant est 

précipité en ajoutant 5 µg de ARNt (Sigma, R9001), 10 µ1 d'acétate de sodium 3 M pH 5,2 et 

300 µ1 d'éthanol 95% froid. Les échantillons sont déposés dans de la glace carbonique 

durant 15 min et sont ensuite centrifugés 15 min. Les culots sont séchés et la radioactivité 

incorporée est mesurée sans ajout de liquide de scintillation (effet Cerenkov). Les culots sont 

resuspendus à raison de 2000 cpm/µ1 dans de la formamide contenant 20 mM EDTA, pH 

8,0). Les échantillons sont chauffés 3 minutes à 90°C et 6000 cpm/réaction sont déposés sur 

un gel de séquençage 10% polyacrylamide, lX TBE, 4,6 M urée (Sequi-Gen, Bio Rad) en 

incluant 2 réactions de séquençage obtenues avec la trousse AutoRead (ALP express™ 

AutoRead™ Sequencing Kit, Amersham Biosciences) en utilisant l'amorce B-106 marquée à 

la section 1.11.1.1 et en utilisant la méthode d'appariement rapide avec de l' ADN double 

brin. L'électrophorèse est menée jusqu'à ce que le bleu de bromophénol (mis dans un puits 

sans réaction) soit à 10 cm au bas du gel. Le gel est ensuite, séché et exposé soit sur un écran 

phosphorescent et/ou sur un film Kodak Biomax MR (Amersham Biosciences, 871 5187). 

1.12 Construction d'un système rapporteur dans E. coli pour cloner un activateur de 

transcription du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. N106 

Les protocoles reliés à la biologie moléculaire avec les différentes souches d' E. coli tels la 

production de cellules compétentes, la ligation de fragments d'ADN, la transformation et 

l'extraction d'ADN plasmidique ont suivi les procédures standards selon Sambrook et 

Russell (2001 ). Les enzymes de restriction ont été utilisées selon les recommandations des 

fournisseurs (New England BioLabs et Amersham Biosciences). Les extractions d'ADN de 

gels d'agarose ont été faites en utilisant la trousse d'extraction Qiaex II (Qiagen) pour les 

fragments de tailles supérieures à 200 pb et la trousse d'extraction QIAquick (Qiagen) pour 

les fragments de tailles inférieures à 200 pb. 
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1.12.1 Clonage de la séquence régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. 

Nl06 dans le vecteur pCR2.1 

Les amorces IRl-106 et IR2-106 (tableau 3) ont été utilisées pour amplifier la région 

régulatrice du gène de la chitosanase (référée à BE pour Binding Element dans 

l'identification des plasmides) dans les conditions suivantes: 1,5 µg d'ADN plasmidique 

(pCSN106-2, tableau 2), 10 µ1 de tampon lOX (Taq DNA polymerase buffer, Amersham 

Biosciences), 0,2 mM de dNTP, 80 pmol de chaque oligonucléotide, 5 U de l' ADN 

polymérase Taq et le volume est ajusté à 100 µ1 avec de l'eau. Le mélange réactionnel est 

soumis à la programmation suivante: 1- 94 °C, 4 min; 2- 94 °C, 30 sec ; 3- 60 °C, 45 sec ; 

4- 72 °C, 60 sec (étapes 2 à 4 sont répétées 30 fois) ; 5- 72 °C, 10 min. L'échantillon est 

soumis à une électrophorèse dans un gel d'agarose 2% dans dans un tampon TAE et le 

fragment de 102 pb est purifié par extraction du gel. L' ADN purifié est quantifié en 

prélevant 1 µ1 et en le plaçant sur pétri d'agarose 1 % contenant 0,5 µg/ml de bromure 

d'éthidium par comparaison de l'intensité de fluorescence avec des standards. L' ADN 

purifié est soumis à une ligation avec le vecteur pCR2.1 (trousse TA cloning, Invitrogen life 

technologies) suivie d'une transformation dans la souche compétente JM109 (recAl supE44 

endAl hsdRl 7 gyrA96 re!Al thi !J. (lac-proAB) F' [traD36 proAB+ lac~ lacZ /J.Ml5]). La 

présence de l'insert est vérifiée par digestions enzymatiques des ADNs plasmidiques avec 

HindI.II et .xbal et l'orientation est déterminée par digestion avec Narl. Ce clonage a produit 

les plasmides pCR2.1BE106-sens et pCR2.1BE106-antisens (tableau 2). 

1.12.2 Clonage de la région régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. 

Nl 06 en amont du gène de résistance au chloramphénicol 

La région régulatrice du gène de la chitosanase présente dans le vecteur pCR2.1BE106-

antisens est isolée du vecteur par digestion avec les enzymes Xhol et HindIII. Le fragment 
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de 199 pb est purifié par extraction sur gel d'agarose et ligué avec le vecteur pKK232-8 

(Brosius et Lupski, 1987, tableau 2) préalablement digéré avec les enzymes SalI et HindIII et 

purifié par électrophorèse sur gel d'agarose et extraction. Le produit de ligation est 

transformé dans les cellules compétentes JM109 et la présence de l'insert est confirmée par 

deux digestions doubles avec les enzymes BstHI-NdeI et Narl-Ncol. Cette construction a 

produit le vecteur pKKBE106 (tableau 2). 

1.12.3 Clonage du système rapporteur dans le vecteur à faible nombre de copies pOK12 

Le fragment contenant la région régulatrice du gène de la chitosanase avec le gène de 

résistance au chloramphénicol (Cmr) est isolé du vecteur pKKBE106 par digestion avec les 

enzymes Ndel et BspHI. Le fragment de 3169 pb est purifié par une électrophorèse dans un 

gel d'agarose et par extraction et est ligué avec le vecteur pOK12 (Vierira, 1991, tableau 2) 

qui est préalablement digéré avec les enzymes Ndel et Ncol et purifié par électrophorèse dans 

un gel d'agarose et par extraction. Le produit de ligation est transformé dans les cellules 

compétentes JM109 et la présence de l'insert est confirmée par digestions avec les enzymes 

.xhol-Xbal où avec BamHI. Cette construction a produit le vecteur pOKKKBE106 

(tableau 2). Des cellules compétentes E. coli comportant l' ADN pOKKKBE106 sont faites 

afin d'y transformer la banque génomique de Nocardioides sp. N106 (section 1.12.5). 

1.12.4 Détermination du taux de résistance envers le chloramphénicol de la souche 

E. coli portant l' ADN plasmidique pOKKKBE106 

Deux cultures de 25 ml de LB (10 g/1 tryptone, 5 g/1 yeast extract, 10 g/1 NaCl) sont 

inoculées, respectivement, avec la souche portant le plasmide pOKKKBE106 (50 µg/ml 

kanamycine) et une souche témoin portant le plasmide pKK232-8 (100 µg/ml d'ampicilline). 
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Ces cultures sont incubées toute la nuit avec agitation à 37°C. Les cultures sont rajeunies 

dans 25 ml de LB par une dilution 1/50 et incubées avec agitation à 37°C afin d'atteindre une 

densité optique (D.O.) à 550 nm de 0,6. La culture la plus dense est diluée afin d'obtenir 

exactement la même D.O. que l'autre culture. Une série de dilutions de 10·1 à 10·6 est 

effectuée avec les cultures et 5 µl des dilutions sont déposés sur différents pétris LBA ( avec 

leur antibiotique de sélection respectif) comportant des concentrations variables de 

choloramphénicol (0 µg/ml, 1 0µg/ml, 20 µg/ml, 30 µg/ml, 50 µg/ml). Les pétris sont 

incubés toute la nuit à 3 7°C. La concentration minimale de chloramphénicol qui provoque 

une inhibition totale de croissance représentera celle qui sera ajoutée lors de la sélection de la 

banque génomique de Nl 06 (section 1.12.5). 

1.12.5 Essai de construction d'une banque génomique de Nocardioides sp. N106 dans 

E. coli 

L' ADN génomique de Nocardioides sp. Nl 06 est extrait par la méthode Kirby selon le 

protocole suggéré par Kieser et al. (2000). Une quantité de 25 µg d'ADN est digérée de 

façon partielle avec 0,5 U de NlaIII. Les fragments de 7000 pb à 12 000 pb sont purifiés 

suite à une électrophorèse sur gel 0,8% agarose dans un tampon TAE en utilisant la trousse 

d'extraction QIAquick (Qiagen). Les fragments purifiés sont ligués toute la nuit à 16°C avec 

le vecteur pUC19 (Sambrook et Russell, 2001) préalablement digéré avec Sphl et 

déphosphorylé 30 min à 37°C avec 0,1 unités de phosphatase alkaline (Amersham 

Biosciences 27-0620-01). La phosphatase alkaline est inactivée par l'ajout de 5 µl d'EDTA 

0,5 M et en chauffant 15 min à 75°C. L' ADN est purifié par électrophorèse sur gel 0,8% 

agarose dans un tampon T AE et suivis d'une extraction sur gel. Le produit de ligation est 

transformé dans les cellules compétentes portant le plasmide pOKKKBE106. Les 

transformants sont étalés sur des pétris LB contenant 100 µg/ml d' ampicilline et 50 µg/ml de 

kanamycine pour ensuite les incuber toute la nuit à 3 7°C (le chloramphénicol n'est pas 

encore ajouté afin de pouvoir déterminer la quantité de clones obtenus). On vise l'obtention 
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d'une banque comportant environ 10 000 clones. Les colonies sont ensuite récoltées dans un 

petit volume de LB pour être ensuite étalées sur les pétris LBA contenant 100 µg/ml 

d'ampicilline, 50 µg/ml de kanamycine, 15 µg/ml de chloramphénicol (établis 

expérimentalement à la section 1.12.4) et de l'IPTG (40 µ1/pétri d'une solution de 100 mM 

stérilisée par filtration). 
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CHAPITRE2 

RÉSULTATS 

2.1 Essais d'induction d'une chitosanase chez Streptomyces coelicolor 

Plusieurs variantes du milieu de culture MG base ont été essayées afin d'induire une 

chitosanase chez S. coelicolor (tableau 1, chapitre 1 ). Le chitosane était broyé afin de 

favoriser le contact des particules de chitosane avec les cellules bactériennes. Les mesures 

de l'activité de la chitosanase étaient prises à tous les jours pour une durée totale de 5 jours. 

Afin de favoriser l'utilisation éventuelle du chitosane par S. coelicolor, la concentration du 

maltose qui était de 50 mg/ml a été réduite à 10 mg/ml, à 1 mg/ml et à 0 mg/ml. La 

réduction des sucres a seulement causé un ralentissement de la croissance bactérienne, 

suggérant que S. coelicolor n'utilisait pas le chitosane pour sa croissance. Le glutamate de 

sodium (source d'azote du milieu MG base) a aussi été enlevé afin de favoriser l'utilisation 

du chitosane comme source d'azote et de carbone. Différents additifs comme le mannitol, le 

sorbitol, le malt extract et l'amidon ont été essayés afin de favoriser le changement de 

métabolisme de S. coelicolor vers l'utilisation du chitosane. Certains sucres comme le 

sorbitol ne provoquent pas de répression catabolique (Lopez, 1977) qui pourrait empêcher 

l'expression de chitosanase. Le chitosane a été substitué par de la glucosamine, qui a la 

capacité d'induire la chitosanase de la souche N106 (résultats non publiés). Aucun milieu 

n'a permis de détecter la moindre activité d'une chitosanase chez S. coelicolor. Ce modèle a 

donc été abandonné afin de reprendre celui de Nocardioides sp. Nl06 qui exprime fortement 

une chitosanase. 
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2.2 Progression de l'activité de la chitosanase chez Nocardioides sp. Nl06 dans le milieu 

d'induction 

La figure 1 montre la progression de l'expression de la chitosanase dans le milieu d'induction 

qui est composé d'un hydrolysat de chitosane de poids moléculaire moyen de 2000 g/mol. 

Après l'ajout de la biomasse bactérienne de Nocardioides sp. Nl06 dans le milieu 

d'induction, l'activité de la chitosanase est détectée de façon significative dès la deuxième 

heure, et son augmentation se poursuit jusqu'à la sixième heure pour ensuite se stabiliser. Le 

temps d'incubation pour atteindre le maximum d'activité peut varier comme le montre l'essai 

de la figure 2, où dans ce cas, le maximum d'activité était atteint autour de 10 heures 

d'incubation. Cette même figure montre que l'activité de la chitosanase dans le milieu 

d'induction persiste durant plusieurs heures, même après 20 heures d'incubation (figure 2). 

Il semble y avoir une baisse significative de l'activité après 20 heures d'incubation. La 

valeur maximale d'activité atteinte dans le milieu d'induction est similaire avec celle atteinte 

avec le premier milieu développé qui était à base de chitosane de haut poids moléculaire 

(Pink et al., 1991). Par contre, le temps d'incubation est plus long dans le milieu à base de 

chitosane de haut poids moléculaires (30 heures). De plus, le chitosane hydrolysé est soluble 

dans le milieu et permet donc d'éviter une étape de séparation entre le chitosane et le 

mycélium bactérien au moment de la récupération de la biomasse bactérienne pour études 

ultérieures. 
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Figure 1. Progression de l'activité de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 dans le 
milieu d'induction durant 10 heures d'incubation. 
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été mesurée dans le 
surnageant de culture, à 
différents temps d'incubation 
dans le milieu d'induction 
(2h, 6h, lüh, 14h, 18h, 20h). 
Des prélèvements de cellules 
pour l'extraction des 
protéines cytoplasmiques ont 
été faits en parallèle pour être 
testés par la méthode de gels 
à retardement (voir figure 4). 

Figure 2. Progression de l'activité de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 dans le 
milieu d'induction durant 20 heures d'incubation. 
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2.3 Détection par gels à retardement de protéines qui se lient à la région régulatrice du 

gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 

Deux séries d'extraits protéiques cytoplasmiques ont été faits à partir des mêmes cultures et 

des mêmes temps d'incubation utilisés lors des mesures de l'activité de la chitosanase des 

figures 1 et 2. Les extraits ont été examinés par la méthode de gels à retardement afin de 

détecter la présence de protéines qui s'attachent à la séquence régulatrice du gène de la 

chitosanase de Nocardioides sp. Nl06. Le gel à retardement de la figure 3 montre la 

présence de deux complexes qui migrent à des distances différentes dans le gel (pointés par 

des flèches). Le complexe qui migre le plus lentement (complexe lent) est présent dans 

l'extrait provenant de la préculture en TSB et diminue à la deuxième heure (durant 

l'augmentation de l'activité de la chitosanase, figure 1) pour ensuite augmenter légèrement à 

nouveau à partir de la 6e heure (figure 3). La réapparition de ce complexe coïncide avec la 

fin de l'augmentation de l'activité de la chitosanase (figure 1). Les extraits de la figure 4 ont 

été préparés sur une période de 20 heures et montrent que la protéine du complexe lent est 

fortement exprimée à partir de la 1 ge heure. À ces mêmes heures, on peut noter une baisse de 

l'activité de la chitosanase (figure 2). Il est donc possible d'émettre l'hypothèse que ce 

complexe implique un répresseur. La meilleur analyse pour appuyer cette hypothèse est la 

détection même de l 'ARNm de la chitosanase car il est possible que la baisse de l'activité de 

la chitosanase observée soit causée par l'instabilité de la protéine avec le temps dans le 

milieu de culture. Un échantillon d' ARN extrait après 20h d'incubation a été testé et ne 

montrait pas la présence d' ARNm de chitosanase ( section 2.4). 

Le complexe qui migre plus rapidement (complexe rapide) apparaît à partir de la 4e heure 

(durant l'augmentation de l'activité de la chitosanase, figure 1) et persiste au moins jusqu'à 

la lüe heure (figure J). Il est donc possible que ce complexe implique un activateur de 

transcription. 
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Complexe lent ______. 

Complexe rapide _. ; 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Puits 1. Extrait brut Oh; 
Puits 2. Extrait brut lh; 
Puits 3. Extrait brut 2h ; 
Puits 4. Extrait brut 4h; 
Puits 5. Extrait brut 6h; 
Puits 6. Extrait brut 8h; 
Puits 7. Extrait brut 1 Oh ; 
Puits 8. Sonde seule 

Figure 3. Détection par gel à retardement de protéines qui se lient à la reg1on 
régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. N106 durant 10h d'incubation 
dans le milieu d'induction (gel effectué sans ADNs compétiteurs). 

1 2 3 

Complexe lent _. 

4 5 6 7 8 

Puits 1. Extrait brut Oh 
Puits 2. Extrait brut 2h 
Puits 3. Extrait brut 6h 
Puits 4. Extrait brut 1 Oh ; 
Puits 5. Extrait brut 14h ; 
Puits 6. Extrait brut 18h ; 
Puits 7. Extrait brut 2Oh ; 
Puits 8. Sonde seule 

Figure 4. Détection par gel à retardement d'une protéine qui se lie à la reg1on 
régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 durant 20h d'incubation 
dans le milieu d'induction (Chaque puits contient de l' ADN compétiteur spécifique au 
complexe rapide). 
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Plusieurs essais de réactions pour le gel à retardement ont été effectués afin de déterminer les 

meilleures conditions expérimentales et de vérifier la spécificité des retardements observés. 

Les paramètres vérifiés sont la concentration de KCl (50 mM et 150 mM) dans la réaction 

d'attachement des protéines sur l' ADN, le pH du tampon pour l'attachement (7,5, 7,9, 8,5), 

la quantité de protéines (4,5 µg et 6,0 µg), le temps d'incubation pour l'attachement (15 min 

et 30 min) et la température d'incubation pour l'attachement (20°C et 30°C). Le seul 

paramètre qui donne des différences dans les retardements observés est la concentration de 

KCI. En effet, à 50 mM de KCl, il n'est pas possible d'observer le complexe lent, il apparaît 

seulement à une concentration de 150 mM (figure 5). Le complexe rapide n'est pas affecté 

par l'une ou l'autre des concentrations utilisées. De plus, l'ajout d'ATP 10 mM n'affecte 

aucun des complexes. Donc les conditions d'attachement pour effectuer un gel à retardement 

sont une concentration de 150 mM dans un tampon d'attachement de pH 7,9, une quantité de 

4,5 µg de protéines et le tout est incubé 15 min à la température de la pièce. La spécificité 

des complexes a été vérifiée par l'ajout de 400 ng de poly-dldC, qui représente un excès de 

400 fois par rapport à la quantité de sonde radioactive. Cette quantité n'affecte pas les 

retardements tandis que 100 ng d'ADN spécifique fait disparaître les complexes. L'ajout de 

chitosane dans des réactions d'attachement sans protéines ne provoque pas l'apparition de 

retardement, donc les retardements observés impliquent bien des protéines. 

1 2 

Puits 1. Attachement du 
complexe lent avec 150 
mM de KCl ; Puits 2. 
Attachement du complexe 
lent avec 50 mM KCl 

Figure 5. Essais d'attachement du complexe lent lors d'un gel à retardement avec 150 
mM KCl et 50 mM KCl. 
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2.4 Détermination du site d'initiation de la transcription du gène de la chitosanase de 

Nocardioides sp. N106 

L' ARN total a été extrait à partir de cultures de Nocardioides sp. Nl 06 incubées dans le 

milieu d'induction durant 10 et 20 heures. Ces extraits ont donc été obtenus aux temps où 

l'on observe les différentes protéines qui s'attachent à la région régulatrice du gène de la 

chitosanase de N106. Après avoir effectué une élongation d'amorce sur les extraits d' ARN, 

l' ARNm de la chitosanase a été détecté dans la culture incubée pendant 10 heures mais pas 

dans la culture incubée pendant 20 heures (figure 6, puits 5 et 6). Ceci apporte un autre 

argument suggérant que le complexe rapide observé à 10 heures d'incubation est un 

activateur et que le complexe lent observé à 20 heures est un répresseur. Afin de renforcer 

les hypothèses émises concernant le comportement des deux protéines régulatrices, il aurait 

été pertinent d'effectuer l'analyses d'échantillons d' ARN extraits à des temps plus serrés 

d'incubation entre 0 et 20h. Cependant, la dégradation rapide de l' ARN rend difficile 

l'obtention d'échantillons d' ARN de qualité pour l'analyse. 

La réaction de séquençage faite en parallèle permet de déterminer le site d'initiation de la 

transcription du gène de la chitosanase. Il est situé à la 5e base (adénine) de la séquence 

répétée/inversée (figure 7). Il est donc possible à partir de ce résultat de déterminer les 

séquences promotrices -35 et -10 (TTGCGC et TTCAAT). Ces séquences avaient déjà été 

proposées lors de l'analyse de la séquence régulatrice (Masson et al., 1995) par l'observation 

de certaines similitudes avec les séquences consensus de E. coli (TTGACA et IATAAT). 
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Puits 1 à 4 : Séquençage A 
CGT; Puits 5. Élongation 
d'amorce sur un échantillon 
d' ARN extrait à 10h 
d'incubation dans le milieu 
d'induction Puits 6. 
Élongation d'amorce sur un 
échantillon d' ARN extrait à 
20h d'incubation dans le 
milieu d'induction. 

Figure 6. Élongation d'amorce sur le gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 
afin de déterminer le site d'initiation de la transcription. 

-35 -10 r 
tggcgccagggccttgcgcggtggtggggtgaagcttcaatctagttaggaaactttcctaactctcctcatgggtccggagaccccggaccacatgccccc 

• • 
Figure 7. Site d'initiation de la transcription du gène de la chitosanase chez 
Nocardioides sp. Nl06. La technique de l'élongation d'amorce a permis de déterminer le 
site d'initiation de la transcription (flèche pleine), qui est situé dans la séquence 
répétée/inversée ( double flèches). Les séquences promotrices -3 5 et -10 (soulignées) ont 
donc aussi été déterminées 
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2.5 Détermination des régions d'attachement des protéines des complexes lent et 

rapide sur la région régulatrice du gène de la chitosanase chez Nocardioides sp. 

Nl06 par des compétitions lors d'un gel à retardement 

Des compétitions lors d'un gel à retardement avec de petits fragments d'ADN recouvrant 

différentes portions de la région régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. 

N106 ont permis la localisation à faible résolution des sites d'attachement des deux protéines. 

La figure 8 montre les régions que recouvrent les différents fragments compétiteurs utilisés 

et les oligonucléodites utilisés pour créer ces fragments sont décris au tableau 3 (IRl-106, 

IR2-106, SBl-106, SB2-106, A2-106, A3-106, A4-106, B2-106 et B3-106). Lorsqu'ils sont 

ajoutés lors du test d'interaction qui précède l'analyse par gel à retardement, ils sont en 

compétition avec la sonde radioactive qui contient les deux sites d'attachement. S'ils sont en 

excès par rapport à la sonde, les protéines vont donc s'attacher aux fragments froids et non à 

la sonde chaude. Il va donc y avoir disparition du signal par comparaison à un retardement 

sans compétiteurs. 

Deux séries de compétitions ont été effectuées. Dans un premier cas, l'extrait provient d'une 

culture induite durant 10 heures où l'on observe le complexe rapide (puits 1 à 6, figure 9). 

La seconde série implique l'extrait d'une culture induite durant 20 heures où l'on observe le 

complexe lent (puits 7 à 12, figure 9). Les puits 1 et 7 ne contiennent pas de compétiteurs. 

Les deux complexes disparaissent lorsque que le fragment complet froid est ajouté (IRl-

106/IR2-106, puits 2 et 8), ce qui témoigne de l'efficacité de la compétition. Le faible signal 

du complexe lent observé au puits 8 est probablement causé par une quantité insuffisante de 

compétiteurs. Le complexe rapide disparaît et le lent n'est pas affecté lorsque les fragments 

contenant la séquence répétée/inversée sont ajoutés (puits 3, 4, 9 et 10). L'inverse est 

observé avec les fragments contenant la région en amont de la séquence répétée/inversée. Ils 
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n'affectent pas le complexe rapide mais provoquent la disparition du complexe lent (puits 5, 

6, 11 et 12). À partir de ces résultats, il est possible d'affirmer que la protéine du complexe 

tggcgccagggccttgcgcggtggtgggcgtgaacgcttcaatctagttaggaaactttcctaactctcctcatgggtccggagaccccggaccacatgccccc 

IRI-106/IR2-106 • • 
SBI-SB2 

A4-106/IR2-106 

A3-l 06/IR2-106 

A2-106/IR2-106 

B2-106/B-106 

B3-106/B-106 

Figure 8. Séquence de recouvrement des ADNs compétiteurs. Ces fragments d'ADN ont 
été utilisés pour déterminer la localisation (à faible résolution) des sites d'attachement sur 
l' ADN des protéines qui lient la région régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides 
sp. N106. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Complexe lent _. 

Complexe rapide _. 

Figure 9. Compétition lors d'un gel à retardement avec des fragments d'ADN 
recouvrant différentes portions de la région régulatrice du gène de la chitosanase de 
Nocardioides sp. N106. 

Puits 1. Extrait brut 10h ; Puits 2. Extrait brut 10h avec le fragment IR1-106/IR2-106 ; 
Puits 3. Extrait brut 10h avec le fragment A4-106/IR2-106 ; Puits 4. Extrait brut 10h avec 
le fragment SB 1-SB2 ; Puits 5. Extrait brut 1 Oh avec le fragment B2-106/B-106 ; Puits 6. 
Extrait brut 1 Oh avec le fragment B3-106/B-106 ; Puits 7. Extrait brut 20h ; Puits 8. Extrait 
brut 20h avec le fragment IR1-106/IR2-106 ; Puits 9. Extrait brut 20h avec le fragment A4-
106/IR2-106; Puits 10. Extrait brut 20h avec le fragments SB1-SB2 ; Puits 11. Extrait brut 
20h avec le fragment B2-106/B-106 ; Puits 12. Extrait brut 20h avec le fragment B3- l 06/B-
106; Puits 13. Témoin sans protéine. 
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rapide s'attache à la séquence répétée/inversée et que la protéine du complexe lent s'attache à 

une séquence située en amont du site d'initiation à la transcription. On peut observer la 

présence des deux complexes dans chacun des deux extraits utilisés lors des compétitions 

(10h et 20h). Lorsqu'un complexe est affecté par une compétition, l'autre apparaît car il 

n'est pas affecté par le compétiteur ajouté (puits 3 à 6 et 9 à 12). L'extrait de 20 heures a été 

choisi pour les tests de compétition par la grande quantité du complexe lent qu'il renferme 

par rapport à l'extrait de 1 Oh. 

D'autres séries de compétitions lors d'un gel à retardement ont permis de préciser la région 

d'attachement de la protéine du complexe lent. Les fragment IR1-106/IR2-106 et A2-

106/IR2-106 provoquent la disparition du complexe lent (figure 10, puits 2 et 3 ). Donc ces 

fragments permettent l'attachement de la protéine. Par contre, les fragment A3-106/IR2-106 

et A4-106/IR2-106 ne provoquent pas la disparition du complexe lent (figure 10, puits 4 et 

5). Ces fragments ne contiennent pas la séquence nécessaire à l'attachement de la protéine. 

Tous les fragments utilisés dans cette expérience entrent en compétition avec le complexe 

rapide car ils contiennent tous la séquence répétée/inversée (figure 10 puits 7 à 10). 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figure 10. Compétitions lors d'un gel à retardement afin de prec1ser la reg1on 
d'attachement de la protéine du complexe lent sur la région régulatrice du gène de la 
chitosanase de Nocardioides sp. N106. 

Puits 1. Extrait brut 20h ; Puits 2. Extrait brut avec fragment IRl-106/IR2-106. Puits 3. 
Extrait brut avec fragment A2-106/IR2106 ; Puits 4. Extrait brut avec fragment 
A3-106/IR2106 ; Puits 5. Extrait brut avec fragment A4-106/IR2106 ; Puits 6. Extrait brut 
10 h ; Puits 7. Extrait brut 10h avec fragment IR1-106/IR2-106 ; Puits 8. Extrait brut 10h 
avec fragment A2-106/IR2106 ; Puits 9. Extrait brut 10h avec fragment A3-106/IR2106 ; 
Puits 10. Extrait brut 10h avec fragment A4-106/IR2106 
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2.6 Empreinte à la DNase I des protéines des complexes rapide et lent sur la région 

régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. N106 

L'empreinte à la DNase de la protéine du complexe lent n'a pas encore été obtenue. Les 

patrons de digestions ne montraient pas de protection avec l'utilisation d'extraits protéiques 

partiellement purifiés. Le tampon utilisé pour l'attachement pourrait être optimisé en 

augmentant la concentration de KCl afin d'obtenir une concentration de 150 mM lors de 

l'attachement (présentement 50 mM). Lors de gel à retardement, il a été démontré que la 

protéine du complexe lent s'attache à l' ADN de façon optimale à 150 mM (figure 5). De 

plus, la quantité de DNase ajoutée pourrait être supérieure à 2 ng car avec cette quantité 

l' ADN n'était pas suffisamment digéré. 

Il est à noter qu'une empreinte à la DNase I de la protéine du complexe rapide a été obtenu 

par Jean-Yves Masson en 1995 (annexe 1, communication personnelle écrite). L'extrait 

cellulaire brut utilisé provenait d'une culture induite dans un milieu minimal à base de 

glucosamine (Boucher et al., 1995). L'expérience démontre clairement une protection sur la 

région contenant la séquence répétée/inversée. Il est fort probable que la protection observée 

provient de la même protéine que celle du complexe rapide obtenue avec le milieu 

d'induction à base de chitosane hydrolysé. 
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2.7 Purification de la protéine du complexe lent de Nocardioides sp. N106 

Les extraits cellulaires bruts de départ proviennent d'une culture induite durant 20 heures 

dans le milieu d'induction où on retrouve en grande quantité la protéine du complexe lent. 

La première étape consiste à faire une purification au sulfate d'ammonium entre 25% et 50% 

de saturation. Bien que le taux de purification soit faible (puits 3, figure 11 ), cette étape 

permet d'obtenir l'échantillon protéique dans le tampon approprié pour la chromatographie 

sur hydroxyapatite (tampon phosphate lmM, pH 6,8). Le lavage de la résine avec le tampon 

phosphate de 145 mM permet de décrocher une grande quantité de protéines indésirables soit 

près de 90%. Les fractions contenant les protéines éluées de la colonne d'hydroxyapatite 

avec le tampon phosphate 270 mM, sont traitées avec les billes magnétiques. Les billes 

magnétiques sont liées à la séquence d'attachement de la protéine du complexe lent à l' ADN. 

Comme le montre la figure 12, cette étape est très spécifique. On observe bien la disparition 

du complexe lent après le traitement avec les billes. Il est donc permis de croire que la bande 

principale obtenue sur gel SDS-PAGE (puits 5, figure 11), dont le poids moléculaire est 

estimé à 65,6 kDa, correspond au régulateur transcriptionnel que nous voulions purifier. Sur 

le gel SDS-PAGE, on peut cependant remarquer la présence d'autres bandes très faibles . Il 

est possible qu'un lavage préalable des billes avec une concentration plus élevée de poly-

dldC puisse permettre de décrocher une quantité plus grande de ces protéines qui s'attachent 

de façon non spécifique à l 'ADN des billes. 
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97,4 kDa 

66,2 kDa 

45,0 kDa 

31,0 kDa 

21,5 kDa 

1 2 3 4 5 

65,6 KDa 

Puits 1. Marqueur de poids 
moléculaires Puits 2. 
Extrait brut 20h (10 µg) ; 
Puits 3. Échantillon après 
une précipitation au sulfate 
d'ammonium 25-50% (10 
µg) ; Puits 4. Échantillon 
après le passage dans une 
colonne d'hydroxyapatite ( 4 
µg) ; Puits 5. Échantillon 
après élution des billes 

Figure 11. Purification de la protéine du complexe lent de Nocardioides sp. N106. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Puits 1, 3, 5, 7, 9. 
Fractions éluées de 
l 'hydroxyapatite; 
Puits 2, 4, 6, 8, 10. 
Fractions éluées de 
l 'hydroxyapatite et 
traitées avec les 
billes magnétiques. 

Figure 12. Absorption de la protéine du complexe lent sur les billes magnétiques. 
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2.8 Compétitions lors d'un gel à retardement des complexes lent et rapide avec 

différentes régions régulatrices : CAB61194 et CAB71832 de S. coelicolor et celle 

du gène de la chitosanase de Streptomyces sp. Nl 7 4 

La séquence répétée/inversée présente dans la région régulatrice du gène de la chitosanase de 

Nocardioides sp. N106 est aussi présente dans la région régulatrice du gène de la chitosanase 

de Streptomyces sp. Nl 74, dans la région régulatrice d'un gène codant pour une chitosanase 

hypothétique chez Streptomyces coelicolor (CAB61194) et dans la région régulatrice d'un 

autre gène codant pour une protéine régulatrice hypothétique de Streptomyces coelicolor 

(CAB71832). Les régions régulatrices de ces gènes ont été amplifiées par PCR et ajoutées 

aux mélanges réactionnels lors d'un gel à retardement. La figure 13 montre clairement que 

tous les ADNs ajoutés entrent en compétition avec la sonde radioactive dans les extraits où la 

protéine du complexe rapide est présente. Cependant aucun ADN n'entre en compétition 

avec la sonde dans les extraits où la protéine du complexe lent est présente. Il est donc 

possible que la protéine du complexe rapide qui cible la séquence répétée/inversée soit aussi 

présente chez Streptomyces sp. Nl 74 et Streptomyces coelicolor. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Figure 13. Compétitions lors d'un gel à retardement sur les complexes lent et rapide 
avec différentes régions régulatrices : CAB61194 et CAB71832 de Streptomyces 
coelicolor et celle du gène de la chitosanase de Streptomyces sp. Nl 7 4. 

Puits 1. Extrait brut 1 Oh d'incubation ; Puits 2. Extrait brut 1 Oh d'incubation avec 
amplification IRl-106/IR2-106 ; Puits 3. Extrait brut 1 Oh d'incubation avec amplification 
SDE Nl 74-1/ SDE Nl 74-2; Puits 4. Extrait brut 10h d'incubation avec amplification SDE 
CNSCOP-1/ SDE CNSCOP-2 ; Puits 5. Extrait brut 10h d'incubation avec amplification 
SDE ROKCOE-1/ SDE ROKCOE-2 ; Puits 6. Extrait brut 20h d'incubation ; Puits 7. 
Extrait brut 20h d'incubation avec amplification IRl-106/IR2-106 ; Puits 8. Extrait brut 20h 
d'incubation avec amplification SDE Nl 74-1/ SDE Nl 74-2 ; Puits 9. Extrait brut 20h 
d'incubation avec amplification SDE CNSCOP-1/ SDE CNSCOP-2; Puits 10. Extrait brut 
20h d'incubation avec amplification SDE ROKCOE-1/ SDE ROKCOE-2 ; Puits 11. 
Témoin sans protéine. 
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2.9 Construction d'un système de gène rapporteur chez E. coti de l'activateur de 

transcription de la chitosanase de Nocardioides sp. N106 

Afin de cibler directement le gène de l'activateur potentiel du gène de la chitosanase chez 

Nocardioides sp. Nl 06, un système de gène rapporteur a été construit dans E. coli. La région 

régulatrice du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 a été clonée devant le gène 

rapporteur de résistance au chloramphénicol (figure 14). La construction du système a 

demandé plusieurs sous-clonages mais les difficultés ont été rencontrées lors de la 

construction de la banque génomique de N106. La banque n'a pas été obtenue et par 

conséquent, il n'a pas été possible de cribler un clone possédant le gène de l'activateur de 

transcription du gène de la chitosanase de Nl 06. Le criblage était basé sur le principe que 

l'activateur du gène de la chitosanase qui serait présent dans un clone de la banque 

génomique viendrait provoquer la transcription du gène de résistance au chloramphénicol par 

l'entremise de la région régulatrice du gène de la chitosanase et conférer à la souche hôte une 

résistance au chloramphénicol (figure 15). Le test de toxicité de la souche de E. coli 

comportant le système de gène rapporteur a révélé que cette souche est très faiblement 

résistante et donc la présence de l'activateur pourrait permettre une plus grande résistance de 

la souche hôte. Une quantité de 15 µg/ml de chloramphénicol pourrait être ajoutée lors du 

criblage de l'activateur. 
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Gène résistance 
chloramphénicol 

pOK12 

199 pb "----------------- _______________ __,/ 

3169 pb 

Figure 14. Carte de restriction de la cassette d'expression du système de gène 

rapporteur dans pOKKKBE106. 

L'activateur provoque l'expression du gène de 
résistance au chloramphénicol par l'entremise de 
son site d'attachement à l' ADN dans le BE et 
confère une résistance à la souche hôte 

pOKKKBE106 

Gène de résistance 
au chloramphénicol 

E. coti 

Vecteur de la banque 
génomique qui contient 
le gène de l'activateur 

Figure 15. Principe du criblage phénotypique du gène de l'activateur du gène de la 

chitosanase de Nocardioides sp. N106 dans E. coli. 
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DISCUSSION 

L'élaboration d'un système d'expression de protéines nécessite des études préliminaires qui 

permettent l'obtention et l'optimisation des composantes. La production d'une protéine peut 

être influencée par le nombre de copies du gène, par l'efficacité de la transcription, par 

l'efficacité de la traduction, par les peptides signaux utilisés et par le système de sécrétion de 

la souche hôte. Dans les systèmes développés chez les actinomycètes, peu sont basés sur 

l'induction. Tremblay et al. (2002) rapportent l'utilisation d'un système d'expression 

inductible par le xylose. Le vecteur développé résulte de nombreux travaux qui ont permis 

de cibler les meilleures composantes pour l'élaboration de ce système d'expression puissant. 

Il inclut, en autres, le promoteur inductible de la xylanase A, le peptide signal de la cellulase 

A et deux codons d'initiation à la traduction précédés d'une séquence Shine-Dalgarno. Un 

système inductible permet d'exprimer la protéine au moment désiré et est donc avantageux 

pour des gènes dont le produit est toxique pour la cellule. 

Les composantes de base nécessaires à la construction d'un système d'induction sont un 

régulateur de transcription, le site d'attachement du régulateur sur l' ADN et un inducteur qui 

provoque soit le détachement (répresseur) soit l'attachement (activateur) du régulateur. Ces 

éléments sont obtenus à partir de systèmes naturels qui ont fait l'objet de différentes études. 

Les travaux présentés dans ce mémoire rapportent l'étude du système de régulation du gène 

de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06 dans le but d'obtenir les composantes de base à 

la construction d'un système d'expression inductible par le chitosane. Les premiers 

arguments de base qui ont permis d'émettre l'hypothèse que la chitosanase de Nl06 était 

régulée, étaient la présence d'une séquence répétée/inversée de 20 pb 

(AGTTAGGAAACTTTCCTAACT) dans la région régulatrice du gène de la chitosanase et 

par l'observation que la chitosanase est exprimée seulement en présence de chitosane. Les 

objectifs premiers étaient de démontrer l'implication de protéines régulatrices dans le 
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système d'expression de la chitosanase et d'en étudier les caractéristiques comme le site 

d'initiation de la transcription et les régions d'attachement des protéines sur l' ADN et de 

proposer un modèle sur le mode de régulation du gène de la chitosanase. À partir de ces 

résultats, il sera possible d'élaborer des stratégies pour obtenir le gène d'un régulateur et de 

construire le système d'expression avec les bonnes composantes. 

Afin d'étudier la régulation du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. Nl06, un milieu 

d'induction a été développé. L'ancien milieu d'induction était à base de chitosane de haut 

poids moléculaire (Fink et al., 1991) et nécessitait, lors de la préparation d'extrait cellulaire, 

l'utilisation de percoll pour séparer le chitosane insoluble du mycélium bactérien. De plus, 

ce milieu induisait la chitosanase en 30 heures. L'objectif était d'obtenir un milieu 

d'induction à base de chitosane soluble qui permettrait d'induire rapidement la chitosanase. 

L'induction rapide permet d'appliquer au départ, une plus grande quantité de biomasse 

bactérienne, augmentant ainsi le rendement de protéines récoltées lors d'extraits cellulaires. 

C'est avantageux lors de la purification de protéines régulatrices car elles sont en petites 

quantités dans les cellules. Le milieu développé est à base de chitosane hydrolysé de poids 

moléculaire approximatif de 2000 g/mol et possède une faible quantité de malt extract, soit 

0,4 g/1, ce qui permet de détecter l'activité de la chitosanase dès la 2e heure, pour atteindre 

un maximum d'activité entre 8 à 10 heures. 

La molécule exacte qui induit l'expression du gène de la chitosanase n'est pas connue. Il est 

fort probable qu'il s'agisse d'un sous produit de dégradation du chitosane qui est assimilable 

par la cellule comme des dimères, trimères, tétramères ou pentamères de chitosane. Il est 

aussi possible que la cellule transforme un sous produit de dégradation en un dérivé qui vient 

ensuite induire l'expression du gène de la chitosanase. En connaissant l'inducteur précis, un 

milieu d'induction moins complexe pourrait être développé et pourrait être plus efficace pour 

l'induction du gène. Dans un contexte où l'on veut transférer un système de régulation dans 
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une souche hétérologue tel Streptomyces lividans, il faut s'assurer que l'inducteur est 

assimilable par la souche et qu'il puisse provoquer le détachement ou l'attachement du 

régulateur. Lors du clonage du gène de la chitosanase dans Streptomyces lividans, celle-ci 

était induite par la présence de chitosane (Masson et al., 1995), il est donc envisageable de 

penser que l'inducteur du gène de la chitosanase est assimilable par Streptomyces lividans. 

Afin de détecter la présence de protéines qui s'attachent à la région régulatrice du gène de la 

chitosanase de Nocardioides sp. Nl 06, des extraits protéiques cytoplasmiques ont été faits à 

différents temps d'incubation dans le milieu d'induction. L'activité de la chitosanase dans le 

surnageant de culture a été mesurée en parallèle. Par la technique de gels à retardement, il a 

été possible de détecter une variation d'expression de deux complexes durant 20 heures. Le 

premier complexe observé ( complexe lent) est présent dans le milieu TSB, diminue après 2 

heures d'incubation pour ensuite légèrement réapparaître après 4 heures d'incubation pour 

finalement apparaître fortement à 20 heures d'incubation. Lorsqu'on compare la présence de 

cette protéine avec l'activité de la chitosanase ( augmentation entre 2 et 10 heures et baisse 

autour de 20 heures), on peut émettre l'hypothèse que cette protéine est un répresseur. De 

plus, par élongation d'amorce, il n'a pas été possible de détecter d' ARNm de la chitosanase à 

20 heures d'incubation (au temps où le complexe est fortement détecté). Après de nombreux 

tests de compétitions lors de gel à retardement, il est possible d'affirmer que cette protéine 

s'attache à une région qui est en amont de la séquence répétée/inversée et il est possible 

qu'elle recouvre la région -35 du promoteur (bloquant ainsi l'attachement de la machinerie 

transcriptionnelle). La région d'attachement n'a pas pu encore être précisée par empreinte à 

la DNase. En effet, les conditions expérimentales utilisées n'ont pas permis d'observer de 

protection. Le tampon utilisé pour l'attachement avait une concentration de 50 mM de KCl 

et on sait que la protéine du complexe lent s'attache seulement à une concentration de 150 

mM de KCl ( déterminée lors de l'optimisation des conditions pour la technique de gels à 

retardement). D'autres essais seront effectués ultérieurement. 
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Le deuxième complexe observé ( complexe rapide) apparaît autour de 4 heures d'incubation 

et persiste au moins jusqu'à 10 heures. Des extraits protéiques cytoplasmiques effectués 

après 10 heures ont démontré que ce complexe peu persister jusqu'à 20 heures d'incubation 

(figure 9, puits 11 et 12). Comme la présence de ce complexe coïncide avec la montée de 

l'activité de la chitosanase, son comportement ressemble à celui d'un activateur. De plus, 

par élongation d'amorce, il a été possible de détecter l' ARNm de la chitosanase de N106 à 10 

heures d'incubation (où l'on observe le complexe rapide). Les tests de compétition, appuyés 

par l'empreinte à la DNase effectuée par Jean-Yves Masson (résultat non publié) ont permis 

de déterminer que la protéine du complexe rapide s'attache à la séquence répétée/inversée. 

Le milieu d'induction utilisé dans ce temps était différent (à base de glucosamine), mais il est 

fort probable qu'il s'agisse de la même protéine. Afin de s'en assurer, il serait possible de 

refaire un extrait protéique cytoplasmique à partir de cellules induites dans ce milieu 

d'induction et de faire un gel à retardement. La disparition du répresseur après deux heures 

d'incubation expliquerait l'augmentation de l'activité initiale de la chitosanase et l'apparition 

de l'activateur expliquerait l'augmentation rapide de l'activité. L'atteinte du plateau serait 

expliquée par la réapparition du répresseur qui vient contrer l'effet de l'activateur. La baisse 

de l'activité à 20 heures expliquerait une inhibition totale du gène de la chitosanase par la 

forte présence du répresseur. 

Le signal obtenu par élongation d'amorce sur un extrait d' ARN total de 10 heures 

d'incubation a permis de déterminer le site d'initiation de la transcription du gène de la 

chitosanase de Nl06 par comparaison avec une réaction de séquençage. Il est situé dans la 

séquence répétée/inversée et le transcrit inclut donc les deux codons d'initiation à la 

traduction qui sont en phase. Lors de l'analyse de la séquence de différents gènes codant 

pour des protéines sécrétées, il est possible dans certains cas de retrouver deux codons 

d'initiation comme dans le cas d'une mannanase (ManA), d'une cellulase (CelA,) et d'une 

estérase (Morosoli et Dupont, 1999). De plus, il a été démontré que ces codons d'initiation 
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multiples sont réellement utilisés lors de la traduction de la protéine, augmentant ainsi la 

production de la protéine (Morosoli et Dupont, 1999). 

Connaissant le site d'initiation de la transcription, il est possible d'identifier les séquences 

promotrices -35 et -10 (TTCAAT et TTGCGC). À partir de ces séquences, on peut 

distinguer des motifs communs la séquence consensus de E. coli (TATAAT et TTGACA). 

Par cette légère similitude, ces séquences promotrices avaient déjà été suggérées par 

l'analyse de la séquence du gène de la chitosanase (Masson et al., 1995). Cette séquence 

promotrice n'est pas, jusqu'à maintenant, retrouvée devant d'autres gènes. 

Selon le modèle suggéré pour la régulation du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. 

Nl06, l'activateur chevaucherait le site d'initiation à la transcription et le répresseur, en 

amont, chevaucherait la séquence promotrice -3 5. Ceci peut sembler étrange dans la mesure 

où l'activateur bloquerait le passage de la machinerie transcriptionelle. Le rôle d'un 

activateur est de recruter la machinerie transcriptionelle. Il est donc possible que dès 

l'arrivée de celle-ci, l'activateur se détache de l 'ADN. Avant de se concentrer sur le mode 

d'action de cet activateur potentiel, il faut confirmer sa nature par un essai de transcription in 

vitro. Un système impliquant deux protéines de régulation a été rapporté pour le gène de la 

cellulase de Streptomyces reticuli (Walter et Schrempf, 1996). Dans ce cas, l'activateur est 

en amont de la séquence promotrice -35 et le répresseur est en aval du site d'initiation à la 

transcription (l'inverse de notre modèle). Il n'est pas possible jusqu'à maintenant de 

retrouver dans la littérature un modèle semblable à celui suggéré dans le cas de la chitosanase 

de Nocardioides sp. Nl06. Cependant, on retrouve des cas comme la chitinase-63 de 

Streptomyces plicatus où le site d'attachement d'un répresseur couvre la région -35 du 

promoteur (Delic et al., 1992). Les répresseurs peuvent agir soit en empêchant l'attachement 

de la machinerie transcriptionelle au promoteur ou en empêchant l'initiation de la 

transcription au site+ 1 (Salah-Bey et Thompson, 1995). 
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En connaissant l'implication de deux protéines régulatrices dans le système, il est possible 

d'envisager la purification de l'une des protéines. Dans un premier lieu, c'est la protéine du 

complexe lent qui a été purifiée. Une protéine purifiée permet de faire des tests biochimiques 

comme l'empreinte à la DNase ainsi que de la transcription in vitro, mais permet aussi 

d'obtenir des séquences d'acides aminés en N-terminal par séquençage selon le principe 

d'Edman (Aebersold et al., 1987). Ces séquences d'acides aminés vont permettre l'obtention 

de séquences nucléotidiques (dégénérées) qui pourront servir d'amorces PCR pour amplifier 

une portion du gène du régulateur. Ce fragment amplifié pourra servir de sonde pour cribler 

dans une banque génomique de Nocardioides sp. Nl06 le gène entier du régulateur. 

Après avoir testé plusieurs techniques de purification, trois étapes ont été retenues afin 

d'enrichir suffisamment la protéine pour permettre le séquençage de la protéine. La première 

étape est la précipitation au sulfate d'ammonium pour ensuite faire une chromatographie sur 

une colonne d'hydroxyapatite. Les étapes de lavage (145 mM de tampon phosphate) et 

d'élution (270 mM tampon phosphate) ont dû être optimisées afin de permettre un bon taux 

de purification. L'absorption du régulateur sur des billes magnétiques où la séquence de 

liaison à l' ADN du régulateur est attachée par liens biotine/streptavidine permet d'enrichir 

considérablement l'échantillon d'une protéine que l'on présume être celle impliquée dans le 

complexe lent (figure 11). On peut noter que l'éluat contient encore plusieurs autres 

protéines mais après électrophorèse dans un long gel d'acrylamide, il devrait possible de bien 

séparer la protéine désirée des autres. Il serait probablement possible de se débarrasser des 

protéines contaminantes en ajoutant d'avantage de poly-dldC lors du lavage des billes. Le 

poly-dldC est un analogue d'ADN qui permet de décrocher les protéines non spécifiques qui 

se sont attachées à l 'ADN des billes. 

Le tableau 4 montre les différents essais de chromatographie qui ont été essayés afin de 

purifier le régulateur. Les résines échangeuses d'ions, quel que soit le pH, ne permettent pas 
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l'attachement complet du régulateur. Il ne s'attache pas à l'héparine et il n'est pas récupéré 

de la résine T-Butyl (interaction hydrophobe). L'hydroxyapatite est la seule résine qui 

permet l'attachement complet du régulateur. Notre protéine sort dans plusieurs fractions 

lorsqu'un gradient de tampon phosphate est utilisé. Afin de récupérer le régulateur dans un 

nombre de fractions plus petit, notre protéine est éluée avec une concentration de 270 mM de 

tampon phosphate. L'élution est précédée d'un lavage avec un tampon phosphate de 145 

mM. C'est la concentration maximale de tampon phosphate qui ne provoque pas le 

détachement de notre protéine mais qui provoque le détachement de plusieurs autres 

protéines. Il est à noter que la complexité de l'échantillon protéique après l'hydroxyapatite 

est encore grande. C'est probablement causé par le fait que la concentration de 145 mM de 

tampon phosphate n'est pas suffisamment élevée pour permettre le décrochage complet des 

protéines contaminantes. Ceci peut être expliqué par comparaison à notre protéine: elle 

commence à éluer à 150 mM mais est seulement complètement éluée à 270 mM. La 

concentration de tampon phosphate de 145 mM peut permettre de décrocher complètement 

ou partiellement certaines protéines. Il est aussi à noter que les fractions sont directement 

traitées avec les billes magnétiques, sans effectuer d'étape de concentration des protéines. 

Afin de favoriser la rencontre entre l 'ADN des billes avec la protéine, celle-ci ne doit pas être 

trop diluée. Plusieurs méthodes de concentration ont été testées, mais aucune ne donne de 

résultats adéquats (voir tableau 5). Un traitement direct des fractions d'hydroxyapatite avec 

les billes magnétiques a donc été essayé et a donné un résultat satisfaisant (figure 12). 
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Tableau 4. Méthodes chromatographiques testées afin de purifier la protéine du 
complexe lent. 

Essais de chromatographies Conditions Observations 
Q-sépharose* pH 7,6, 8,0, 8,4 Absorption partielle 
SP-sépharose* pH 4,5, 5,5, 6,5, 6,8, 7,5 Absorption partielle 

faible. 
Héparine Tampon sodium phosphate pH 7 ,5. 

Élution de 50 mM à 1 M KCl 
Pas d'absorption 

HIC (macro-prep t-Butyl) Tampon sodium phosphate pH 7,5. Perte de l'activité 
Élution de 0,9 M à 0 M sulfate 
d'ammonium 

Hydroxyapatite Tampon phosphate 1 mM pH 6,8 
Élution entre 150 mM et 270 mM 

Bonne absorption 

tampon phosphate pH 6,8 
Ces techniques ont été essayées afin d'élaborer un protocole de purification de la protéine du 
complexe lent. * Les tampons diffèrent selon le pH de la solution 

Tableau 5. Méthodes testées pour concentrer la protéine du complexe lent 

Essais de concentration Conditions Observations 
Centricon - Perte du signal 
Sulfate d'ammonium Saturation 70 % après Précipitation partielle 

passage sur hydroxyapatite 
Éthanol 3, 4, 5 volumes ajoutés Inactivation 
Acétone 2, 3, 4 volumes ajoutés Inactivation 
Hydroxyapatite Colonne de 0,5 cm Pas d'effet de concentration 

d'épaisseur 
Ces méthodes ont été essayées afin de concentrer l'échantillon protéique pour permettre un 
traitement efficace avec les billes magnétiques. 
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Il est important de mentionner qu'il n'a pas été possible jusqu'à présent de récupérer notre 

protéine sous forme active après l'élution des billes. Plusieurs protocoles d'élution ont été 

testés, inspirés de la littérature (Gabrielsen et Huet 1993 ; McKay et al., 1991 ; Ren et al., 

1994 ; Gershon et al., 1990 ; Ozyhar et al., 1992). Des élutions avec des concentrations de 

sels de 1 M et 2 M ont été testées, mais sans récupérer l'activité. Un contrôle a été effectué 

en traitant un échantillon contenant la protéine active avec du sel, pour ensuite effectuer un 

gel à retardement. On a ainsi confirmé que le sel n'est pas responsable de la perte de 

l'activité. Les billes ont ensuite été traitées à la DN ase afin de s'assurer que la protéine est 

bien décrochée des billes, mais l'activité n'a toujours pas été récupérée. Ces mêmes 

protocoles d' élution ont été testées en ajoutant du BSA à une concentration de 0, 1 µg/µl, 

mais toujours sans succès. Pour récupérer la protéine, il a finalement été décidé de recouvrir 

à des conditions d'élution drastiques avec un tampon comprenant 3% SDS et en chauffant 15 

minutes à 70°C. Ce mode d'élution provoque la dénaturation de la protéine mais s'avère 

efficace en permettant de récupérer une forme protéique abondante. Il est permis de croire 

que la bande principale obtenue (dont le poids moléculaire est estimé à 65,6 kDa) correspond 

au régulateur transcriptionnel que nous voulions purifier, vu la spécificité d'attachement de 

ce régulateur aux fragments d'ADN immobilisés sur les billes. 

La séquence répétée/inversée de 20 pb retrouvée dans la séquence régulatrice du gène de la 

chitosanase de Nocardioides sp. N106 est aussi présente dans la région régulatrice de deux 

gènes de Streptomyces coelicolor, soit un gène codant pour une chitosanase hypothétique 

(CAB61194) et un gène codant pour régulateur de transcription hypothétique appartenant à la 

famille ROK (CAB71832). Cette même séquence est aussi présente dans la région 

régulatrice du gène de la chitosanase de Streptomyces sp. Nl 74. Par des compétitions lors 

d'un gel à retardement, il a été démontré que ces régions régulatrices provoquaient la 

disparition du complexe rapide de Nl 06. Il est donc possible que Streptomyces coelicolor et 

Streptomyces sp. Nl 74 possèdent ce même régulateur. C'est intéressant dans la mesure où le 

génome de Streptomyces coelicolor est entièrement séquencé. Le clonage d'un gène est 
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facilité par la possibilité d'amplifier par PCR le gène ciblé dans la séquence. Lorsqu'une 

séquence en acides aminés sera obtenue pour la protéine du complexe lent de Nl 06, il sera 

possible d'effectuer une recherche de similitudes de séquences dans le génome de 

Streptomyces coelicolor. Il serait déjà possible de commencer par le gène CAB71832, le 

régulateur hypothétique appartenant à la famille ROK. En effet, il est connu que de 

nombreux activateurs ou répresseurs agissent par autorégulation sur leur propres gènes. Il est 

donc tout à fait probable que la protéine codée par le gène CAB71832 interagisse avec la 

séquence retrouvée en amont de ce gène. Le gène a déjà été cloné dans les vecteurs pCR2. l 

et pFD666. Ce dernier vecteur permet d'exprimer ce gène chez Streptomyces lividans pour 

ensuite faire un gel à retardement avec un extrait protéique cytoplasmique afin de vérifier si 

cette protéine s'attache à la région régulatrice du gène de la chitosanase de Nl 06 (résultats à 

venir). Les protéines régulatrices classées dans famille ROK sont des répresseurs 

(Titgemeyer, 1994), mais en dehors de la comparaison de séquence, rien ne prouve que le 

régulateur identifié chez Streptomyces coelicolor est un represseur. 

Le système rapporteur qui a été construit chez E. coli pour cribler l'activateur de 

transcription de Nocardioides sp. Nl06 n'a pas encore été utilisé car la banque génomique 

n'a pas encore été obtenue. Cette méthode a été développée afin d'obtenir plus rapidement et 

plus facilement l'activateur de transcription. En effet, la méthode classique lorsque la 

séquence d'un génome n'est pas disponible, est de purifier la protéine, de la faire séquencer, 

de cloner un fragment PCR pour ensuite l'utiliser comme sonde pour le criblage du gène 

dans une banque génomique. Cette méthode est longue et fastidieuse. Le criblage 

phénotypique proposé ici est basé sur le fait que le clone de la banque qui possède le gène 

entier de l'activateur, sera exprimé et viendra activer la transcription du gène de résistance au 

chloramphénicol par l'entremise de la région régulatrice qui est clonée devant (figure 16). 

Un idée semblable a été utilisée pour le clonage de l'activateur des gènes impliqués dans 

l'utilisation du mannitol chez Pseudomonas fluorescens (Brünker et al., 1998). Dans ce cas 

le gène rapporteur utilisé était galK. Comme le système est construit dans E. coli, il est 
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possible que l'expression de notre régulateur de Nl06 soit faiblement efficace (à cause du 

G/C riche) et que la machinerie transcriptionelle de E. coli ne puisse pas reconnaître 

l'activateur Nl06. Compte tenu de ces risques, je tiens à mentionner qu'il est possible de 

construire un système de gène rapporteur chez Streptomyces lividans. Différents systèmes 

impliquant des gènes rapporteurs ont été développés chez les streptomycètes comme xylE 

(Ingram et al., 1989), efgp (Sun et al., 1999), redD (van Wezel et al., 2000). L'efficacité 

d'expression du régulateur cloné ainsi que la reconnaissance de l'activateur par la machinerie 

transcriptionelle est supérieure. Par contre, l'obtention de clones en un nombre suffisant 

pour bâtir une banque génomique statistiquement représentative est beaucoup plus difficile 

chez Streptomyces lividans que chez E. coli, d'où l'intérêt de ce dernier pour effectuer au 

moins un criblage préliminaire. 
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CONCLUSION 

En conclusion, les travaux rapportés dans ce mémoire ont permis d'approfondir les 

connaissances sur le système de régulation du gène de la chitosanase de Nocardioides sp. 

Nl 06. Le système de régulation de la chitosanase est étudié afin d'utiliser ces composantes 

pour la construction d'un système d'expression inductible par le chitosane chez Streptomyces 

lividans. 

L'élaboration d'un milieu d'induction a permis d'effectuer des extraits de protéines 

cytoplasmiques de Nl 06 qui ont révélés par la technique du gel à retardement, la présence de 

deux complexes qui s'attachent à la région régulatrice du gène de la chitosanase (nommés 

complexe lent et complexe rapide). Les signaux obtenus pour ces complexes modulent selon 

le temps d'incubation dans le milieu d'induction. Une hypothèse a été émise suggérant que 

l'expression de la chitosanase de N106 soit sous le contrôle d'une double régulation qui 

impliquerait un activateur et un répresseur. La région d'attachement du répresseur potentiel 

recouvrerait la séquence promotrice -35 tandis que l'activateur potentiel recouvrerait le site 

d'initiation de la transcription (sur la séquence répétée/inversée). On ne peut affirmer pour 

l'instant avec certitude qu'il s'agisse bien d'un activateur. Un essai utilisant la technique de 

transcription in vitro pourrait confirmer l'hypothèse. De plus, la région d'attachement du 

répresseur potentiel devra être précisée par la technique d'empreinte à la DNase I afin de 

confirmer que celui-ci recouvre bien la séquence promotrice -35. 

Le clonage des gènes qui codent pour les protéines des complexes lent et rapide a été initié 

par deux approches différentes. Dans un premier lieu, un protocole de purification de la 

protéine du complexe lent a été élaboré. En ayant en main ce protocole, il sera possible 

d'entreprendre une purification d'une grande quantité de cette protéine. Il sera ensuite 
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possible d'obtenir des séquences en acides aminés qui à leur tour permettront d'obtenir des 

séquences dégénérées du gène du régulateur. Ces séquences seront utilisées pour amplifier 

une portion du gène du régulateur qui sera utilisé pour le criblage du gène entier dans une 

banque génomique de Nl06. Dans un deuxième lieu, afin de cloner spécifiquement le gène 

codant pour l'activateur, un système de gène rapporteur a été développé pour le cribler dans 

une banque génomique de Nl 06 par sélection sur chloramphénicol. Le système rapporteur 

est transformé dans E. coli qui peut maintenant recevoir la banque. Les essais effectués n'ont 

pas encore permis d'obtenir les clones de la banque nécessaires pour le criblage du gène de 

l'activateur. 

Dès que ces gènes seront obtenus, il sera possible d'envisager la construction du système 

d'expression inductible par le chitosane. Je vous invite donc à suivre les travaux de Marie-

Pierre Dubeau, étudiante à la maîtrise dans le laboratoire du Dr Brzezinski, qui prend la 

relève du projet. Ces travaux devraient permettre, entre autre, de déterminer la nature des 

régulateurs des complexes lent et rapide, de préciser par empreinte à la DNase la région 

d'attachement du complexe lent sur l' ADN, de cribler le gène du complexe lent par 

hybridation d'une sonde et de cribler le gène de l'activateur par l'obtention de la banque 

génomique dans le système de gène rapporteur. 
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ANNEXE 1 

Puits 1. Séquence des bases G ; Puits 2. 
Réaction sans protéine; Puits 3. Réaction avec 
10 µg d'extrait brut. Puits 4. Réaction avec 20 
µg d'extrait brut ; Puits 5. Réaction avec 30 µg 
d'extrait brut ; Puits 6. Réaction avec 40 µg 
d'extrait brut ; Puits 7. Réaction sans protéine 

Empreinte à la DNase Ide la protéine 
du complexe rapide sur la séquence 
régulatrice du gène de la chitosanase 
de Nocardioides sp. N106. 

*Résultats non publiés obtenus par 
Jean-Yves Masson en 1995 
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