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RÉSUMÉ 

Les endolysines de Clostridium difficile: Potentiel thérapeutique pour traiter 

les infections à C. difficile (ICD), Mémoire de maîtrise présenté par Stéphanie Mauler. 

Département de microbiologie et infectiologie, Université de Sherbrooke, Mai 2010. 

Clostridium difficile, un bacille à Gram positif anaérobie strict qui forme des 

spores, est un pathogène opportuniste responsable de simples diarrhées ou de colites 

pseudomembraneuses qui peuvent provoquer la mort. Le traitement de base réside en 

l'arrêt des antibiotiques qui ont détruit la flore de l'hôte et provoqué les symptômes, ou en 

la prescription de vancomycine et/ou de métronidazole. Malheureusement, l'efficacité de 

ces antibiotiques est variable et le nombre de rechutes est élevé. En outre, de plus en plus 

de souches deviennent résistantes aux antibiotiques. C'est pour cette raison qu'un besoin 

d'alternatives thérapeutiques s'est fait ressentir. Une des approches prometteuses est 

l'utilisation des endolysines, qui sont des enzymes hydrolytiques encodées par les 

bactériophages et qui se sont déjà révélées être efficaces contre plusieurs bactéries à Gram 

positif. 

Dans cette étude, nous avons démontré l'activité lytique d'endolysines encodées 

par des phages de Clostridium difficile sur des cellules vivantes. Différentes endolysines 

ont été clonées dans E. coli, exprimées et purifiées, puis leur activité a été vérifiée de 

plusieurs manières. Certains facteurs biochimiques propres à ces enzymes ont été étudiés, 

tels que les cofacteurs nécessaires pour une meilleure activité lytique, le pH optimal et le 



spectre d'efficacité sur différentes souches bactériennes. Finalement, l'étude de ces 

enzymes comme outil de diagnostic ou de biologie moléculaire est abordée. 

Les résultats de nos travaux indiquent que les endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2 

de C. difficile possèdent une faible activité lytique. L'activité des endolysines n'est pas 

influencée par les cofacteurs Tween 0,5%, Triton 0,1%, MgCl2 contrairement à l'EDTA 

qui inhibe celle-ci. Le pH optimum semble être compris entre 7 et 8,5 et ces enzymes 

agissent sur différentes souches de C. difficile à l'exception de la souche CD630. Malgré 

ces résultats encourageants, des travaux supplémentaires seront nécessaires afin de 

stabiliser les enzymes qui ont une forte tendance à précipiter et d'obtenir une meilleure 

activité. 

MOTS CLÉS : Clostridium difficile, endolysines, alternative aux antibiotiques, résistance 

aux antibiotiques, infection. 



1. INTRODUCTION 

1.1. Généralité sur les antibiotiques et la résistance 

Les antibiotiques sont des molécules naturelles ou synthétiques qui ont la capacité 

d'inhiber la croissance ou de détruire les bactéries (BENTLEY et BENNETT, 2003). 

C'est en 1928 que le médecin Sir Alexander Fleming a découvert l'absence de croissance 

des bactéries sur la moisissure Pénicillium (STEFFEE, 1992). Or, ce n'est qu'à la fin de la 

Seconde Guerre mondiale que la pénicilline est devenue le premier antibiotique à être 

utilisé de façon répandue suivi très rapidement par d'autres antibiotiques. 

De nos jours, la résistance de certains organismes face aux agents antimicrobiens 

provoque une inquiétude grandissante au sein de la population mondiale. En outre, 

l'émergence de plus en plus fréquente de souches bactériennes résistantes aux 

antibiotiques compromet l'efficacité de ces traitements (COWEN, 2008). Le 

développement de cette résistance est favorisé par une consommation élevée 

d'antibiotiques (GOOSSENS et al., 2005), un mauvais diagnostic d'une infection qui 

résulte en une prescription inadéquate ou l'arrêt prématuré du traitement par le patient. 

Ainsi, les bactéries ont développé de nombreux mécanismes de résistance (NIKAIDO, 

1994; VAN VEEN et KONINGS, 1997) et la pression de sélection des antibiotiques 

favorise l'émergence de souches résistantes (LEVY, 1994). Il n'est pas non plus rare 

qu'une bactérie résistante à un antibiotique le devienne pour un second et même plusieurs 

autres (BAKER-AUSTIN et al, 2006). L'acquisition de la résistance se fait par différents 

mécanismes. Tout d'abord, une mutation naturelle au niveau du chromosome bactérien 
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peut modifier un gène codant pour une protéine ciblée par un antibiotique qui ne sera 

ensuite plus reconnue. Certaines bactéries sont capables de produire des enzymes qui 

inactivent les antibiotiques. Par exemple, certaines souches de Staphylococcus aureus 

sont capables de produire une enzyme qui inactive la pénicilline (KIRBY, 1944). Le 

tableau 1 relate différents mécanismes de résistance développés par les bactéries. 

Tableau 1: Mécanismes de résistance développés par les bactéries 

Mécanismes de résistance Conséquences 

Inhibition enzymatique •Production d'une enzymequi inactiveou détruit l'antibiotique 

(mécanisme de résistance le plus répandu) 

Réduction de la perméabilité cellulaire •Changementsde perméabilité de la paroi ou de la membrane 
bactérienne empêchant la molécule d'atteindre sa cible 

Altération des sites de liaison ciblés «Baisse de l'affinité de l'antibiotique pourson site d'action 

Pompes à efflux «Antibiotique éjecté de la cellule par transport actif et site d'action 

devient inaccessible 

Adapté de (CARLE, 2009) 

La résistance est propagée par transmission verticale de génération en génération. 

Les bactéries sont également capables d'acquérir une résistance par transmission 

horizontale à l'aide d'un ADN extra-chromosomique. Ainsi, une bactérie donneuse 

transfère son plasmide ou son transposon qui porte le gène de résistance à une bactérie 

receveuse. Cette bactérie devient résistante à son tour et transmettra cette même résistance 

à sa progéniture (WITTE, 2004; ALEKSHUN et LEVY, 2007). Le tableau 2 relate 

différentes résistances chromosomiques et extra-chromosomiques qui existent en fonction 

de la classe d'antibiotique. 
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Tableau 2 : Résistances associées aux différentes classes d'antibiotiques 

Antibiotiques 

4miBtwides 

Beta-lattatnines 

Rhtoaace chromosomique 

•Diminue perméabilité 

•Modification de h cible 

•Diminue perméabilité 

•Diminue affinité des PLP 

•Diminue synthèse des PLP 

•Synthèse de nouv elles PLP 

•Itiactivationeiuyuiaîiquepardescéphalosponmises 

Résistance extra-chromosomique 

•Inactivatioaparacétyltransférases 

•NucléotidyJtransférases et pbospkstransJeiases 

•hiaclivation de divers beta-laetaraases ou cartsapénémases 

Beta-îactammes et inhibiteurs »Inaetréationpard<;s cépiialosporinases 

debeta-laciaifiases chromosomiques 

Gljcopeptides 

Macrolides 

Cliloiamphénko} •Diminue perméabilité 

•Inaetivation par beta-kctaniases hyperproductrices et beta-

lactamases résistantes aux inhibiteurs 

•Modification de la cible 

•Diminue l'affinité 

•FRV ( 6 gènes de résistances identifiés) 

•Méthylastion du ribosome bactérien (ARN 23$) 

«EffliK actif, maetivalion par acétyitransferases 

Qainolotws 

Rifampicine 

Sulfamides 

Tétracyclines 

Triméthoprime 

•Modification de la cible par ADN gyrase ou 

topoisoméraselV (gènegyrA g>?B ou^arC) par 

mutation spontanée 

•Diminue perméabilité 

•Modification de la cible (ARN polyméraseADN 

dépendante) 

•Diminue perméabilité «dihydroptéroate syirthétase additionnelle sans affinité pour les 

•Modificationparumtationde la dihydroptéroate sulfamides 

syntltétase 

•Diminue perméabilité «Effrax actif spécifique 

•Dimiwte perméabilité •dihydrofolateréduetaseaddjticmnelleinsetisibleau 

•Mutation de dilsydrofolateréduetase tritnéthopriine 

Adapté de (CARLE, 2009) PLP= protéine liant la pénicilline, ERV= entérocoques 
résistant à la vancomycine. 

Enfin, le développement de résistances bactériennes chez les humains est parfois 

lié aux animaux. En effet, les animaux de ferme reçoivent régulièrement des antibiotiques 

pour prévenir ou traiter une infection, ou encore comme facteur de croissance, 

antibiotiques qui provoquent le développement de bactéries résistantes qui sont ingérées 

par les humains (LARSON. 2007). 

3 



Par ailleurs, un plasmide peut porter plusieurs gènes de résistance conférant à la 

bactérie la résistance à ces antibiotiques (BAKER-AUSTIN et al. 2006) ; ces bactéries 

sont alors appelées Multiple Drug Résistant ou MDR et sont particulièrement présentes en 

milieu hospitalier. Les personnes hospitalisées sont souvent vulnérables à la transmission 

de ces bactéries résistantes. Parmi ces MDR sont retrouvés le Staphylococcus aureus 

résistant à la méthicilline (SARM) et le Clostridium difficile. Les types de bactéries 

résistantes qui sont problématiques en milieu hospitalier sont regroupés dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Principales espèces bactériennes résistantes 

& mirt'iis résistant à ta met nktllsne (SARM) 

Espèces de Klebsietta (K. pneumonies...) 

Beta-laetaiaes (Okama. Iwakawa et al. 2002) 

Beta-lactames (Wiener, Quum et al 1999) 

Eicherichia coli Beta-laetaines (Wiener, Qumn et al. 1999) 

Entérocoques résistants à la vancouycln* (ERV) Vàncomytine {Dixson. Bnunfîtt et al. 1985) 

Pseutlomonas aerugiwsa Beta-lactames (Vetloretti Horeletal 2009) 

StrepUwocewpnetmmiiae résistant a Pénicilline Beta-lactames (Goidstein and Gara» 1997) 

fitfeptococcmpmumoniaz résistant aux macrolides Macrolides (Hyde Gayetaî 2001) 

ClmtriMumttifficiteréfutant à la diadamycine Macrohdes (Musson, Sainere et al. 1999) 

Clmtfiénim difficilerésistant aax iïueroqHinoîones Fluoroqurootones (Ra/avi. Aptsarathanarak et ai 2007) 

Clmtridiumitiffieiie résistant aux çépjjsttasporines Beta-lactames (Geriing 2004) 

(DIXSON et al, 1985; GOLDSTEIN et GARAU, 1997: OKUMA et al. 2002), (HYDE 
et al, 2001), (JOHNSON et al, 1999; GERDfNG. 2004; RAZAVI et al. 
2007).(WJENER et al. 1999; VETTORETT1 et al, 2009). 



Chez C. difficile, la résistance peut être apportée par une mutation au niveau du 

chromosome ou par J'acquisition d'un transposon. Le tableau 4 présente les différents 

mécanismes de résistance chez C. difficile. 

Tableau 4: Principaux mécanismes de résistance chez Clostridium difficile 
adapté de (HUANG et al, 2009). 
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QRDR : quinolone-resistance-determining région 

Le nombre de bactéries résistantes étant de plus en plus élevé, plusieurs 

organismes en Europe et en Amérique mettent en garde contre leur progression et font en 

sorte que la consommation des antibiotiques soit réduite (ECDC, 2009). De plus, de 

nombreux chercheurs essaient de prévoir l'acquisition de résistance lors du 

développement de nouvelles molécules ou d'utiliser des molécules alternatives qui auront 

moins d'impact sur la résistance (ECDC, 2009). 

1.2. Clostridium difficile 

De nos jours, la bactérie C. difficile est considéiée comme une des causes les plus 

importantes lices aux infections hospitalières, mais on ia retrouve également au sein de la 

communauté et chez les animaux (B1GNARDI et SETTLE, 2008). Depuis 2001, la 

prévalence et la sévérité des infeclions liées à C. difficile ont significativement augmenté 



(PEPIN et ai, 2005). C. difficile a été découvert en 1935 mais ce n'est qu'en 1978 qu'elle 

a officiellement été reliée aux colites pseudomembraneuses observées depuis 1893 

(GEORGE et al, 1978; BARTLETT, 1994). Même si 25% des souches sont non-

pathogènes, les infections à C. difficile (ICD) sont des maladies intestinales provoquées 

par la production de toxines présentes chez certaines souches toxinogènes (FEKETY et 

SHAH, 1993). Les symptômes incluent de simples diarrhées et des symptômes plus 

sévères qui comprennent des crampes abdominales et de la fièvre. À des degrés extrêmes, 

certaines ICD peuvent aller jusqu'à la formation de pseudomembranes au niveau du 

colon, au développement d'un choc toxique et provoquer la mort (voir figure 1) (KELLY 

et al, 1994; MYLONAKIS et al, 2001). La sévérité des symptômes est associée à un 

grand nombre de facteurs tels que l'état du patient ou la souche toxinogène de C. difficile 

(WILSON, 1993; SHIM et al, 1998). Par ailleurs, certaines personnes peuvent être des 

porteurs sains et posséder la bactérie dans leur flore normale. Ils présenteront des 

symptômes seulement lorsque leur flore intestinale sera altérée par la prise d'antibiotiques 

tels que la clindamycine, les céphalosporines et les fluoroquinolones (WILSON, 1993; 

BIGNARDI, 1998). 

A) i) 

Figure 1 Colite pseudomembraneuse. 
A) Représentation schématique de pseudomembranes au niveau du colon. 
B) Visualisation par endoscopie de colites pseudomembraneuses. Les pseudomembranes 
sont visibles sous forme de plaques jaunes et sont présentes partout sur la muqueuse 
colorecîale. 
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1.2.1. Pathogénèse des ICD 

C. difficile est un bacille à Gram positif, anaérobie strict, formant des spores qui persistent 

pour une longue période dans l'environnement ou chez le patient. Les spores facilitent 

également la transmission par voie fécale-orale (KRAMER et al, 2006). La pathogénèse 

des ICD est illustrée dans la figure 2. Les cellules végétatives (ou les spores) sont 

ingérées et seulement 1% des cellules survivent étant donné que la plupart sont détruites 

par les acides présents dans l'estomac (WILSON et al, 1985). Les spores, quant à elles, 

résistent et passent directement dans le petit intestin où elles vont germer au contact des 

acides biliaires. Les bactéries possèdent plusieurs facteurs de virulence qui contribuent au 

développement des symptômes, tels que la présence de flagelles qui vont permettre la 

mobilité et l'adhésion de la bactérie, des protéines de surface (e.g. Cwp66) également 

pour l'adhésion, la présence d'une capsule qui permet de résister à la phagocytose ou la 

production d'enzyme hydrolytiques et protéolytiques (SEDDON et al, 1990; 

BONGAERTS et LYERLY, 1994; WALIGORA et al, 2001). Les cellules se multiplient 

ensuite dans le colon où elles vont produire deux exotoxines, TcdA et TcdB, et des 

enzymes hydrolytiques (BARBUT et al, 2002). Les toxines principales sont situées sur le 

locus de pathogénicité appelé le PaLoc (figure 3) et sont cytotoxiques pour différentes 

cellules. Ainsi, elles augmentent la perméabilité des vaisseaux sanguins et stimulent la 

relâche de médiateurs et cytokines qui contribuent à la réponse inflammatoire, elles 

mènent à l'apoptose des cellules épithéliales et éventuellement à la formation des 

pseudomembranes (POXTON et al, 2001). Enfin, 5 à 6% des souches possèdent 

également une toxine binaire CDT dont les gènes codants sont situés en dehors du PaLoc, 

mais son rôle n'est pas encore bien défini (GERIC et al, 2004; GONCALVES et al, 
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2004). Une étude récente suggère toutefois que cette toxine permettrait une meilleure 

adhérence aux cellules épithéliales (SCHWAN et al., 2009). 
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Figure 2: Pathogénèse des infections à Clostridium difficile. 
La pathogénèse est expliquée en détail dans le texte. 
1) Les cellules végétatives produisent des toxines A et B et des enzymes hydrolytiques 2) 
La production locale de toxines A et B mène à la production d'interleukines pro
inflammatoires, de TNF-alpha, à l'augmentation de la perméabilité dés vaisseaux 
sanguins et au recrutement des neutrophiles et raonocytes. 3) Ouverture des jonctions 
épithéliales 4) Apoptose cellulaire 5) Effet des enzymes hydrolytiques qui mènent à la 
dégradation des tissus puis à la diarrhée et à la formation des pseudomembranes 
(POUTANEN et SIMOR, 2004). 
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Figure 3: Toxines produites par Clostridium difficile 
A. Le locus de pathogénicité (PaLoc) comprend 5 gènes codant pour TcdR : un régulateur 
positif des toxines (facteur sigma alternatif); TcdB : une cytotoxine; TcdE : fonction de 
holine pour la sécrétion des toxines ; TcdA : une entérotoxine; TcdC : un répresseur de 
l'expression des toxines. 
B. La toxine binaire CDT est encodée par une région différente du chromosome le 
CdtLoc et est constituée de 3 gènes, cdtR : codant pour un régulateur ; cdtB : codant pour 
le domaine de liaison CdtB et cdtA : codant pour le domaine catalytique CdtA (RUPNIK 
et ai, 2009). 

1.2.2. Emergence d'une souche hypervirulente 

En 2001, l'émergence d'une nouvelle souche hypervirulente au Canada, aux États-

Unis et en Europe met aux aguets le personnel hospitalier et les chercheurs (O'CONNOR 

et al., 2009). Cette souche est identifiée comme étant responsable d'un large nombre 

d'ICD et est caracténsée par différentes techniques comme étant la souche North 

American PFGE type 1 de nbotype PCR 027 (NAP1/027) (MCDONALD et al. 2005). 

Depuis celte décou\erte, la souche NAP 1/027 a été lecensée dans toutes les provinces du 

Canada, dans de nombieux pays d'Eutope et dans un grand nombie d'états des États-

Unis. La figuie 4 îeprésente les différents pays d'Europe et les dilïéients états des É-U 

touchés par cette souche (données de 2008). 
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A) B) 

Figure 4: Prévalence en 2008 de la souche NAP1/027 en Europe A) et aux États-Unis 
B). 
Les étoiles représentent des épidémies dues à la NAP 1/027 ; les ronds représentent des 
cas sporadiques causés par NAP 1/027. Les 40 états des États-Unis qui sont touchés par la 
souche hypervirulente sont colorés en rose (CDC, 2008; KUDPER et al, 2008). 

Cette souche a plusieurs particularités. Elle produit une plus grande quantité de 

toxines TcdA et TcdB in vitro, elle possède la toxine binaire CDT et une délétion en 

position 117 dans le gène répresseur tcdC qui cause une troncature de la protéine et donc 

engendre une perte importante de l'activité du répresseur des toxines (MCDONALD et 

al, 2005; WARNY et al, 2005; AKERLUND et al, 2006; CURRY et al, 2007; 

MATAMOUROS et al, 2007; DUPUY et al, 2008). Enfin, elle est plus résistante aux 

céphalosporines et fluoroquinolones (ACKERMANN étal, 2001; ZAISS et al. 2010). 

Le taux d'ICD a largement été attribué à la présence de la souche NAP 1/027 mais 

n'est pas limité à la dissémination de cette souche. En effet, d'autres souches incluant les 

ribotypes 001, 053 et 106 peuvent également être associées à des épidémies ou des cas 

sévères d'ICD (BORGMANN et al, 2008). De plus, la prévalcnce de la souche C. 
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difficile ribotype 078, historiquement retrouvée majoritairement chez les animaux, est 

passée de 3% à 13% chez l'humain dans plusieurs pays d'Europe (GOORHUIS et al, 

2008; RUPNIK et al, 2008). Ces souches augmentent la complexité des traitements des 

ICD. 

1.2.3. Thérapies actuelles 

Le traitement de base des ICD réside en l'arrêt des antibiotiques qui ont altéré la flore 

normale de l'hôte et provoqué les symptômes. Si ce n'est pas suffisant ou si la souche 

hypervirulente est suspectée, la prescription de metronidazole et/ou de vancomycine est 

requise (MCFARLAND, 2005; GERDING et al, 2008). Malheureusement, l'efficacité de 

ces antibiotiques est variable et le nombre de rechutes est élevé, car la flore intestinale ne 

se rétablit pas rapidement et les spores ne sont pas affectées par le traitement aux 

antibiotiques. En effet, 12-24% des patients développent un second épisode d'ICD en 

moins de 2 mois. Cet épisode peut être dû à une rechute causée par la même souche. En 

effet, les spores, qui n'ont pas été éliminées par les antibiotiques, germent à nouveau une 

fois les traitements antibiotiques terminés et C. difficile colonise à nouveau l'intestin dont 

la flore n'est pas rétablie. Ce second épisode peut également être dû à une réinfection par 

une souche différente (MCFARLAND, 2005; GERDING et al, 2008). De plus, le 

traitement à la vancomycine peut favoriser la croissance d'autres bactéries pathogènes 

telles que les ERV mentionnées dans la section 1.1. Par conséquent, il est primordial de 

trouver des alternatives au traitement des ICD afin de remplacer ou complémenter les 

traitements courants. 
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1.2.4. Alternatives 

Plusieurs stratégies sont actuellement étudiées pour traiter les infections à C. difficile. 

En premier lieu, de nouveaux antibiotiques sont à l'essai tel que le nitazoxanide, la 

rifampine, la rifaximin ou la fidaxomicin (OPT-80). Ce dernier semble prometteur 

puisqu'il est aussi efficace que la vancomycine sur C. difficile et il y a également moins 

de rechutes observées après la prise de cet antibiotique. (ASLAM et al, 2005; JOHNSON 

et al, 2009; YANGCO et al, 2009; GOLDSTEIN et al, 2010; SULLIVAN et 

SPOONER, 2010). 

Etant donné l'augmentation de souches résistantes et l'efficacité parfois variable des 

antibiotiques, d'autres approches qui n'impliquent pas l'utilisation d'antibiotiques sont 

étudiées. Tout d'abord, l'utilisation de probiotiques pour rétablir la flore normale est 

évaluée par différents scientifiques. Malgré la controverse entourant leur efficacité réelle 

ou non, ces probiotiques sécréteraient entre autres des enzymes qui pourraient jouer un 

rôle protecteur en dégradant, par exemple, les toxines de C. difficile (MILLER, 2008; 

TUNG et al, 2009; YANGCO et al, 2009). Une étude a démontré le potentiel des 

probiotiques Saccharomyces bourladii et Lactobacillus GG pour éviter les rechutes liées à 

une récurrence (POCHAPIN, 2000). De plus, une étude récente effectuée par le groupe de 

Yangco, illustre le succès des probiotiques lorsqu'ils ont été administrés en combinaison 

avec la rifaximine afin de traiter des patients ayant eu plusieurs récurrences d'ICD 

(YANGCO et al, 2009). 
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Une autre technique est d'utiliser des polymères qui lient les toxines. Le Tolevamer est 

un polymère qui se lie aux toxines de C. difficile in vitro et qui est efficace in vivo chez le 

hamster, modèle utilisé pour étudier les ICD. Cette molécule est passée en essais cliniques 

de phase II et III (LOUIE et al., 2006). De plus, elle a été reconnue pour neutraliser in 

vitro les toxines de la souche NAP1/027 (HINKSON et al, 2008). Malgré des résultats 

prometteurs, les dernières études ont révélé l'inefficacité de cette molécule contre la 

cytotoxicité de C. difficile in vivo (BAINES et al, 2009). 

La transplantation fécale est une autre approche qui vise à rétablir la flore intestinale 

du patient par l'introduction dans le tube digestif d'une suspension de fèces d'une 

personne saine (habituellement un proche de la famille) (JORUP-RONSTROM et al, 

2006; BAKKEN, 2009; SILVERMAN et al, 2010). Cette méthode a été utilisée au 

Québec pendant l'épidémie de 2003 et est utilisée par plusieurs pays Scandinaves et 

suggère que la transplantation fécale est efficace pour réduire les symptômes et prévenir 

une récurrence (LUND-TONNESEN et al, 1998; NIEUWDORP et al, 2008; VAN 

NOOD et al, 2009). Malgré ces résultats, la transplantation fécale est très peu utilisée et 

soulève certaines questions d'éthique. 

L'immunothérapie passive est une autre alternative utilisant des anticorps anti

toxines de C. difficile (BEALES, 2002; WILCOX, 2004). Plusieurs études ont montré 

l'effet bénéfique de l'utilisation de gammaglobulines (VISCIDI et al, 1983; 

MCPHERSON et al, 2006). Il a aussi été montré que du lait de vache enrichi en anticorps 

anti-toxines aide à prévenir les rechutes liées à la présence de C. difficile et que ces 

anticorps neutralisent l'effet cytotoxique de la toxine B chez les rongeurs et prévient et 

traite les ICD (LYERLY et al, 1991; NUMAN et al, 2007). Deux autres anticorps 
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monoclonaux contre TcdA et TcdB sont étudiés et montrent leur efficacité à réduire la 

récurrence chez des patients traités à la vancomycine et au métronidazole (LOWY et al, 

2010). Enfin, un vaccin à ADN a récemment été créé dans le but de cibler les domaines 

de liaisons de toxine A contre C. difficile (GARDINER et al, 2009). 

De manière plus fondamentale, les riboswitches représenteraient d'excellentes 

cibles pour les antibiotiques (OTT et al, 2009). Le groupe de Daniel Lafontaine étudie le 

mécanisme des riboswitches guanine sur C. difficile qui pourront servir de futures cibles 

pour les antibiotiques (MULHBACHER et ai, 2010). 

Ces approches apportent de nouvelles idées et de nouveaux espoirs, mais leur efficacité 

réelle pour traiter les infections à C. difficile reste encore à démontrer dans plusieurs cas. 

Ainsi, il est important de poursuivre la recherche de nouvelles stratégies antibactériennes. 

Une des approches prometteuses est l'utilisation des endolysines comme alternative aux 

antibiotiques. Celle-ci s'est déjà révélée être efficace contre plusieurs bactéries à Gram 

positifs mais il est encore impossible de dire si cette approche fonctionnerait dans le cadre 

de traitements préventifs ou curatifs contre C. difficile. 

1.3 Les endolysines 

Les phages ont développé divers moyens pour relâcher la nouvelle progéniture à la fin 

du cycle de réplication. Par exemple, les phages filamenteux continuent de relâcher leur 

progéniture constamment sans tuer la bactérie hôte alors que les phages lytiques 
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produisent une endolysine leur permettant de sortir de la bactérie après lyse de la bactérie 

hôte (BORYSOWSKI et al, 2006). 

Les endolysines sont des protéines de phages de 30 à 50 kDa qui ont évolué depuis 

des millions d'années dans le but d'attaquer de manière spécifique le peptidoglycane de la 

paroi bactérienne à la fin du cycle infectieux (HERMOSO et al, 2007; FISCHETTI, 

2008). Les endolysines peuvent être classées en 6 principales catégories dépendamment 

du site de clivage au niveau du peptidoglycane. Ainsi, il existe les N-acétylmuramidases, 

classe dans laquelle se situe le lysozyme, les N-acetylmuramoyl-L-alanine amidases, qui 

représentent 85% de toutes les endolysines caractérisées, les endopeptidases qui 

comprennent la classe des L-alanoyl-D-glutamate endopeptidases et les D-glutamyl-

mesoDAP endopeptidases, et les transglycosilases. Le site de clivage est représenté dans 

la figure 5 (LOESSNER, 2005; NELSON et al, 2006). En général elles possèdent un seul 

type d'activité hydrolytique. Par contre, au moins quatre enzymes ont la propriété de 

posséder deux activités lytiques indépendantes: les endolysines des phages B30 et NCTC 

11261 de Streptococcus agalactiae possèdent une activité endopeptidase et lysozyme, le 

phage (pli de Staphylococcus aureus possède une activité endopeptidase et NAM-

amidase, et l'endolysine du prophage cpWMY de Staphylococcus warneri M possède une 

activité endopeptidase et NAM-amidase (LOESSNER, 2005) (RIGDEN et al, 2003). En 

2007, une enzyme avec une activité y-D-glutaminyl-L-lysine endopeptidase a été 

découverte (PRITCHARD et al, 2007). 
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Figure 5: Sites de clivage au niveau du peptidoglycane des différentes classes 
d'endolysines 
A. Représentation schématique du peptidoglycane ; la membrane externe est présente 
uniquement chez les bactéries à Gram négatif alors que chez les Gram positifs elle est 
appelée seconds polymères de peptidoglycane (SCWP). La holine forme un pore dans la 
membrane interne. 
B. Le peptidoglycane est constitué d'un enchaînement de résidus N-acetylglucosamine 
(GlcNAc) et d'acide N-acetylmuramique (MurNAc). Chaque chaîne est reliée par de 
courts peptides. Le site de clivage des endolysines est indiqué par une flèche. 
(HERMOSOe?a/.,2007) 

Les endolysines sont généralement encodées au niveau du module de lyse dans le 

génome des phages et, sauf pour quelques exceptions, ne possèdent pas de peptides 

signal. Leur transport au travers de la membrane cytoplasmique est contrôlé par le produit 

d'un .second gène situé au m\eau du module de lyse, la holme. Ainsi, pendant le cycle 

lytiquc du pliage, les endolysines s'accumulent dans le cytoplasme. À un moment précis, 

les molécules de holines forment un pore dans la membiane qui ou\ie l'accès au 
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peptidoglycane. Ensuite, les endolysines créées des lésions qui provoquent la lyse de la 

bactérie et libèrent de nouveaux virions (WANG et al, 2003). 

1.3.1 Structure des endolysines 

Ces endolysines sont produites comme un simple polypeptide, mais contiennent deux 

domaines différents reliés entre eux par un pont. Le domaine catalytique N-terminal clive 

les liens de peptidoglycane et le domaine de liaison C-terminal CBD (pour cell wall 

binding domain) se lie au peptidoglycane, généralement de façon spécifique à l'espèce 

(LOESSNER, 2005). Par contre, l'enzyme PlyC, qui provient du phage Cl de 

Streptococcus, est unique car elle est composée de deux produits de gènes séparés PlyCA 

et PlyCB. Ainsi, PlyC active est constituée de 8 sous unités PlyCB pour une sous unité 

PlyCA et fait 114 kDa (NELSON et al, 2006). Il peut également arriver que deux ou 

même trois domaines catalytiques soient combinés à un seul domaine de liaison, en 

particulier les endolysines de Staphylococcus (NAVARRE et al, 1999). Le domaine C-

terminal se lie de manière spécifique au peptidoglycane de la cellule hôte (LOPEZ et al, 

1992; LOPEZ et al, 1997). La première structure cristallisée a été réalisée sur l'enzyme 

Cpl-1 qui provoque la lyse de S. pneumoniae. Celle-ci suggère que la reconnaissance se 

fait par le domaine de liaison à la choline et que cette liaison permet le bon 

positionnement de l'enzyme pour le clivage (HERMOSO et al, 2003). Quand les 

séquences en acides aminés entre les différentes enzymes sont comparées entre-elles, les 

régions N-terminales sont en général homologues contrairement aux régions C-

terminales. Ceci montre que les enzymes ont évolué pour se lier au peptidoglycane de 
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façon hautement spécifique et avec une grande affinité (LOESSNER et al, 2002). La 

figure 6 présente la structure de l'endolysine Cpl-1 et une comparaison des domaines des 

endolysines PlyB de Bacillus anthracis et Cpl-1 de S. pneumoniae. 

A) B) 

Figure 6: Structure tridimensionnelle de Ply Cpl-1 
A) Schématisation de la structure de l'enzyme Cpl-1, le domaine catalytique est coloré en 
violet et le domaine de liaison en doré. B) Les domaines de PlyB et Cpl-1 sont comparés 
et sont très homologues (HERMOSO et al, 2007). 

À cause de leur structure, il est possible que les différents domaines se soient 

interchangés au fil du temps créant des endolysines avec des activités catalytiques et des 

spécificités différentes. Le groupe de Garcia a étudié ce phénomène en changeant les 

domaines catalytiques des enzymes lytiques des phages de S. pneumoniae et créé une 

nouvelle enzyme capable de lier les pneumocoques (GARCIA et al, 1990; WEISS et al. 

1999). 
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1.3.2 Mode d'action des endolysines 

Depuis longtemps, l'utilisation des phages entiers pour contrôler les infections 

bactériennes (phagothérapie) semble prometteuse mais cette approche n'est toujours pas 

approuvée pour le traitement des infections (MATSUZAKI et al, 2005). Par contre, ce 

n'est que récemment que les endolysines ont été exploitées dans ce même but afin de 

contrer les inconvénients reliés à l'utilisation de phages entiers tels que la nécessité 

d'avoir des phages virulents strictement lytiques ou encore un spectre d'hôte trop 

restreint. De plus, les bactéries ont aussi la possibilité de développer des résistances aux 

phages (O'FLAHERTY et al, 2009). 

Les endolysines sont efficaces contre les bactéries à Gram positif étant donné que, 

lorsqu'ajoutées de manière externe, elles sont capables d'entrer en contact direct avec le 

peptidoglycane, contrairement aux bactéries à Gram négatif qui possèdent une membrane 

externe qui bloque l'accès au peptidoglycane. Des coupes fines observées en microscopie 

révèlent que les endolysines exercent leur effet létal en formant des trous dans la paroi par 

digestion du peptidoglycane. Or la pression interne des bactéries est maintenue par une 

paroi bien formée et la moindre rupture provoque l'extrusion de la membrane 

cytoplasmique et une lyse hypotonique (voir figure 7). 

L'activité des endolysines sur plusieurs espèces à Gram positif a été démontrée in 

vitro et in vivo. L'activité in vitro a été démontrée sur des Streptocoques de groupe A 

(NELSON et al, 2001), des Streptocoques de groupe B (GBS) (CHENG et al, 2005), 

Bacillus cereus (et B. anthracis) (SCHUCH et al, 2002), Staphylococcus aureus 

(DONOVAN et al, 2006), Clostridium perfringens (ZIMMER et al, 2002). Certaines 
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endolysines agissent de manière beaucoup plus drastique que d'autres. Par exemple, 

10 ng d'endolysine PlyCl est capable de lyser 107 Streptocoques des groupes A et C en 5 

secondes alors que 100 ^g d'endolysine CD27L est capable de lyser 1 log d'une 

suspension de 108 Clostridium difficile en 2 h (NELSON et al, 2001; MAYER et al, 

2008). De plus, 100 ^ig/ml d'endolysine PlyG purifiée est capable de tuer une suspension 

de 107 B. anthracis en 3 secondes. Elle est également capable de tuer différentes souches 

de B. anthracis provenant de différents endroits dans le monde en plus de souches 

auxquelles il manque la capsule (SCHUCH et al, 2002). La figure 7 illustre l'effet de 5 

unités de PlyG sur une suspension de B. cereus RSVF1 (qui est très proche de B. 

anthracis). 

L'activité in vivo a été testée sur différentes bactéries telles que Streptococcus 

pneumoniae qui est responsable d'otites moyennes. Une souche de S. pneumoniae qui 

exprime la luciférase bioluminescente a été inoculée dans le nez de souris. Après 72 

heures les souris étaient colonisées. Or une injection intranasale de 1 mg d'endolysine 

Cpl-1 a guéri 100% des souris infectées. La figure 8 montre les souris avant et après 

traitement (HERMOSO et al, 2007; MCCULLERS et al, 2007). 
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Figure 7: Lyse in vitro de B. cereus par 5 unités de PlyG. 
PlyG cause de profonds changements morphologiques et lyse B. cereus RSVFl. a-c 
traitement de PlyG selon le temps a) avant traitement b) après 1 minute c) après 15 
minutes, d-e microscopie électronique à transmission après d) 1 minute et e) 10 minutes 
de traitement avec 5 U PlyG. Les flèches indiquent l'extrusion des membranes. 
(SCHUCH étal, 2002). 

Before treatment After lysin 

Figure 8: Traitement in vivo de 5. pneumoniae par PlyCpl-l. 
La première souris possède au niveau du nez des souches de S. pneumoniae qui expriment 
la luciférase, ensuite, 1 mg de PlyCpl-l est ajouté et au bout de 72 h il y a élimination 
complète des bactéries (MCCULLERS et al, 2007). 
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Des modèles animaux pour la colonisation des muqueuses ont été utilisés pour tester 

la capacité des endolysines à tuer des bactéries sur la surface des membranes. Un modèle 

de colonisation des voies respiratoires supérieures par S. pyogenes (NELSON et al, 2001) 

et les pneumocoques (LOEFFLER et al, 2001) a été développé, de même qu'un modèle 

d'infection vaginale par les streptocoques du groupe B (CHENG et al, 2005). Dans tous 

les cas, les animaux colonisés ont été traités avec une simple dose d'endolysine et la 

charge bactérienne a été réduite de plusieurs logs après 2 à 4 h de traitement. 

1.3.3 Avantages des endolysines face aux antibiotiques 

Les endolysines sont des enzymes très spécifiques et tuent en général uniquement les 

espèces bactériennes dont proviennent les phages qui encodent ces endolysines. Par 

conséquent, les enzymes produites par des phages de streptocoques tuent des 

Streptocoques et celles produites par des phages de pneumocoques tuent des 

pneumocoques (LOEFFLER et al, 2001). Ainsi, contrairement aux antibiotiques qui ont 

un spectre d'action plutôt large détruisant une vaste gamme de bactéries de genre et 

d'espèce différents trouvées dans le corps humain, les endolysines ont peu d'effets sur la 

flore normale de l'homme et agissent seulement sur les bactéries ciblées. La figure 9 

illustre la spécificité de l'endolysine Pal spécifique pour S. pneumoniae et son activité sur 

d'autres espèces de streptocoques. Or, il existe une exception à cette spécificité étant 

donné que l'endolysine PlyV12 d'un phage d'entérocoque a été identifiée comme étant 

une endolysine à large spectre. En effet, elle ne détruit pas seulement les entérocoques, 
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mais aussi d'autres pathogènes à Gram positif comme S. pyogenes, des streptocoques du 

groupe B et S. aureus (YOONG et al, 2004). 
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Figure 9: Effet de 100 U/ml de Pal sur différentes bactéries i« viYro en 30 secondes 
Quinze souches de S. pneumoniae ont été utilisées, 2 mutants de pneumocoques (R36A, 
Lyt4-4), et 8 espèces de streptocoques oraux en phase-log ont été incubés avec 100 U/ml 
de Pal pendant 30 secondes. Le graphique montre la baisse du titre bactérien en logio- Les 
numéros en dessous représentent les sérogroupes/sérotypes des souches utilisées. Celles 
écrites en gras sont les serogroupes les plus fréquemment isolés. Les barres d'erreurs 
présentent la déviation standard des triplicata. 1= susceptibilité intermédiaire à la 
pénicilline ; R= résistant à la pénicilline (LOEFFLER et al., 2001). 

Un des obstacles potentiels avec la thérapie par les endolysines serait l'induction 

d'une réponse immunitaire après l'administration de celles-ci. (FISCHETTI, 2005). Une 

réponse immunitaire réduirait ou empêcherait l'activité des endolysines. Or, il n'y a pas 

d'effets secondaires connus jusqu'à ce jour. En effet, plusieurs expositions d'une souris 

avec l'enzyme Cpl-1 in vivo ou l'utilisation d'un sérum de lapin hyperimmunisé n'ont pas 

empêché l'action de l'endolysine (LOEFFLER et al, 2003). De plus, les endolysines 

semblent inoffensives que ce soit après un traitement topique ou systémique chez la souris 

(LOEFFLER et al, 2001; NELSON et al, 2001). Aucune anormalité n'est à signaler que 
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ce soit au niveau des cellules (FISCHETTI, 2003), des réactions inflammatoires (JADO et 

al, 2003; LOEFFLER et al, 2003) ou des irritations (NELSON et al, 2001). 

Des expériences ont été réalisées dans le but de voir s'il peut y avoir acquisition d'une 

résistance. Ainsi, des bactéries ont été exposées à des concentrations sub-létales 

d'endolysines et aucune résistance n'a eu lieue même après 40 passages (LOEFFLER et 

al, 2001; SCHUCH et al, 2002). Ceci peut être dû au fait que les phages, de manière à 

ne pas rester enfermés à l'intérieur de la bactérie hôte, ont fait évoluer le domaine C-

terminal des endolysines afin qu'ils ciblent une molécule unique et essentielle au niveau 

du peptidoglycane, rendant le développement de la résistance des bactéries pour ces 

enzymes un événement rare. 

1.3.4 Les endolysines chez C. difficile 

Lors du commencement du projet, aucun article sur les endolysines de C. difficile 

n'avait été publié et seul un article sur l'autolysine Acd de C. difficile était publié. Une 

autolysine est une protéine homologue à l'endolysine présente chez les bactéries pour 

détruire leur peptidoglycane lors, par exemple, de la division cellulaire (DHALLUIN et 

al, 2005). Ceci ouvrait la porte à un grand potentiel pour développer les endolysines 

comme outil thérapeutique afin de prévenir ou traiter les infections à C. difficile. Comme 

la plupart des enzymes de phage (85%), les endolysines de C. difficile font partie de la 

classe des N-acétylmuramoyl-L-alanine amidases. Au cours de ma première année 

d'étude, le premier article sur l'endolysine CD27L de C. difficile a été publié et il en sera 

question plus loin dans ce mémoire (MAYER et al, 2008). 
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1.4 Démarches générales pour l'expression et la purification d'une protéine 
recombinante 

Je tiens à préciser que les démarches que nous avons entreprises pour l'expression et 

la purification des endolysines ainsi que les essais enzymatiques n'ont pas fait l'objet 

d'une approche systématique, mais se basaient principalement sur des exemples similaires 

tirés de la littérature. Par exemple, une étude qui démontrait l'activité d'une endolysine 

chez C. difficile (CD27L) qui est quasi identique à une des enzymes que nous avons 

étudiées (PlyCD52, voir plus loin). Toutefois, les pages qui suivent décrivent différentes 

stratégies et facteurs à considérer lors de la mise sur pied d'un protocole d'expression et 

de purification d'une protéine quelconque, incluant les endolysines. 

Tout d'abord, il est important d'établir un bon système d'expression et de purification 

de la protéine afin d'obtenir un produit final pur et exempt de protéines non spécifiques. 

Les méthodes les plus couramment utilisées se tournent vers l'utilisation de systèmes 

d'expression bactériens dans le but de surexprimer une protéine recombinante. De plus, il 

est important de bien évaluer toutes les possibilités et de bien connaître la protéine que 

l'on veut purifier avant de choisir le protocole de purification. Différentes stratégies et 

facteurs à considérer sont illustrés dans la figure 10 et seront présentés dans les 

prochaines pages afin de mieux situer les travaux qui ont été effectués avec les 

endolysines. 
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Figure 10; Stratégies et facteurs à considérer pour le développement d'un protocole 
de purification d'une enzyme. 

1.4.1. Propriétés de la protéine à considérer 

Chaque protéine possède ses propres caractéristiques qui permettent de déterminer 

les conditions optimales de production, d'extraction et de purification. Certains 

paramètres doivent être pris en considération. En effet, une protéine est composée d'un 

enchaînement d'acides aminés qui sont chargés dépendamment du pH du milieu. Cet 

ensemble donne une charge globale, une taille, une densité et une masse à la protéine. 

Ainsi, certaines méthodes utilisent ces propriétés pour purifier les protéines. Un autre 

paramètre important est la solubilité des protéines. En effet, les acides aminés permettent 

de donner la structure de la protéine. Ainsi, les acides aminés hydrophiles vont se placer 

vers l'extérieur de la protéine et vont avoir des interactions avec le milieu par 
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l'intermédiaire de liaisons hydrogènes. Enfin, le pH où la charge de la protéine est nulle 

(pi) peut être exploité pour purifier la protéine. 

1.4.2. Choix du vecteur 

Il existe un bon nombre de vecteurs qui permettent le clonage et l'expression du 

gène d'intérêt. Ces vecteurs sont choisis en fonction de la taille du gène à insérer et de 

l'utilisation que l'on veut en faire. Les plus communs sont les plasmides qui sont simples 

d'utilisation, faciles à isoler et à purifier. De plus, la présence d'un gène de résistance 

permet la sélection rapide des bactéries recombinantes (LEWIN, 1998). 

Les vecteurs de la série pQE de Qiagen sont des vecteurs couramment employés 

pour le clonage et l'expression de protéines recombinantes chez les bactéries. Si cette 

protéine recombinante est toxique pour la cellule, une expression basale non contrôlée 

provoque une mauvaise croissance bactérienne, la sélection de mutants, ou un mauvais 

repliement proteique. Ainsi, pour contrer l'expression basale des protéines, le vecteur 

pQE-80L exprime le gène lad0, qui code pour un répresseur de l'opéron Lac qui réprime 

le promoteur. Lorsque l'inducteur est ajouté, dans ce cas l'IPTG, la répression est levée et 

la T5 ARN polymérase se lie au promoteur Lac, permettant ainsi l'expression massive de 

la protéine d'intérêt. Ce vecteur permet aussi l'ajout d'une étiquette 6xHis à la protéine, 

permettant ensuite la purification par chromatographie d'affinité (voir section 1.4.4). 
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1.4.3. Choix de l'hôte 

L'expression de protéines recombinantes dans une souche standard de E. coli comme 

les TOPIO offre l'avantage d'être simple et rapide, et d'obtenir des niveaux d'expression 

généralement adéquats. Or, l'expression de gènes provenant d'organismes n'ayant pas le 

même % G+C, comme c'est le cas des clostridies qui ont un faible % G+C (29%), 

entraîne parfois des difficultés. En effet, la présence de codons rares dans le gène à être 

exprimé mène à un manque d'ARNt correspondants. Ce déficit en ARNt peut ralentir 

considérablement la traduction de la protéine ou encore interrompre la traduction menant 

à une protéine tronquée ou même à l'absence de la protéine à exprimer (KANE, 1995). 

Diverses souches d'E. coli spécialement conçues pour l'expression de telles protéines 

recombinantes ont été développées. Le tableau 5 présente les caractéristiques des 

différentes souches d'E. coli BL21 ainsi que les gènes d'ARNt apportés par celles-ci. 

Etant donné que le génome des Clostridium est riche en AT (SEBAIHIA et al, 

2006) et pour les besoins de notre expérience, la souche d'E. coli BL21 (DE3)-RIL a été 

utilisée, car elle n'exprime pas les protéases Lon et OmpT, empêchant ainsi la 

dégradation des protéines produites et contient des copies supplémentaires des gènes des 

ARNt pour argU, ileY, et leuW sur le plasmide pACYC. Ces gènes codent pour des ARNt 

qui reconnaissent les codons rares pour l'arginine, l'isoleucine et la leucine et permettent 

la traduction de séquences provenant d'organismes riches en AT. Finalement, le gène 

end A, qui code pour une endonucléase I qui dégrade rapidement l'ADN plasmidique isolé 

de minipréparation d'ADN, a été inactivé. 
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Tableau 5: Caractéristiques des différentes souches d'J?. coli BL21. 
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ATB=antibiotique ; Cam=chloramphénicol ; Strep=streptomycine ; Spec=spectinomycine 
(adapté du manuel d'instruction de Stratagene) 

1.4.4. Choix de la technique de purification 

Plusieurs méthodes de purification ont été développées dans le but d'isoler, de 

caractériser et d'étudier différents complexes protéiques. Ces méthodes utilisent, pour la 

plupart, les propriétés intrinsèques des protéines telles que le point isoélectrique, la 

constante d'hydrophobicité, la taille et la masse moléculaire. D'autres méthodes plus 

populaires consistent à utiliser des étiquettes peptidiques et/ou protéiques fusionnées aux 

protéines à étudier. Ces étiquettes permettent la purification par chromatographie 

d'affinité de la protéine désirée et ce, en très grande quantité autant dans un système 

endogène que dans un système de surexpression bactérien, et avec une grande spécificité. 

Le tableau 6 illustre les étiquettes les plus couramment utilisées avec leurs avantages et 
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désavantages. Leur emplacement peut se faire autant en N-terminal qu'en C-termmal de 

la piotéine, selon le besoin et la protéine à purifier. 

Tableau 6: Diverses étiquettes utilisées pour la purification de protéines 
recombinantes. 
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VA1LLANCOURT et al, 2000). 

^0 

http://sprok.tt.es
http://sps.vih.-iii


1.4.5. Essais d'activité lytique 

La caractérisation des propriétés biochimiques d'une protéine est une étape essentielle 

dans l'étude de celle-ci, particulièrement lorsqu'il s'agit d'une enzyme. Par exemple, il 

existe une relation entre la vitesse d'une réaction catalysée par une enzyme, sa 

concentration dans la réaction et la quantité ou la disponibilité du substrat. Ainsi, il est 

nécessaire de connaître la quantité minimale d'enzyme et de substrat à utiliser pour avoir 

de l'activité. De plus, différentes quantités d'enzyme peuvent être ajoutées de manière à 

voir si l'activité est dépendante de la concentration en protéine et si une protéine est plus 

active par rapport une autre. Le spectre d'efficacité sur différents substrats est également 

un facteur à expérimenter étant donné la spécificité des enzymes envers leurs substrats 

(VOET et VOET, 2004). 

Certaines catalyses enzymatiques se font à l'aide d'un ion métallique et ont besoin de 

cofacteurs pour fonctionner ou améliorer leur activité. Ces enzymes peuvent agir de deux 

façons : soit elles sont déjà liées à un ion métallique comme le zinc ou le fer, soit elles 

utilisent l'ion présent dans le milieu. Ces ions participent au processus de trois manières 

différentes, soit ils se lient au substrat afin de les orienter correctement pour la réaction, 

soit ils servent de médiateurs pour une réaction d'oxydo-réduction, soit ils stabilisent ou 

cachent les chargent négatives des protéines (VOET et VOET, 2004). 

Un autre paramètre important pour le bon fonctionnement des enzymes est le pH. 

Normalement, la plupart des enzymes sont actives à un pH physiologique. Par contre, 

lorsque le pH change, la charge nette de la protéine change. Ce changement peut 

provoquer une rupture au niveau des liaisons hydrogènes au sein de la protéine qui va 
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induire un changement de conformation. Ainsi, le site actif n'est plus dans son état natif 

empêchant le substrat de se lier à celui-ci affaiblissant l'efficacité de l'enzyme. Un pH 

extrême dénature complètement la protéine qui finit par perdre sa fonction. Il existe un 

point de pH pour lequel la charge nette des protéines est égale à 0. Ce pH est appelé le 

point isoélectrique ou pi. Il est important de connaître le pi de la protéine d'intérêt afin 

d'éviter l'utilisation de solutions tampons qui ont un pH autour de cette valeur qui 

minimise la solubilité de la protéine et facilite les interactions entre protéines adjacentes 

(VOET et VOET, 2004). En solution saline, la solubilité des protéines dépend des 

interactions électrostatiques à basse force ionique, la solubilité des protéines augmente 

lorsque la concentration en sels croît, jusqu'à un certain seuil. Au-delà, elle diminue avec 

l'addition de sels due à des interactions hydrophobes (VOET et VOET, 2004). 

Enfin, les enzymes agissent dans des gammes de température compatibles avec la vie. 

Elles sont détruites par la chaleur (= thermolabiles) qui va provoquer la rupture des 

liaisons qui maintiennent la chaîne protéique dans sa conformation fonctionnelle. Elles 

sont également inactivées momentanément par le froid (VOET et VOET, 2004). 

1.5 Objectif de ma maîtrise 

L'objectif principal de mes travaux était de démontrer l'activité et l'efficacité des 

endolysines sur des cellules vivantes de C. difficile dans le but de trouver une alternative 

aux antibiotiques. Les nombreux exemples dans la littérature montrant l'efficacité des 

endolysines pour lyser des bactéries pathogènes in vitro et in vivo, l'absence de données 

(au moment où ma maîtrise a débuté) sur les endolysines de C. difficile et la difficulté à 
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traiter cette bactérie nosocomiale a mené à l'élaboration du projet présenté dans ce 

mémoire. Il reflète également la difficulté de travailler avec une bactérie anaérobie qui est 

extrêmement sensible à la moindre présence d'oxygène et à tout changement de milieu. 

Différentes endolysines ont été clonées, exprimées chez E. coli et purifiées par 

chromatographie d'affinité, puis leur activité a été vérifiée de plusieurs manières. Certains 

facteurs biochimiques propres à ces enzymes ont été étudiés, tels que les cofacteurs 

nécessaires pour une meilleure activité lytique, le pH optimal et le spectre d'efficacité sur 

différentes souches bactériennes. Finalement, l'étude de ces enzymes comme outil de 

diagnostic ou de biologie moléculaire dans les laboratoires est abordée. Toutes ces 

données ont permis de dresser un portrait général du potentiel des endolysines chez C. 

difficile et ouvrent la voie à de nombreuses expériences. 

Comme mentionné plus haut, nous nous sommes basés sur les nombreux exemples de 

la littérature pour élaborer ce projet de purification d'endolysine et d'essais lytiques sur 

des cellules entières. Toujours en nous fiant à la littérature, ce projet devait être 

relativement simple et direct et nous n'entrevoyions pas d'obstacle majeur a priori. Or, 

nous avons rencontré de nombreuses difficultés techniques en lien avec la stabilité des 

endolysines purifiées et la sensibilité extrême de C. difficile à l'oxygène, ce qui a 

grandement compliqué nos expériences. De nombreux paramètres et conditions 

expérimentales ont été testés, mais de façon plutôt empirique jusqu'à maintenant. En 

rétrospective, il aurait probablement mieux valu aborder ce projet avec une approche plus 

systématique. Néanmoins, les travaux effectués dans le cadre de ma maîtrise serviront de 

base pour la poursuite de ce projet qui, je crois, montre beaucoup de potentiel 

d'applications pour le futur. 
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2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Note : la composition des tampons et solutions mentionnés dans les sections qui suivent 
est décrite dans l'annexe 3) 

2.1 Souches utilisées et milieux 

Les souches de Clostridium difficile proviennent toutes d'isolats cliniques obtenus des 

Drs Jacques Pépin, Louis Valiquette et Éric Frost du Centre Hospitalier Universitaire de 

Sherbrooke (CD24, CD274, CD390, CD392, CD398, CD399). La souche CD630 a été 

obtenue du docteur Julian Parkhill de l'Institut Sanger en Angleterre, et la souche VPI 

10463 (ATCC 43255) provient de VAmerican Type Culture Collection (ATCC). Les 

cultures sont ensemencées à 3% dans un bouillon BHI (Oxoid, Nepean, On) et incubées à 

37°C dans une chambre anaérobie Thermo Forma (Fisher Scientific) sous une atmosphère 

contenant 10% hydrogène, 5% CO2 et 85% azote. 

Les bactéries de type Escherichia coli TOP 10 (génotype : F- mer A A(mrr-hsdRMS-

mcrBC) (p801acZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 

rpsL(StrR) endAl X) (Invitrogen, Burlington, On) sont ensemencées dans un bouillon 

Luria-Bertani (LB) (Bioshop, Burlington, On) supplémenté de 50 |j,g/ml ampicilline 

(LB50) (Bioshop, Burlington, On). 

Les bactéries de type E.coli BL21(DE3)-RIL (F" ompT hsdS{rB~ mB~) dern Tetr gai 

MDE3) endA Hte [argU UeYleuW Camr]) (Stratagene, Cedar Creek, TX) sont 
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ensemencées dans un bouillon LB supplementé de 50 u.g/ml ampicilline et 34 [ig/ml de 

chloramphénicol (Bioshop, Burlington, On). 

Pour les clonages, les géloses LB ont été supplémentées de 100 ^g/ml d'ampicilline 

(LB100). 

2.2 Plasmides utilisés pour les clonages 

2.2.1 pBAD/HisB 

Le clonage de l'endolysine plyCD630-l a été réalisé dans le vecteur pBAD/His B 

(Invitrogen). Ce vecteur possède une étiquette polyhistidine en N-terminal permettant la 

purification de la protéine recombinante sur colonne au Nickel. Il possède également un 

gène codant pour une protéine régulatrice AraC qui permet le contrôle du promoteur 

araBAD (PBAD) chez E. coli. En présence de L-arabinose, le promoteur PBAD est activé et 

l'expression de la protéine est induite. Il possède également un gène de résistance à 

l'ampicilline permettant la sélection des clones (GUZMAN et al, 1995). Les 

caractéristiques du plasmide sont représentées dans l'annexe 2. 
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2.2.2 PQE-80L 

Le clonage des endolysines plyCD52 et plyCD38-2 a été réalisé dans le vecteur pQE-

80L (Qiagen, Mississauga, On). Ce vecteur permet la fusion d'une étiquette polyhistidine 

en N-terminal de la protéine permettant ainsi la purification de la protéine recombinante 

sur une colonne au Nickel. Il possède également un gène de résistance à l'ampicilline 

permettant la sélection des clones. Ce vecteur exprime le gène lacP qui code pour un 

répresseur de l'opéron Lac qui réprime le promoteur. L'ajout de l'inducteur Isopropyl-P-

D-1-thiogalactopyranoside, aussi appelé IPTG, empêche le répresseur de lier le promoteur 

T5. Ainsi, le répresseur étant déplacé, le promoteur lac est reconnu par l'ARN 

polymerase, permettant l'expression de la protéine recombinante. Ce gène permet d'éviter 

l'expression basale de la protéine qui pourrait être toxique pour la bactérie. Les 

caractéristiques du plasmide sont représentées dans l'annexe 2. 

2.3 Extraction et purification d'ADN 

Afin d'avoir de l'ADN pur en quantité importante, les plasmides ont été extraits et 

purifiés à l'aide du kit de maxipréparation d'ADN plasmidique provenant de la 

compagnie Qiagen, en suivant les recommandations du manufacturier. 

Lorsque nécessaire, certains produits PCR ont été purifiés sur gel à l'aide des 

colonnes Spin-X (distribué par Fisher Scientific, Ville St-Laurent, Qc). L'ADN a ensuite 

été concentré par précipitation à l'éthanol en suivant le protocole d'écrit par Sambrook 

(SAMBROOK et RUSSELL, 2001) 
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Suite aux digestions enzymatiques, les inserts et les vecteurs ont été purifiés par 

phénol-chloroforme puis précipités à l'éthanol (SAMBROOK et RUSSELL, 2001). Le 

volume d'ADN est tout d'abord augmenté à 500 \i\ avec de l'eau et 500 fxl d'un mélange 

phénol-chloroforme (1 :1) est ajouté. Les tubes sont vigoureusement mélangés au vortex 

puis centrifugés 3 minutes à 11900 x g, à la température de la pièce (TP). La phase 

aqueuse est ensuite récupérée, puis l'ADN est précipité à l'éthanol tel que mentionné 

précédemment. 

Lorsque des clones d'£. coli positifs sont suspectés, un criblage des plasmides est 

effectué à l'aide d'une extraction plasmidique sur silice de la manière suivante : 1,5 ml 

d'une culture de 16 h contenant le plasmide est centrifugé 1 minute à vitesse maximale 

dans une microcentrifugeuse. Le culot est resuspendu dans 200 [xl de tampon 1 puis 200 

(il de tampon 2 est ajouté de manière à lyser les cellules. Enfin, 200 [xl de tampon 3 est 

ajouté au tube pour faire précipiter les protéines. Les tubes sont centrifugés 5 minutes à 

11900 x g à TP et le surnageant récupéré est incorporé à 200 |xl de silice en suspension 

dans de l'eau ultrapure (13% p/v). Les tubes sont ensuite centrifugés 10 secondes à 11900 

x g à TP, puis la matrice ayant liée l'ADN est lavée avec 500 îl d'un tampon EtOH et à 

nouveau centrifugée. Le culot est finalement séché quelques minutes, puis l'ADN est élue 

dans 50 \i\ de Tris-HCl 10 mM pH8.0 après incubation de 10 minutes à 55°C et deux 

centrifugations successives de 10 secondes à 11900 x g pour éliminer la silice. 

Une fois que les clones positifs sont confirmés, ou que l'ADN va être utilisé pour 

être transformé dans d'autres souches bactériennes, ceux-ci sont extraits à l'aide de la 

trousse de minipréparation d'ADN plasmidique de la compagnie Biobasic (Markham, On) 

afin d'avoir de l'ADN pur pour l'envoi au séquençage. 
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2.4 Extraction d'acides nucléiques en utilisant les endolysines 

2.4.1 Extraction d'ARN à l'aide des endolysines 

Pour commencer, 10 ml d'une culture de la souche CD274 est centrifugée 10 

minutes à 1900 x g à 4°C puis le surnageant est enlevé. Le culot bactérien est resuspendu 

dans 100 [il de lysozyme à 100 mg/ml préparé dans du TE, ou encore de PlyCD52 ou 

PlyCD38-2 à une concentration de 5 mg/ml, puis incubé pendant 1 ou 5 minutes à 37°C. 

Ensuite, 1 ml de TRIzol est ajouté aux tubes qui sont placés 10 minutes à -80°C afin de 

fragiliser les parois et faciliter la lyse bactérienne. Une fois décongelés, 200 u.1 de 

chloroforme est ajouté aux tubes et ceux-ci sont mélangés par inversion vigoureuse 

pendant 15 secondes. La suite des étapes pour l'extraction d'ARN est identique au 

protocole fourni par la compagnie Sigma. Le culot obtenu est finalement solubilisé dans 

40 u.1 H20 RNase-free et incubé 10 minutes à 55°C pour faciliter la dissolution et la 

quantité d'ARN est déterminée à l'aide du spectrophotomètre NanoVue de GE Healthcare 

(Baie d'Urfé, Qc). 

2.5 Clonage des endolysines 

Les manipulations d'ADN (digestion avec enzymes de restriction, ligation, 

déphosphorylation, purification de fragments, etc.) ont été effectuées en suivant des 

procédures standards décrites par Sambrook (Sambrook et al., 2001) ou selon le protocole 

fourni par les compagnies fournissant le matériel utilisé. Les enzymes de restriction 
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proviennent de la compagnie Roche (Laval, Qc, Canada) et ont été utilisées d'après les 

directives de la compagnie, soit avec 1 U d'enzyme par ^g d'ADN durant 2 h dans un 

bain à 37°C. 

2.5.1 Préparation des inserts 

Le gène plyCD630-l a été amplifié par PCR à partir de l'ADNg purifié du 

prophage cpCD630-l de Clostridium difficile 630 (numéro d'accession NCBI: 

AMI80355) (Sebaihia et al. 2006) et les gènes plyCD52 et plyCD38-2 ont été amplifiés 

par PCR à partir de l'ADNg purifié des phages cpCD52 et (pCD38-2 provenant de C. 

difficile CD52 et CD38, respectivement (SEBAIHIA et al, 2006; FORTIER et 

MOINEAU, 2007). Enfin, le domaine C-terminal de plyCB52 (appelé CBD pour Cell 

wall-Binding Domain) a été déterminé par analyse bio-informatique puis amplifié à partir 

de l'ADNg purifié du phage cpCD52 (FORTIER et MOINEAU, 2007) et le gène de la 

GFP a été amplifié du vecteur pRS315-GFP provenant du laboratoire du Docteur Shérif 

Abou Elela. 

Toutes les réactions de PCR ont été effectuées dans un appareil Eppendorf 

Mastercycler de la compagnie Eppendorf (Mississauga, On) et les amorces ayant servi à 

amplifier les différents gènes ont été synthétisées par la compagnie Integrated DNA 

Technologies (IDT) (Coralville, IA). Les amorces et leurs caractéristiques sont présentées 

dans l'annexe 1. Des sites de restrictions ont été incorporés dans les différents amplicons 

PCR. Afin d'éviter l'incorporation de mutations, l'enzyme utilisée pour l'amplification 
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était l'ADN polymérase Pfu (préparation maison) étant donné qu'elle possède une activité 

de relecture. La réaction de PCR est composée de 10 ng d'ADNg, 1 X de tampon PCR, 

125 uM de chaque dNTP, 1 uM d'amorces et 2.5 unités de Pfu. 

Les tableaux 7 et 8 illustrent les conditions d'amplification des fragments /?/vCD630-

1, p/vCD52 et/>/>CD38-2. CBD et GFP. 

Tableau 7 : Conditions générales de PCR pour l'amplification des différents gènes 

Température Durée Cycle 
_ _ _ _ _ _ _ _ _ „ _ _ _ _ _ _ 1 | _ _ 

94°C 45 sec 2* dénaturaiion 
X 45 sec Appariemcnt 

72°C ! min Élongation 
72°C 10 min Extension finale 
4°C Pour toujours 

Programme PCR de 35 cycles. 
X : la température d'apparié ment dépend des amorces utilisées et est représentée dans le 
tableau 6B. 

Tableau 8: Températures d'appariement utilisées pour l'amplification des différents 
gènes et fragments 

Fragment j#CD63û '• pfyCB3È-2 pfyCBSI CBD GFP 

Tempéir&tare 
d'appariement 50 55 57 54 56 

•c ; -

De manière à vérifier les produits PCR et à les purifier, ceux-ci sont analysés sur 

un gel d'agarose 0,8% (p/v) dans du tampon TAE. qui est ensuite coloré au bromure 

cféthidium et visualisé sous UV dans un appareil ImageQuant IQ 300 (GE Healthcare). 

Après amplification, les fragments attendus sont de 816 pb pour/?/vCD630-1. 813 pb pour 

;;/)CD52. 807 pb pour PlyCD38-2. 291 pb pour CBD52 et 714 pb pour GFP. A partir de 

ce gel, les bandes correspondantes sont rapidement découpées sous lumière UV et 

40 



purifiées sur des colonnes d'extraction Spin-X selon les recommandations du 

manufacturier, puis précipitées l'éthanol (SAMBROOK et RUSSELL, 2001). Ces 

fragments sont ensuite digérés avec les enzymes de restriction appropriées et puis purifiés 

par phénol-chloroforme. Ces inserts sont, par la suite, mis sur un gel d'agarose 0,8% afin 

d'être analysés et quantifiés de façon semi-quantitative à l'aide du programme 

ImageQuant (GE Healthcare, Baie d'Urfé, Canada). 

2.5.2 Préparation des vecteurs 

Cinq u.g de vecteur pBAD/HisB ont été digérés par les enzymes Xhol et Hindlïl. Les 

bouts cohésifs générés étant identiques à ceux des fragments du gène d'intérêt, ceux-ci 

vont s'intégrer facilement au plasmide. De même, 5 ^g de vecteur pQE-80L ont été 

digérés par les enzymes BamHl ou Bamlil+Hindlïl. Ces vecteurs digérés ont été purifiés 

sur gel tel que décrit précédemment afin d'éliminer le petit fragment généré lors de la 

double digestion, puis remis sur un gel d'agarose 0,8% afin d'évaluer leurs concentrations 

et leurs puretés. De manière à éviter la recircularisation des vecteurs, leurs extrémités 5' 

protubérantes ont été déphosphorylées à l'aide de la phosphatase alcaline CIAP d'après 

les recommandations du fabricant Roche soit avec 1 U/[xg d'ADN 15 minutes dans un 

bain à 37°C suivi de 30 minutes à 55°C. Finalement, l'enzyme est inactivée 10 minutes à 

70°C. En ce qui concerne la fusion GFP-CBD52, le clonage de GFP est tout d'abord 

réalisé dans le vecteur pQE-80L au site Hindlïl et BamHl puis le gène CBD52 est ajouté 

au vecteur pQE-80L-GFP au site Hindlïl. 
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2.5.3 Ligations des ADNs 

Les réactions de ligation sont effectuées à l'aide de la T4 DNA ligase produite par 

Invitrogen. Le vecteur à une quantité de 50 ng est mélangé à 1 unité de ligase T4 et 1 X 

de tampon de ligation. Les inserts ont été ajoutés selon des ratios vecteur/insert 1:1, 1:3 et 

1:5 dans un volume final de 10 |i,l. Ces réactions ont été incubées soit à TP pendant 3 h, 

soit toute la nuit à 16°C avant d'être transformées dans les bactéries E. coli TOP10. 

2.5.4 Transformations d'ADN dans des cellules E. coli chimio-compétentes et 
obtention des clones 

Les produits de ligation sont introduits dans les cellules E. coli TOP10 préalablement 

rendues chimio-compétentes par la méthode utilisant le chlorure de rubidium, tel que 

décrit par Sambrook (SAMBROOK et RUSSELL, 2001). Les transformations ont été 

effectuées par choc thermique après l'ajout de 1 u.1 de produits de ligation (environ 10 ng) 

à 50 JLAI de cellules TOP10 (SAMBROOK et RUSSELL, 2001). Après récupération 

pendant lh à 37°C sans antibiotique, les cellules transformées sont ensuite étalées sur des 

géloses LB100 puis incubées toute la nuit à 37°C. Dix à vingt colonies isolées sont ensuite 

ensemencées séparément dans 3 ml de bouillon LB contenant 50 fxg/ml ampicilline et les 

cultures sont incubées pendant 16 h à 37°C sous forte agitation. L'ADN plasmidique est 

ensuite extrait par la méthode rapide avec la silice tel que décrit précédemment (section 

2.3) et la présence d'un insert est vérifiée par digestion enzymatique. L'ADN des clones 

positifs est ensuite purifié à l'aide d'une trousse de minipréparation d'ADN plasmidique 
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(Biobasic). Finalement, ces plasmides sont envoyés à séquencer au service de séquençage 

du CHUL afin de vérifier qu'il n'y a pas eu de mutations et que le gène est présent dans le 

bon cadre de lecture (se référer à la section 2.10). Des amorces situées dans pBAD/HisB 

ou pQE-80L ont été utilisées pour le séquençage et sont répertoriées dans le l'annexe 1. 

Afin de surexprimer les endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2, l'ADN des 

plasmides correspondants a été transformé dans les bactéries E. coli BL21(DE3)-RIL 

(BL21) préalablement rendues chimio-compétentes par la même méthode décrite plus 

haut. Les transformations ont été effectuées selon la méthode décrite par Sambrook en 

ajoutant 1-10 ng de plasmide à 50 \i\ BL21(DE3) RIL (SAMBROOK et RUSSELL, 

2001). Après récupération, les cellules sont ensuite étalées sur une gélose LB1 + 34 

|j,g/ml de chloramphénicol, ce dernier antibiotique étant requis pour maintenir le plasmide 

pACYC. 

2.6 Expression et purification des endolysines 

2.6.1 Expression dans E. coli et détermination de la solubilité des protéines 
recombinantes 

2.6.1.1 Induction 

La souche d'E. coli TOP10 contenant le plasmide codant pour l'endolysine PlyCD630 

dans le vecteur pBAD/HisB ou E. coli BL21 contenant PlyCD52 ou PlyCD38-2 dans le 

vecteur pQE-80L a été ensemencée dans 5 ml de bouillon LB et laissée toute la nuit à 
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37°C sous forte agitation. Le lendemain, 11 ml de LB a été ensemencé avec 1% de la 

préculture et laissé incubé à 37°C jusqu'à atteindre une DOÊOO de 0,5 toujours sous forte 

agitation. Afin d'avoir un point de comparaison induit contre non induit, 1 ml de culture a 

été prélevé et centrifugé 30 secondes à vitesse maximale. Le culot bactérien a été 

solubilisé dans 50 u.1 de tampon de charge IX pour SDS-PAGE (SLB IX) de manière à 

obtenir l'équivalent de 0,1 unité DOÈOO/10 U.1 puis mis de côté à -20°C jusqu'à analyse sur 

un gel SDS-PAGE. 

Aux 10 ml de culture restants a été ajouté de l'IPTG (Bioshop) de manière à obtenir 

une concentration finale de 0,5 mM (ou du L-(+)-arabinose 0,2% pour PlyCD630). Le 

tout est induit toute la nuit à 37°C sous forte agitation. À la fin de l'induction, la DOÔOO est 

mesurée et 1 ml de culture est prélevé, centrifugé 30 secondes puis le culot est solubilisé 

dans un volume de SLB IX permettant d'obtenir 0,1 unité DOÔOO /10 JO.1 d'échantillon. Les 

échantillons et les contrôles non induits sont ensuite mis sur un gel SDS-PAGE 12%. 

2.6.1.2 Analyse sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) 

De manière à analyser les différentes étapes de la production des protéines 

recombinantes, des électrophorèses sur gel d'acrylamide :bisacrylamide (29:1) ont été 

réalisées en suivant le protocole de Laemmli (LAEMMLI, 1970) dans l'appareil Mini-

PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, Mississauga, On). Pour commencer, 10 \i\ d'échantillons 

recueillis aux différentes étapes de purification sont chauffés à 95°C pendant 5 minutes 

avec 10 uJ de tampon Laemmli SLB 2X. Ces échantillons sont ensuite placés dans les 

puits du gel de polyacrylamide au côté du marqueur SDS-PAGE Standards Broad Range 

44 



(Bio-Rad) préalablement préparé de la même manière que les échantillons et la migration 

est effectuée à 200 V pendant environ 45 minutes. Le gel est coloré pendant 20 minutes 

dans une solution de coloration au bleu de Coomassie puis décoloré 50 minutes dans une 

solution de décoloration qui révélera le profil de bandes (voir composition des solutions 

en annexe 3). 

2.6.1.3 Détermination de la solubilité de la protéine exprimée 

L'induction de la protéine se fait de la manière stipulée dans la section 2.6.1.1 après 

avoir déterminé les meilleures conditions. Les paramètres testés sont la température et le 

temps d'induction, et une concentration d'inducteur variable. Un test de solubilité a été 

effectué pour chaque paramètre d'induction, car il arrive souvent qu'une protéine forme 

des corps d'inclusion insolubles. Avant induction, 50 (xl de SLB IX est ajouté au culot 

bactérien de la culture non induite et conservé à -20°C. À la fin de l'induction, les cellules 

sont récoltées en centrifugeant 10 minutes à 4°C, 12000 x g. Le culot bactérien est 

resuspendu dans 500 u.1 de tampon de lyse non dénaturant, transféré dans un tube 

eppendorf et congelé à -80°C, ce qui permet de fragiliser les cellules. 

Une fois les cellules décongelées, celles-ci sont brisées par 6 rondes de sonication 

de 10 secondes chacune, entrecoupées de pauses de 15 secondes dans un bain de glace à 

une puissance de 55%, à l'aide de l'appareil Sonic Dismenbrator de Artek Corporation 

(distribué par Fisher Scientific). Cette lyse nous permet d'obtenir l'extrait brut (EB). 

Ensuite, 10 u.1 de l'extrait brut est prélevé et 10 [xl de tampon de charge SLB 2X a été 

ajouté puis conservé à -20°C jusqu'à analyse. Le reste de l'EB est centrifugé à 4°C 
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pendant 15 minutes à 20 064 g et le surnageant obtenu, qui contient les protéines totales 

solubles, est appelé extrait clarifié (EC). 

Sur un gel SDS-PAGE 12% est chargé 10 ^1 de l'extrait brut et 10 u.1 de l'extrait 

clarifié dans une piste adjacente afin de comparer l'intensité des bandes correspondant à 

notre protéine. 

2.7 Méthode finale pour la préparation des endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2 

2.7.1 Induction à grande échelle et préparation de l'extrait total des protéines 

2.7.1.1 Induction à grande échelle 

Une fois les paramètres d'induction déterminés et la solubilité de la protéine 

confirmée, les protéines ont pu être préparées en gros volume afin d'avoir une quantité 

importante d'enzyme. Ainsi, 2 x 1 L de LB Amp" + Canr ont été ensemencés avec 2 x 

10 ml de préculture contenant le plasmide pQE-80L-pfyCD52 ou pQE-S0L-plyCD38-2 et 

incubé à 37°C sous forte agitation, jusqu'à obtention d'une DO^oo de 0,5. À cette culture, 

0,5 mM final d'IPTG est ajouté et incubé à 37°C sous forte agitation toute la nuit. Le 

lendemain, les 2 L sont centrifugés à 11872 x g à 4°C pendant 30 minutes. Le surnageant 

est jeté et le culot bactérien est conservé à -80°C jusqu'à utilisation. 
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2.7.1.2 Préparation de l'extrait total des protéines par Freezer/Mill 

Le Freezer/Mill 6850 de la compagnie LAB-SPEX (Metuchen, NJ) est un appareil qui 

broie des échantillons cryogénisés et les pulvérise en envoyant magnétiquement un 

barreau d'acier d'un bout à l'autre d'un tube fermé contenant les échantillons. 

Le tampon de lyse utilisé est le tampon PBS1X (2,7 mM KC1, 10 mM Na2HP04, 17 

mM KH2P04) 10 mM imidazole ajusté à 500 mM final NaCl. 

La lyse bactérienne par le Freezer/Mill a été effectuée selon les directives du 

fournisseur. Au culot de bactéries décongelé est ajouté 5 ml de tampon de lyse pour 

chaque litre initial de culture. Cette préparation est ensuite transformée en « popcorns » 

dans de l'azote liquide. À l'aide d'une pipette, la suspension bactérienne concentrée est 

ajoutée goutte à goutte dans de l'azote liquide de manière à obtenir de petites boules 

congelées de bactéries appelées popcorns qui peuvent être conservées à -80°C en 

attendant d'être pulvérisées à l'aide du Freezer/Mill. Le Freezer/Mill est préalablement 

refroidi en ajoutant de l'azote liquide dans la cuve. Les quatre tubes contenant un barreau 

d'acier sont conservés à -80°C et refroidis à leur tour dans l'azote. Ensuite, les popcorns 

sont introduits dans ces tubes et mis dans l'appareil. Étant donné qu'il n'y a pas de 

protocole établi pour la lyse bactérienne, la lyse a été effectuée dans les conditions 

standards établies par le fournisseur (SPEX, Metuchen, NJ). Tout d'abord, 10 minutes 

sont requises afin de refroidir au maximum les tubes. Le pré-refroidissement est suivi du 

premier cycle de broyage qui dure 2 minutes. Enfin, le premier cycle se termine par 2 

minutes de refroidissement. Ce cycle est effectué au total 4 fois. Une fois le broyage 

complété, les tubes contiennent de la poudre de bactéries lysées qui est transférée dans un 
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tube Falcon. Cette poudre peut être conservée à -80°C pour plus tard ou utilisée 

immédiatement. 

Pour préparer l'extrait cellulaire brut, la poudre est décongelée sur glace puis 10 

[Ag/ml de DNase I (Roche) et 5 mM MgCl2 sont ajoutés de manière à dégrader l'ADN 

présent en grande quantité. Le tube est laissé lh30 dans un bain à 37°C puis l'extrait est 

centrifugé 30 minutes à 20 064 x g à 4°C. Le surnageant est finalement filtré sur un filtre 

0,22 \im (Sarstedt, St Léonard, Qc) et prêt pour purification. 

2.7.2 Purification sur colonne au Nickel 

Les purifications sont toujours effectuées dans un réfrigérateur à 4°C ou dans un 

bain d'eau glacée et toutes les solutions sont conservées à 4°C afin que la colonne reste 

froide. 

2.7.2.1 Par FPLC 

Dans un premier temps, les purifications de PlyCD630 étaient réalisées sur une 

colonne HiTrap Chelating HP de 1 ml (Amersham Biosciences, distribué par GE 

Healthcare) préalablement chargée de nickel et équilibrée avec le tampon de lyse. Le 

protocole décrit dans le HiTrap Chelating HP handbook a été suivi et l'appareil FPLC 

ÀKTA Explorer (GE Healthcare) a été utilisé. L'extrait total a été appliqué à la colonne à 

un débit de 1 ml/min de même que les tampons de lavages à 4°C. Ensuite, 10 ml de 
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tampons de lavages et d'élution sont passés à travers la colonne. Les tampons de lavages 

sont composés de PBS1X pH8, 500 mM NaCl, 10% glycérol et une concentration 

croissante d'imidazole : 60 et 100 mM d'imidazole. Le tampon d'élution contient 250 

mM imidazole ; l'imidazole en forte concentration entre en compétition avec les 

histidines et permet le décrochage des protéines étiquetées. À la protéine éluée est ajouté 

1 mM final de DTT. La disponibilité de l'appareil étant souvent limitant, la purification 

manuelle est devenue nécessaire. 

2.7.2.2 Purification manuelle 

Pour les endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2, la purification manuelle a été 

utilisée. Celle-ci est réalisée avec une colonne HiTrap IMAC FF de 1 ml (GE Healthcare). 

Les étapes décrites dans le protocole HiTrap Column Guide fourni par la compagnie ont 

été suivies avec précision (GE Healthcare). Avant chaque purification, le nickel contenu 

dans la colonne a été enlevé par 5 ml d'un tampon contenant 20 mM de phosphate de 

sodium, 0,5 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 7,4 puis la colonne est lavée avec 10 ml d'eau 

distillée. Afin d'enlever les protéines qui auraient pu précipiter dans la colonne, une 

incubation de 2 h avec 10 ml de 1 M NaOH est requise, suivi d'un lavage avec 10 ml de 

tampon de lyse et d'eau distillée. Enfin, la colonne est régénérée avec 0,5 ml d'une 

solution de 0,1 mM NiSC^. La colonne est ensuite lavée avec 5 ml d'eau distillée et 5 ml 

de tampon de lyse et est prête à l'utilisation. L'échantillon est appliqué à la colonne à 

l'aide d'une seringue à un débit d'environ 1 ml/min de même que les tampons de lavage. 

PlyCD52 a été lavée avec des solutions contenant du PBS IX pH 7,5, 500 mM NaCl, 40 
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ou 50 mM imidazole, puis éluée avec 3 ml d'un tampon B qui contient 250 mM 

imidazole. Étant donné que les lavages à ces concentrations d'imidazole font perdre trop 

de PlyCD38-2, ses solutions de lavage contiennent du tampon B et 20 ou 40 mM 

imidazole, puis l'élution est effectuée avec 3 ml d'un tampon B contenant 250 mM 

imidazole. Aux protéines éluées est ajouté 1 mM final de DTT et 1% final Tween-20 

(Bioshop). Le Tween-20 est ajouté seulement après avoir dosé les protéines par Bradford 

(ci-dessous). La qualité de la purification est ensuite analysée sur gel SDS-PAGE 12%. 

2.7.3 Dosage des protéines totales par le test de Bradford 

Avant d'ajouter le Tween-20 au tampon contenant la protéine recombinante 

purifiée, la concentration est déterminée par un test de Bradford (Bio-Rad), en suivant les 

recommandations du fabriquant. Une courbe standard, à base d'une série de dilutions 

d'une solution de BSA à 1 mg/ml, est établie parallèlement au dosage des protéines Ply. 

Le volume de réaction est complété à 800 \i\ avec de l'eau distillée et 200 [xl de réactif de 

Bradford est ajouté. Après 5 minutes d'incubation à TP, les absorbances à 595 nm ont été 

mesurées au spectrophotomètre Novaspec Plus de la compagnie Biochrom (distribué par 

Fisher Scientific). Afin de connaître la concentration de l'extrait proteique, leur 

absorbance a été reportée sur la courbe standard. 

Une fois les endolysines préparées, des essais enzymatiques sont réalisés afin de 

connaître leur activité. 
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2.8 Essais enzymatiques 

2.8.1 Essais enzymatiques par turbidité 

2.8.1.1 Méthode générale pour tous les essais 

Une souche de C. difficile est ensemencée à 3% dans un bouillon BHI 

préalablement réduit toute la nuit dans la chambre anaerobique. Il est important de noter 

que tout contact prolongé avec l'oxygène entraîne une autolyse des cellules. Par 

conséquent, une fois la fin de la phase exponentielle de croissance atteinte, c'est-à-dire à 

une DOÈOO de 0,8, les cellules sont transférées dans un tube Falcon qui est ensuite fermé 

hermétiquement. Ce tube est alors sorti de la chambre anaerobique et centrifugé 10 

minutes à 1900 x g puis immédiatement rentré dans la chambre afin d'éviter tout contact 

des cellules avec l'oxygène. Le surnageant est ensuite enlevé et le culot est resuspendu 

par pipetage dans du PBS IX pH 7,5 (à l'exception des essais pour déterminer le pH 

optimal) préalablement dégazé de manière à obtenir une DOÔOO de 0,7. La souche de 

Clostridium utilisée lors des essais correspond à celle sensible pour le phage d'où 

provient l'endolysine, c'est-à-dire CD24 pour PlyCD52 et CD274 pour PlyCD38-2. 

Tous les essais sont réalisés à 37°C en complète anaérobiose, dans des 

microcuvettes Sarstedt (St-Léonard, Qc) dans un volume réactionnel final de 500 \i\ 

contenant 300 mM final de NaCl, et 0,5% final de Tween-20 (à l'exception du test sans 

cofacteur). Les mesures ont été prises à une DOÔOO toutes les 15 minutes pendant 1 h à 
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l'aide du spectrophotomètre Novaspec Plus, en n'oubliant pas de prendre la DOÔOO initiale 

au temps 0. Le pourcentage des cellules résiduelles est calculé en utilisant la formule : 

DOTx 
—— — x 100 = % de cellules résiduelles 
DO initiale 

DO Tx= densité optique obtenue à un temps donné (ex : 15 minutes) 
DO initiale= densité optique obtenue au temps initial. 

De plus, étant donné un problème de précipitation des endolysines qui engendre 

une perte d'activité relativement rapide, chaque essai est enchaîné dès que la purification 

et le dosage sont achevés. Différentes souches de C. difficile et autres espèces 

bactériennes ont également été testées avec les endolysines. Les tests du vecteur pQE-

80L vide utilisé comme contrôle et des différentes souches ont été faits avec des 

préparations d'endolysine différentes contrairement aux tests de concentrations, 

cofacteurs et pH qui, effectués la même journée dans cet ordre précis, ont été réalisés avec 

la même préparation d'enzyme. Chaque essai a été fait en triplicata technique et 

biologique. Enfin, chaque expérience ayant des paramètres différents, ceux-ci vont être 

spécifiés dans les sous-sections prochaines. 

2.8.1.1.1 Activité en fonction de la concentration de PlyCD52 et 
PlyCD38-2 

Les microcuvettes sont préparées à l'avance. Pour chaque concentration, le 

tampon A est utilisé comme contrôle. Des volumes de 10, 25, 50, 100 et 200 ul 

52 



d'endolysine ou de tampon A ont été ajoutés aux cellules. L'essai est ensuite effectué 

dans les conditions mentionnées dans la section 2.8.1.1. 

2.8.1.1.2 Influence de certains cofacteurs sur l'activité 
enzymatique 

Cinquante microlitres d'endolysines ou de tampon A sont ajoutés dans les essais. 

Pour l'essai sans cofacteur, un aliquote d'endolysine a été prélevé avant l'ajout de 1% 

Tween-20. Par conséquent, le contrôle de l'essai sans cofacteur est composé du tampon A 

sans Tween-20. Malheureusement, le tampon phosphate dans lequel les bactéries sont 

resuspendues empêche l'usage de cofacteurs contenant des ions sulfates. Par conséquent, 

les conditions étudiées sont : 

1. Sans cofacteur 

2. Tween-20 0,5% final 

3. MgCl2 à des concentrations de 1 et 10 mM + Tween-20 0,5% final 

4. EDTA à des concentrations de 1 et 10 mM + Tween-20 0,5% final 

5. Triton 0,1 % final + Tween-20 0,5% final 

L'essai est ensuite effectué dans les conditions mentionnées dans la section 

2.8.1.1. 
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2.8.1.1.3 Influence du pH sur l'activité enzymatique 

Les cellules de C. difficile sont resuspendues dans un tampon préalablement dégazé 

correspondant au pH testé, qui varie de pH 6 à pH 10. Pour les pH de 6, 7, 7,5, 8, et 8,5, 

un tampon phosphate (PBS IX) a été utilisé alors que pour les pH de 9 et 10, un tampon 

Tris-HCl 20 mM a été utilisé. 

Un volume de 50 u.1 d'endolysine ou de tampon A en guise de contrôle est ajouté 

aux microcuvettes contenant les cellules resuspendues dans un tampon à pH déterminé et 

l'essai est réalisé dans les conditions mentionnées dans la section 2.8.1.1. 

2.9 Buvardage de type Southern pour identifier de nouvelles endolysines 

Il est possible de trouver de nouvelles endolysines de phages en créant une sonde PCR 

à partir d'un gène d'endolysine connu et de faire un buvardage de type Southern avec des 

ADNg de phages dont la séquence génomique est encore inconnue. Afin de trouver 

l'endolysine dans le génome des phages cpMMPOl et (pMMP02, deux phages découverts 

par notre laboratoire mais pour lesquels une séquence d'ADNg n'est pas encore 

disponible, leurs ADN ont été digérés avec des enzymes de restriction afin d'obtenir un 

profil de bandes. Les digestions ont été effectuées tel que décrit dans la section 2.5. Étant 

donné que la séquence de ces phages n'est pas connue, il est impossible de prévoir où va 

couper les enzymes de restriction. Par conséquent, pour minimiser les risques que 

l'enzyme employée clive dans le gène de l'endolysine, trois enzymes différentes ont été 

utilisées. Les génomes purifiés de phages contrôles (pCD52, q>CD38-2, pour lesquels des 
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gènes d'endolysines ont été utilisés comme sonde, cpCD630-l, pour confirmer la faible 

intensité des bandes après liaison des sondes (étant donné la faible homologie observée 

par bioinformatique), et des phages inconnus (pMMPOl et (pMMP02, ont été digérés par 

les enzymes Hindlll, Ndel et Hpal pendant 2 h à 37°C. Ensuite, des sondes DIG des 

gènes plyCD52 et PlyCD38-2 ont été préparées. 

2.9.1 Préparation des sondes DIG 

Un PCR pour amplifier les gènes plyCD52 et plyCD38-2 a été effectué pour faire la 

sonde en utilisant un mélange de dNTPs modifiés ayant un ratio de 2 dTTP pour 1 DIG-

11-dUTP (voir tableaux 7 et 8 pour conditions d'amplification). Les dNTPs standards ont 

été remplacés par 1,25 mM de chaque dNTP (A/C/G), 0,83 mM de dTTP et 0,42 mM de 

DIG-11-dUTP (Roche). Le produit est ensuite purifié sur gel à l'aide des colonnes Spin-X 

d'après le protocole du manufacturier et la moitié de la sonde est mise dans 50 ul d'eau 

distillée stérile ultrapure puis chauffée 10 minutes à 94°C pour la dénaturer. Cette sonde est 

refroidie immédiatement sur glace puis ajoutée à 10 ml de tampon DIG Easy Hyb (Roche), puis 

filtrée sur membrane 0,22^m pour réduire le bruit de fond. 

Les solutions utilisées dans le buvardage de type Southern sont répertoriées dans 

l'annexe 3. 
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2.9.2 Buvardage de type Southern 

Une électrophorèse sur gel d'agarose 0,8% a été réalisée pendant 55 minutes à 110 V 

en mettant sur chaque piste les ADN digérés. Après coloration au bromure d'éthidium et 

visualisation des profils sous UV, le gel est submergé dans une solution de HC1 0,25 M 

pendant 10 min avec agitation à TP puis rincé à l'eau distillée. Le gel est ensuite 

submergé dans une solution de dénaturation, 2 x 1 5 minutes, TP, avec agitation, rincé à 

l'eau distillée puis submergé dans une solution de neutralisation, 15 minutes, TP, avec 

agitation. Pour finir, le gel est submergé dans une solution de SSC 20X 15 min, TP, avec 

agitation et l'ADN est transféré par capillarité sur une membrane de nylon Hybond ECL 

(Amersham distribué par GE Healthcare) toute la nuit après avoir fait le montage 

approprié (SAMBROOK et RUSSELL, 2001). 

Le lendemain, la membrane est rincée dans du SSC 2X puis l'ADN est fixé aux UV 

deux minutes de chaque côté de la membrane en la déposant directement sur la plaque du 

transilluminateur. La membrane est séchée pour utilisation ultérieure ou incubée 

immédiatement pendant 4 h à 42°C avec 10 ml de solution de préhybridation DIG Easy-

Hyb (Roche) dans un four à hybridation. Le reste des étapes correspond aux procédures 

de détection DIG décrites par le fournisseur. Brièvement, une fois la préhybridation 

terminée, le tampon de préhybridation est remplacé par le tampon contenant la sonde 

dénaturée, puis incubé à 42°C pendant un minimum de 12 heures. La membrane est 

ensuite lavée deux fois pendant 5 minutes avec 50 ml de solution de lavage 1, TP, avec 

agitation, puis lavée deux autres fois avec 50 ml de solution de lavage 2, préalablement 

chauffée à 65°C, pendant 15 minutes à 65 C avec agitation. La membrane est ensuite 
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équilibrée 1 minute avec 50 ml de solution de lavage 3 puis incubée 60 minutes à TP dans 

10 ml d'une solution de blocage IX (Roche). Un microlitre d'anticorps anti-Dig couplé à 

la phosphatase alcaline (Roche) est ajouté à la bouteille puis incubé 30 minutes TP, avec 

agitation. La membrane est ensuite lavée deux fois dans 50 ml de solution de lavage 3 

durant 15 minutes à TP, avec agitation puis elle est incubée 2 minutes dans le tampon de 

détection. Le substrat CDP-star (Roche) dilué 1 :100 est déposé sur un film plastique et la 

membrane y est déposée dessus et incubée pendant 5 minutes. La membrane est ensuite 

égouttée, enveloppée dans du papier Saran et les bandes sont ensuite détectées suite à 

l'exposition sur film ECL-Plus (GE Healthcare). 

Étant donné que la membrane a été utilisée à deux reprises, il a été nécessaire 

d'enlever la sonde présente sur la membrane en l'incubant 2 x 1 0 minutes à 37°C dans 

une solution contenant ION NaOH et SDS 10% puis dans du SSC 2X. La membrane est 

finalement conservée à 4°C dans du SSC 2X jusqu'à sa prochaine utilisation. 

2.10 Séquençage des ADN 

Les ADN à séquencer sont envoyés à la plateforme de séquençage et de génotypage 

du centre de recherche du Centre Hospitalier de L'Université Laval (CRCHUL) site web : 

http://www.adnquebec.com/eng/index.html. Un appareil ABI 3730x1 (Applied 

Biosystems) a été utilisé avec la chimie des Big Dye. 
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2.11 Analyses bio-informatiques 

Pour l'analyse et la manipulation des séquences d'ADN et de protéines, le logiciel 

BioEdit version 7.0.5.3 a été utilisé http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html 

(HALL, 1999). 

Les séquences d'ADN (fichier .abl) sont analysées avec le programme Staden version 

4.10 http://staden.sourceforge.net/(BONFIELD et STADEN, 1995). Ce programme nous 

permet de voir rapidement si les séquences obtenues contiennent des mutations l'une par 

rapport aux autres. Il est également possible d'intégrer en même temps que les nouvelles 

séquences la séquence du gène d'intérêt, nous permettant ainsi de comparer très 

rapidement toutes les séquences et voir laquelle ou lesquelles possèdent un gène intègre. 

Enfin, afin d'aligner les endolysines connues et de les comparer, le programme 

ClustalW a été utilisé. Ce programme permet d'observer les différences au niveau du 

domaine N-terminal ou du domaine C-terminal qu'il y a entre diverses séquences 

(THOMPSON et al, 2002). 

Les séquences protéiques ont aussi été comparées par analyse BLASTp avec les 

séquences homologues présentes dans la base de données de NCBI (ALTSCHUL S.F. et 

al, 1990). 
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3. RÉSULTATS 

3.1 Tentative de caractérisation de PlyCD630-l 

Lors du commencement du projet, un seul génome de Clostridium difficile, celui de la 

souche CD630, était séquence et disponible sur la base de données NCBI (numéro 

d'accession : AMI80355 (SEBAIHIA et al, 2006)). Cette souche possède dans son 

génome deux prophages intégrés (cpCD630-l et cpCD630-2) qui, lorsqu'induits à l'aide 

d'agents mutagènes, sont capables de se répliquer et de lyser la bactérie. Par conséquent, 

l'endolysine PlyCD630-l provenant du phage cpCD630-l est présumée fonctionnelle 

puisque le phage a besoin de l'endolysine pour dégrader la paroi de Clostridium afin de 

libérer les virions. Notons que l'endolysine PlyCD630-2 est identique à 100% à 

PlyCD630-l puisque ces deux prophages partagent beaucoup de similarité de séquence. 

Le point de départ a donc été de cloner l'endolysine de ce prophage dans un vecteur 

inductible afin de la surexprimer et de la purifier. Une fois PlyCD630-l clonée dans le 

vecteur pBAD/HisB, les conditions optimales d'induction de l'expression de la protéine 

ont été déterminées. Pour cela, les paramètres à mettre au point étaient la température et la 

durée de l'induction, ainsi que la quantité de L-(+)-arabinose utilisée. Or, l'induction de 

PlyCD630 toute la nuit à 37°C et à la température de la pièce a mené en partie à la 

formation de corps d'inclusion insolubles qui se retrouvaient dans le culot lors de la 

centrifugation (figure 11, B). En effet, lorsque la protéine est soluble, l'intensité des deux 

bandes est équivalente dans l'extrait brut (EB) et l'extrait clarifié (EC). Par contre, s'il y a 

formation de corps d'inclusion, ceux-ci tombent au fond du tube lors de la centrifugation 
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et ne sont pas présents dans le surnageant. L'intensité de la bande de l'extrait clarifié est 

donc plus faible que celle de l'extrait brut. Comme le montre la figure 11, les conditions 

retenues correspondent à une concentration de 0,2% finale de L-(+)-arabinose, pendant 

4 h à 3 7 ° C ( F i g u r e l l , A ) . 
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Figure 11: Tests d'induction et de solubilité de PlyCD630-l clone dans pBAD/HisB 
Gels SDS-PAGE 12% colorés au bleu de Coomassie. 
A) induction 4 h et solubilité avec 0,2% et 1 % L-(+)-arabinose à 37°C 
B) induction 16 h et solubilité avec 0,2% L-(+)-arabinose à TP ou 37°C. 
NI : non-induit ; EB : extrait brut (protéines totales) ; EC extrait clarifié (protéines 
solubles). La position de PlyCD630-l est indiquée par les flèches. 

Une fois l'induction effectuée dans les conditions choisies, un volume de IL 

d'extrait clarifié est passé sur une colonne au nickel pour la purification par FPLC. Le 

chromatogramme de la purification est montré à la figure 12. 
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Figure 12: Chromatogramme de la purification de PlyCD630-l sur colonne au 
nickel. 
Les tampons pour les lavages/élution ont été injectés à un débit de 1 ml/min. Courbe 
bleue = protéines (280nm); courbe brune = conductivité qui réagit aux différentes 
concentrations de sel (mS/cm); pointillé rouge= fractions. L'ordonnée de gauche indique 
des milli-unités arbitraires (mAU) de densité optique. L'ordonnée de droite représente la 
conductivité en milli-Siemens/cm (mS/cm). L'abscisse représente le volume (ml) 
d'échantillon. 

À chaque étape de purification, un aliquote est prélevé et mis sur gel afin de suivre 

la qualité de la purification. Tel qu'illustré à la figure 13, la majeure partie de PlyCD630-

1 reste accrochée au nickel (piste 3) puis est libérée lors de l'élution avec 250 mM 

imidazole (piste 5). Il y a également très peu de bandes contaminantes pour une 

purification sur colonne au nickel ce qui rend la purification acceptable. 
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PlvCD630-l 

Figure 13: Purification de PlyCD630-l 
Des aliquotes pris au courant de la purification sont analysés et visualisés sur un gel SDS-
PAGE 12% coloré au bleu de Coomassie. Piste 1 : marqueur SDS-PAGE Standards 
Broad Range ; piste 2 : Extrait clarifié ; piste 3 : lavage 1 avec 60 mM imidazole; piste 
4 : lavage 2 avec 100 mM imidazole ; piste 5 : élution avec 250 mM imidazole où 
PlyCD630-l est purifiée. 

Les premiers essais d'activité lytique par turbidité ou par courbe de survie ont été 

réalisés en aérobiose à l'aide de l'enzyme purifiée. Pour des raisons pratiques, la 

description de ces essais a été omise puisque nous n'avons pas détecté d'activité et que 

cette partie du projet n'a pas fonctionné. En effet, aucune lyse n'a été observée indiquant 

que la protéine est probablement inactive. De plus, les cellules contrôles CD630 étaient 

très instables en aérobiose. Lors des divers essais d'activité, différents tampons à des pH 

allant de 4 à 11 ont été utilisés tels que des tampons 40 mM acide borique /40 mM acide 

phosphorique, un tampon Tris-HCl 50 mM et un tampon PBS1X pH8. Différents 

cofacteurs ont été également ajoutés aux milieux réactionnels : ZnSÛ4 (dans !e Tris HC1), 

CaCh, MgCl2, NaCl. Par ailleurs, comme la présence d'oxygène semblait affecter la 

survie et la stabilité des cellules, les essais ont aussi été effectués en anaérobiose. 
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Malheureusement, toutes ces conditions n'ont pas permis de détecter une activité lytique 

pourPlyCD630-l. 

Une hypothèse pouvant expliquer l'absence d'activité est la présence de 23 acides 

aminés entre l'étiquette d'histidine et le premier acide aminé de la protéine, ce qui 

pourrait changer la conformation de la protéine (voir carte annexe 2). Un site de clivage à 

l'entérokinase est présent entre l'étiquette histidine et la protéine d'intérêt, nous 

permettant ainsi de retirer cette partie (voir la carte de pBAD/HisB en annexe 2). La 

figure 14 présente le produit obtenu après clivage de 2 ml de PlyCD630-l après ajout de 

0,02 unités/ml d'entérokinase et incubation 16 h à TP. 

50 
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+_ PJyCD630-l clivée 

Figure 14: Coupure à l'entérokinase de PlyCD630-l 
Le clivage de PlyCD630 a été analysé et visualisé sur un gel SDS-PAGE 12% coloré au 
bleu de coomassie. Piste 1 : marqueur ; piste 2 : PlyCD630-l purifiée avant clivage ; 
piste 3 : PlyCD630-l clivée par l'entérokinase pendant 16 h à TP. L'endolysines sans 
étiquette est indiquée par la flèche. 

On aperçoit la présence d'une bande intense à la hauteur de l'endolysine étiquetée 

qui indique que la coupure n'a pas fonctionné convenablement (piste 3). Aussi, 
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l'entérokinase semble avoir clivé certaines protéines contaminantes, ou bien il s'agit de 

produits de dégradation de l'endolysine. Un essai d'activité lytique a été effectué avec 

cette préparation sans donner de résultat positif. 

Le clivage de l'étiquette par l'entérokinase n'étant pas concluant, le clonage de 

/?/yCD630-l dans le vecteur pQE-80L a été effectué, vecteur dont l'étiquette est 

directement reliée au domaine N-terminal de la protéine fusion. Les paramètres 

d'induction à l'IPTG et de solubilité ont à nouveau été vérifiés. L'induction de 

PlyCD630-l toute la nuit à 37°C ou à température de la pièce a mené à la formation de 

corps d'inclusion insolubles qui se retrouvaient dans le culot lors de la centrifugation 

(données non présentées). Il ne semblait pas y avoir de différence marquée entre une 

induction avec 0,5 mM ou 1 mM IPTG et entre 4h et 16h d'induction (figure 15 pistes 6-

14). Par conséquent, les conditions retenues pour les inductions subséquentes étaient 0,5 

mM IPTG, 4 h à 37°C comme le montre la piste 7 sur la figure 15. 

- I P I G 0.5 mM IPTG i m M IPTG 

M NI 4b Sh ut NI 4h gh I6h M N I 4 h S h k l h 

Figure 15; Induction de PlyCD630-l clonée dans pQE=80L. 
Gel SDS-PAGE 12% coloré au bleu de Coomassie. N I : non induit. La position de 
PlyCD630-l est indiquée par les flèches. 
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L'activité de la protéine purifiée a ensuite été vérifiée par des essais similaires à ceux 

décrits précédemment. Cependant, même si la taille de l'étiquette était réduite au 

minimum, aucune activité n'a été décelée. Pendant l'exécution de ces expériences, le 

premier article décrivant une endolysine de C. difficile (CD27L) a été publié (MAYER et 

al, 2008). Par ailleurs, une communication avec l'auteur a dévoilé l'échec de leurs essais 

avec la même endolysine PlyCD630-l. Par conséquent, l'endolysine PlyCD630-l a été 

mise de côté et nous avons décidé d'étudier d'autres endolysines. Nous avons choisi les 

endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2 qui proviennent des phages (pCD52 et (pCD38-2 dont 

nous avons récemment séquence les génomes au laboratoire. Ces endolysines ont été 

comparées par analyses bio-informatique afin d'évaluer leur similarité et ce, dans le but 

d'éviter d'étudier des endolysines trop similaires. 

3.2 Comparaison des séquences protéiques des endolysines 

Les endolysines sont des enzymes modulaires (LOESSNER et al., 2002; LOW et al., 

2005; KRETZER et al, 2007). Il arrive donc parfois que les endolysines, même si elles 

proviennent de phages distincts et ont des séquences en acides aminés différentes dans 

l'ensemble, soient très similaires au niveau de certains domaines (SCHUCH et al, 2002; 

YOONG et al, 2006). Un alignement multiple des séquences en acides aminés de 

différentes endolysines de phages de C. difficile à l'aide de ClustalW montre que les 

enzymes CD27L et PlyCD52 sont très similaires. En effet, seulement 6 acides aminés 

diffèrent au niveau du domaine C-terminal (Figure 16). Puisque l'activité de CD27L avait 

été démontrée récemment (MAYER et al, 2008), nous étions confiant que l'enzyme 
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PlyCD52 serait active également. Les essais effectués en anaérobiose par le groupe de 

Mayer montraient l'activité de l'endolysine CD27L. Étant donné la similarité entre les 

deux enzymes, nous nous attendions à des résultats similaires avec PlyCD52, en espérant 

que les quelques acides aminés de différents ne fassent pas en sorte que la protéine se lie 

mal au substrat, limitant ainsi l'activité. La comparaison de la séquence de PlyCD52 avec 

celle de PlyCD630-l montre que les deux enzymes sont complètement différentes au 

niveau de leur séquence en acides aminés (figure 16 A). 

L'endolysine PlyCD38-2 est encodée par le phage (pCD38-2. La séquence en acides 

aminés est également très différente de celle de PlyCD630-l. Or son domaine C-terminal 

(CBD) est identique, à 4 acides aminés près, au CBD de PlyCD52 et ces endolysines 

exhibent 69% d'identité entre elles. Ainsi, ces deux enzymes diffèrent par leurs domaines 

N-terminal essentiellement, ce qui est intéressant puisque c'est ce domaine qui porte 

l'activité hydrolytique alors que le domaine C-terminal lie le substrat (peptidoglycane) 

(figure 16 B). De plus, ces alignements révèlent l'architecture modulaire des endolysines 

de C. difficile. 

Le clonage des gènes codant pour ces deux endolysines a donc été réalisé dans le 

vecteur pQE-80L pour éviter l'incorporation d'une étiquette trop grande. 
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Figure 16: Comparaison des séquences protéiques de différentes endolysines 
Un alignement des séquences a été réalisé à l 'aide du programme ClustalW. Les 
séquences de quelques endolysines connues sont alignées en A) alors que seulement les 
endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2 sont alignées en B) de manière à mettre en évidence 
leurs degrés de conservation au niveau du domaine C-terminal (CBD ; les 90 derniers 
résidus). La séquence du haut représente la séquence référence pour l 'al ignement et les 
pointillés représentent les acides aminés identiques. 
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3.3 Caractérisation des endolysines PlvCD52 et PlvCD38-2 

3.3.1 Clonage des gènes ff/yCD52 et p/yCD38-2 et expression des protéines 

Deux constructions plasmidiques dans le vecteur pQE-80L ont été créées avec les 

gènes des endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2. Le gène /;>/>,CD52 a été introduit après 

digestion par l'enzyme de restriction BamHI et déphosphorylation du vecteur et le gène 

/?/yCD38-2 a été clone dans pQE-80L après digestion de celui-ci par BamHl+HindUI 

(Figure 17). Le sequençage a permis de vérifier l'intégrité des séquences avant de 

commencer l'induction des protéines. 
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îacîq 

CoîEI 

B) 

E " ^ 
P!yCD38-2 

4417 11C5 
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Figure 17: Constructions plasmidiques de PlyCD52 et PlyCD38-2 
Les gènes plyCD52 et />/vCD38-2 ont été clones dans le vecteur pQE-80L en aval d'une étiquette 
His6 permettant leur purification future. Le gène ampR confère la résistance à l'ampicilline. Le 
répresseur laclq code pour le répresseur de l'opéron lac, empêchant ainsi une expression basale de 
la protéine pouvant être toxique pour les cellules. 

Les plasmides ont ensuite été transformés dans les cellules E. coli BL21 (DE3)-

RIL de manière à augmenter l'expression des protéines fusions. 

Les conditions optimales d'induction des deux protéines ont été déterminées en 

modulant la température et la durée de l'induction, ainsi que la quantité d'IPTG utilisée. 
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Une induction de 4 h n'était pas suffisante pour obtenir une quantité appréciable 

d'endolysine PlyCD52 (figure 18 C), par contre, l'induction avec 0,5 ou 1,0 mM IPTG 

pendant 16 h a permis d'obtenir une protéine totalement soluble et en quantité appréciable 

(Figure 18 D). Ainsi, les conditions optimales retenues pour l'expression de PlyCD52 et 

PlyCD38-2 consistaient en une induction toute la nuit à 37°C en présence de 0,5 mM final 

d'IPTG (Figure 18 B et D). 
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Figure 18: Induction et solubilité de PlyCD38-2 et PlyCD52. 
Gels SDS-PAGE 12% colorés au bleu de Coomassie. NI : non induit EB : extrait brut; 
EC : extrait clarifié. 
A) PlyCD38-2 induit 4 h avec 0,5 mM et 1 mM IPTG 
B) PlyCD38-2 induit 16 h avec 0,5 mM et 1 mM IPTG 
C) PlyCD52 induit 4 h avec 0,5 mM et 1 mM IPTG. 
D) PlyCD52 induit 16 h avec 0,5 mM et 1 mM IPTG 
La position des endolysines est indiquée par les flèches. 
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Les protéines ont ensuite été purifiées sur une colonne au nickel après avoir lysé 

les cellules à l'aide du Freezer/Mill. Un traitement à la DNase I était nécessaire afin de 

dégrader l'ADN génomique présent en grande quantité après la lyse des bactéries et ce, 

afin de faciliter le passage de l'extrait clarifié sur la colonne. Il est important de préciser 

que les conditions de purification, les tampons, les pH et les sels utilisés ont été 

sélectionnés selon ce qui avait été décrit pour l'endolysine CD27L (MAYER et al., 2008), 

qui s'avère être quasi identique à notre endolysine PlyCD52 (Fig. 16). Par conséquent, il 

nous apparaissait logique de tenter de purifier nos endolysines dans ces conditions, 

d'autant plus que la plupart des endolysines caractérisées jusqu'à maintenant ont été 

purifiées dans des conditions très similaires (SASS et BIERBAUM, 2007; TURNER et 

al, 2007; MAYER et al, 2008). 

La disponibilité de l'appareil FPLC du département étant souvent un facteur 

limitant, la purification manuelle est devenue nécessaire. La figure 19 présente un 

sommaire des étapes de purification des endolysines PlyCD38-2 et PlyCD52. Les pistes 2 

et 3 des panneaux A et B correspondent aux extraits bruts et clarifiés après traitements à 

la DNase I. Les endolysines se sont correctement liées à la colonne comme le montrent 

les pistes 3 et 4 des deux panneaux (absence d'une bande correspondant à l'endolysine). 

Lors des lavages, les endolysines, et particulièrement PlyCD52 avaient tendance à 

décrocher de la matrice (Fig. 19B, pistes 5 et 6). Par conséquent, la concentration 

d'imidazole dans les lavages 1 et 2 a été ajustée à 20 mM et 40 mM pour PlyCD38-2 et 

40 mM et 50 mM pour PlyCD52, respectivement. Cela a permis de limiter la perte sans 

pour autant l'abolir cependant (données non montrées). L'élution finale a été effectuée 

dans un volume total de 3 ml afin de récupérer un maximum d'enzyme sans devoir la 
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concentrer par la suite. Les fractions éluées contenant PlyCD38-2 contenaient deux 

bandes contaminantes, une autour de 40 kDa et l'autre autour de 30 kDa (Fig. 19A, piste 

7) tandis que pour PlyCD52, une seule bande contaminante à -30 kDa était présente (Fig. 

19A et B, piste 7). L'identité de ces protéines demeure inconnue, mais nous avons jugé la 

qualité de la purification acceptable pour les essais enzymatiques subséquents, et les 

protéines purifiées ont été dosées par la méthode de Bradford. 
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Figure 19: Purification de PIyCD38-2 et PlyCD52 
Des aliquotes pris au courant des purifications sont analysés et visualisés sur un gel SDS-
PAGE 12% coloré au bleu de Coomassie. Purification de PlyCD38-2 A) et PlyCD52 B). 
Piste 2 : extrait brut ; piste 3 : extrait clarifié ; piste 4 : protéines non-hées ; piste 5 : 
lavages avec 20 mM (PlyCD38-2) ou 40 mM (PlyCD52) imidazole; piste 6: lavage 2 
avec 40 mM (PlyCD38-2) ou 50 mM (PlyCD52) imidazole ; piste 7 : élution avec 250 
mM imidazole et analyse de 5 u,l sur gel. La position des endolysines est indiquée par les 
flèches. 
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3.3.2 Essais enzymatiques 

3.3.2.1 Essais enzymatiques en turbidité 

3.3.2.1.1 Contrôle de pQE-80L induit 

Après purification des endolysines, la bande contaminante à 28 kDa était presque 

toujours présente (voir figure 19A et B, piste 7). Dans le but de vérifier que les protéines 

contaminantes n'avaient aucun effet sur les cellules de C. difficile, un essai contrôle a été 

réalisé à l'aide d'un extrait d'E. coli contenant le vecteur pQE-80L vide. L'induction a été 

effectuée dans E. coli BL21 (DE3)-RIL dans les conditions identiques à celles des autres 

endolysines. Les cellules ont été lysées par Freezer/Mill et la purification a été faite 

comme précédemment. La figure 20 illustre les différentes étapes de la « purification » 

effectuée et montre les protéines obtenues aux diverses étapes. En absence de la protéine 

spécifique, les lavages 1 et 2 n'ont pas très bien fonctionné étant donné que de 

nombreuses protéines ont été récupérées dans l'élution (piste 7). 

La fraction issue du lavage #1 contenait la plupart des protéines, notamment la 

protéine contaminante à 28 kDa en quantité importante (figure 20 piste 5). Cette fraction 

du lavage #1 ainsi que l'extrait clarifié (contenant toutes les protéines solubles) ont été 

utilisés comme contrôle négatif d'activité lytique qui a été effectuée dans les mêmes 

conditions que pour les endolysines purifiées. 
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Figure 20: Purification contrôle à partir d'une souche contenant pQE-80L vide 
Des aliquotes pris au cours de la purification sont analysés et visualisés sur un gel SDS-
PAGE 12% coloré au bleu de Coomassie. Piste 1 : marqueur ; piste 2: extrait brut ; piste 
3: extrait clarifié ; piste 4 : protéines non-liées ; piste 5 : lavage 1 avec 20 mM imidazole; 
piste 6: lavage 2 avec 40 mM imidazole ; piste 7: élution avec 250 mM imidazole 

L'activité a été testée à l'aide de la méthode par turbidité (voir Matériel et 

Méthodes) en ajoutant 50 ou 200 îl des fractions mentionnées ci-dessus à une suspension 

bactérienne de la souche de C. difficile CD24. Les essais ont été incubés à 37°C pendant 1 

h en anaérobiose et des lectures d'absorbance ont été prises toutes les 15 min. Un contrôle 

supplémentaire consistant en du tampon de lavage #1 seul a été effectué afin de confirmer 

que les composants du tampon m'affectaient pas l'intégrité des cellules dans les essa;s. 

La figure 21 présente les résultats obtenus avec les différentes fractions. Les 

données représentent le % de cellules résiduelles aux temps indiqués. Ce que l'on 

constate, c'est que les cellules sont demeurées stables et aucune lyse majeure n'a été 

observée. La baisse de 10 à 15% était due à une autolyse normale des cellules dans le 

tampon PBS1X (données concernant l'autolyse dans le PBS1X non présentées). Ces 
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résultats confirmaient donc que les protéines contaminantes d'E. coli BL21 n'avaient 

aucune influence sur l'intégrité des bactéries et par conséquent, les essais d'activité avec 

les endolysines purifiées pouvaient débuter. 
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Figure 21: Contrôle de l'activité lytique dans des fractions d'U. coli exprimant 
seulement le vecteur pQE-80L vide. 

Au début des essais, les purifications étaient effectuées un jour avant les tests 

d'activité. Or, après 24 h, les endolysines PlyCD52 et PlyCD38-2 avaient toutes deux 

précipitées à 4°C dans le tampon d'élution et il n'y avait donc aucune activité lytique dans 

nos préparations. Un test préliminaire d'activité a donc été réalisé immédiatement après la 

purification de manière à voir si une activité lytique pouvait être détectée avec les 

protéines solubles. Le résultat étant positif, plusieurs tentatives ont été réalisées afin de 

résoudre le problème de précipitation. 
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3.3.2.1.2 Tentatives pour résoudre le problème de solubilité 

Un des facteurs primordiaux pour conserver la solubilité d'une protéine est d'avoir 

un tampon approprié. Le tampon PBS1X a été le premier tampon utilisé mais celui-ci 

n'empêchait pas la précipitation. Un des premiers moyens utilisés pour résoudre le 

problème de précipitation a été d'ajouter du glycerol au tampon qui contenait 

l'endolysine. Ainsi, 5, 10 et 15% glycerol ont été ajoutés au tampon d'élution additionné 

de 1 mM DTT. L'ajout de glycerol a permis à l'enzyme d'être plus stable et de ne pas 

précipiter aussi rapidement (données non présentées). Des essais ont ensuite été réalisés 

avec ces préparations. Malheureusement, la stabilité et l'intégrité des cellules de 

C. difficile dans ces tampons contenant du glycerol étaient largement réduites, 

probablement dû à la présence d'oxygène emprisonné dans le glycerol. Par conséquent, 

l'enzyme était stable plus longtemps mais les cellules étaient instables, ce qui empêchait 

d'effectuer les essais par turbidité et d'obtenir des activités fiables avec les endolysines. 

La figure 22 illustre un essai effectué sur des cellules CD24 avec une concentration finale 

de 0,2 mg/ml de PlyCD52 et 0,2% final de glycerol. Au bout d'1 h, il restait seulement 

50% de cellules intactes dans le contrôle avec glycerol (courbe en noir) et 40% de cellules 

avec PlyCD52 (courbe en bleu) comparé au contrôle sans glycerol où les cellules sont 

demeurées plutôt stables (courbe en rouge). Même s'il semblait que PlyCD52 possédait 

une certaine activité, la différence n'était pas significative. D'autres essais ont confirmé 

l'autolyse des cellules en présence de concentrations finales en glycerol encore plus faible 

et sur d'autres souches de C. difficile tel que la souche CD274 (données non présentées). 

Dès lors, l'ajout de glycerol pour stabiliser l'enzyme et les tests d'activité lytique sur des 

cellules de C. difficile vivantes étaient incompatibles. 
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Figure 22: Effet du glycérol sur l'Intégrité des cellules de C. difficile CD24 
Les essais ont été incubés à 37°C en anaérobiose et la DOÔOO a été mesurée toutes les 15 
minutes pendant 1 h. Courbe en rouge : Contrôle sans glycérol constitué du tampon 
d'élution 250 mM imidazole ; Courbe en noir : Contrôle avec glycérol constitué du 
tampon d'élution 250 mM imidazole + 0,2% final glycérol ; courbe en bleu : PlyCD52 
purifiée à une concentration finale de 0,2 mg/ml en présence de 0,2% final glycérol. 

Toujours en nous basant sur des études antérieures avec des enzymes similaires, 

nous avons par la suite effectué la purification dans du tampon 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 

500 mM NaCl, 250 mM imidazole puis ajout de 1 mM DTT. Malheureusement, la 

précipitation était encore plus rapide dans ce tampon comparé au tampon PBS1X. 

Il a donc fallu trouver un autre moyen pour stabiliser les endolysines. Toujours en 

nous basant sur des exemples de la littérature démontrant la caractérisation d'autres 

endolysines. nous avons testé différentes solutions. Ainsi, après purification, les enzymes 

PlyCD52 et PlyCD38-2 ont été dialysées contre divers tampons qui sont regroupés dans le 

tableau 9. 

•+- Ctrl sans g^céroi 
- • - CM avec glycérol 0,2% final 

- * • PtyCD520 2 m ^ m l 



Tableau 9: Divers tampons de dialyse pour stabiliser les protéines 

Tampon 

PBSlXpII?,5~ 

PBSlXpH7,5 

PBSÏXplf 7,5 

PBSIX pH 7.5 

PBSIX pil 7,5 

PBS1X pH 7.5 

PBS1XpH?.S 

20 m\I Tris H O pH 9 

20aiMHEPËSpII7 

20mMMESpFI6 

XaCl 

(mM) 

360 

•S00 

500 

^00 

500 

500 

500 

500 

500 

500 

Imidazole 

(mM) 

"250 

10 

10 

10 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

DTT 

(mM) 

i 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Dh ers 

100 Mg*ml BSA 

20 mM M a r i 2 

Inhibiteur* Je pioteas.es 

03 î°o final TritonX-100 

Inhibiteurs de pretéases 

i°» final Fween-20 

lnlnbïtcms de protéases 

0.5 M final sucrose 

0.1 °o SOS- l°oNP!0 

10%DMSO 

l°o final Tween-20 

I°o final'! ween-20 

l°o final !\\een-20 

Toutes ces dialyses se sont soldées par des échecs et n'ont pas résolu le problème 

de précipitation des enzymes PlyCD52 et PlyCD38-2. Nous avons vérifié si les conditions 

d'induction des protéines pouvaient influencer le repliement de celles-ci, ce qui pourrait 

expliquer pourquoi les endolysines précipitaient. En effet, une induction de PlyCD52 

pendant 16 h menait à la production d'une plus grande quantité d'endolysine comparé à 4 

h (Fig. 16) et il se peut qu'avec une trop grande accumulation de protéines celles-ci 

forment des interactions néfastes pour la stabilité. Un essai a été réalisé en comparant des 

concentrations de PlyCD52 similaires après une induction de 4 h et 16 h avec 0,5 mM 

IPTG à 37°C. La lyse bactérienne a été effectuée par Freezer/M il I et la purification a été 

effectuée tel que précédemment. Ensuite, une partie des cndolysines a été utilisée 

directement dans les essais. L'autre partie des endolysines a été ajustée à des 

concentrations de 1 et 5 mg/ml afin de vérifier par la même occasion si la précipitation 

n'était pas due à une protéine trop concentrée. Les résultats présentés à la figure 23 
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montrent qu'en dessous de 1 mg/ml de PlyCD52, aucune lyse significative des cellules 

n'était observable. C'est à partir de 12 mg/ml qu'il y a eu lyse bactérienne pour la 

protéine induite pendant 4 h contrairement à la protéine induite pendant 16 h où 4 mg/ml 

permettaient d'obtenir une activité similaire. Par conséquent, il semble que la durée de 

l'induction ait une certaine influence sur l'activité de la protéine PlyCD52 mais hélas, la 

protéine a tout autant précipité le lendemain. L'induction pendant seulement 4 h et la 

diminution de la concentration finale de la protéine purifiée n'ont pas permis d'empêcher 

la précipitation de la protéine. 

- • - Ctrl 50 (Jl 
-a- Ctrl 200 \i\ 
.m?. 4h o, 1 mg/ml 

y- 4h 0,5 mg/ml 
- A - 4h 3 mg/ml 
••-: 4h 12 mg/ml 
•sf- 16h 0,1 mg/ml 
-4- 16h 0,5 mg/ml 
•s- 16h 1 mg/ml 

16h 4 mg/ml 

Figure 23 : Activité de PlyCD52 après induction de 4 h ou 16 h 
Les cellules CD24 ont été incubées pendant 1 h à 37°C en anaérobiose et la mesure de la 
D06oo a été effectuée toutes les 15 minutes. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 
cellules résiduelles en fonction du temps de la réaction. Au moins 3 réplicas biologiques 
ont été effectués avec des résultats similaires. 

Pour des raisons de temps essentiellement, en attendant de trouver un moyen de 

stabiliser les enzymes sans provoquer S'autolyse des cellules dans les contrôles, les essais 

subséquents ont été réalisés dans un laps de temps court suivant la purification, i.e. avant 

que les protéines précipitent. Le but était de démontrer que nos enzymes étaient actives et 
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que nous pouvions espérer exploiter ces enzymes dans le futur, après avoir trouvé un 

moyen de stabiliser celles-ci. 

Certaines conditions modifient l'activité de l'enzyme tel que le pH du milieu 

réactionnel, la force ionique du milieu réactionnel, la présence de cofacteurs, la 

concentration en substrat et la température de la réaction. Ces conditions ont été étudiées 

dans les expériences décrites ci-dessous. Les expériences avec différentes concentrations 

d'enzyme, différents cofacteurs et pH ont été réalisées avec la même préparation 

d'enzyme PlyCD52 ou PlyCD38-2 les unes à la suite des autres dans la même journée. 

Au moins trois réplicas biologiques ont été effectués avec trois préparations d'enzyme 

différentes. L'activité lytique a aussi été testée sur différentes souches de C. difficile et 

autres espèces bactériennes afin d'étudier la spécificité. La température de réaction a été 

fixée à 37°C, température optimale de croissance de C. difficile. 

3.3.2.1.3 Activité lytique en fonction de la concentration d'endolysine 

Généralement, l'activité des endolysines de phages est dose dépendante (LOW et 

al, 2005; SASS et BIERBAUM, 2007; MAYER et al, 2008). Il a également été 

démontré que certaines endolysines agissent à de très faibles concentrations alors que 

d'autres doivent être ajoutées en quantité importante pour qu'il y ait lyse bactérienne. Par 

exemple, aussi peu que 10 ng d'endolysine PlyCl est capable de lyser 107 cellules de 

Streptocoques des groupes A et C en seulement 5 secondes alors qu'il faut 100 [ig 

d'endolysine CD27L pour faire diminuer de 1 log en 2 h une suspension initiale de 108 

cellules de C. difficile (NELSON et al, 2001; MAYER et al, 2008). Nous avons donc 
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étudié l'activité des endolysines PlyCD38-2 et PlyCD52 en fonction de la concentration 

d'enzyme utilisée. 

Lors des essais pour stabiliser la protéine, le Tween-20 a permis de ralentir la 

formation du précipité, sans l'en empêcher toutefois. Celui-ci a néanmoins été ajouté aux 

préparations d'enzymes et aux milieux réactionnels à une concentration finale de 0,5% 

après détermination de la concentration optimale (données non présentées). Étant donné 

qu'il fallait procéder rapidement après la purification des endolysines PlyCD52 et 

PlyCD38-2 (pour minimiser l'accumulation de précipités), que la concentration en 

enzyme purifiée variait d'un essai à l'autre et que la présence du Tween-20 interférait 

avec la réaction de dosage Bradford, il était difficile d'ajuster rapidement la concentration 

des endolysines avant chaque essai. De plus, le temps de préparation des cultures de 

C. difficile variait d'un jour à l'autre. Tous ces facteurs ont rendu impossible la réalisation 

des essais dans des conditions standardisées et plusieurs paramètres variaient d'un essai à 

l'autre. Par conséquent, les expériences présentées ne correspondent pas aux moyennes 

des essais biologiques, mais plutôt aux moyennes des réplicats techniques ± l'écart-type 

pour un réplicat biologique typique. Les exemples d'activité ont été obtenus dans un 

tampon réactionnel PBS1X à pH 7,5. Des essais ont aussi été réalisés dans un tampon 

PBS1X pH 8 et les résultats étaient similaires et reproductibles d'un essai à l'autre. 

Afin de rendre les graphiques moins chargés, la moyenne ± l'écart-type de tous les 

contrôles effectués dans l'essai a été réalisé. En effet, différents volumes d'enzyme ont 

été ajoutés dans un volume réactionnel final fixe de manière à faire varier la quantité 

d'enzyme. Donc des volumes équivalents de tampon d'enzyme (sans enzyme) ont été 

effectués afin d'écarter tout effet du volume de tampon ajouté sur l'intégrité des cellules. 
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Peu importe les conditions expérimentales testées, la valeur des contrôles demeurait 

similaire. Par conséquent, la courbe « Ctrl » représente la moyenne ± l'écart-type des 

valeurs obtenues dans toutes les conditions différentes testées dans cette expérience. 

La figure 24 présente l'activité des enzymes PlyCD38-2 et PlyCD52 en fonction 

de la quantité d'enzyme ajoutée. Les contrôles présentent une autolyse typique de 10% 

(courbe en noir). Une baisse drastique du pourcentage de cellules résiduelles a été 

généralement observée au cours des 15 premières minutes, suivi d'un plateau où la lyse 

cellulaire semblait diminuer ou se stabiliser. Ce genre de courbe est typique avec les 

endolysines (CHENG et al, 2005; SASS et BIERBAUM, 2007; MAYER et al, 2008). 

D'autre part, plus il y avait d'enzyme, plus la lyse bactérienne était rapide et importante, 

ce qui suggère que les endolysines fonctionnent de façon dose-dépendante. Si les deux 

enzymes sont comparées, PlyCD38-2 semble plus active par rapport à PlyCD52. En effet, 

une quantité de 1,4 mg/ml de PlyCD38-2 a permis de lyser 70% des cellules en 30 

minutes alors qu'il a fallu une quantité 3 fois plus élevée, soit 4,7 mg/ml de PlyCD52, 

pour lyser 75% des cellules en 30 minutes. Cette différence entre l'activité de PlyCD52 et 

PlyCD38-2 a été observée dans tous les essais réalisés (données non présentées). 

L'activité spécifique de l'enzyme PlyCD38-2 semble donc plus élevée que celle de 

PlyCD52. 

Compte tenu des quantités relativement élevées d'enzyme nécessaires pour obtenir 

une lyse efficace (en comparaison avec d'autres endolysines décrites dans la littérature 

(LOEFFLER et al, 2001 ; SCHUCH et al, 2002; YOONG et al, 2004)), nous avons testé 

l'effet de différents cofacteurs pour voir si l'activité pouvait être améliorée. 
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A) PlyCD52 
Activité vs concentration d'enzyme 

Ctrl 
0,5 mg/ml 
1,2mg/ml 
2 3mg/ml 
4,7mg/ml 
9,3mg/ml 

30 45 
Temps (min) 

B) 

PlyCD38-2 
Activité vs concentration d'enzyme 

Ctrl 
0,07 mg/ml 
0,2 mg/ml 
0,4 mg/ml 
0,7 mg/ml 
1,4 mg/ml 

Temps (min) 

Figure 24: Activité lytique des endolysines en fonction de la quantité d'enzyme 
Les cellules (CD24 pour PlyCD52 et CD274 pour PlyCD38-2) ont été incubées à 37°C en 
anaérobiose et la DOÛOO a été mesurée toutes les 15 minutes pendant lh. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de cellules résiduelles en fonction du temps de la réaction et 
correspondent à la moyenne de 3 réplicas techniques ± l'écart-type. Les courbes en noir 
représentent la moyenne de tous les contrôles négatifs (Ctrl). Au moins 3 réplicas 
biologiques ont été effectués avec des résultats similaires. 
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3.3.2.1.4 Effet de l'ajout de différents cofacteurs 

Certaines enzymes ont besoin de cofacteurs pour fonctionner ou améliorer leur 

activité lytique. Par exemple, l'endolysine AmpD de Citrobacter freundii a absolument 

besoin de zinc pour fonctionner (GENEREUX et ai, 2004). L'endolysine du phage 

Tuc2009 voit son activité augmenter de 3 fois en présence de 10 mM CaC^ (SHEEHAN 

et al, 1996). Afin de vérifier si c'est le cas pour PlyCD52 et PlyCD38-2, différents 

cofacteurs ont été ajoutés au milieu réactionnel et l'activité des endolysines a été mesurée 

pendant 1 h à 37°C en anaérobiose (Figure 25). 

Toujours pour des raisons de simplicité, la moyenne de tous les contrôles sans 

enzymes effectués dans l'essai est présentée (figure 25, courbe en noir). Les cofacteurs 

choisis correspondent aux cofacteurs standards rapportés fréquemment au cours d'études 

similaires avec d'autres endolysines (SHEEHAN et al, 1996; BRIERS et al, 2007; 

CELIA et al, 2008). Malheureusement, le tampon phosphate dans lequel les bactéries 

sont resuspendues empêche d'utiliser des cofacteurs contenant des ions sulfates. Par 

ailleurs, le Tween-20 et du Triton X-100 à 0,1% ont démontré l'amélioration de l'activité 

de Ply700 et Ply500 (LOESSNER et al, 1996). 

La figure 25 présente l'activité des enzymes PlyCD38-2 (A) et PlyCD52 (B) en 

fonction des cofacteurs testés. Aucun des cofacteurs ajoutés n'a influencé de façon 

significative la lyse bactérienne étant donné que toutes les courbes sont regroupées entre 

40 et 60% de cellules résiduelles. Un essai préliminaire avec le Tween-20 semblait 

améliorer l'activité par rapport au contrôle sans cofacteur et c'est la raison pour laquelle 

le Tween-20 a été ajouté dans tous les essais par la suite. 
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PtyCD38-2 
Activité vs cofacteurs 

Temps (min) 

PlyCDS2 
Activité vs cofacteurs 

-•- Ctrl 
-»- Sans cofacteur 

-m- Tween0,5% 

-*- MgCt2 1mM + tween 

•«- MgCI2 10mM + tween 

-*• EDTA 1mM + tween 

-•- EDTA 10mM + tween 

-*- Triton 0,1% + tween 

-*- Ctrl 
-*• Sans cofacteur 
-•• Tween 0,5% 
-*• MgCC 1mM +tween 
-9- MgCC 10mM + tween 
-4- EDTA 1mM • tween 
-»• EDTA 10mM + tween 

-*• Triton 0,1% + tween 

Temps (min) 

Figure 25: Activité lytique des endolysines en présence de divers cofacteurs 
Les cellules (CD24 pour PlyCD52 et CD274 pour PlyCD38-2) ont été incubées à 37°C en 
anaérobiose et la DOÔOO a été mesurée toutes les 15 minutes pendant lh. Les résultats 
représentent la moyenne ± l'écart-type du pourcentage de cellules résiduelles en fonction 
du temps de la réaction. A) Résultats obtenus avec 0,4 mg/ml PlyCD38-2. B) Résultats 
avec 1,2 mg/ml PlyCD52. Les courbes en noir représentent les contrôles négatifs sans 
enzyme (Ctrl). Au moins 3 réplicas biologiques ont été effectués avec des résultats 
similaires. 
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Seul l'EDTA a semblé inhiber l'activité des deux endolysines. Dans cet essai les 

différences d'activité n'étaient pas assez grandes pour être significatives, toutefois les 

résultats ont été reproductibles d'un essai biologique à un autre. 

3.3.2.1.5 Effet du pH sur l'activité lytique 

Le pH du tampon réactionnel influence grandement l'activité des enzymes. 

Chaque enzyme est unique et possède un pH optimal de réaction. Par exemple, 

l'endolysine gp36 du phage cpKMV fonctionne à un pH optimal de 6 (LAVIGNE et al, 

2004) alors que l'enzyme PlyPH fonctionne de manière équivalente de pH 5,5 à pH 9,5 

(YOONG et al, 2006). Il est donc très important de connaître le pH optimal. 

Les essais ont été effectués dans des tampons ajustés à des valeurs de pH allant de 

6 à 10 (Figure 26A,B). Malheureusement, aux pH 6 et 10 il y avait précipitation rapide 

des enzymes PlyCD38-2 et PlyCD52 et donc les valeurs n'ont pu être présentées. Le pH 9 

quant à lui ne permettait pas d'obtenir la moindre activité, bien que l'enzyme restait stable 

(Figure 26 B). 

Comme on peut le constater à la figure 26, il n'y avait pas de différence 

significative d'activité aux différents pH testés (excepté ceux ou l'enzyme précipitait ou à 

pH 9,0 où il n'y avait pas d'activité du tout). Donc le pH optimal se situe probablement 

dans un intervalle plutôt large autour de pH 7 à 8,5. 
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Figure 26: Activité lytique des endolysines en fonction du pH 
Les cellules (CD24 pour PlyCD52 et CD274 pour PlyCD38-2) ont été incubées à 37°C en 
anaérobiose et la DOÔOO a été mesurée toutes les 15 minutes pendant lh. Les résultats 
représentent la moyenne ± l'écart-type du pourcentage de cellules résiduelles en fonction 
du temps de la réaction. A) Résultats obtenus avec 0,4 mg/ml PlyCD38-2. B) Résultats 
avec 1,2 mg/ml PlyCD52. Les courbes en noir représentent les contrôles négatifs sans 
enzyme (Ctrl). Au moins 3 réplicas biologiques ont été effectués avec des résultats 
similaires. 

3.3.2.1.6 Spécificité des endolysines 

Les endolysines ont la particularité d'être spécifiques à l'espèce bactérienne et 

sont donc habituellement inefficaces contres des bactéries d'autres espèces ou genres 

bactériens (LOEFFLER et al, 2001; NELSON et al, 2001). Afin de vérifier le spectre 

d'activité des endolysines, celles-ci ont été testées sur diverses souches. Les bactéries 

n'appartenant pas au genre Clostridium et à l'espèce C. difficile ne doivent pas être 

affectées par la présence de PlyCD52 telle qu'E. coll. Les souches de Clostridium difficile 

sont susceptibles d'être lysées et ont été choisies pour leurs caractéristiques variées. Tout 

d'abord, elles possèdent des ribotypes différents, le ribotype étant une méthode de typage 

des souches basée sur l'analyse des tailles des fragments PCR amplifiés sur la région 
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d'ADN séparant les gènes ribosomaux 16S et 23S (régions intergéniques) (BIDET et al, 

1999). Certaines souches produisent plus de spores que d'autres et provoquent des 

symptômes plus ou moins sévères. Notez que dû à l'instabilité des endolysines et à la 

rapidité avec laquelle les essais devaient être réalisés, nous avons limité nos essais à 

quelques souches seulement. Les caractéristiques des souches testées et les résultats 

obtenus sont présentés dans le tableau 10. 

Tableau 10: Caractéristiques des différentes souches bactériennes utilisées pour la 
vérification du spectre d'action de PlyCD52. 

Souches bactériennes 

EscftericMa coli 

Clostridium difficile 
CD24 

Clostridium difficile 
QCD-32g58 

Clostridium difficile 
VPI 10463 

Clostridium difficile 
CD630 

Clostridium difficile 
CD390 

Clostridium difficile 
CD392 

Clostridium difficile 
CD398 

Clostridium difficile 
CD399 

/ : pas de ribotype associé. 

Caractéristiques 

Gram négatif 

Souche contrôlepour PlyCD52 

Souche contrôlepour PlyCD38-2 

Souche de référence ATCC43255 

1 * g énome s équencé 
(Sebaihia, Wren et al. 2006) 

Grande sporulatrice 
Cas compliqué 

Grande sporulatrice 
Cas sévère 

Grande sporulatrice 
Cas sévère 

Grande sporulatrice 
Cas compliqué 

Ribotype 

/ 

38 

27 

37 

28 

27 

23 

18 

6 

La figure 27 présente l'activité de 0,6 mg/ml PlyCD52 sur les différentes souches 

et espèces bactériennes testées. Cette expérience a également été réalisée avec PlyCD38-2 

mais des problèmes d'inactivité de l'enzyme sont apparus. Par manque de temps, 

l'expérience n'a pas pu être refaite. Ainsi, il faudrait reprendre cette expérience. 
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Malgré l'activité relativement faible sur la souche contrôle C. difficile CD24 

(baisse de 30% seulement), PlyCD52 n'a aucune activité sur E. coli qui est une bactérie à 

Gram négatif, résultat auquel on s'attendait. Aussi, toutes les souches de C. difficile se 

sont avérées sensibles à l'endolysine, ce qui est en accord avec les résultats de Mayer 

et al. (2008). Toutefois un résultat inattendu est survenu. En effet, la souche de C. difficile 

CD630 semble être insensible à l'endolysine. La pureté de la culture a été vérifiée ce qui 

écarte la possibilité d'une contamination. La raison pouvant expliquer l'absence d'activité 

demeure inconnue, mais il aurait été très intéressant de comparer ce résultat avec 

l'enzyme PlyCD38-2. 

PlyCD52 
Activité vs différentes souches 

-•• CM 
* CD392 

-*- CD24 
-«- VP110463 
-*• CD630 
-e- CD274 
-— E.coti 
-*- CD398 
a- CD399 
•m- CD390 

Temps (min) 

Figure 27 : Activité lytique de PIyCD52 sur différentes souches 
Les cellules ont été incubées à 37°C en anaérobiose et la DOÔOO a été mesurée toutes les 
15 minutes pendant lh. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules résiduelles 
en fonction du temps de la réaction. 



3.2 Applications potentielles des endolysines 

3.2.1 Extraction d'acides nucléiques 

Il est particulièrement long et difficile d'extraire de façon efficace les acides 

nucléiques de C. difficile étant donné la présence de l'épaisse paroi de peptidoglycane. 

C'est pourquoi nous avons donc tenté de déterminer si les endolysines pouvaient 

augmenter l'efficacité de la lyse de la paroi bactérienne lors des extractions des acides 

nucléiques et ce, en modifiant dans un premier temps un protocole d'extraction d'ARN 

basé sur l'utilisation du lysozyme et du réactif TRIzol. Pour être efficace sur des cellules 

de C. difficile, le lysozyme doit être ajouté en concentration élevée (100 mg/ml) et 

requiert un temps d'incubation variant de 15 à 20 minutes suivi de plusieurs gels-dégels 

dans un mélange de glace sèche-éthanol afin de fragiliser au maximum la paroi cellulaire 

pour que le TRIzol puisse ensuite bien lyser les cellules. 

L'endolysine PlyCD52 a donc été utilisée à une concentration de 5 mg/ml et 

comparée à une concentration de 10 mg/ml de lysozyme. Le tableau 11 résume la quantité 

d'ARN obtenue avec les différents essais. Le tampon de conservation de l'enzyme est 

utilisé à titre de contrôle négatif (sans traitement enzymatique). Le lysozyme est utilisé à 

titre comparatif étant donné que les extractions se font habituellement avec le lysozyme. 

Les enzymes ont été incubées avec les cellules pendant 1 et 5 minutes afin de vérifier si le 

temps d'incubation pouvait influencer la quantité finale d'ARN obtenue, telle que 

déterminée à l'aide du Nanovue. Au bout de 1 minute, aucun ARN n'a été obtenu avec le 

tampon de conservation alors que 22 fig/ml d'ARN ont été obtenu avec le lysozyme. 
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L'endolysine PlyCD52 conservée dans du glycérol à -20°C a permis d'obtenir une 

quantité en ARN plus faible qu'avec celle conservée à -80° (données non présentées). Par 

contre lorsque le temps d'incubation était de 5 minutes, la quantité d'ARN a presque 

doublé en présence de lysozyme par rapport au contrôle sans enzyme (78 [ig/ml vs 47 

Hg/ml respectivement), mais ces valeurs étaient faibles comparés à celle obtenue avec 

PlyCD52 (1038 [xg/ml selon la méthode de conservation de l'enzyme). Par contre, il 

faudrait vérifier la qualité des ARN obtenus par cette méthode. 

Tableau 11: Efficacité de l'extraction d'ARN total de C. difficile en présence 
d'endolysine PlyCD52 

Composition 1 minute 5 minutes 

(Hg/ml) (yg/ml) 

Tampon de conservation 0 47 

Lysozyme 10 mg/ml 22 78 

PIyCD52 S mg/ml 235 1038 

3.3 Détection de C. difficile à l'aide d'une endolvsine modifiée avec la GFP 

Les endolysines peuvent être utilisées de manière à visualiser la présence de bactéries 

dans un milieu, par exemple en couplant le domaine de liaison CBD à une protéine 

fluorescente comme la GFP. Ainsi, les bactéries peuvent être visualisées en microscopie à 

fluorescence. On pourrait éventuellement utiliser une telle enzyme comme diagnostic 

pour identifier rapidement l'espèce C. difficile (LOESSNER et al., 2002). 
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Un clonage de CBD de PlyCD52 a été effectué dans le vecteur pQE-80L de façon à 

fusionner le CBD à la GFP. La figure 28 représente la carte plasmidique du plasmide 

pQE-80L avec la construction GFP-CBD insérée. Malheureusement, les séquences 

obtenues après envoi au séquençage ne sont pas intègres et beaucoup de mutations étaient 

présentes au niveau du CBD. 

Ku (Ml 187 

GFI> 

4625 1157"A 

pQE801^GFP CBD52 

5786 bp 
4047 1735 AmpR 

laclq 

ColEl 

Figure 28: Construction plasmidique de GFP-CBD 
Le fragment CBD de plyŒ>52 a été clone dans le vecteur pQE-80L-GFP à l'aide de l'enzyme de 
restriction Hindlïl. Le gène ampR confère la résistance à l'ampicilline. Le represseur laclq code 
pour le represseur de l'opéron lac, empêchant ainsi une expression basale de la protéine pouvant 
être toxique pour les cellules. 

3.4 Buvardage de type Southern pour trouver d'autres endolysines 

Comme démontré dans la littérature, l'activité spécifique des endolysines est souvent 

très variable selon l'enzyme étudiée. Nous avons donc voulu trouver d'autres endolysines 

de phages, mais en absence de séquence génomique, il a fallu se tourner vers une méthode 

basée sur la similarité de séquence. En effet, les endolysines peuvent avoir une séquence 

similaire sans pour autant provenir de phages apparentés (voir Fig. 16). En utilisant une 

sonde d'ADN marquée correspondant à une endolysine connue, il est possible de détecter 
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par buvardage de type Southern d'autres gènes similaires codant pour des endolysines 

(SOUTHERN, 1975). 

Nous avons voulu trouver le gène codant pour l'endolysine dans le génome de deux 

phages de C. difficile récemment isolés au laboratoire, mais pour lesquels le génome n'est 

pas séquence, cpMMPOl et cpMMP02. L'ADNg de ces phages a été digéré par différentes 

enzymes de restriction et les fragments ont été séparés sur gel d'agarose (Figure 29A). Le 

génome du phage cpCD52 digéré par Hindlll a servi ici de contrôle positif pour la sonde 

PlyCD52 étant donné que l'endolysine provient de ce phage (Fig. 29A, piste 2), et pour 

les mêmes raisons, le génome du phage cpCD38-2 digéré par Hindlll a servi de contrôle 

positif pour la sonde PlyCD38-2 (Fig. 29A, piste 3). L'objectif était de trouver une 

enzyme permettant de générer un fragment de taille raisonnable (moins de 3-4 kb) à 

l'intérieur duquel le gène de l'endolysine serait présent et ce, afin d'identifier rapidement 

ce gène après purification sur gel du fragment de restriction, puis clonage et séquençage 

du fragment. Ainsi, on évite de séquencer le génome du phage en entier pour obtenir la 

séquence du gène de l'endolysine. Le buvardage de type Southern a par la suite été réalisé 

sur le gel présenté en A. La figure 29 présente les deux buvardages réalisés, l'un avec la 

sonde PlyCD52 B) et l'autre avec la sonde PlyCD38-2 C). Tout d'abord, si les deux 

membranes sont comparées, les bandes qui apparaissent sont presque identiques, la 

différence étant l'intensité avec laquelle elles apparaissent. 
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Figure 29: Buvardage de type Southern avec des sondes de PlyCD52 et PlyCD38-2 
L'ADNg des phages est digéré par différentes enzymes de restriction. Puis, 5 fil d'ADN 
digéré est déposé et analysé sur un gel d'agarose 0,8% coloré au bromure d'éthidium A) 
puis, transféré sur une membrane de nylon et hybride avec une sonde correspondant à 
PlyCD52 B) et PlyCD38-2 C). H : Hindlll; N : Ndel; Hp : Hpal 

De plus, les deux sondes se sont parfaitement liées à leur propre ADN et donnent des 

bandes de forte intensité (B piste 2 et C piste 3). La sonde PlyCD52 se lie de manière 

prononcée avec l'ADN du phage cpCD630-l (B piste 4) mais également avec (pMMPOl et 

q)MMP02 (B piste 5 à 10) alors que la sonde PlyCD38-2 se lie moins fortement aux ADN 

présents sur le gel (C pistes 5 à 10). Si ces hybridations sont analysées plus en détail, on 

constate que les deux endolysines de ces phages sont similaires aux endolysines PlyCD52 
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et, dans une moindre mesure, PlyCD38-2. Aussi, le fragment le plus approprié pour un 

clonage de l'endolysine du phage cpMMP02 est celui obtenu après digestion de l'ADN par 

Hpal, puisqu'une bande bien définie et de taille plus petite a été obtenue avec les deux 

sondes (figure 29 B et C, pistes 10) (malheureusement, la position des marqueurs de 

masse moléculaire n'est pas identifiée sur la figure). Lorsque cpMMP02 est digéré par 

Hindlïl, le fragment portant l'endolysine est d'une taille trop importante pour permettre le 

clonage efficace même si la bande obtenue est bien définie (figure 29 B et C, pistes 8). De 

même, sa digestion par Ndel apporte un clivage de l'endolysine en deux fragments 

distincts (figure 29 B et C, pistes 9). Finalement, pour cpMMPOl, les fragments obtenus 

sont soit trop grands ou le gène de l'endolysine est scindé en deux par les enzymes 

utilisés. Donc il faudrait essayer d'autres enzymes pour trouver un fragment de taille 

raisonnable et un gène d'endolysine non interrompu pour le phage cpMMPOl. 
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4. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

4.1 Rappel de la problématique 

La bactérie Clostridium difficile est un pathogène nosocomial important 

responsable de diarrhée qui peut parfois provoquer une colite pseudomembraneuse et 

entraîner la mort. Lors d'une infection à C. difficile (ICD), le traitement de base est l'arrêt 

de la prise d'antibiotiques pour rétablir la flore normale de l'intestin. Dans le cas où les 

symptômes sont plus sévères, le patient est alors traité avec la vancomycine ou le 

métronidazole (GERDING, 2000). Entre les années 2000 et 2003, l'émergence d'une 

souche hypervirulente NAP1/027 résistante aux céphalosporines et aux fluoroquinolones 

a fait ressentir le besoin de trouver des alternatives face au traitement des ICD 

(O'CONNOR et al, 2009). De nos jours, de nouveaux antibiotiques sont à l'essai. De 

même, l'utilisation de probiotiques, la transplantation fécale et l'immunothérapie sont 

également étudiés dans le but de trouver des alternatives qui n'utilisent pas les 

antibiotiques (JORUP-RONSTROM et al, 2006; MILLER, 2008; TUNG et al, 2009; 

YANGCO et al, 2009; SILVERMAN et al, 2010). C'est à ce niveau que les endolysines 

de C. difficile interviennent comme nouvelle approche pour traiter les infections à C. 

difficile. 

Les endolysines sont des protéines de phages qui ont évolué depuis des millions 

d'années dans le but d'attaquer de manière spécifique le peptidoglycane d'une souche 

bactérienne donnée (HERMOSO et al, 2007; FISCHETTI, 2008). Sauf pour quelques 

exceptions, les endolysines ne possèdent pas de peptides signal, mais le passage au travers 
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la membrane cytoplasmique est contrôlé par le produit du gène de la holine situé au 

niveau du module de lyse. Ainsi, pendant le cycle lytique du phage, les endolysines 

s'accumulent dans le cytoplasme. À un moment précis, les molécules de holines forment 

un pore dans la membrane qui ouvre l'accès au peptidoglycane. Les endolysines créées 

ensuite des lésions qui provoquent la lyse de la bactérie et libèrent les nouveaux virions 

(WANG et al, 2003). Ce n'est que récemment que les endolysines ont été exploitées dans 

le but de traiter les infections étant donné l'augmentation de la résistance aux 

antibiotiques au sein de plusieurs espèces bactériennes. Plusieurs données indiquent que 

les endolysines fonctionnent sur des bactéries à Gram positif in vitro et in vivo comme sur 

les Streptocoques de groupe A (NELSON et al, 2001). Or, lors du commencement du 

projet, aucun article sur les endolysines de C. difficile n'avait été publié. Ceci justifiait 

encore plus la nécessité d'étudier les endolysines comme outil thérapeutique afin de 

prévenir ou traiter les infections à C. difficile. 

4.2 Le défi de travailler avec C. difficile 

Un des facteurs qui rend C. difficile une bactérie délicate à manipuler est son 

caractère anaérobie strict qui lui confère une sensibilité extrême à l'oxygène. De ce fait, la 

mise au point des conditions pour avoir des contrôles stables lors des essais d'activité par 

la méthode de turbidité était essentielle. Les premiers essais ont été effectués en aérobiose 

étant donné la facilité de travailler hors de la chambre anaérobique. De même, tous les 

tests effectués dans la littérature ont été réalisés en aérobiose que ce soit avec des 

bactéries aérobies ou anaérobies (LOEFFLER et al, 2001; SCHUCH et al, 2002; 
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ZIMMER et al, 2002; SASS et BIERBAUM, 2007). Par contre, mes essais ont par la 

suite été réalisés en anaérobiose étant donné que nous avions observé une autolyse des 

contrôles relativement élevée, de toute évidence due à un stress oxydatif. De plus, lors des 

premiers essais, le culot bactérien était lavé et resuspendu dans le tampon en utilisant le 

vortex. Malheureusement, l'introduction massive d'oxygène provoquait l'autolyse rapide 

des cellules. Par conséquent, ce procédé a été mis de côté en faveur d'une resuspension 

par pipetage en évitant l'introduction de bulles d'air, moyen qui a diminué l'autolyse de 

beaucoup mais pas totalement. Cette autolyse encore présente était expliquée par le fait 

que le tube Falcon était centrifugé et les cellules lavées deux fois avec du tampon 

préalablement dégazé, mais hors de la chambre anaérobique, en présence d'oxygène. Afin 

de limiter cette variation et de rendre les cellules plus stables, celles-ci sont dorénavant 

transvasées dans un tube Falcon à l'intérieur de la chambre anaérobique qui, fermé 

hermétiquement, est sorti pour centrifugation. Ce tube est par la suite directement entré 

dans la chambre anaérobique et le culot est resuspendu par pipetage dans le tampon 

PBS1X dégazé en absence complète d'oxygène. De cette manière, les cellules sont stables 

et l'autolyse est presque abolie. 

4.3 L'endolysine PIvCD630-l 

La première endolysine que nous avons clonée est celle d'un des deux prophages 

contenus dans la souche CD630, premier génome connu et dont la séquence est 

disponible sur la banque de données NCBI (numéro d'accession : AM180355) 

(SEBAIHIA et al, 2006). Le fait que le prophage cpCD630-l peut être induit de la souche 
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CD630 et est capable de lyser la bactérie à la fin du cycle lytique suggère que 

l'endolysine de ce phage, en conditions in vivo dans la bactérie, est fonctionnelle. Des 

essais d'activité lytique en aerobiose par turbidité ou en anaérobiose par courbe de survie 

ont été réalisés à l'aide de l'enzyme purifiée. Différents paramètres ont également été 

étudiés. Malgré toutes ces conditions, aucune lyse n'a été observée ce qui indiquait que la 

protéine était inactive. La coupure de l'étiquette et le clonage dans un autre plasmide 

n'avaient également pas résolu le manque d'activité de PlyCD630-l. 

Pour qu'une protéine soit active, il faut que celle-ci soit dans une conformation 

native et ait le cofacteur dont elle a besoin. Les cofacteurs ajoutés lors des différents 

essais sont ceux les plus couramment utilisés dans la littérature, mais il se pourrait que 

PIyCD630-l ait besoin d'une autre sorte de cofacteur pour être active, ou que la 

concentration des cofacteurs soit inadéquate. De plus, le groupe de Stepnaya a récemment 

découvert que la molarité d'un tampon peut grandement affecter l'activité d'une enzyme 

(MIKOULINSKAIA et al., 2009). Ainsi, une gamme de molarité devrait être 

expérimentée dans le but de déceler de l'activité. Finalement, il se pourrait tout 

simplement que PlyD630-l soit une enzyme inactive qui a besoin d'une protéine 

chaperonne pour l'épauler ou d'être en complexe avec la holine qui est reconnue pour 

former un pore dans la membrane et donne accès au peptidoglycane (LOESSNER et al, 

1998). Le fait qu'un autre groupe de recherche (MAYER et al, 2008) ait également 

observé une absence d'activité avec cette enzyme renforce l'hypothèse que le problème se 

situe à un niveau qu'on ne soupçonne pas. 

Des endolysines provenant de phages différents et infectant la même espèce 

bactérienne possèdent des séquences différentes. Cependant, il arrive également que les 
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séquences au niveau de leurs domaines soient similaires. Un alignement avec le 

programme ClustalW a permis de comparer les séquences de plusieurs endolysines 

connues et de choisir PlyCD52 et PlyCD38-2 comme enzymes à étudier. L'endolysine 

PlyCD52 est quasi identique à l'endolysine CD27L (à 6 acides aminés près) dont 

l'activité a été démontrée sur C. difficile, ce qui nous a amené à penser que cette enzyme 

possédait fort probablement une activité lytique (MAYER et al, 2008). Les endolysines 

PlyCD52 et PlyCD38-2 diffèrent par leur domaine N-terminal. Ce domaine étant 

responsable de l'activité catalytique de l'enzyme, il se peut que l'impact des endolysines 

diffère en efficacité. Cette caractéristique reflète l'organisation modulaire de l'évolution 

des phages afin de contrer le mécanisme de défense des bactéries. En effet, on estime à 

environ 1031 le nombre de phages dans la biosphère. Or, même si ces phages se 

multiplient sous forme de clones identiques, chaque infection est une opportunité pour un 

échange génétique avec d'autres séquences de phages. Ceci étant dû au fait que la 

majorité des génomes bactériens portent des gènes de prophages avec lesquels un phage 

peut recombiner. (CANCHAYA et al, 2003; CASJENS, 2003). À la lumière de ces 

informations, il est fort probable qu'il y ait eu recombinaison entre un domaine N-

terminal d'un phage encore inconnu et un domaine C-terminal de l'endolysine du phage 

CD38-2 (qui a un domaine C-terminal similaire à CD52) pour former l'endolysine 

PlyCD52. Les manipulations génétiques ont donné de nouvelles ouvertures pour étudier 

la relation entre la structure moléculaire et la fonction biologique des protéines. Par 

exemple, il a été démontré que la construction d'une enzyme, en substituant le module de 

deux protéines qui partagent des similarités en acides aminés, provoque un changement 

de substrat et d'activité catalytique. (HOUGHTON et al, 1989). De plus, cette idée est 
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appuyée par des essais effectués par le groupe de Diaz avec l'endolysine cpl-1 qui montre 

qu'il y a eu un échange de modules entre des enzymes lytiques de pneumocoques (DIAZ 

et al, 1990; DIAZ et al., 1991). Ce caractère modulaire pourrait être exploité pour de 

futures expériences. 

4.4 Les endolvsines PlyCD52 et PlyCD38-2 

Les enzymes PlyCD52 et PlyCD38-2 ont donc été clonées et purifiées. La 

similarité de leur CBD et la différence de leur domaine catalytique en font de bons 

modèles. 

Les essais d'activité lytique des endolysines ont pu débuter après confirmation que 

l'extrait cellulaire provenant d'une souche exprimant le vecteur pQE-80L vide 

n'influençait pas la lyse bactérienne. Malheureusement, les endolysines précipitent un 

jour après leur purification empêchant l'analyse de l'activité. En effet, plusieurs facteurs 

peuvent entraîner la précipitation des protéines. 

4.4.1. Hypothèse pouvant expliquer la précipitation des endolysines 

4.4.1.1. Point isoélectrique des protéines 

Le point isoélectrique des protéines est un facteur primordial à prendre en 

considération lorsque l'on veut travailler avec celles-ci. En effet, si les protéines sont 
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électriquement chargées avec la même polarité, elles auront tendance à se repousser, donc 

à ne pas s'agréger. Au contraire, si les charges sont nulles dans un pH équivalent au pi, 

cette répulsion disparaît, et l'agrégation devient possible. (VOET et VOET, 2004). Le pi 

de PlyCD52 est de 8,9 et celui de PlyCD38-2 est de 8,76. Ainsi, plusieurs tampons 

comme le tampon PBS1X pH 8, PBS1X pH 7,5, des tampons Tris HC1 20 mM et 50 mM 

pH 9, et des tampons HEPES et MES à des pH de 6 et 7 ont été testés. Les pH utilisés 

sont éloignés du pi sauf pour le milieu Tris HC1 pH9 et ces pH n'ont pas empêché la 

précipitation des protéines. Ainsi, dans notre cas, la précipitation des protéines n'est pas 

due à un problème de charge et par conséquent, ne provient pas du pH du milieu étant 

donné que plus une protéine est loin de son pi, plus elle est présumée soluble. 

4.4.1.2. Hydrophobicité des protéines 

Le caractère hydrophobe d'une protéine est essentiel pour la bonne conformation 

de la protéine. Un changement des conditions du milieu fait souvent perdre aux protéines 

leurs propriétés biologiques et physiques (VOET et VOET, 2004). Dans leur état natif les 

groupes latéraux des acides aminés leur permettent d'être solubles en milieu aqueux. En 

effet les chaînes latérales chargées sont dirigées vers l'extérieur de la molécule 

maximisant leur contact avec le milieu aqueux. Au contraire, les acides aminés possédant 

des chaînes latérales hydrophobes sont dissimulés à l'intérieur, minimisant ces contacts. 

La dénaturation brise cette organisation et ramène à la surface des groupements 

hydrophobes qui vont avoir tendance à s'agréger entre eux et avec les groupements 

hydrophobes des autres protéines dénaturées. Une température élevée ou une induction 
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trop violente provoque un mauvais repliement protéique et privilégie les interactions 

protéine-protéines (VOET et VOET, 2004). Ainsi, différentes concentrations d'inducteur, 

différents temps et températures d'induction ont été expérimentés afin de limiter la 

formation de précipité dans le temps. De plus, différentes dialyses ont été effectuées 

pendant 16 h à 4°C dans le but de changer tout en douceur les conditions dans lesquelles 

sont les protéines mais celles-ci n'ont pas empêché la précipitation. Ainsi, les conditions 

que nous avons testées ne permettent pas à la protéine d'être stable. Il faudrait donc tester 

d'autres conditions. 

4.4.1.3. Interactions protéines et milieu 

Comme mentionné ci-dessus, les interactions entre les protéines et le milieu sont 

très importantes pour leur bonne conformation. La solubilité d'une protéine dans une 

solution aqueuse est sensible à la force ionique du milieu. Les ions peuvent ainsi protéger 

les charges de la protéine et augmenter la solubilité de celle-ci. Si par contre la 

concentration en ion est trop élevée, les interactions entre ions vont devenir plus 

importantes et provoquer la précipitation des protéines (principes de « salting-out » 

(VOET et VOET, 2004). Par conséquent, différentes concentrations de NaCl allant de 150 

mM à 500 mM ont été expérimentées afin de prévenir les interactions ioniques qu'il 

pourrait y avoir dans le milieu. À nouveau, les protéines précipitent peu importe la 

concentration en sel ajoutée. La concentration de sel étudiée n'est peut-être pas assez 

importante et pourrait être augmentée jusqu'à 1 M NaCl. Par contre, il faut faire attention 

de ne pas provoquer l'effet de « salting out » qui provoque la précipitation. L'agent 

102 



réducteur DTT a également été ajouté à tous les tampons d'élution pour diminuer les 

ponts disulfures des protéines, et ainsi prévenir la formation de ponts disulfures 

intramoléculaires et intermoléculaires. Là encore, l'ajout de DTT n'a rien changé au final 

mis à part qu'en absence de DTT les protéines précipitent beaucoup plus rapidement. Le 

DTT n'est donc pas essentiel, mais permet quand même une stabilisation minimale alors 

que la protéine a sûrement déjà commencé à être mal repliée lors de l'extraction et la 

purification. 

4.4.1.4. Interactions protéines-protéines 

Du glycérol a été ajouté afin de stabiliser les interactions protéine-protéine. Le 

glycérol est connu pour stabiliser les protéines dans une conformation native plus 

compacte et d'inhiber l'agrégation des protéines pendant leur repliement (VAGENENDE 

et al, 2009). Malheureusement, le glycérol s'est avéré incompatible avec des essais sur 

les cellules de C. difficile vivantes car, même en très faible concentration, il provoque leur 

autolyse. Ceci est probablement dû au fait que le glycérol renferme une grande quantité 

d'oxygène qui est néfaste pour les cellules. Étant donné que le but d'étudier les 

endolysines est de voir leur effet sur des cellules viables de manière à être utilisé comme 

alternatives aux antibiotiques, il était important que ces essais soient réalisés sur des 

cellules vivantes. Le glycérol ne peut ainsi pas être additionné aux endolysines qui vont 

servir aux essais d'activité lytique à moins d'être dégazé et maintenu sous atmosphère 

anaérobie. Nous pourrions éventuellement tenter d'effectuer des essais d'activité sur des 
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extraits de peptidoglycane purifié, mais cela nécessitera auparavant la mise au point d'un 

protocole de purification et d'extraction du peptidoglycane de C. difficile. 

Les détergents sont généralement utilisés pour briser les interactions hydrophobes 

et dans notre cas dénaturerait partiellement les protéines, enlèveraient les interactions 

entre protéines et permettraient aux protéines de retourner dans leurs conformations 

natives. Le NP-40 ou le SDS à faible concentration et des détergents non ioniques comme 

le Tween-20 et le Triton X-100 ont été ajoutés aux milieux. Dans ce même but, une 

dialyse contre un solvant DMSO a été effectuée sans résultat convaincant. Or, si la 

protéine se replie mal, il serait possible de dénaturer entièrement la protéine avec des 

agents dénaturants tels que la guanidine, l'urée à 8 M et le SDS. Ensuite, celle-ci serait 

renaturée en douceur à l'aide de dialyses en baissant la concentration d'agent dénaturant 

jusqu'à l'élimination totale de celui-ci. Du P-mercaptoéthanol et de l'acide ascorbique 

pourraient également être mis dans la solution de protéine afin de prévenir les liaisons 

possibles entre les ponts disulfures (WINGFIELD et al, 2001) 

Le sucrose, qui peut stabiliser des protéines en créant une interaction avec l'eau 

qui va interagir avec les protéines, et du BSA, qui permettrait d'éviter à l'endolysine de 

former des interactions non voulues avec des surfaces solides et/ou l'interface et 

stabiliserait la protéine, ont été ajoutés sans donner de résultat positif (LEE et 

TIMASHEFF, 1981; WILLIAMS et al, 1996). Finalement des inhibiteurs de protéases 

ont été ajoutés de manière à limiter le clivage de la protéine par des protéases qui auraient 

pu être présentes dans le milieu. La précipitation des protéines a toujours lieu rendant 

l'ajout d'inhibiteur de protéase inefficace et donc, enlevant la possibilité que la 

précipitation soit due à des protéases. 
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Il existe d'autres moyens pour solubiliser et stabiliser les protéines. Par exemple, 

une fusion avec des protéines très solubles pourrait rendre nos protéines recombinantes 

plus solubles. Une des protéines souvent utilisée est la glutathione S-transférase ou GST 

qui, lorsque fusionnée à la protéine recombinante, permet de la protéger et de la stabiliser. 

De plus, il est reconnu que les protéines recombinantes fusionnées à la GST sont 

partiellement, voire totalement solubles (TERPE, 2003). Une seconde protéine 

communément utilisée pour augmenter la stabilité des protéines surexprimées est la 

Maltose Binding Protein ou MBP, et peut être fusionnée au niveau du N-terminal ou du 

C-terminal de la protéine, puis clivée à l'aide d'une protéase spécifique. Enfin, le 

domaine de liaison à la chitine (chitin-binding domain) pourrait être utilisé comme 

étiquette (TERPE, 2003). Donc la fusion de nos endolysines à des protéines plus grosses 

que le 6xHis et très solubles pourrait résoudre le problème. Par contre, il n'est pas dit que 

la présence d'une grosse protéine ne nuirait pas à l'activité de l'endolysine. Il faudrait 

tenter des fusions aux deux extrémités pour voir les impacts sur l'activité. 

On pourrait également faire de la mutagénèse directement sur la protéine, certains 

résidus d'acide aminé pourraient être substitués afin de la rendre soluble et des fragments 

de protéines pourraient être enlevés comme par exemple le pont reliant les deux domaines 

ou encore certaines parties du domaine C-terminal (BRIERS et al, 2007; SASS et 

BIERBAUM, 2007). Dans le même ordre d'idée, le domaine de liaison C-terminal 

pourrait être couplé à un domaine N-terminal connu pour être fonctionnel et soluble. Ceci 

pourrait fonctionner sauf si le domaine C-terminal est la partie non soluble de la protéine 

ou si les deux domaines sont incompatibles (DIAZ et al, 1990; NELSON et al., 2006). 
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En attendant de trouver un moyen de stabiliser les enzymes sans provoquer 

l'autolyse des contrôles, les essais d'activité ont été réalisés dans un laps de temps court 

après la purification. 

4.4.2. Activité avec différentes concentrations de PlyCD52 et PlyCD38-2 

Lorsqu'une enzyme agit, il existe une relation entre la vitesse d'une réaction 

catalysée par cette enzyme et sa concentration. Nous avons démontré que l'activité de 

PlyCD52 et PlyCD38-2 est dépendante de la quantité d'enzyme mise dans la réaction et 

que ces deux enzymes sont effectives contre les cellules de C. difficile à des degrés 

différents. En effet, PlyCD38-2 est deux fois plus active par rapport à PlyCD52, mais 

leurs activités ne sont pas aussi rapides et dévastatrices que d'autres endolysines. Un des 

exemples les plus spectaculaires est la lyse en 5 secondes seulement de 107 Streptocoques 

des groupes A et C provoquée par l'ajout de 10 ng d'endolysine PlyCl (NELSON et al., 

2001). 

L'endolysine PlyCD52 a été choisie pour sa similarité avec l'endolysine CD27L. 

L'endolysine CD27L a été exprimée chez E. coli et partiellement purifiée par colonne au 

nickel grâce à la fusion de l'endolysine avec une étiquette 6xHis en N-terminal. Les essais 

d'activité ont été réalisés en aérobiose avec 0,7 mg/ml de protéine sur des cellules de C. 

difficile préalablement congelées dans de l'azote liquide. Ainsi, ils ont noté que la stabilité 

des cellules était précaire étant donné leur autolyse graduelle. Ils ont ensuite observés une 

activité dose dépendante dans un tampon 20mM phosphate de sodium pH8 ou 50 mM 

Tris-HCl pH7,5, à différentes concentrations de NaCl allant jusqu'à 100 mM, à un pH 
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compris entre 4,5 et 8,3 et sur une trentaine d'isolats de C. difficile. Ils ont réussi à 

détecter une activité significative avec aussi peu que 7 ng/ml d'endolysine. Par ailleurs, 

des essais ont également été réalisés en anaérobiose avec 100 u.g de CD27L et une baisse 

Q 

de seulement un log à partir de 10 cellules a été observée au bout de 2 h. Lorsque les 

endolysines étaient ajoutées à moins de cellules, l'activité semblait légèrement plus forte. 

Ainsi, les résultats observés en anaérobioses par le groupe de Mayer sont similaires à 

ceux obtenus avec nos endolysines. Cependant, en aérobiose, Mayer n'observait pas 

d'autolyse des cellules contrôles et nous n'avons aucune explication pour cette 

observation. 

4.4.2.1. Optimisation de l'activité de PlyCD52 et PlyCD38-2 

L'activité des enzymes PlyCD52 et PlyCD38-2 est faible. On a tenté d'optimiser 

cette activité en se basant sur les propriétés biochimiques de l'enzyme en ajoutant des 

cofacteurs, changeant le pH du milieu réactionnel et essayé sur différents substrats. Nos 

essais montrent qu'aucune optimisation tentée n'a permis l'amélioration de l'activité de 

PlyCD52 et PlyCD38-2. 

4.4.2.2. Optimisation à l'aide de cofacteurs 

Certaines enzymes ont besoin de cofacteurs pour fonctionner ou améliorer leur 

activité lytique. Par exemple, l'endolysine AmpD de Citrobacter freundii a 
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nécessairement besoin de zinc pour fonctionner (GENEREUX et al, 2004), d'autres 

comme la lysine Tuc2009 voit son activité augmenter de 3 fois lorsqu'il y a ajout de 10 

mM CaCl2 (SHEEHAN et al, 1996). Le Tween-20 et 0,1% Triton X-100 ont amélioré 

l'activité de Ply700 et Ply500 (LOESSNER et al, 1996). L'EDTA est un composé qui 

chélate les ions divalents tels que Mg2+, Ca2+ et Fe2+(VOET et VOET, 2004). Dans nos 

essais, l'inhibition de l'activité par l'EDTA peut être dû au fait que celui-ci chélate un ion 

divalent nécessaire à l'activité des protéines, ion que nous n'avons de toute évidence pas 

essayé encore. Il serait donc intéressant, lors des prochains essais, de mettre une certaine 

quantité d'EDTA avec les endolysines afin d'éliminer toute trace de cofacteur endogène 

et d'ajouter des concentrations croissantes d'ions divalents, comme le MgCh, le MnCbet 

le CaCb de manière voir leur effet sur l'activité. Il faudrait aussi pouvoir tester d'autres 

ions tels que le zinc qui est un élément presque primordial à la vie, mais il faudrait utiliser 

du ZnCb pour demeurer compatible avec le tampon phosphate. Enfin, il est possible 

d'utiliser un autre composé chélateur comme l'EGTA qui a plus d'affinité pour les ions 

calcium que magnésium. 

4.4.2.3. Optimisation à l'aide du pH 

Comme mentionné dans la section 1.5, le pH du tampon réactionnel influence 

grandement l'activité des enzymes de plusieurs manières tel que la liaison du substrat à 

l'enzyme, l'activité catalytique de l'enzyme, l'ionisation du milieu ou une variation dans 

la structure de l'enzyme (VOET et VOET, 2004 ). La plupart des endolysines sont 

connues pour fonctionner entre pH 5 et pH 7 (LOEFFLER et al, 2003; YOONG et al, 
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2004). De plus, chaque enzyme est unique comme le montre l'endolysine gp36 du phage 

cpKMV qui fonctionne à un pH de 6 (LAVIGNE et al, 2004) alors que l'enzyme PlyPH 

fonctionne de manière équivalente de pH 5,5 à pH 9,5 (YOONG et al, 2006). Dans notre 

cas les pH extrêmes provoquent la précipitation des endolysines au fur et à mesure de 

l'essai. Les enzymes peuvent parfois fonctionner de manière semblable à des pH voisins. 

Ainsi, le pH optimal de PlyCD38-2 et PlyCD52 semble situé entre pH 7 et 8,5. Comme 

mentionné ci-dessus, il sera nécessaire d'avoir une protéine qui ne précipite pas afin de 

pouvoir expérimenter une gamme de pH plus importante. 

4.4.2.4. Effet de différents substrats 

Finalement, les endolysines ont la particularité d'être spécifiques à l'espèce 

bactérienne sur laquelle elles agissent (LOEFFLER et al, 2001; NELSON et al, 2001). 

Afin de vérifier le spectre de lyse, PlyCD52 a été ajoutée à E. coli, et différentes souches 

de C. difficile. PlyCD52 agit sur différentes souches de C. difficile mais n'est pas active 

contre CD630 ni E. coli. Une hypothèse pour le manque d'activité sur CD630 est que la 

culture utilisée a été contaminée par une autre souche bactérienne. Après vérification 

faite, cette culture s'avère être une culture pure. Il faudrait tester plus d'espèces 

différentes afin de montrer la spécificité des endolysines avec une préparation de 

meilleure qualité. Il serait également très intéressant de comparer ce résultat avec 

l'enzyme PlyCD38-2, qui, par manque de temps, n'a pas encore été effectué. 
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4.5. Autres applications des endolysines 

4.5.1. Extraction d'acides nucléiques 

Grâce à leur capacité à lyser les bactéries in vitro, les endolysines pourraient 

également être utilisées comme outil de biologie moléculaire afin d'extraire les acides 

nucléiques de manière rapide et spécifique. En effet, il est particulièrement difficile 

d'extraire de façon rapide et efficace les acides nucléiques présents dans C. difficile étant 

donné la présence d'une paroi de peptidoglycane épaisse. Des trousses d'extraction 

adaptées aux bactéries à Gram positif sont commercialisées, mais aucune spécifique à 

Clostridium n'existe sur le marché. Or la quantité d'acides nucléiques obtenue de 

C. difficile avec ces trousses est généralement faible comparé à ce qu'on peut obtenir avec 

des bactéries à Gram négatif comme E. coli ou d'autres bactéries à Gram positif plus 

communes comme B. subtilis. Ainsi, les endolysines pourraient être utilisées dans des 

applications spécifiques pour C. difficile. Dans ce cas-ci, les endolysines peuvent être 

conservées dans 50% glycérol à -80°C, ce qui semble permettre de conserver l'intégrité et 

l'activité de l'enzyme selon nos observations. Or, les cellules n'ont pas besoin de rester 

vivantes contrairement à une expérience de viabilité, donc la présence de glycérol ne 

cause pas de problème. 

Dans un premier temps, nous avons tenté l'extraction d'ARN. Le protocole pour 

extraire l'ARN de C. difficile est particulièrement long et la quantité d'ARN final est 

faible. Par conséquent, il est primordial de trouver une alternative à ce protocole. Nos 
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résultats montrent qu'il est possible d'extraire une grande quantité d'ARN en un laps de 

temps plus court avec l'endolysine PlyCD52 comparativement à l'utilisation du 

lysozyme, ou sans traitement de fragilisation de la paroi avant l'extraction au TRIzol. 

Dans ces expériences, la qualité de l'ARN n'a pas été vérifiée faute de temps. Par 

conséquent, la prochaine étape sera de vérifier l'intégrité des ARN par électrophorèse en 

conditions dénaturantes et aussi par l'utilisation du Bioanalyzer (Agilent Technologies). 

Cette expérience montre un potentiel pour l'utilisation des endolysines au laboratoire 

étant donné que, plus un protocole est rapide et précis, plus les acides nucléiques obtenus 

seront de bonne qualité. Il sera intéressant d'effectuer le même genre d'expérience mais 

pour l'extraction d'ADNg de C. difficile. 

4.5 .2 Outil de diagnostic 

Finalement, les endolysines pourraient être utilisées comme un outil de diagnostic 

rapide. En effet, le groupe de Loessner a démontré la reconnaissance spécifique des 

domaines de liaison CBD des endolysines Plyl 18 et Ply500 au peptidoglycane de Listeria 

monocytogenes (LOESSNER et al, 2002). Ainsi, en fusionnant le CBD à la protéine 

GFP, il est possible de visualiser son attachement à l'aide d'un microscope à 

fluorescence. Ils ont également démontré qu'il est possible de détecter la bactérie cible 

parmi une variété d'espèces bactériennes. Aucun essai dans ce genre n'a encore été 

réalisé avec les endolysines de C. difficile. Malheureusement, le CBD que j 'ai clone 

contenait des mutations et nous n'avons donc pas cru bon se lancer dans la vérification de 

sa liaison aux cellules. Il est primordial de réussi le clonage du domaine C-terminal à la 
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protéine GFP dans un futur proche. En effet, la vérification de la liaison des CBD à la 

souche CD630 nous permettrait de nous orienter sur la cause de l'absence de lyse des 

endolysines sur cette souche. Si les endolysines ne se lient pas, le peptidoglycane a 

probablement une composition différente ou bien la capsule de cette souche est tellement 

épaisse qu'elle empêche leur liaison à celui-ci. Si par contre les endolysines se lient, c'est 

probablement au niveau du domaine N-terminal qu'il y a incompatibilité. 

4.6 Obtention d'autres endolysines 

Les buvardages de type Southern sont couramment utilisés pour comparer des 

profils d'ADN. Par exemple, des profils de phages de C. difficile ont été analysés et 

comparés par buvardage de type Southern (FORTIER et MOINEAU, 2007; GOH et al., 

2007). Puisque les endolysines proviennent d'ADNg de phages, il est possible d'hybrider 

une sonde d'endolysine marquée à la DIG sur un profil d'ADN complet. Les deux 

buvardages effectués montrent que les endolysines des phages (pMMPOl et <pMMP02 ont 

des similarités avec PlyCD52 et PlyCD38-2 étant donné que les deux sondes se sont liées 

efficacement. Les différentes enzymes de restriction utilisées permettront d'isoler un 

fragment contenant le gène de l'endolysine complet et permettront éventuellement le 

clonage de celui-ci dans un vecteur d'expression. Ceci permettra ensuite de séquencer le 

gène de l'endolysine et de faire des essais d'activité lytique. De cette façon, nous 

pourrions éventuellement découvrir de nouvelles endolysines stables et ayant une activité 

spécifique élevée. 

112 



4.7 Perspectives 

Le problème majeur à régler avant de continuer sur l'analyse de l'activité est la 

stabilisation des enzymes. Il faut ainsi repartir sur une base de purification plus 

systématique en considérant davantage les caractéristiques de la protéine. 

Une grande quantité d'endolysines pourrait être préparée et cette même préparation 

devrait être utilisée pour tous les essais afin qu'ils soient comparables. Évidemment, les 

protéines ne doivent pas précipiter et doivent être conservées à haute concentration dans 

du glycérol. Ceci permettrait de diluer suffisamment l'enzyme (et le glycérol) afin de ne 

pas interférer avec la stabilité des bactéries lors des essais. Ce glycérol pourrait aussi être 

préalablement dégazé étant donné qu'il emprisonne sûrement une grande quantité 

d'oxygène. 

Comme mentionné dans la section 4.4.1.4, il faudrait également créer des fusions 

entre une protéine soluble et la protéine d'intérêt ou faire de la mutagénèse. 

Une fois le problème de précipitation résolu, l'activité des enzymes pourrait être 

améliorée de façon plus fine par de la mutagénèse dirigée sur les domaines C-terminal et 

N-terminal. 

La construction de chimères, la création de « nouvelles endolysines » en mutants des 

acides aminés présents au niveau du site actif ou de liaison au peptidoglycane, ou en 

enlevant des parties pourraient nous permettre d'améliorer l'activité. Le groupe de Gaeng 

a, par exemple, observé une augmentation de l'activité de l'endolysine Ply511 après 

troncature de celle-ci (GAENG et al, 2000). 
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Même si les endolysines fonctionnent avec toutes sortes de souches de C. difficile, la 

création de cocktails d'endolysines ayant des activités différentes (type de liaison coupée) 

pourrait permettre de cibler les souches de C. difficile plus résistantes en restant le plus 

spécifiques possible. La synergie entre les deux endolysines pourrait augmenter 

considérablement l'activité. De plus, même si les endolysines fonctionnent avec toutes les 

souches d'une même espèce, celles-ci fonctionnent à des degrés différents. Le spectre 

d'action serait ainsi plus grand et la probabilité pour qu'une nouvelle souche, ou une 

souche plus tenace, de C. difficile puisse survivre serait diminuée. Par ailleurs, Loeffler et 

Fischetti ont montré que la combinaison des endolysines Pal et Cpl-1 clive de manière 

synergique le peptidoglycane de différentes souches de Streptococcus pneumoniae 

incluant des souches résistantes à la pénicilline, et seraient par conséquent plus efficace 

pour le traitement de ces souches (LOEFFLER et FISCHETTI, 2003). Les endolysines 

peuvent également agir en synergie avec les antibiotiques afin de réduire la concentration 

de l'antibiotique à utiliser, la durée du traitement et ainsi limiter la résistance à cet 

antibiotique. Le groupe de Fischetti a montré que l'enzyme Cpl-1 agit avec la pénicilline 

pour détruire une souche de S1, pneumoniae extrêmement résistante à la pénicilline 

(DJURKOVIC et al, 2005). En outre, le groupe de Donovan a montré que l'endolysine 

LysK peut agir synergiquement avec la bactériocine lysostaphine pour détruire le SARM 

(BECKERe/fl/.,2008). 

Enfin, une variété d'autres endolysines devront être découvertes par analyse 

Southern de génomes de phages qui sont progressivement découverts par notre 

laboratoire. Ceci permettra éventuellement de trouver des endolysines plus performantes 

qui ne précipiteront pas. 
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4.8 Conclusion 

Lorsqu'on désire purifier une protéine, il faut considérer plusieurs facteurs et 

considérer les caractéristiques de la protéine (pi, masse, structure secondaire, 

hydrophobicité, e t c . ) . Malgré notre approche de purification plutôt empirique basée sur 

la littérature, nous avons pu tout de même démontrer l'activité de nos endolysines et 

étudier certaines de leurs propriétés. De plus, l'enzyme PlyCD52, étant similaire à 

Pendolysine CD27L caractérisée par le groupe de Mayer, nous indiquait que l'activité 

devait être semblable. L'activité de PlyCD52 et PlyCD38-2 est faible comparée aux 

endolysines caractérisées dans la littérature, mais est similaire à l'activité de CD27L. De 

plus, un problème de précipitation subsiste empêchant probablement les endolysines 

d'être pleinement actives. Tout ceci se joint à la difficulté de travailler avec une bactérie 

anaérobie telle que Clostridium difficile. Malgré plusieurs mises au point encore à faire, 

les endolysines de C. difficile ont un grand potentiel au niveau du laboratoire. En ce qui 

concerne leur potentiel pour traiter les ICD, il faut également trouver un moyen de 

protéger les endolysines, étant donné que l'intestin regorge de matière organique et de 

milliards de bactéries, afin d'éviter sa dégradation et assurer son bon fonctionnement. 

115 



ANNEXE 1 : 

Liste des amorces utilisées et leurs caractéristiques 
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LCF-260 

LCF-352 

LCF-192 

LCF-189 

LCF-195 

| CTCGAGCTCGAGGAT&AAAATAGGTAIAAATTGTGGAC 
Xhol 

| A A G C T T A A G C T T C I A C A A T T T T T C T T T T A C A A A T T C T A T A G C 

Hindm 

| CAGClAATGAAGÇTTAf GAAAATAXGTATAACAGTAGGACAC 
Hindm 

| GCAGTCAAGCTTCAITXArriATAAACTCCAGTGCTTTATAAAG 
Hindm 

| CAGCTAATGAAGCTTAATAAAAATATAAATAATGAGGGAGTTAATGAG 

Hindm 

| GTACTGGGATCCATGAGAGTAGCACrAACAGCA 
BamHI 

GCAGTCAAGÇrrrCTATCXATCAArAAAATCTAGTGCCTTGTA 
Hindm 

CCCGAAAAGTGCCACCIG 

GTTCTGAGGTCArrACn GG 

ICGTCAC ACTTTGCTATGCCA 

IATCAGACCGCTTCTGCGTT 

| GCATTCGGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTT 
BamHI 

| GCTAATTAAGCTTTTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTGT 
Hindm 

4.CD630 

<t>CD630 

<|>CD52 

<(>CD52 

<|>CD52 

(|>CD38-2 

i()CD38-2 

pQE80L 

pQE80L 

pBAD/His 

B 
pBAD/His 

B 
pRS315-

GEP 

pRS315-

GFP 

gènePlyCD630 

1-25 

gènePlyCD630 

787-816 

PlyCD52 

1-27 

PlyCD52 

781-832 

CBI>PlyCD52 

523-556 

Ply38-2 

1-21 

Ply38-2 

778-807 

séquençage pQE Fwd 

séquençage pQE Rev 

Séquençage 

pBAD/HisB 

Séquençage 

pBAD/HisB 

gèneGFP 

1-23 

gèneGFP 

688-714 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Sens 

Antisens 

Tableau 12: Amorces utilisées pour les différents clonages ou séquençages. 
Ce tableau présente les diverses amorces employées lors des différents clonages dans les vecteurs pQE-80L ou pBAD/HisB. Les acides 

nucléiques soulignés représentent le site de restriction de l'amorce et son enzyme correspondante est indiquée en dessous. La direction 

montre si l'amorce est sens ou antisens. Après clonage, les amorces LCF-14, LCF-15, LCF191 et LCF-192 ont servi au séquençage des 

plasmides afin de vérifier l'intégrité des séquences en acides nucléiques. 
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ANNEXE 2: 

Cartes des vecteurs utilisés et leurs caractéristiques pBAD/HisB et pQE-80L 
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m^iiâiu 

Frame dépendent varia non s 

Figure 30: Carte du vecteur pBAD/HisB (Invitrogen) 
PBAD : Promoteur araBAD, araC : protéine régulatrice de PBAD, pBR322 ori : origine de 
réplication pBR322, Ampicillin : gène de résistance à l'ampicilline, ATG : codon 
d'initiation, 6xHis : séquence de l'étiquette 6xHis, EK Site : site de coupure de 
l'entérokinase, MCS : site de clonage multiple avec indication des sites de restriction, 
term : Codons stops 

O2Reg.cn 

61 TCTCGCTAAC CAAACCGGTA ACCCCSCTTA TTAAAAGCAT TCTGTAACAA AGCGGGACCA 

O) Région 

121 AAGCCATGAC AAAAACGCGT AACAAAAGTG TCTATAATCA CGGCAGAAAA GTCCACATTG 

CAP bind Oforwart 
I ~ ^ L C F - 1 4 ming site 

181 ÂTVATTTGCA CGGCGTCACA CTTTGCTATG CCATAGCATT TTTATCCATA AGATTAGCGG 

I j a n d l f Région 
! 35-^ -10 

241 ATCCTACCTG ACGCTTTTTA TCGCAACTCT CTACTGTTTC TCCATACCCG TTTTTTGGGC 

R B S M c o ' Pdyhlstidme Région 

301 TAAC'AGGAGG AATTAACC ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT 
Met Gly Gly Ser His His His His H13 His Gly Met Ala 

EK récognition site 
Xpress Eptcce r 

358 AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG 
Ser Met Thr Gly Gly Gin Gin Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys 

EK cleavage site * 

* n o l Sacl 80/II Psl\ Pvul l Kpnl EcoRISfal HinàUl 
_ , I r-J r 3 I ^ I I I I 

412 GAT CfcG AGt TCG AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATA TGG GAA TTC GAA GCT TGG 
Asp Pro Ser Ser Arg Ser Ala Ala Gly Thr I l e Trp Glu E-he Glu Ala Trp 

pBAD reverse pnmtng site 

463 CTGTTTTG GCGGATGAGA GAAGATTTTC AGCCTGATAC AGATTAAATC AGAACGCAGA 

LCF-15 

521 AGCGGTCTGA TAAAACAGAA TTTGCCTGGC GGCAGTAGCG CGGTGGTCCC ACCTGACCCC 

rmB J\ and T; transgiptional tennrator 

S81 ATGCCGAACT CAGAAGTGAA ACGCCGTAGC GCCGATGGTA GTGTGGGGTC TCCCCATGCG 

641 AGAGTAGGGA ACTGCCAGGC ATCAAATAAA ACGAAAGGCT CAGTCGAAAG ACTGGGCCTT 

701 TCGTTTTATC TGTTGTTTG 

Figure 31 : Séquence de la région promotrice du vecteur pBAD\HisB 
Les séquences surlignées en jaune représentent le site des amorces LCF-14 et LCF-15 
utilisées pour le séquençage des inserts. 
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j&UiJsz! 
r*&r^£-^mmwB-i 

pGE-801 - -
pQta i l AC 
pQ£82l - G 

Figure 32: Carte du vecteur pQE-80L (QIAGEN) 
PT5: promoteur T5, lac O : opérateur lac, RBS : site de fixation du ribosome, ATG : 
codon d'initiation, 6xHis : séquence de l'étiquette 6xHis, MCS : site de clonage multiple 
avec indication des sites de restriction, Stops codons : Codons stops, Col El : origine de 
réplication, Ampicillin : gène de résistance à l'ampicilline, laclq : gène du répresseur 
lacF 

pQE-3O/pQf-80l 

EcoRJ/RBS 6«Hb util Kpi 
Siral 
Xnul 3ul« ItiiJlll 

_MG|AG*GGATCGBHI 

RGS His epio^e 

|QGA~CCCCATOCGAGCTC&3T°>CCCCGGO'CGACCTGCAGCCAAGCTT| AATTAGCTGAG f ~ ^ 

Figure 33: Séquence partielle du vecteur pQE-80L montrant le site de clonage 
multiple 

5 ' CACATTTCCC CGAAAAGTGC CACCTGACGT CTAAGAAACC ATTATTATCA "GACATTAAC CTATAAAAAT AGGCGTATCA CGAGGCCCTT TCGTCTTCACCTCG*GAAAT 

I cpetatorl I Eco Bi SBS 
CATAAAAAAI TTATItGCIT TGTGAGCGGA TAACAATlAt «A1ÀGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAlSAA TTTAfTAiUC*co«feAAATT AACTgCl 

AGAGGHTCGg 

KSMfe 

BoinHI Spfel Sstl KpniSmol Sdl Pgl hfnda 
•CGA TCC CCA TGC GAG CTC GGT ACC CCG GGT CCA CCI CCA GCC AAG CTT {AAT TAC CTGAGCTTG 

3ACTCCTGFT GAIAGATCCA GTAATGACCT CAGAAC 3' 
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Figure 34: Séquence partielle de la région promotrice du vecteur pQE-80L montrant 
le site des amorces utilisées pour le séquençage 
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ANNEXE 3: 

Composition des tampons et des milieux utilisés 
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Tampons généraux ; 

PBS1X 

Tampon TAE 

TE 

Tampon PCR: 

Tampon de ligation 

150mMNaCl 
2,7 mM KC1 
10 mM Na2HP04 

17 mM KH2P04 

20 mM Tris-Acétate 
50 mM EDTA pH 8 

Tris 10 mM pH 8 
EDTA 1 mM 

20 mM MgSCU 
200 mM Tris pH 8,8 
lOOmMKCl 
100mM(NH4)2SO4 
l%Triton-X 100 
lmg/ml BSA 

50 mM Tris-HCl 
10mMMgCl2 

1 mM ATP 
lOmMDTT 

Extraction des acides nucléiques 

Tampon 1 : 

Tampon 2 : 

Tampon 3 : 

Tampon EtOH : 

50 mM Tris-HCl pH 8 
10 mM EDTA 

200 mM NaOH 
1 % SDS 

KoAc 3M pH 4.8 

50% EtOH 
0.1 MNaCl 
1 mM EDTA 
10 mM Tris-HCl pH 7.5 
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Tampon de lysozyme : lOmMTrisHClpH 
1 mM EDTA pH 8 
0, lmMNaCl 
5% Triton X-100 

Tampon de conservation PBSlXpH7,5 
500 mM NaCl 
250 mM imidazole 
1 mM DTT 
l%Tween-20 
50% glycérol 

SDS-PAGE 

Tampon SLB 2X : 0.5 M Tris pH 6,8 
v/v glycérol 
p/v SDS 
v/v (3-mercaptoéthanol 
p/v bleu de bromophénol 

Solution de coloration au 50% v/v méthanol 
bleu de Coomassie : 

7% v/v acide acétique 
0,2% p/v bleu de Coomassie 

Solution de décoloration 50% v/v méthanol 
v/v acide acétique 

Solubilité 

Tampon de lyse non 
dénaturant : 50mMNaH2PO4pH 

300 mM NaCl 
10 mM Imidazole 
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Induction 

Tampon de lyse : 

Solutions de lavage # 1 : 

Solutions de lavage # 2 : 

Tampon d'élution : 

Tampon A: 

Tampon B : 

PBSlXpH7,5 
500 mM NaCl 
10 mM Imidazole 

Purification : 

PBSlXpH7,5 
500 mM NaCl 
20 mM Imidazole 

PBSlXpH7,5 
500 mM NaCl 
40 mM Imidazole 

PBSlXpH7,5 
500 mM NaCl 
250 mM Imidazole 

Milieu reactionnel : 

PBSlXpH7,5 
500 mM NaCl 
250 mM Imidazole 
1 mM DTT 
l%Tween-20 

PBSlXpH8 
500 mM NaCl 
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Buvardage de type Southern : 

Solution de dépurination : 0,25M HC1 

Solution de dénaturation : l ,5MNaCl 

0,5 N NaOH 

Solution de neutralisation (IL): 175,32g NaCl 

0,5 M Tris-HCl pH 7,5 

20X SSC : 300 mM citrate de sodium pH 7,0 
3M NaCl 

Solution de lavage 1: SSC 2X 
0,1% SDS 

Solution de lavage 2: 0,5X SSC 20X 

0,1% SDS 10% 

Tampon acide maléique 10X : 1 M acide maléique 

1.5MNaClpH7,5 

Tampon de lavage 3 : tampon acide maléique 10X 
0,3% v/v Tween 20 

Solution de blocage 10X: dissoudre le bloking reagent (poudre) dans 
l'acide maléique IX à une concentration de 
10% (w/v) 

Solution de blocage: diluer blocking reagent 10X 1:10 dans le 
tampon acide maléique IX; 

Tampon de détection : 1 OOmM Tris-HCl pH 9,5 

lOOmMNaCl 
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