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RESUME

La protéine MB-1 est une protéine synthétique congue pour combler les
manques nutritionnels chez la vache laitiére tout en permettant d'avancer les
connaissances sur les structures a carrés d'hélices. Plusieurs projets
d’'amélioration de la protéine ont été effectués. Certains d’entre eux ont vu
I'apparition de mutants stables a nombre d’hélices différents de quatre, soient
des mutants codant pour deux ou six hélices. Le but du présent travail est de
vérifier la stabilité conformationnelle et la résistance aux protéases de ces
mutants. De plus, l'impact du remplacement d'un site connu comme étant
sensible aux protéases d’Escherichia coli chez la protéine originale sera étudié
sur ces mutants. La stratégie élaborée pour ce projet ainsi que les étapes de
biologie moléculaire, d’expression, de purification et de caractérisation des
mutants seront délimitées. Il semblerait que les protéines a deux hélices sont
totalement instables. |l en est de méme pour le mutant codant pour six hélices.
L'état difféerent des mutants (en fusion avec une autre protéine ou non) est la
raison la plus probable expliquant la disparité de résultats entre les études
antérieures et la présente. En ce qui concerne la modification du site sensible
aux protéases, les résultats sont variés. Ce changement augmente
I'accumulation des mutants a quatre et six hélices dans le milieu bactérien, mais
ce n'est pas le cas pour les mutants a deux hélices. De plus, cette
augmentation de la résistance aux protéases n'est pas transposée lorsque les
mutants sont en présence d'un mélange de protéases ayant un profil similaire

au rumen. La conclusion finale de ce projet est que la meilleure forme parmi



iv
celles explorées pour la séquence MB-1 est un carré a quatre hélices, tel que

limposait son design initial.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
1.1 Certaines applications des protéines

Les protéines, soient elles naturelles ou modifiées, sont souvent
nécessaires en industrie. Les enzymes utilisées dans les détergents, dans la
production de produits pharmaceutiques ainsi que dans la transformation des
aliments et du textile n’en sont que quelques exemples. A cause de leur
caractére unique et de leur action spécifique, les chercheurs ont depuis
longtemps flairé l'intérét de développer les applications biotechnologiques et

physiologiques des protéines.

La création de toutes nouvelles protéines synthétiques est de plus en plus
courante, permettant ainsi de dicter d’avance la fonction exacte voulue, ce qui
n’est pas toujours possible lors de la modification de protéines naturelles. Dans
le cadre de ce travalil, la protéine « Milk-bundle-1 » (MB-1) fut dessinée dans le
but spécifique de pallier aux manques nutritionnels des vaches laitiéres qui sont

colteux a combler autrement.

1.2 La nutrition chez la vache laitiere

Les vaches laitiéres ont un systéme digestif trés différent de celui des étres
humains. Il y a une étape de passage initial de la nourriture dans le rumen
avant de se rendre a I'estomac proprement dit. Ceci modifie la quantité de

certains acides aminés disponibles pour absorption par I'animal [1].

1.2.1 Sources possibles d’acides aminés

Ces ruminants obtiennent leurs acides aminés a partir de trois sources
différentes. Une source externe d’acides aminés est évidemment I'alimentation.
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Dans ce cas, les protéines ingérées sont dégradées et les acides aminés
résultants sont assimilés par 'organisme. Les deux autres sources sont plutét
« intrinséques ». Les micro-organismes présents naturellement dans le rumen
sont une source importante d’acides aminés, tandis que le recyclage des tissus

musculaires permet aussi de fournir ces molécules.

Lorsque les protéines solubles provenant de I'alimentation passent dans le
rumen, une partie d’'entre elles (60-70%) est directement digérée par les
protéases microbiennes. Les produits de ces dégradations servent de source
de carbone, d’azote et d’acides aminés pour la flore ruminale, qui les transforme
en nouvelles protéines et autres molécules. Les protéines de la flore
microbienne ruminale — soient-elles sécrétées ou relachées lors de I'apoptose —
sont donc une source d'acides aminés pour les ruminants. Toutefois, ce
processus est accompagné d’'une perte de valeur nutritionnelle de la diete de
'animal par diminution de la quantité totale d’acides aminés accessibles.
Lorsque l'apport en acides aminés provenant de l'alimentation ou de la flore
ruminale est insuffisant, F'organisme peut finalement recycler les protéines des
tissus musculaires ou produire de nouveaux acides aminés par biosynthése [1-
2].

1.2.2 Acides aminés essentiels chez la vache laitiére

Il existe deux classes d’acides aminés; ceux qui sont essentiels (AAE) a la
survie de l'organisme et ceux qui ne le sont pas. Les AAE proviennent
uniqguement de I'alimentation, car les voies métaboliques de biosynthése de ces
molécules sont absentes chez les mammiféres [3]. Des vingt acides aminés
naturels principalement associés aux protéines, il y en a neuf qui sont
considérés comme des AAE pour les mammiféres, soient; la phénylalanine (F),
I'histidine (H), l'isoleucine (1), la lysine (K), la leucine (L), la méthionine (M), la
thréonine (T), la valine (V) et le tryptophane (W). En plus d’intervenir dans la



croissance et le maintient physiologique de la vache laitiére, les AAE sont aussi
nécessaires a

la production du lait.

Le contexte supplémentaire de production massive de lait chez la vache
laitiere domestique transforme une alimentation dite normale en carence
évidente en AAE. La qualité et la quantité de lait obtenues sont dépendantes,
entre autres, d’'un bon approvisionnement en AAE. Les trois sources d'acides
aminés délimitées précédemment sont insuffisantes pour subvenir aux besoins
accrus de ces bétes. De plus, si le manque en AAE est suffisamment grand, il
est possible que I'animal subisse une perte de masse totale et devienne plus
susceptible a la maladie et a l'infection [4]. Ce sont les AAE M et L, puis dans
une moindre mesure T et K, qui sont les plus limitants dans I'alimentation de ces

ruminants [2,4-7].

1.3 A la rescousse de I'alimentation des animaux d’élevage — solutions

possibles

Depuis plusieurs années, la solution des producteurs laitiers a la carence
en AAE des vaches laitieres est d’utiliser des capsules contenant des acides
aminés libres (surtout M), des enzymes et des vitamines. Ces capsules sont
suffisamment résistantes pour traverser le rumen tout en demeurant intactes.
Elles peuvent ainsi libérer leur contenu en aval dans le systéme digestif, 1a ou
les constituants seront adéquatement digérés et absorbés par la béte. Un
probléme avec cette solution est le colt des produits. Selon Aventis, un des
plus grands producteurs de telles capsules, le marché mondial de la
supplémentation alimentaire pour animaux d’'élevage se chiffre a prés de 512
millions d’Euros sur une base annuelle (environ 725,6 millions en dollars

canadien) [8].
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L’alimentation présentement offerte aux vaches laitiéres, malgré le fait
gu’elle provienne de sources variées et qu'elle soit supplémentée d’additifs,
n'est tout simplement pas suffisante. Cette diéte riche en AAE est incapable
d’augmenter de fagon optimale les M, T, L et K disponibles pour le métabolisme
[7]. 1l s’agit donc de concevoir et tenter d’autres maniéres de pallier au manque
nutritionnel de ces ruminants. Les produits résultants doivent étre peu colteux
et suffisamment efficaces pour devenir concurrentiels. La biotechnologie peut
apporter une telle solution. Les prochaines sous-sections décrivent trois
approches qui sont présentement explorées pour augmenter la valeur nutritive

des aliments habituellement ingérés par les ruminants.

1.3.1 L’ingénierie métabolique

Cette technique a pour but de modifier certaines voies métaboliques d'un
organisme pour favoriser soit une déficience, soit une accumulation en
métabolites. Un aspect intéressant de cette technique est qu'elle peut étre
appliquée de facon spécifique par rapport a la compartimentation. |l est donc
possible de restreindre la modification au métabolisme a seulement certains

emplacements dans 'organisme.

Dans le cadre de la production laitiére, la manipulation du métabolisme par
changements génétiques de plantes fourragéres pourrait rendre ces aliments
plus nutritifs. Ces plantes accumulent déja des AAE, mais pas dans des ratios
optimaux pour la vache laitieére. On viserait donc a augmenter la quantité de M
et de K présente dans une plante pour en augmenter sa valeur nutritive. Cette
augmentation peut en plus étre ciblée dans les feuilles de la plante, tissu qui

sera ingéré par I'animal.

Plusieurs exemples d’application de I'ingénierie métabolique sont présents
dans la littérature. Particuliérement, les équipes de Boerjan et de Kim [9-10] ont

tenté d’augmenter l'accumulation de M dans différents organismes.
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Inopportunément, cette augmentation fut accompagnée de changements
morphologiques et de fortes odeurs. D’autres projets n'ont pas permis
'augmentation attendue du taux de M [11-12]. La situation est tout autre pour la
K. Notamment, I'équipe de Falco a pu modifier le soya pour permettre une
accumulation de lysine deux fois plus grande que celle de I'organisme original.
La modification au métabolisme est permise par le remplacement de la
dihydropicolinate synthase (DHPS) originale du soya par I'enzyme bactérienne.
Cette enzyme fait partie de la voie de synthése de la K. L’enzyme végétale
s’inactive lorsque le taux de K intracellulaire atteint un certain niveau. L’enzyme
bactérienne, par contre, est insensible a cette rétro-inhibition, permettant une

plus grande accumulation finale de K [13].

Les augmentations les plus significatives en M et K ont souvent été
accompagnées de troubles de germination et de croissance. Ces phénoménes
ne sont que partiellement compris a ce jour, mais il reste que la modification du
métabolisme de ces AAE cause des réactions imprévisibles chez la plante.
Parallelement, la disponibilité, la correcte absorption et le transport du soufre
sont importants pour le métabolisme de la M. Une carence en soufre peut donc

limiter 'accumulation de M dans les plantes [14].

1.3.2 L’expression hétérologue d’une protéine naturelle

Au lieu de manipuler le métabolisme des AAE, il est possible d'imposer la
production d’'une protéine naturelle a haut taux en AAE provenant d'un
organisme initial dans un nouvel héte. La polymérisation de ces AAE sous
forme de protéine empéche leur dégradation, permet I'entreposage pour usage
ultérieur et empéche une rétro-inhibition de synthése d’AAE endogeéne (le cas

échéant).

Une fois de plus, dans le cas de la vache laitiere, ce sont M et K qui sont
plutét ciblés. Cependant, le nombre de protéines naturelles qui contiennent un
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fort taux de ces AAE est limité. Notamment, I'albumine 2S de la noix du Brésil,
celle du tournesol et les zéines de mais ont un taux significativement plus élevé
en M [14-17]. L’intégration d’'une de ces protéines chez un héte pertinent
viendrait donc aider a combler la carence en M chez la vache. Cette stratégie
peut évidemment s’appliquer aux plantes fourragéres et aux céréales

composant la nourriture de la vache, dont le colza, le mais, le soja et la luzerne.

Plusieurs groupes tentent effectivement d’améliorer la valeur nutritive de
I'alimentation des mammiféres par expression hétérologue. Certaines études
démontrent une accumulation de M cinq a sept fois plus élevée que la normale,
alors que d’'autres ne rapportent aucune différence. |l est possible que le soufre,
composante de la M, ait été limitant pour ces derniéres études. Lorsque tel est
le cas, I'expression de la protéine exogene (riche en M) diminue la quantité
totale des protéines riches en M initialement retrouvée chez I'organisme [18-19].
En ce qui concerne les essais pour augmenter la quantité de K accessible, des
exemples positifs sont lI'expression d’'un homologue de [linhibiteur de Ila

chymotrypsine-2 et de la protéine S-VSP [20-21].

Cette approche a aussi été mise en ceuvre avec les bactéries de la flore
ruminale. La flore ruminale est constituée en grande partie par les espéces
Butirivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola et Streptococcus bovis [22]. Une
partie de ces populations est transportée plus loin dans le systéme digestif de la
vache avec la nourriture ingérée. Ces organismes servent donc de « capsules
naturelles », protégeant leur contenu en AAE de la dégradation par le rumen. |l
serait possible de modifier certaines de ces bactéries pour qu’elles produisent
une ou plusieurs nouvelles protéines nutritives naturellement retrouvées chez un
autre organisme. Ces bactéries seraient donc inoculées dans le rumen d’ou
elles proviennent et une partie d'entre elles devient ensuite les « capsules » qui
sont digérées, libérant les AAE pour assimilation par le ruminant [23].
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Il est possible de combiner les approches d’ingénierie métabolique et
d’expression hétérologue. On rapporte une expérience d’ingénierie métabolique
sur le mais ou 'on obtient une accumulation de la protéine BHL8 de I'orge (riche
en K), et ce, jusqu'a un rendement de trois a six pourcents des protéines totales
au niveau de la graine. Lorsque cette méme souche de mais fut aussi modifiée
pour permettre I'expression hétérologue de 'enzyme DHPS en parallele a la
BHLS, la quantité de K totale passe de 0,2% du poids sec de la graine a 0,7%
[24].

1.3.3 L’expression hétérologue d’une protéine de design de novo

Cette technique est en quelque sorte une extension de celle présentée
dans la section précédente. Il s’agit, dans ce cas, non pas d’exprimer une
protéine naturelle, mais plutét une protéine synthétique chez I'héte ciblé. Cette
différence confére un avantage certain a la technique — la flexibilité. Au lieu de
modifier la quantité d’'un seul AAE a la fois avec une protéine naturelle, il est
possible d'imposer un biais important de plusieurs AAE a la fois dans une toute
nouvelle protéine. La conception de la protéine synthétique permet d'imposer
un biais contrélé en AAE quant a leur identité et leur proportion, dépendamment

des carences a combler.

La majorité des protéines de design de novo retrouvées dans la littérature
ont toutes deux aspects en commun. On rencontre presque constamment soit
des constructions simples, soit le manque presque total de méthionine dans la
séquence [25-30]. Tous les scientifiques évitent l'insertion de M dans leur
design, vu la faible tendance de cet acide aminé a spécifier un repliement
unique et sa faible énergie de transfert au solvant. Cet acide aminé présente
une chaine hydrophobe qui contient un atome de soufre, ce qui augmente la
polarité du résidu et rend son enfouissement dans le cceur de la protéine difficile
[31]. Il est possible que ces caractéres de la M expliquent le faible rendement
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d’expression in vivo (chez les bactéries) de protéines synthétiques a haut taux
de cet AAE a ce jour [32-33].

Une protéine synthétique a cependant été dessinée avec un contenu élevé
en M. C’est par des études comparatives de séquences dont le repliement se
ressemble que des chercheurs ont établi une approche efficace pour le design

de cette protéine [34].

1.4 Le design de novo de protéines

L'approche habituelle dans le design de protéines est de d’abord choisir un
repliement final pour la protéine. Le choix peut s’inspirer de la forme de
protéines naturelles ou étre complétement dicté selon les idées des créateurs.
Souvent, les chercheurs choisissent des formes qui présentent des structures
secondaires uniques, des séquences hautement répétitives et une haute
symétrie. Quelques exemples de repliements rapportés dans la littérature sont
les doigts de zinc ainsi que les carrés et torsades d’hélices [26-30,35-40].

Une des principales lacunes des premiers projets de design de novo est
sans doute le comportement peu natif des protéines générées. Pour qu’une
protéine soit dite en état natif, elle doit se stabiliser via des interactions
hydrophobes, I'empaquetage spécifique des chaines latérales des acides
aminés la constituant, des réseaux de ponts hydrogénes et dans certains cas
des interactions électrostatiques. De plus, I'état natif est caractérisé par un état
oligomérique et conformationnel unique, sujet @ une dénaturation thermique ou

chimique coopérative [41].

Souvent, les protéines de design de novo se comportent plutét comme des
globules fondus. Les protéines dans cet état peuvent étre considérées comme
des intermédiaires entre les états natif et dénaturé. Ces protéines ne sont que
partiellement repliées; on y retrouve les diverses structures secondaires



formées, mais la structure tertiaire finale y est mal définie. La flexibilité du cceur
hydrophobe permet la formation de plusieurs différents conforméres. Ce
manque d’homogénéité rend difficile I'étude de ces protéines. Notamment, on
retrouve des problémes d’agrégation et de dégradation protéolytique accrue [42-
44].

Il existe quelques moyens pour tenter de rapprocher le globule fondu d'un
état plus natif, et du méme coup améliorer I'atteinte de la structure cible. D’une
part, I'utilisation d’algorithmes de prédiction de repliement permet de vérifier in
silico l'effet de différentes altérations a la séquence sur I'ensemble de la
protéine, soit son cceur hydrophobe, sa surface exposée au solvant et ses
régions interfaciales [39-45]. D’autre part, il est possible d'avoir recours a
I'évolution dirigée. Cette technique est basée sur I'apparition d’erreurs au sein
du géne codant pour la protéine et permet I'accélération du processus de
sélection naturelle. Elle peut étre appliquée a 'ensemble du géne (aléatoire) ou
cibler de positions précises (semi-rationnelle). Les études de Chu [46] et Wang

[47] sont des exemples d'évolution dirigée.

1.5 Une nouvelle approche pour combler la demande en AAEs chez la

vache laitiére; la protéine MB-1
1.5.1 Le concept initial

Dessinée pour pallier a la carence en AAE de la diéte des vaches laitiéres,
une protéine devrait contenir de forts taux de M, T, L et K. Evidemment, la
protéine finale devait aussi étre en mesure de résister au milieu ruminal. En
plus, et ce plutét par souci de simplicité pour faciliter la purification et les
caractérisations subséquentes, la protéine devait étre soluble. Grace aux
principes de repliement des protéines établis a I'époque de sa création, il fut
possible de générer la séquence primaire de MB-1 et atteindre la structure

tertiaire finale choisie [34].
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Cette structure, choisie selon les études contemporaines avancées sur ses
principes de repliement [48], est un carré d’hélices [34]. Un aspect intéressant
des AAE a inclure dans la séquence aida beaucoup dans le choix de cette
structure. En effet, il est reconnu que M, L et K sont d’assez bons inducteurs
d’hélices [49].

1.5.1.1 L’hélice a

On appelle structure secondaire I'arrangement spécifique du squelette de
la protéine dans I'espace. On retrouve majoritairement deux types de structures
secondaires périodiques dans les protéines, soient les feuillets B et les
hélices a. L’hélice a est un arrangement spiralé d’acides aminés comportant
sept positions (heptade, délimitées de « a » a « g ») équivalant a un peu moins
que deux tours complets d’hélice (figure 1.1A) [50]. Les acides aminés aux
positions « a» et « d » sont la fraction hydrophobe de I'hélice, alors que les
acides aminés aux positions « b », « ¢ » et « f » en sont la partie hydrophile. En
ce qui a trait aux acides aminés aux positions « e » et « g », ils peuvent étre

plus ou moins exposés a I'eau.

1.5.1.2 Le carré d’hélices

On appelle structure tertiaire I'arrangement spécifique des structures
secondaires d'une protéine de maniére a obtenir un coeur non polaire. On
connait bien et depuis longtemps la structure tertiaire connue sous le nom de
carré d'hélices (figure 1.1B) [50]. C'est une structure a quatre hélices a

contigués reliées par des connecteurs apériodiques.

La formation de cette structure est induite par les acides aminés en
positions d’heptade «a» et «d». On se rappelle que ces positions sont
occupées par des acides aminés hydrophobes. Il est connu que la plus grande
force poussant le repliement des protéines solubles globulaires est I'effet
hydrophobe [51]. Ce phénomeéne a lieu car les molécules non polaires sont
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repoussées les unes vers les autres par un milieu polaire, comme l'eau, qui est
incapable d'incorporer de telles molécules dans son réseau de ponts
hydrogénes. Dans le cas des protéines, cela implique le rapprochement des
acides aminés hydrophobes en son coeur. Grace a cette force, les hélices du

carré se rapprocheront I'une de l'autre par leurs surfaces hydrophobes.

FIGURE 1.1 Heptade et carré d’hélices. A) Vue schématique d’une heptade
(vue de haut). B) Exemple d’'une protéine sous forme de carré
d’'hélices (vue de haut) [50].

1.5.1.3 Les détails de la séquence

MB-1 est une protéine totalement synthétique. Les scientifiques I'ayant
congue ont donc utilisé le gabarit de carré d’hélices tel que défini par une étude
de quatre protéines naturelles pour la conception de la protéine. La structure

primaire (séquence d'acides aminés) de MB-1 fut ainsi construite.

La polarité, la charge et le volume des différents acides aminés furent pris
en considération pour combler les différentes positions des heptades de la

protéine. La contrainte de haute valeur nutritive imposée a la protéine fut
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respectée; des 100 acides aminés de la séquence finale, 57 d’'entre eux sont
des M, T, L et K (figure 1.2). Une fois la séquence finale en acides aminés
décidée, le code génétique de la bactérie Escherichia coli (E. coli) fut utilisé pour

créer un géne optimisé pour la production de la protéine dans cet héte [34].

FIGURE 1.2 Schéma de la protéine MB-1 originale. On dénote la position
prédite des hélices (rectangles de couleur). Les acides aminés en
avant-plan sont ceux qui sont exposés a la surface de la protéine,
et ceux en arriére-plan font partie du coeur hydrophobe.

1.5.2 La caractérisation de la séquence initiale

Avant toute chose, il était pertinent de vérifier la valeur nutritive de MB-1
ainsi que sa taille. Tel que prévu, la protéine contenait 57% des AAEM, T, L et
K, puis présentait une masse moléculaire d’environ 11 kDa. Quant a la
structure elle-méme, elle semblait conforme aux attentes pour une structure de
carré d’hélices. Des analyses de dichroisme circulaire (DC) confirmaient une
grande quantité de structures hélicales (environ 50%), puis des études de
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fluorescence intrinséque ont démontré que la structure tertiaire était
suffisamment bien formée pour cacher la tyrosine (Y) en position 62 [34,52].

D’autres expériences ont aussi illustré le caractére quasi natif de MB-1. La
faible affinité pour I'acide 8-anilino-1-naphtalene sulfonique (ANSA) suggérait un
coeur hydrophobe suffisamment compact, semblable a certaines protéines
natives [34,35]. De plus, la dénaturation chimique de MB-1 par l'urée était

réversible [34].

1.5.3 Une lacune majeure de la protéine

Malgré le fait que MB-1 se comporte de fagon plutét native, elle
présenterait une grande susceptibilité aux conditions ruminales. Deux aspects
clés permettent de prédire ceci. On note que la température de fusion (Tm) de
la protéine est celle de la température présente dans le rumen de la vache
laitiere, soit 39°C. La moitié des protéines MB-1 est donc sous forme dénaturée

dans le rumen.

Cette premiére faiblesse méne a une deuxiéme, soit une dégradation
protéolytique accrue. En effet, lorsqu’on incube la protéine a 39°C en présence
de protéases a spectre large imitant les protéases ruminales (le mélange
Pronase E), MB-1 est facilement dégradée [52,54]. Il en résulte que la protéine
MB-1 n’est pas apte a étre utilisée, sous sa forme originale, comme supplément

alimentaire chez la vache laitiére.

1.6 MB-1Trp; la création d’un variant stabilisé de MB-1

Une version améliorée de MB-1, MB-1Trp (hommé 4H a partir de ce point),
fut développée en 2000. La stratégie consistait a augmenter la résistance aux
protéases par une hausse de la stabilité conformationnelle de la protéine. Pour
ce faire, la sonde spectroscopique interne de MB-1 —la Y de la troisiéme hélice,
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en position 62 (voir figure 1.2) — fut remplacée par un W plus hydrophobe et plus
volumineux. La Y présente un groupement hydroxyle non satisfait parmi les
alanines I'entourant. Le W, par contre, ne présente pas de groupement ayant
besoin de stabilisation, puis remplirait mieux la poche formée par les alanines
(A) au cceur de la protéine (187 A3 pour Y versus 217 A® pour W) [41].
L’hypothése mise de I'avant par les auteurs était que cette modification aiderait
a la compaction de la protéine en apportant un plus grand effet hydrophobe au
cceur de la protéine. C'est bien ce qui s’est produit. Le Tm de la protéine fut
augmenté de 39°C a 55°C, puis la résistance aux protéases est devenue voisine

de celle du cytochrome c (protéine globulaire de taille similaire a MB-1) [55].

1.7 Projets antérieurs menant a cette étude et hypothése

Les résultats de plusieurs projets antérieurs ont mené au présent projet.
Tout d'abord, un projet a permis la construction d’'une MB-1 avec une queue de
six H en carboxy-terminal (C-terminal) de la protéine (« MB-1His »). On tentait
ainsi d'augmenter le degré final de pureté de la protéine en changeant la
derniére chromatographie, une échangeuse d’ion, par une chromatographie a
affinité pour un métal immobilisé (le nickel dans ce cas). |l fut donc possible de
purifier la nouvelle protéine « MB-1His », et ce, a une plus grande pureté que la
MB-1 originale, tel qu’attendu [56]. Les différents mutants de MB-1 qui ont suivi
lors des divers projets étaient aussi munis de cette queue d’histidine (MB-
1TrpHis, etc...). Ce projet est important par le fait qu'il s’est justement greffé a

tous les autres le suivant.

Un autre projet ayant une importance plus grande dans ce présent projet
est nommé « Alanines de cceur ». |l s’agissait d'une tentative d’amélioration de
la compaction et la stabilité de la protéine par 'augmentation du volume du
cceur de la protéine. Pour ce faire, les A se retrouvant dans le cceur de la
protéine furent remplacés par des acides aminés hydrophobes plus volumineux,
de fagon combinatoire. Une banque de 7776 mutants différents de MB-1TrpHis
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fut générée, puis exposée a des conditions séveres dans le but de sélectionner
les protéines les plus stables. Dans ce cas, le critére de sélection était la
résistance aux protéases (Pronase E, un mélange de protéases similaires
permettant de mimer le rumen des vaches) et a la chaleur. Les essais ont
permis de découvrir plusieurs mutants plus stables que la protéine d’origine.
Cependant, contre toutes attentes, certains d'entre eux n’adopteraient pas la
forme de carrés a quatre hélices alpha. La nouvelle structure la plus souvent
rencontrée lors de ce projet semble ne comporter que deux hélices, soient les
deux premiéeres (1 et 2) ou les deux derniéres (3 et 4) de MB-1TrpHis [57].

Le deuxiéme projet préalable a mes travaux, nommé « NL », visait a
augmenter la résistance de MB-1TrpHis aux protéases d’E. coli dans le but
d'augmenter 'accumulation de la protéine dans la bactérie. Les expériences de
mutagenése dirigée sur un site asparagine-leucine (NL), identifi€ comme étant
sensible aux protéases d’E. coli, ont permis de produire une banque de 20
mutants. Cette banque fut exposée aux protéases d’E. coli pour discerner les
plus stables. L’'étude démontre que le remplacement du site Ng4l4s vers la
combinaison glutamate-valine (EV) est favorable et augmente la résistance a la
protéolyse. De plus, ici encore un autre mutant inattendu fut identifi€. Ce
dernier a un poids moléculaire équivalant a six hélices de MB-1TrpHis. Cette
version alourdie démontre une stabilité apparente accrue lorsque comparée a
celle de la protéine d'origine. Cette forme est une protéine dont la séquence
équivaut a six hélices retrouvées dans MB-1, soit la suite d’hélices 1-2-1-2-3-4,
chez qui on ne note aucune modification du site de protéolyse (les sites « NL »
des hélices « 2 » ne sont pas modifiés) [58].

1.8 Support de la littérature envers I’hypothése - survol

Les regles qui régissent le bon repliement et la stabilité des protéines en
général n'étant pas encore tout a fait élucidées, le dessin de nouvelles protéines
stables est difficile. Plusieurs études ont déja été effectuées sur des peptides et
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protéines de design de novo, qui sont totalement synthétiques ou dérivés de

protéines naturelles, qui ne sont composés que d’hélices a et de connecteurs.

Certaines de ces études se concentrent sur les carrés d’hélices pour
comprendre leur repliement, leurs fonctions inhérentes et la relation entre ces
derniers [59]. Il y a aussi des recherches qui tentent de déterminer les forces
exactes (incluant 'emplacement d’acides aminés spécifiques) qui dirigent la
formation de ressorts superenroulés (coiled-coils), des structures a deux hélices
[60,61]. Des protéines de novo constituées de six [62] et méme neuf [63] hélices

ont aussi déja été produites et caractérisées.

Parmi toutes les études pertinentes, celles d’'une équipe en particulier
ressortent du lot. Main et ses collaborateurs étudient des protéines
synthétiques comportant différents nombres de structures « tetratricopeptide
repeat », ou TPR. Ces structures sont des arrangements hélice-connecteur-
hélice de 34 acides aminés de longueur se retrouvant dans plus de 300
protéines naturelles différentes et s’y répétant entre trois et seize fois. Cette
équipe a d’'abord décidé d’'une séquence TPR consensus (« CTPR »), puis ont
répété ce consensus différents nombres de fois pour obtenir des génes codant
pour différents nombres de TRP (« CTPR-1 » pour le TPR simple, « CTPR-2 »
pour deux unités, etc...) Ce qui découle de ces études [64-66] est que plus on
augmente le nombre de répétition de la séquence consensus, plus la protéine
produite est stable. Le taux de plus en plus lent de dépliement des protéines
lorsqu'on augmente le nombre de répétition est la raison que Main offre pour

expliquer la stabilisation.

1.9 Les objectifs de la présente étude

L’hypothése que j’avance dans le cadre de ce travail est que 4H serait plus
stable si elle adoptait une autre structure qu’un carré d’hélices, soit en tant que
structure a deux ou a six hélices. Il est possible que la diminution de la surface
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hydrophobe soit bénéfique et expliquerait en partie la stabilisation des mutants a
deux hélices. En contrepartie, une meilleure compaction du cceur de la protéine
ou méme un changement majeur de conformation peut expliquer la stabilisation
du mutant a six hélices. Ces points seront vérifiés lors du présent projet. En
paralléle a cette hypothése premiére, il serait intéressant de vérifier I'impact de
la mutation « EV », déja reconnue comme étant stabilisante chez MB-1TrpHis

[57], sur ces nouvelles structures lorsque possible.

Les étapes suivantes seront réalisées pour mener a bien ce travail :

1. Faire les manipulations génétiques qui permettront la production des
différents mutants de MB-1 a I'étude par E. coli,

2. Produire, purifier et caractériser ces mutants,

3. Comparer les propriétés des mutants a 2 et 6 hélices a celles de la
protéine originale a 4 hélices (4H),

4, Comparer les propriétés des mutants comportant la modification « EV »
(2 2, 4 et 6 hélices) a celles de leur contrepartie originale.



CHAPITRE 2
STRATEGIE
2.1 Constructions génétiques menant a I’expression des divers mutants

Sept protéines seront a I'étude durant ce projet. Ces protéines se divisent
en trois familles selon le nombre d’hélices de MB-1 qui sont produites. Elles

sont présentées au tableau 2.1.

Pour ce projet, certains vecteurs ont di étre complétement construits alors
que d'autres nécessitaient quelques modifications. Cette section présente la
stratégie utilisée lors de la préparation des vecteurs. Un survol des différentes
étapes pour les divers mutants est présenté au tableau 2.2, tandis que les
détails expérimentaux reliés a ces étapes seront divulgués dans la section

« Matériaux et méthodes ».

2.1.1 Choix du vecteur d’expression

Le vecteur pMAL-c2 de New England Biolabs (figure 2.1) [67] fut choisi
pour diverses raisons. Premiérement, la présence du géne Amp’" confére une
résistance a I'antibiotique ampicilline a I'héte bactérien (E. coli), permettant la
croissance sélective de cet organisme transformé avec le vecteur sur milieu
contenant le dit antibiotique. Deuxiémement, la séquence pBR322 ori permet la
réplication du vecteur au sein d’E. coli. La séquence « M13 ori » permet la
production d’ADN simple brin, mais ne sera pas utilisé dans ce projet.
Troisiemement, le rrnB terminator donne le signal de fin de transcription.
Finalement, les séquences importantes pour I'expression des protéines de ce

projet sont lacl®, Pic, malE, polylinker et lacZa.

La séquence « polylinker » ou « multi cloning site » (MCS) présente

plusieurs sites de restriction exclusifs a cette section. Une double digestion du
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TABLEAU 2.1
Présentation des différents mutants de MB-1 a I'étude dans ce projet.

Famille Protéine (mutant)

A deux hélices

2HA-EV
2HB
4H
A quatre
hélices

4H-EV
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TABLEAU 2.1 (suite)
Présentation des différents mutants de MB-1 a I'étude dans ce projet.

Famille Protéine (mutant) Modéle

A six hélices

6H-EV

vecteur avec des enzymes coupant au sein de cette séquence permet le

clonage directionnel des génes a I'étude.

Dans le cas présent, les différents génes « MB-1X His » sont déja clonés
dans pMAL-c2 via les sites de restriction EcoRI et Hindlll. |l est possible de
vérifier si nous avons bien insertion du géne grace a la séquence /acZa.
L'insertion du géne d'intérét dans le MSC interrompt le géne /acZa et
I'expression de l'enzyme B-galactosidase est impossible. Ceci permet un
criblage au 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (Xgal) sur pétri
des bactéries comportant les plasmides modifiés. Les colonies comportant les
plasmides non modifi€és sont colorées bleu grace a I'activité du fragment a de la
B-galactosidase alors que linsertion d’'un géne au sein du MSC du plasmide
rend impossible l'activité de cette enzyme puis rend blanches les colonies le

transportant.



TABLEAU 2.2

Diverses étapes de la construction des vecteurs.
« Mut. » = mutagenése dirigée, recirc. = recircularisation.
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ADN initial
MB-1 Digestion / Mut.
2HA Mut. «2» Mut. « 4 » ) 5
TrpHis recirc. « Stop »
Digestion / Mut.
2HA-EV 4H-EV-His | Mut. «2» Mut. « 4 » . =
recirc. « Stop »
MB-1 Digestion / Mut. Mut.
2HB Mut. «1» Mut. « 3 »
TrpHis recirc. « corrA » « Stop »
MB-1 Mut.
4H - - - -
TrpHis « Stop »
Mut.
4H-EV 4H-EV-His - S - -
« Stop »
Mut.
6H 6H-His - S - -
« Stop »
Mut.
6H-EV 6H-His Mut. « EV » = = -
« Stop »
polylinker
lacZo. | mm I
malE o= ,/
nB *n s
terminator s
P | mal E rlKBI iscZa n
tac
Cloning &
pPMAL-c2X Ty Expremsion
iaci? /
: A
— ~ M13 on
pBR322 ori

FIGURE 2.1 Schémas du vecteur pMAL-c2X de New England Biolabs.
GAUCHE, carte du vecteur; DROITE, clonage et protéine fusion
ainsi exprimée (MCS = « polylinker ») [67].
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L’expression des protéines du vecteur est sous le contréle du promoteur
Piac. Ce promoteur est un hybride consistant de la région -35 du promoteur trp
et la région -10 du promoteur / opérateur lacUV5 [68]. Le promoteur lui-méme
est contrélé par répression via l'alléle /acl’ et 'expression de la protéine Lacl.
La répression est levée lorsqu'on ajoute de [isopropylthio-B-D-galactoside
(IPTG) a la culture, ce qui permet la production de la protéine voulue. Ce
contréle via répression est primordial, car il empéche I'accumulation prématurée
de la protéine d’intérét qui est possiblement toxique pour I'héte.

Dans le cas de constructions utilisant le vecteur pMAL-c2, une protéine
fusion est ce qui est exprimé a l'induction. Le géne malE exprime la « maltose
binding protein » (MBP), qui contient une séquence d’espacement en C-terminal
présentant un site de clivage de la protéase spécifique facteur Xa. Le géne
malE est aussi disposé de fagon a ce qu'un géne inséré dans le MSC soit
exprimé directement suite a la MBP. On exprime ainsi la protéine fusion « MBP
/ protéine d’intérét ». |l est possible de purifier la protéine fusion en utilisant
I'affinité que la MBP démontre pour le maltose et 'amylose. On peut ensuite
facilement cliver la MBP de la protéine d’intérét par ajout de facteur Xa. Une
deuxiéme purification est ensuite de mise pour séparer les deux éléments et

obtenir une MB-1 pure.

2.1.2 Mutations dirigées par « QuikChange » de Stratagene

Il a été spécifié au tableau 2.2 que la plupart des étapes pour obtenir les
constructions génétiques des mutants de MB-1 sont des mutagenéses dirigées.
Par souci de clarté, voici un survol du fonctionnement du protocole
« QuikChange » de Stratagene (figure 2.2) [69] utilisé pour les mutagenéses
dans ce projet. Ce protocole fut choisi car il permet d'effectuer les changements

voulus sans avoir recours a des techniques difficiles de clonage.
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Effectuer un PCR pour:

1 - dénaturer PADN gabarit

2 - hybrider les amozces mutagéniques
contenant les mutations

3 - polymérisation avec la polymérase
PfuTurbo

Digestion 3 la Dpnl de I'ADN gabarit

Digsstion de 'ADN parental méthylé
ou hémiméthylé grice ala Dpnl

Transformations
Transformer des cellules compétentes
avec les molécules mutantes

FIGURUE 2.2 Survol des étapes du protocole « QuikChange » de Stratagene
[modifié de la référence 69].

Ce protocole fait appel a une paire d’'amorces mutagéniques s’hybridant a
la méme position sur le vecteur. Une de ces amorces s’hybride au brin sens du
vecteur alors que l'autre s’hybride au brin anti-sens. C’est ce détail qui permet
amplification compléte du vecteur lors d’'une réaction de polymérisation en
chaine (« polymerisation chain reaction », ou PCR), obtenant ainsi un vecteur
muté comportant la modification recherchée. A la fin de la réaction, on obtient
une grande quantité de vecteur muté et une certaine quantité de vecteur
parental résiduel, indésirable pour la suite des manipulations.

Le plasmide ayant servi de gabarit pour la création de plasmides mutants
est éliminé de la réaction par I'ajout de I'enzyme de restriction Dpnl. Cette
enzyme digere les acides désoxyribonucléotidique (ADN) meéthylés et/ou
hémiméthylés. Les bases (ANTP, soient dATP, dCTP, dGTP et dTTP) utilisées
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lors de la réaction PCR ne sont pas méthylées, alors que 'ADN parental isolé
de I'héte bactérien présente des groupements méthyles. La Dpnl digérera donc
spécifiquement les vecteurs parentaux. La transformation d’'un nouvel héte

bactérien avec le vecteur muté non contaminé de vecteur parental sera ainsi

possible.

2.1.3 Construction des génes pour le mutant a deux hélices (« 2H »)

Ces génes n’étaient disponibles que sous forme de produit de PCR au
début de ce projet. Plusieurs essais de clonage de ces génes dans le vecteur
pMAL-c2 ont été tentés, mais sans succés. Une stratégie plus complexe, mais
plus sire, impliquant le rognage du vecteur « pMAL / MB-1TrpHis », a donc da
étre congue pour permettre de passer de quatre a deux hélices en

raccourcissant le géne initial au sein du vecteur.

Tout d’abord, il a fallu trouver une enzyme de restriction qui ne coupait pas
originellement le vecteur « pMAL / MB-1TrpHis ». Aucun site de restriction Aatil
n’était présent dans la séquence. De plus, cette enzyme est facilement
disponible chez divers fournisseurs, et son colt est abordable. Ces deux
aspects ont permis le choix de cette enzyme pour rogner spécifiquement le

vecteur.

Deux de ces sites Aatll ont été insérés dans le vecteur mentionné ci-haut
de maniére a permettre la digestion de la région codante pour les deux hélices
indésirables pour chaque mutant 2H (hélices 3-4 pour 2HA et hélices 1-2 pour
2HB). Les amorces mutagéniques « Rogne » induisent I'ajout d’un site de
restricion de l'enzyme Aafll au sein du géne de MB-1TrpHis ou
MB-1TrpE44VasHis aux endroits spécifiés a la figure 2.3.

On digére donc ces vecteurs mutants pour éliminer la partie indésirable du

geéne original, obtenant une séquence linéaire dont les deux extrémités présen-
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ATGGCTACG-----~+ GAAGACATGACCGACATGATGACCACCCTGTTTAAAAC
ATGGCTACG------- GAAGACATGACCGACATGATGACCACCCTGTTTAAAAC
ATGGCTACGG/ACGTUGAAGACATGACCGACATGATGACCACCCTGTTTAAAAC

TATGCAGCTGTTGACCAAGTCGGAACCCACGGCTATGGACGAGGCCACTAAAAC
TATGCAGCTGTTGACCAAGICGGAACCCACGGCTATGGACGAGGCCACTAAAAC
TATGCAGCTGTTGACCAAGTCGGAACCCACGGCTATGGACGAGGCCACTAAAAC

GGCTACTACAATGAAGAATCATCTTCAAAACCTGATGCAGAAG---~-~-~- ACTA
GGCTACTACAATGAAGAATCATCTTCAAAACCTGATGCAGAAGSE/ACGTCACTA
GGCTACTACAATGAAGAATCATCTTCAAAACCTGATGCAGAAG----~-- ACTA

AGAACAAA--~---- GAAGACATGACGGACATGGCCACTACGTGGTTCAAAACG
AGAACAAA-~------ GAAGACATGACGGACATGGCCACTACGTGGTTCAAAACG
AGAACAAAG/ACGTCGAAGACATGACGGACATGGCCACTACGTGGTTCAAAACG

ATGCAGTTGTTAACGAAGACCGAGCCCTCGGCCATGGACGAGGCCACGAAGACG
ATGCAGTTGTTAACGAAGACCGAGCCCTCGGCCATGGACGAGGCCACGAAGACG
ATGCAGTTGTTAACGARGACCGAGCCCTCGGCCATGGACGAGGCCACGAAGACG

GCTACAACCATGAAAAATCATCTGCAGAACTTGATGCAAAAR ~-~-~--- GCGT
GCTACAACCATGAAAAATCATCTGCAGAACTTGATGCAAAARG/ACGTAGGCGT
GCTACAACCATGAAAAATCATCTGCAGAACTTGATGCAAAAR - -~~~ - SGCGT

AGCTCACCACCACCACCACCAC
AGCTCACCACCACCACCACCAC
AGCTCACCACCACCACCACCAC

FIGURE 2.3 Emplacements prévus des sites de restriction Aatll au sein du

gene de MB-1TrpHis(EV) en A) pour la construction de 2HA(EV)
en B) puis 2HB en C). Les encadrés représentent les séquences
codant pour les hélices (1 = bleu, 2 = rose, 3 = vert et 4 = jaune) et
la queue d’histidine (en noir). On note les sites Aatll en gras avec
'emplacement exact de la coupure par I'enzyme (/).

tent les mémes bouts cohésifs. Aprés élimination du fragment indésirable, il

s'agit ensuite de recirculariser le vecteur par ajout de ligase, obtenant ainsi le

vecteur contenant le géne de MB-1 a deux hélices. Une correction finale

s'impose a 2HB pour restaurer le E original remplacé par la séquence glycine-
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arginine-glutamine (G-R-Q) codée par le site de restriction de Aatll, qui est

exécutée tel que décrit a la section « Matériaux et méthodes ».

Les figures 2.4 et 2.5 montrent les séquences des protéines 2H ainsi

créées.

Ség. 4H

Séq. 2F
Ség. 4F
Ség. HisStop

Séq. 4H
Ség. 2F
Ség. 4F
Ség. HisStop

Ség. 2HA

FIGURE 2.4

Séq. 4H

Séq. 1F

Séq. 3F

Ség. corrAa
Ség. HisStop

Séqg. 4H

Ség. 1F

Séqg. 3F

Ség. corrA
Ség. HisStop

Ség.s 2HB

FIGURE 2.5

wLsaRa < - » . N - - <

v 7 < - > 7~ S - v~

Séquences (séq.) pour la construction de 2HA (et par extension
2HA-EV). Les couleurs représentent les hélices de MB-1 (1 =
bleu, 2 = rose, 3 = vert et 4 = jaune). Ce qui est en gras ne fait
pas partie de la protéine. La séquence qui est en rouge sera
éliminée a la digestion Aatll.

NNLGNSGRMAT [N s = o A SRR AT TGN TOR vl

——————— RMATGROQDMTDM= = = = = = = = = === = = = = = === = — = m o~~~ ——— o~~~ —

MATH N TE PSAMDEATKTATTMKNHLQNLMQKGVA *

Séquences (séq.) pour la construction de 2HB. Les couleurs
représentent les hélices de MB-1 (1 = bleu, 2 = rose, 3 = vert et
4 = jaune). Ce qui est en gras ne fait pas partie de la protéine. La
séquence qui est en rouge sera éliminée a la digestion Aatll.
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2.1.4 Insertions des mutations « EV »

Il a été démontré que le remplacement du site Nsslss de MB-1TrpHis par
EV (mutant « EV ») augmente sa résistance aux protéases d’E. coli, et donc
aide a augmenter le rendement de purification [58]. Il est intéressant d'utiliser
cette mutation stabilisante dans le cas présent, vu la production des différentes
protéines (a deux, quatre ou six hélices) dans ce méme organisme. De plus, on
peut se demander si I'effet stabilisant est seulement au niveau de la résistance
aux protéases d’E. coli ou s'il est aussi possiblement conformationnel. Cette

possibilité sera élucidée par I'étude actuelle.

2.1.5 Amélioration de la purification par mutations « Stop »

Il fut remarqué dans certains projets précédents que la purification de
variants de MB-1 exprimés sous forme de fusion « MBP / MB-1X / His » pouvait
étre bénéfique ou désavantageuse, selon les mutants de MB-1 étudiés [56].
Cette purification faisait appel a une chromatographie d’affinité au nickel (grace
a la présence de la queue d'histidines) au lieu de la chromatographie d’échange
anionique habituelle [55]. Ce dernier protocole pourrait étre problématique dans
le cas présent, vu la similitude des points isoélectriques (pl) des mutants 2H et
de la MBP (tableau 2.3).

Lors des premiéres tentatives de purification des différents mutants étudiés
ici avec queue histidine, la séparation des protéines s’est révélée impossible ou
tres fastidieuse. La décision de retourner au protocole initial de purification sans
queue histidine a donc été prise, et pour ce faire, des mutations « Stop » ont été
apportées aux différents vecteurs d’expression. On peut ainsi prévoir que la
purification des mutants 2H par échange ionique pourrait étre difficile, car les pl
de ces protéines se rapprochent beaucoup de celui de la MBP.



TABLEAU 2.3

Points isoélectriques (pl) théoriques des différents mutants a I'étude.

Calcul 2°
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Protéine Calcul 1° Calcul 3° pl moyen
2HA 5,86 5,88 5,56 5,77
2HA-EV 5,30 5,17 5,05 5,17
2HB 5,86 5,88 5,56 5,77
4H 7,88 7,38 6,72 7,33
4H-EV 6,41 6,53 6,08 6,34
6H 9,26 8,31 7,90 8.49
6H-EV 6,66 6,81 3,30 6,59
MBP 548 5,35 5,22 5,36

Selon « CRYSPRED » de Q.E.D. Life Science Discoveries, inc [70]

Selon « Protein Calculator » du Scripps Research Intitute [71]
Selon « Compute pl / Mw tool » d’Expasy [72]




CHAPITRE 3
MATERIELS ET METHODES
3.1 Constructions génétiques menant a I'’expression des divers mutants

Voici en détail les procédures expérimentales menant a I'obtention de

vecteurs d’expression pour les 7 protéines a I'étude dans ce projet.

3.1.1 PCR mutagéniques

Tel qu’indiqué précédemment, ces réactions seront effectuées selon le
protocole « QuikChange » de Stratagene [69]. Les quantités de réactifs et les
étapes pour les réactions de PCR mutagéniques sont énumérées aux tableaux

3.1 et 3.2 pour un volume final de 25 L.

Les réactions sont ensuite digérées grace a I'enzyme de restriction Dpnl
(ajout de 10 U directement a la réaction PCR), ce qui élimine le plasmide
parental. On peut finalement transformer la souche héte d’E. coli avec le
plasmide mutagénique et ainsi permettre 'amplification du vecteur. Le plasmide
sera donc récupéré aprés extraction d’ADN (c.-a-d. « miniprep »). Chaque
nouvelle mutagenése est vérifiee par séquengage avant la poursuite des

manipulations.

3.1.2 Les mutants 2H

Les constructions a quatre et a six hélices («4H» et «BH»
respectivement) étaient déja disponibles au début de ce projet, mais les
constructions 2H ne I'étaient pas. Elles ont donc été obtenues par mutagenése
dirigée, digestion et recircularisation, suivi de correction finale a la séquence, tel
que spécifié a la section « Stratégie ». Les amorces présentées au tableau 3.3
ont été utilisées pour permettre I'insertion de sites Aafll par mutagenése dirigée.
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TABLEAU 3.1
Mélange pour PCR mutagénique

Ingrédient Quantite
Tampon Turbo 10X 2,5l

dNTP (10mM chacun) 0,5uL

ADN parental 20 ng

Amorce mutagénique-F (sens) 125 ng

Amorce mutagénique-R (anti-sens) 125 ng

PfuTurbo 25U

Eau stérile Pour compléter a 25 pL
TABLEAU 3.2

Conditions pour PCR mutagénique

Etape Condition(s)
Chauffage du couvercle 105 °C
Dénaturation initiale 95 °C pour 30 s
Nombre de cycles 18
Segment 1 95 °C pour30s
Boucle de réaction
Segment 2 55 °C pour 1 min
Segment 1 68 °C pour 15 min

Conservation finale 4 °C
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TABLEAU 3.3
Séquences des amorces mutagéniques « Rogne »

Rogne- Séquence de 5’ vers 3’

1F GAAGGATGGCTACGGGACGTCAAGACATGACCGACATG

1R CATGTCGGTCATGTCTTGACGTCCCGTAGCCATCCTTC

2F CTTCAAAACCTGATGCAGAAGAGACGTCCTAAGAACAAAGAAGACATGAC

2R GTCATGTCTTCTTTGTTCTTAGGACGTCTCTTCTGCATCAGGTTTTGAAG

3F GCAGAAGACTAAGAACAAAGGACGTCAAGACATGACGGACATGG

3R CCATGTCCGTCATGTCTTGACGTCCTTTGTTCTTAGTCTTCTGC

4F GCAGAACTTGATGCAAAAAGACGTCGGCGTAGCTCACCAC

4R GTGGTGAGCTACGCCGACGTCTTTTTGCATCAAGTTCTGC

Ces sites permettent le rognage du géne original (MB-1TrpHis) et la
création des différentes constructions a 2 hélices. L'’utilisation des amorces 1 et
3 permet la création de la construction 2HB, alors que les amorces 2 et 4
rendent la construction du vecteur 2HA possible. Ces diverses amorces vont
s’hybrider sur le géne original aux positions montrées a la figure 3.1. Les
protéines ainsi obtenues sont présentées a la section « Stratégie ».

Les digestions avec I'enzyme de restriction Aafll sont suivies par I'ajout de
10U denzyme a 600 ng de plasmide a rogner dans 20 mM 2-amino-2-
(hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Tris)-acétate, 10 mM acétate de magnésium,
50 mM acétate de potassium et 1 mM dithiothreitol, le tout a pH 7,9. Les
plasmides digérés ont ensuite été purifiés sur colonne de silice (Qiaquick PCR
purification kit, Qiagen [73]) ce qui a eu pour effet d’éliminer le petit fragment de
digestion indésirable. La recircularisation s'est effectuée par ligation selon le
protocole « Rapid DNA Ligation Kit » de Roche [74]. La restauration de la sé-
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ACAACAACCTCGGGAATTCGGGAAGGATGGCTACGG: * * * « - AAGACATGACCGACATGATGAC
--------------------- GAAGGATGGCTACGGEIGGEARGACATGACCGACATG- - ~ - -
-------------- AATTCGGGAAGGATGGCTACGG: « + = s v s v s s resmees o e cnneas

AAAACGGCTACTACAATGAAGAATCATCTTCAAAACCTGATGCAGAAGA * + + + - + CTAAGAACA
——————————————————————————— CTTCAARACCTGATGCAGAAGATEYGLSCTAAGAACA
————————————————————————————————————————— GCAGAAGA- - - - - - CTAAGAACA
ARG- - - AAGACATGACGGACATGGCCACTACGTGGTTCAAAACGATGCAGTTGTTAACGAA
AAG: - AAGACATGAC - === === = === = = == m e eeeeemo— oo
ARG EAAGACATGACGGACATGG === == === === === == === — = — o o emeeo -
AAG: - -+ ACATGACGGACATGGCCACT -~ - - === === =mm——mmmmm—mm o e e

FIGURE 3.1 Alignement des diverses amorces mutagéniques sur la séquence

de 4H. Ce qui est en gras ne fait pas partie du code pour la
protéine. Les bases en blanc surligné représentent les sites Aatll.

quence correcte du gene 2HB au niveau du site Aatll résultant a été effectuée

par mutagenese dirigée, et ce, grace aux amorces mutagéniques présentées en

figure 3.2.
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corrA-F 5’ -AATTCGGGAAGGATGGCTACGGAAGACATGACGGACATGGCCACT-3
CorrA-R 5’ -AGTGGCCATGTCCGTCATGTCTTCCGTAGCCATCCTTCCCGAATT-3"

FIGURE 3.2 Séquences des amorces mutagéniques « corrA »

3.1.3 Mutations « EV »

La modification du site Naslss (sensible aux protéases d’'E. coli) des
diverses constructions fut réalisée par mutagenése dirigée avec les amorces
présentées a la figure 3.3. |l est important de noter que le deuxiéme site
équivalent de Ng4lss chez 6H, soit le site NgslLges, est aussi modifié, car les

amorces utilisées pour la mutation s’y hybrident.

EV-F 5'-CTACAATGAAGAATCATCTTCAAGAAGTGATGCAGAAGACTAAGAACAAA-3!
EV-R 5'-TTTGTTCTTAGTCTTCTGCATCACTTCTTGAAGATGATTCTTCATTGTAG-3"!

FIGURE 3.3 Séquences des amorces mutagéniques « EV »

3.1.4 Mutation « Stop »

Cette derniére mutagenése dirigée permet d’'éliminer la production de la
queue d’histidines en C-terminal des mutants par I'ajout d'un codon « Stop » en

remplacement du codon de la premiére histidine (figure 3.4).

HisStopF 5’ -CTTGATGCAAAAAGGCGTAGCTTGACACCACCACCACCAC-3'
HisStopR 5’ -GTGGTGGTGGTGGTGAGCTACGCCTTTTTGCATCAAG-3 "

FIGURE 3.4 Séquences des amorces mutagéniques « Stop »



34

3.2 Expression et purification

Les étapes d’expression et de purification sont délimitées au tableau 3.4.
Des bactéries de type E. coli DH5a contenant les divers vecteurs des mutants
de MB-1 (tableau 1.1) ont été utilisées. Une préculture (15 mL de milieu Lauri-
Bertani (LB) Miller, 15 pL ampicilline 100 mg/mL) fut démarrée a 37 °C avec
agitation a 250 rpm pour toute une nuit. Aprés avoir atteint le plateau de
croissance (saturation), cette préculture fut ajoutée a un litre de milieu LB Miller
contenant de I'ampicilline et supplémenté de glucose (10 %) pour empécher la
production d’amylase, protéine qui interférerait avec la purification subséquente
[67]. Ce mélange fut incubé a 37 °C, 250 rpm jusqu’a l'atteinte d’'une densité
optique (DO) a 600 nm entre 0,3 et 0,5. La transcription fut induite par I'ajout
d'IPTG (1 mM) suivie de l'incubation de la culture pour trois heures. Les cellules

furent ensuite récoltées par centrifugation a 4000 rpm pendant 40 min.

L'ensemble des étapes de purification est tiré essentiellement de la
référence 55, sauf pour quelques modifications. Les cellules précipitées furent
d’abord resuspendues a l'aide de tampon de colonne d’amylose (20 mM Tris,
200 mM chlorure de sodium (NaCl), 1 mM d’acide éthylénediaminetétreacétique
dihydrate (EDTA), 1 mM azoture de sodium (NaNs), pH 7,4) froid supplémenté
d’'un mélange d’inhibiteurs de protéases composé de fluorure d'alpha-phényl
méthyl sulfonyle (PMSF), d’EDTA et d’acide (éthyléne bis (oxyéthylénenitrolo) )
tétraacétique (EGTA), d’hydrochlorure de benzamidine et de benzamide aux
concentrations finales de 0,1; 10; 10; 2 et 2 mM, respectivement. L’ajout de
100 mg de leupeptine et une tablette « Complete Protease Inhibitor Cocktail »
de Roche [75] viennent compléter le mélange. Par I'ajout de ces inhibiteurs, on
espére minimiser la dégradation des protéines par des protéases relachées lors
de la désintégration subséquente des cellules. Les cellules furent ensuite
lysées par 10 coups de 30s de sonication séparés de pauses de
refroidissement de 30 s en utilisant un sonicateur Branson Sonifier 250 réglé a
60 % de puissance. Le mélange fut centrifugé a 12000 rpm, 4 °C pour 20 min
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TABLEAU 3.4

Détails des étapes de purification.
Les lignes grasses délimitent les différents jours de manipulations.

Sous-étape

Conditions expérimentales

15 mL LB + 15 pL ampicilline 100 mg/mL + E. cali, 37 °C, 250

Préculture
rpm, 16 hrs
Cult 1L LB+ 10% glucose + 1000 pL ampicilline 100 mg/mL + 15 mL
ulture
préculture, 37 °C, 250 rpm jusqu’'a DOsoorm = 0,3 — 0,5
(Culture a DOgsoorm = 0,3 —0,5) + 1 mL ITPG 1mM, 37 °C, 250
Induction
rpm, 3 hrs
Centrifugation 4000 rpm, 40 min, 4 °C
Récolte des
30 mL tampon colonne amylose + mélange d’inhibiteurs de
cellules Resuspension P ) y’ ) .
protéases (voir texte pour détails), 4 °C
Puissance 60 %, 10 min (séquence de 30 s sonication, 30 s
Sonication L i
refroidissement), sur glace / méthanol
Nettoyage de Centrifugation 12000 rpm, 20 min, 4 °C
Iéchantillon Filtration Pores de la membrane : 0,22 pm
Chargement / 30 mL protéines suivies de 100 mL de tampon de colonne
I 4°
Chromatographie avage amylose, 4 °C
d'affinité (amylose) | Elution 65 mL (tampon de colonne + 10 mM maltose), 4 °C
Purge 100 mL SDS 0,1 %
Ci Pic d'élution amylose + (1 pg/uL facteur Xa / mL pic) contre 2 L
ivage
g tampon clivage (voir texte pour détails), 35 — 40 hrs, 4 °C
Dialyses
TE Contre 1 L 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM NaNgs, pH 8,5 (tampon
TE), 2 hrs, 4°C
Chromatographie Chargement / Dialysat suivi de tampon TE, gradient pH 8,4 — 7,7 par étapes de
d’échange lavage 0,1 unité de pH, 4 °C
anionique
Purge 50 mL tampon TE + NaCl 1 M, 4 °C
(UNO-Q)

afin de déposer les débris cellulaires.
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Le surnageant de centrifugation fut filtré pour éliminer les débris cellulaires
résiduels et permettre le passage sur chromatographie « fast protein liquid
chromatography » (FPLC) ou chromatographie liquide et rapide de protéine
(BioLogic DuoFlow System, BioRad). La purification rapide de nos mutants est
facilitée par le fait qu'ils sont exprimés en fusion avec une protéine « marqueur »
qui est la MBP. Ceci permet d'utiliser une premiére étape de chromatographie
trés puissante de type « affinité ». L'échantillon est passé sur une colonne
(20mL) de résine présentant des groupements amylose. La protéine MBP,
exprimée en fusion avec MB-1, se lie a ces groupements, pendant que toutes
les autres protéines sont lavées par passage du tampon. Puis, la fusion
« MBP / MB-1 mutant » fut éluée grace a I'ajout de maltose (10 mM) au tampon

de colonne.

La séparation des mutants de MB-1 de la protéine marqueur se fait grace
a la protéase « facteur Xa » qui reconnait la séquence « NSGR » positionnée
entre les deux protéines. Pour ce faire, 1 ug/uL de la protéase fut ajouté par
millilitre de protéine éluée. Ce mélange fut ensuite dialysé dans un tube
Spectra/Por (limite moléculaire de poids de 3500 Da) contre un tampon
permissif a la réaction de clivage (20 mM Tris, 100 mM NaCl, 3 mM chlorure de
calcium (CaClp), 0,005 % de dodécyl sulfate de sodium (SDS)) pendant 35 a 40

heures a 4 °C.

Suite au clivage, une deuxiéme dialyse de I'échantillon se fait contre du
tampon 10 mM Tris, 1 mM EDTA (tampon TE) a pH 8,4, 4 °C pour 2 heures. La
chromatographie finale est une échangeuse d’anion UNO-Q. Les pl théoriques
des différents mutants de MB-1 s’étalent entre 5,17 et 8,49 (tableau 2.3). |
faudra donc utiliser un gradient de pH pour le lavage par souci de répétition
exacte des étapes. Dans chaque cas, on devrait obtenir élution des mutants de

MB-1 alors que MBP reste fixée sur la colonne.
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Aprés a la chromatographie échangeuse d’ions, les fractions contentant
les mutants de MB-1 furent identifi€ées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide contenant du dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE). Des gels
de polyacrylamide-tricine (16 %) furent utilisés pour la séparation puis furent
colorés a 'argent. Les fractions contenant les mutants purifiés furent mises en
commun puis concentrées par ultra-filtration (Amicon Ultra-15 Centrigugal Filter
Devices (cutoff 5000Da) de Millipore) [76]. Les mutants concentrés furent
finalement dialysés toute une nuit a 4 °C contre deux tampons de
caractérisation, soit un tampon a 128 mM phosphate (pH 6,8) et un tampon
borate-phosphate, les deux composants étant a 65 mM (pH 6,8).

3.3 Quantification des protéines

La concentration fut ensuite déterminée par essai a I'acide bicinconinique
(test « BCA ») [77]. La protéine utilisée pour calibrer le test est I'albumine de

sérum bovin.

3.4 Investigation conformationnelle par fluorescence intrinséque

La concentration de mutant fut ajustée a 0,1 mg/mL (protéines totales)
avec du tampon phosphate. L'échantillon fut équilibré a la température de la
pieéce pendant une heure avant la prise de mesure. La protéine fut excitée a
280 nm dans un fluorimétre Cary Eclipse de Varian et le spectre d’émission fut
enregistré entre 290 et 400 nm. Le spectre obtenu fut corrigé pour I'émission du

tampon.

3.5 Investigation conformationnelle par dichroisme circulaire

La concentration de mutant fut ajustée a 0,4 mg/mL (protéines totales)
avec du tampon phosphate. L'échantillon fut équilibré a 20 °C pendant 20 min
avant la prise de mesure avec un spectropolarimétre Jasco J-720. Les détails
des conditions sont présentés au tableau 3.5. Le signal DC obtenu fut converti
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TABLEAU 3.5

Détails des lectures de dichroisme circulaire

Parametres Valeurs

Début des lectures 260 nm

Fin des lectures 180 nm _
Résolution 1 nm

Vitesse de lecture 20 nm/min

Nombre d’accumulations 10

Réponse 8s

Largeur de bande 1,0 nm

Sensibilité 20 mdeg

en Aeyrw, OU MoICD selon le programme Jasco, mesure qui représente la
difference de coefficient d'extinction molaire par mole de résidus. Le
pourcentage de structures secondaires fut calculé via CDSSTR en utilisant les
parameétres par défaut [ce programme est disponible a partir de la référence 78].

3.6 Dénaturation thermique

L’impact des mutations sur la stabilité a été évalué par DC. On a mesuré
la thermostabilité du mutant lors d’un chauffage progressif de 10 a 90 °C. Ce
chauffage fut obtenu grace a un bain thermostaté Neslab RTE-111 contrélé par
le programme du spectropolarimétre Jasco permettant une augmentation de
30 C par heure. La température indiquée par l'appareil Jasco fut corrigée a
'aide de mesures de thermocouple prises directement a I'échantillon. |l fut
assumé que la perte de signal DC a 222 nm reflétait les changements

conformationels induits par la chaleur. Afin de quantifier une différence de



CHAPITRE 4

RESULTATS

4.1 Constructions génétiques

Au début de ce projet, il n’y avait que les constructions génétiques de MB-
1TrpHis, 4H-EV-His et 6H-EV-His puis les produits PCR de 2HA-His et 2HB-His
de disponible. Une grande série de manipulations a d étre effectuée sur ces
ADN initiaux pour obtenir les sept constructions nécessaires a cette étude. Ces
étapes furent délimitées dans la section « Stratégie » de cet ouvrage, puis furent

résumées au tableau 2.2.

Premiérement, les produits PCR de 2HA-His et 2HB-His devaient étre
insérés dans le méme vecteur d’expression que les autres mutants, soit pMAL-
c2. Ces clonages se sont avérés inefficaces, méme aprés plusieurs
modifications au protocole (ratio vecteur/insert, temps et température
d’'incubation) qui devaient augmenter les chances de réussite. La nouvelle
stratégie se composant de rogner le vecteur contenant le géne de MB-1TrpHis
fut donc envisagée puis effectuée, résultant en I'obtention des constructions
voulues. Ce processus comporte de trois (2HA-His et 2HA-EV-His) a quatre

(2HB-His) étapes au lieu d’'une seule pour le clonage direct.

Deuxiemement, le variant « EV» de 6H-His a d( étre créé. Ceci
n’implique qu’'une étape, mais le besoin d'obtenir une construction ayant les
deux sites (Nsslss et Ngslgs) modifiés simultanément compliqua la recherche de

clones positifs.

Finalement, la similitude de pl entre la MBP et les différents variants a
queue d'histidine étudiés au début de ce projet a occasionné des difficultés de
purification (voir la section « Stratégie »). Il fut donc décidé de retourner au
systéme de purification initial sans queue d'histidine pour tous les variants. Ceci
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implique une étape supplémentaire de mutation pour toutes les constructions
génétiques utilisées lors de ce projet. En tout et partout, il a fallu entre une et
cinq étapes de modifications pour obtenir chacune des constructions finales.

4.2 Expression et purification

La purification des protéines nécessaires a ces travaux fut suivie par
analyse SDS-PAGE. Les analyses de 4H-EV et 2HA sont deux exemples
typiques des différentes purifications effectuées lors de ce projet.

Les différents essais de purification de 4H-EV se sont bien déroulés, avec
suffisamment de protéines pures recueillies a la fin pour déterminer les
caractéristiques physiques de ce mutant. La figure 4.1 présente plusieurs
fractions récoltées au cours de la cette purification, qui se fait en deux étapes
majeures; la chromatographie d’affinité (partie gauche de la figure) et la
chromatographie d’échange d'ions (partie de droite). La premiére
chromatographie utilise l'affinité pour 'amylose que posséde la protéine MBP
greffée au mutant de 4H. Une grande quantité de cette protéine fusion (environ
60 kDa) est concentrée a I'élution (puit 4). S’en suit le clivage (puit 5) de cette
derniére pour produire MBP (45 kDa) et, dans le cas présent, 4H-EV (environ 14
kDa). La différence entre les pl (tableau 2.3) de la MBP et de 4H-EV permet de
séparer les protéines par échange d’ions. Cette séparation s’avere trés
efficace, tel qu’en témoignent les puits 8 a 13, ou I'on pergoit 4H-EV et aucune

trace de MBP ou de protéine fusion résiduelle.

En ce qui concerne la purification de 2HA (figure 4.2), les résultats sont
tout autres. La chromatographie d’affinité fonctionne bien, avec accumulation
de protéine fusion (environ 56 kDa) aprés I'élution (puit 3). De plus, il semble
que le clivage de la protéine fusion (puit 4) ait partiellement fonctionné, avec
libération de MBP et possiblement 2HA (vers 11 kDa). Cependant, aucune

quantité de 2HA n’est présente lors de la derniére étape de purification, soit la
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Affinité Echange d’ion
Mg 1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 Mq kDa

kDa 97

97

66 66

45 45

31 31

21 21

14 "-14

FIGURE 4.1 SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent de différentes fractions
recueillies au cours de la purification de 4H-EV. Les marqueurs de
poids moléculaire (Mq), en bouts de gel, ont des tailles de 97, 66,
45, 31, 21 et 14 kDa respectivement, de haut en bas. Les
échantillons de chromatographie d’affinité sont aux puits 1-7, alors
que les échantillons d’échange d’ions sont aux puits 8-13. Puits; 1
= premier volume mort, 2 = deuxieme volume mort, 3 = troisieme
volume mort, 4 = élution avant clivage, 5 = élution aprés clivage, 6
= premiére purge, 7 = deuxiéme purge, 8 — 13 = fractions de
'échange d’ions; étape ou I'élution est attendue.

chromatographie d’échange d’ions (puits 7 a 13), et ce, malgré plusieurs
différents essais de purification et d’ajouts d’inhibiteurs de protéases.

Quelques légéres difficultés sont survenues lors des purifications. Pour chaque
mutant, on note l'impossibilité de capter toute la protéine fusion, qui passe en
partie dans le volume mort de la chromatographie d’affinité (figures 4.1 et 4.2
puits 1 a 3), et ce, méme si le volume de résine est permissif a la capture totale.
On remarque aussi le clivage incomplet de la protéine fusion pour chaque
mutant (figure 4.2, puits 4 et 5). Ce phénomeéne contribue a diminuer la quantité
de mutant recueilli a la fin de la purification. De plus, il y a constamment
présence de fragments de dégradation (8-10 kDa) avant et aprés le clivage de

la protéine fusion.
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Affinité Echange d’ion
kDa Mq 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Mqkpa
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FIGURE 4.2 SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent de différentes fractions
recueillies au cours de la purification de 2HA. Les marqueurs de
poids moléculaire (Mq), en bouts de gel, ont des tailles de 97, 66,
45, 31, 21 et 14 kDa respectivement, de haut en bas. Il y a un
fragment de dégradation présent en fin de marqueur, indiqué par
une astérisque. Les échantillons de chromatographie d’affinité
sont aux puits 1-6, alors que les échantillons d’échange d’ions sont
aux puits 7-13. Puits; 1 = premier volume mort, 2 = deuxiéme
volume mort, 3 = élution avant clivage, dilué 1/6, 4 = élution aprés
clivage, dilué 1/6, 5 = premiére purge, 6 = deuxiéme purge, 7 — 13
= fractions de I'échange d'ions; étape ou I'élution est attendue.

La figure 4.3 montre les résultats finaux de certaines purifications. Il s'agit
d'une électrophorése des différents mutants selon la quantification BCA. Les
tailles attendues sont d’environ 11, 14 et 17 kDa pour les divers mutants de 2H,
4H et 6H respectivement. Les bandes de protéines intactes de 4H, 4H-EV et
6H-EV sont prés des tailles attendues. D’ailleurs, la protéine 4H-EV présente
un profil intéressant de pureté. Cependant, on remarque une fragmentation
chez 4H et 6H-EV. Pour 4H, le fragment présenté ici est identique en taille a
celui détecté lors de projets antérieurs [54]. En ce qui concerne 6H-EV, on note
la présence de plusieurs fragments de tailles différentes s'étalant entre
approximativement 16 et 14 kDa. On note aussi I'impossibilité d’accumuler 2HA



44

kDa Mg 2HA 4H 4H-EV 6H 6H-EV Mg kDa
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FIGURE 4.3 SDS-PAGE des différentes purifications des mutants, gel coloré au
nitrate d’argent. Les marqueurs de poids moléculaire (Mq), en
bouts de gel, représentent 31, 21 et 14 kDa respectivement, de
haut en bas.

14

(2HA-EV et 2HB aussi, résultats omis par souci de simplicité) et 6H. Aucune
bande n'est présente aux tailles attendues pour ces variants. Ce manque
d’accumulation des mutants a deux hélices et de 6H ainsi que les divers
fragments retrouvés chez 4H et 6H-EV peuvent indiquer un manque de
résistance a la dégradation protéolytique. Cette plus faible résistance découle
possiblement d'une lacune dans la stabilité conformationnelle des variants.

Connaissant toutes ces informations, la caractérisation des protéines non
accumulées (toutes les 2H et la 6H) est impossible. Cela n’est pas le cas pour
4H et 4H-EV, qui sont suffisamment purs pour les analyses subséquentes. De
plus, une caractérisation de 6H-EV sera effectuée, mais elle sera partielle étant

donné le faible degré de pureté de cette protéine.

4.3 Investigation conformationnelle par fluorescence intrinséque

La vérification de I'émission fluorescente des chaines latérales de certains
acides aminés (aromatiques) peut fournir un indice quant a la structure tertiaire
d'une protéine. Un résidu fluorophore judicieusement positionné dans la
molécule permet de discerner le degré de compaction de la région avoisinant ce
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résidu. Chez 4H et ses divers mutants, le fluorophore W devrait étre enfouit au
ceeur de la protéine. Vu la petite taille de ces molécules, il est possible de
s’avancer sur la compaction de ces structures complétes selon les résultats de

fluorescence du W.

L'émission de fluorescence du W lorsqu'excité a son maximum
d’absorption (280 nm) est caractéristique selon le degré d’exposition de sa
chaine latérale. Un W bien enfoui au coeur d’'une structure protéique émettra de
la fluorescence a un niveau maximal autour de 325 nm, alors qu'un W
totalement exposé a la surface d’une protéine émettra avec un maximum a
355 nm [83]. Connaissant ces valeurs bornes, il est possible de se prononcer
sur le degré d’exposition du W chez 4H et 4H-EV et d’en déduire une idée de la
compaction de la structure entiére. Le maximum d’émission de fluorescence
chez 4H se produit a 340nm (figure 4.4). Cette valeur indique un W plus ou
moins exposé. Cependant, aprés modification du site Nyylss vers E44Vas pour
obtenir 4H-EV, le maximum d’émission fluorescente est déplacé vers 354 nm,
ce qui indique une exposition totale du W. Ceci est un indice semblant dévoiler

un relachement de la structure tertiaire chez 4H-EV.

4.4 Investigation conformationnelle par dichroisme circulaire

Les essais de dichroisme circulaire sur une protéine permettent de
spécifier la répartition des différentes structures secondaires au sein de la
molécule. Lorsque plusieurs mutants de la méme protéine sont a I'étude, tel
que dans ce projet, il est possible de discerner des changements

conformationnels entre les différents variants.

Les spectres DC en figure 4.5 sont typiques d’'une protéine comportant une
grande quantité d’hélices a. Ils permettent de calculer les pourcentages de
structures secondaires des protéines, qui sont présentés au tableau 4.1. On no-
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FIGURE 4.4 Spectre d'émission fluorescente de 4H et 4H-EV lorsqu’excités a
280 nm.

te une disparition (14,7 %) de structures hélicales chez 4H-EV lorsqu’on
compare ce variant avec la protéine 4H. Cette diminution d’hélices semble étre
transférée quasi équitablement aux feuillets B, aux connecteurs et aux
structures désordonnées, représentant des augmentations de 4,5, 4 et 5,7 %
respectivement. |l semblerait donc que la modification a la structure tertiaire de
4H-EV passe par un réarrangement (feuillets p) et une déstructuration
(connecteurs et aux structures désordonnées) des structures secondaires de
4H.
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FIGURE 4.5 Spectre de dichroisme circulaire de 4H et 4H-EV a 20 °C

TABLEAU 4.1
Pourcentages de structures secondaires de 4H et 4H-EV calculés via CDSSTR.

Pourcentage (%) de

Nom du
mutant Hélices o Feuillets 8 Sonas] il Ry
connecteurs désordonnées
4H 57,4 13,9 11,4 17,5
4H-EV 42,7 18,4 15,4 23,2
4H-EV vs 4H -14,7 4,5 4 57
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4.5 Dénaturation thermique

Les essais de DC sont aussi utiles pour étudier la dénaturation des
protéines. Pour suivre la dénaturation thermique de 4H et 4H-EV, la perte de
signal DC a 222 nm (représentatif de structures hélicales) fut enregistrée a la
figure 4.6. On note que les courbes sont presque linéaires, ce qui témoigne
d’'une dénaturation peu coopérative. Cela signifie que les protéines sont plutét
sous forme de globules fondus que sous forme bien compactes. De plus, on
note une disparition plus rapide du signal lorsqu’on chauffe 4H comparé a 4H-
EV.

Il est tout de méme possible de discerner des sections de pré- et post-
transitions pour chaque courbe, ce qui permet de calculer le changement
d’énergie libre (AG) de dénaturation. Selon Pace et al [79], le Tm d’une protéine
est lintercepte a 'axe des abscisses du graphique de AG de dénaturation en
fonction de la température (figure 4.7). Le Tm de 4H est de 44,43 °C alors que
celui de 4H-EV est de 53,73 °C, ce qui représente une augmentation d'un peu
plus que 9 °C pour cette derniére. La dénaturation thermique de 4H serait donc

plus facile a effectuer.

4.6 Dégradations protéolytiques

Le but ultime de ce projet est de trouver un mutant de MB-1 suffisamment
stable pour passer le rumen des vaches laitieres puis étre digéré au bon
emplacement dans l'animal. Les essais de dégradations protéolytiques
permettent de vérifier la résistance aux protéases des divers mutants. Dans le
cas présent, le mélange Pronase E fut utilisé, car il mime les protéases

ruminales.

Il est possible d’analyser la résistance au Pronase E pour 4H, 4H-EV ainsi
que 6H-EV dans ce projet. |l est vrai que 6H-EV présente des fragments de
dégradation avant méme l'analyse, mais la vérification de |la perte de protéines
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FIGURE 4.6 Suivit de la dénaturation thermique de 4H et 4H-EV par dichroisme
circulaire a 222 nm.

pleines tailles est néanmoins possible. La figure 4.8 présente les courbes de
dégradations protéolytiques des mutants mentionnés ci-haut. On remarque que
la dégradation de 4H est similaire a celle du cytochrome c, standard de cette
expérience, et que celles de 4H-EV et de 6H-EV sont semblables. Cependant,
et ce contre les attentes, les deux variants présentant la modification NL vers

EV semblent moins résistants au Pronase E.

La quantité de protéine pleine taille résiduelle de chaque mutant aprés 10
minutes d’exposition au Pronase E est diagnostique. Le variant 4H suit la
tendance du standard cytochrome c, avec approximativement 90 % de protéines
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FIGURE 4.7 AG de dénaturation a 222 nm pour 4H et 4H-EV.

intactes, tel que dans les expériences de Gagnon et al [55]. Les résultats sont
bien différents pour 4H-EV et 6H-EV, qui ne conservent qu’environ 70 % des
protéines pleine longueur. |l semble que le site « EV » soit possiblement
attaqué par ce mélange particulier de protéases. De fagon surprenante, cette
différence de dégradation semble s’atténuer progressivement entre les temps
de 10 minutes et 30 minutes. Cependant, la dégradation de 4H-EV s’intensifie
de maniére importante a partir de ce point, avec une quantité de protéines
pleines tailles d’environ 45 % alors que les toutes les autres protéines

conservent toujours approximativement 60 — 70 % de leurs molécules intactes.
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FIGURE 4.8 Dégradations protéolytiques (Pronase E) a 39°C des différents
mutants de MB-1 & 0,2 mg/mL.

Au bout d'une heure d'exposition, la tendance de résistance au Pronase E
semble bien établie; cytochrome c, 4H, 6H-EV et 4H-EV, du plus au moins

résistant respectivement.



CHAPITRE 5

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

5.1 Constructions génétiques pour a la production des mutants 2H

Tel qu'il fut mentionné dans la section « Stratégie », les différents essais
de clonage des génes des mutants 2H dans le vecteur pMAL-c2 ont été
infructueux. |l fut supposé que la cause de ce probléeme était le manque de
collisions entre vecteurs et inserts digérés. D’autre part, il fut aussi considéré
que ces collisions avaient bel et bien lieu, mais que l'intégrité des bouts cohésifs
du vecteur ou de l'insert soit atteinte par la présence possible de DNases

contaminantes.

Le processus de rognage du vecteur comportant le géne codant pour
quatre hélices pour n’en faire que deux fut choisi en lieu du clonage initial. Les
raisons sont les suivantes. Les chances de collisions des bouts cohésifs du
vecteur sur lui-méme sont meilleures (proximité). De plus, les chances de
contaminations sont amoindries par élimination d’'étapes de manipulations. Ce
changement a effectivement permis d’obtenir les constructions voulues.

5.2 Expression et purification

5.2.1 Obstacles rencontrés

La production de la protéine fusion initiale s’est toujours bien déroulée. La
comparaison des SDS-PAGE contenants des fractions induites et non induites
des souches transformées permettait de bien discerner la présence de fusion a
'induction. Cependant, c’est au niveau des purifications que divers problémes

sont apparus.
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Le premier obstacle rencontré lors des divers essais de purification était
'adhésion inefficace de la protéine fusion lors de la chromatographie d’affinité,
causant une perte de rendement initial de purification (figures 4.1 et4.2). lly a
trois raisons possibles pour expliquer cette perte directe de protéine fusion.
Premiérement, il est possible que la souche utilisée ait produit de I'amylase
dans le milieu de culture choisi. L'amylase peut affecter la purification en
empéchant la protéine fusion d’adhérer a la colonne d'affinité en coupant
'amylose greffée a la résine ou en produisant du maltose qui vient éluer la
protéine fusion de la colonne [67]. Ce probléme aurait di étre réglé avec I'ajout

de glucose au milieu de culture, qui réprime I'expression de I'amylase.

Deuxiemement, le nombre de fois que la méme résine fut utilisée est
crucial. La présence possible d'amylase dans I'extrait cellulaire viendrait
détériorer graduellement la qualité d’affinité de la résine. |l est donc conseillé de
changer la résine a chaque trois a cing utilisations. Lors des présentes
purifications, la résine fut changée a toutes les deux expériences pour éviter une
trop grande perte d’efficacité. Finalement, la sonication des cellules pour en
extraire les fusions causerait aussi la libération de composants cellulaires qui
interféreraient possiblement avec I'attachement de la fusion sur la résine. La
sonication est le moyen de choix pour I'extraction de la protéine fusion selon le
manuel du systéme d’expression [67]. Néanmoins, c’est probablement ce
dernier point qui vient influencer la diminution d’efficacité de la chromatographie.
Cependant, la quantité de fusion captée fut suffisante pour la suite des étapes

de purification.

Un second obstacle encouru lors des purifications était I'étape de clivage
de la protéine fusion pour obtenir la séparation de la MBP du mutant de MB-1 y
étant accroché. On note, a la figure 4.2, que le clivage n’est pas complet et qu'il
reste une quantité appréciable (environ 10 %) de la protéine fusion intacte.
Plusieurs modifications ont été tentées pour rendre cette étape plus efficace

(ajustements de temps, de température, de quantité de facteur Xa et de
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détergents). Ces modifications avaient pour but de légérement perturber la
structure de la protéine fusion au cas ou le site de clivage serait inaccessible.
Cependant, le clivage ne fut amélioré que trés peu avec les différentes
modifications seules ou méme en combinaisons. Néanmoins, la quantité de
mutant de MB-1 relachée par le clivage inefficace était suffisante pour la

poursuite de la purification.

Un autre probléme rencontré fut la présence de fragments de dégradation
de la protéine fusion. Ces fragments, présents peu importe le mutant exprimé,
font entre 8 et 10 kDa (figure 4.2), et peuvent étre le résultat de I'expression
elle-méme et de la sonication. La fusion est exprimée dans le cytoplasme de
son hoéte, puis est exposée aux protéases de ce milieu, subissant une
dégradation primaire. Lors de la sonication, les protéases du périplasme et de
la membrane externe viennent s’ajouter au mélange, complétant la dégradation
initiale de la protéine fusion [68]. Cette dégradation est faible, mais joue quand
méme sur la quantité totale de protéine amassée. Plusieurs différents essais
d’ajouts d’inhibiteurs de protéases n'ont pas permis d’amoindrir ce phénomeéne.

Le plus important probléme rencontré est sans doute les purifications elles-
mémes des protéines 2HA, 2HA-EV, 2HB et 6H. |l fut catégoriquement
impossible de récupérer ces mutants a la fin de leurs purifications, et ce, malgré
plusieurs différentes modifications au protocole. La purification des mutants 2H
par échange ionique fut prévue comme étant difficile, car les pl de ces protéines
se rapprochent beaucoup de celui de la MBP. Contrairement, la purification par
échange ionique de 6H devait étre plutét facile, vu la grande différence de pl
entre cette protéine et la MBP (voir le tableau 2.3). Cependant, aucune trace de
ces mutants ne fut retrouvée par SDS-PAGE ni aprés la chromatographie
d’échange d’ions, ni méme aprés I'étape de clivage. Méme l'ajout de plus
d’'inhibiteurs de protéases immédiatement avant la sonication n’a pas pu

résoudre ce probléme.
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5.2.2 Différence majeure entre les résultats antérieurs et présents

L'impossibilité d’accumuler les protéines 2H ainsi que la 6H lors de ce
projet est surprenante. Des études antérieures [57,58] ont démontré que les
protéines a deux ou six hélices sont autant sinon plus stables vis-a-vis les
protéases que MB-1TrpHis. Pourquoi n'y a-t-il donc pas de protéine récupérée
dans le projet actuel? La réponse réside possiblement dans les conditions

d’expression de la protéine lors des différentes caractérisations.

Le projet « alanines de coeur » a permis la découverte des protéines
stables a 2H via un criblage d’'une banque de variants de MB-1TrpHis par
expression phagique. Le criblage mettait a I'épreuve des variants toujours

fusionnés au phage, ce qui peut expliquer la stabilisation, on le sait maintenant,

faussement attribuée au nombre diminué d’hélices. La stabilisation provient
donc peut-étre du fait que les protéines 2H se collent au phage d’'une maniére
qui cache ses sites sensibles au mélange Pronase E. |l est possible que le
repliement des 2H produites seules soit incomplet, ou carrément inexistant.

L'autre projet, ledit « NL », a permis de supposer que 6H était plus stable
que 4H. De la méme maniére que le précédent projet, le 6H fut aussi
caractérisé sous forme de fusion, cette fois-ci a MBP plut6t qu’a une protéine de
capsule de phage. Ici encore, il est possible que le repliement soit inadéquat, et
que la séquence adhére a la MBP, augmentant ainsi sa stabilité.

Un fait trés intéressant vient appuyer la théorie de stabilisation par fusion
utilisée ci-haut. Les domaines TRP de protéines naturelles étudiés par Main et
ses collaborateurs fonctionnent souvent en tant que médiateur d’interactions
protéiques [66]. Il est donc fort possible que les mutants 2H et 6H, similaires en
plusieurs points au motif TPR, soient collés a la capside de phage ou a la MBP,
augmentant ainsi leur stabilité globale. Dans ce projet, toutes les protéines ont

été étudiées apres clivage de la protéine fusion. L’effet stabilisant que la MBP
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apportait aux variants de MB-1 n’était donc pas présent puis les 2H et 6H sont
devenus plus susceptibles aux attaques des protéases dans le milieu. De plus,
il est reconnu [67] que la modification conformationnelle du site de clivage nuit a
la coupure de la protéine fusion. L'adhésion des mutants a la MBP pourrait

donc aussi expliquer la difficulté encourue avec cette étape de la purification.

5.3 Effet bénéfique de la mutation « EV »

Un phénoméne intéressant se produit lorsque la mutation « EV » est
présente dans la séquence. |l est attendu que cette modification aide a la
résistance de MB-1TrpHis dans le milieu bactérien de production. C’est aussi le
cas de certaines des protéines présentées lors de ces travaux. La protéine
initiale (4H) présente un fragment de dégradation a la fin de la purification, alors

que ce fragment est inexistant lorsque N44L4s est changé pour E44Vass (4H-EV).

De plus, il semble que cette modification soit bénéfique pour 6H. Lorsque
la mutation « EV» n'est pas présente, I'accumulation de la protéine est
impossible. Inversement, quand cette modification est apportée a la séquence,
une accumulation de protéine pleine taille est possible. Cependant, cette
accumulation est faible, puis elle est accompagnée de plusieurs fragments de
dégradation. |l existerait donc d’autres sites de reconnaissance des protéases
d’E. coli au sein de la séquence, lorsqu’on est sous forme de 6H, qui deviennent
suffisamment exposés pour permettre la digestion. Ceci pousse a croire que
larrangement de 6H n’est pas exactement sous la forme attendue de six
hélices, mais plutét une structure, possiblement différente, plus lache et souple.
La vérification exacte, par fluorescence et DC, de la structure de 6H-EV n’'a pu
étre effectuée compte tenu du manque de pureté de I'échantillon; la protéine
pleine taille est contaminée de fragments de dégradation qui ont coélué lors de

la purification finale.
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Cependant, le méme effet stabilisant de « EV » n'a pas été noté chez 2HA,
ce qui ajoute a I'hypothése de mauvais repliement de ce variant posé a la sous-

section précédente.

5.4 Caractérisations
5.4.1 Investigation conformationnelle par fluorescence intrinséque

Les résultats de fluorescence (position du maximum d’émission) suggérent
que 4H-EV est sous une forme plus lache que celle des 4H. Un second indice
appuyant cette théorie peut étre discerné grace a ces essais de fluorescence.
On y note, en plus du changement d’'emplacement de maximum entre les
protéines 4H et 4H-EV, la différence d’intensité du signal, celui de 4H-EV étant
Iégérement plus faible. Il est possible que le W de 4H-EV subisse une plus
grande atténuation (« quenching ») de sa fluorescence. Le phénoméne
d’atténuation survient lorsque des fluorophores entrent en contact avec des
atténuateurs. Lorsqu’un fluorophore entre en collision avec des atténuateurs, il
leur transfére son énergie sans émission de fluorescence, ce qui diminue le
signal total. Des exemples d’atténuateurs sont I'oxygéne dissout, le citrate et
certains composants des protéines elles-mémes, soient les groupements
carboxyliques non ionisés, les amines et les groupements guanidines de
I'arginine [82]. Dans le cas présent, la plus grande malléabilité de 4H-EV
permettrait un plus grand nombre de collisions entre le W et les atténuateurs
intrinséques, diminuant ainsi lintensité de fluorescence. Le phénoméne
d'atténuation peut aussi expliquer la plus grande intensité de signal de 4H
lorsqu’on considére le(s) fragment(s) de dégradation chez ce variant. Ces
fragments peuvent contenir un W (probablement enfoui selon la position du
maximum d’émission), et donc émettre de la fluorescence. Les atténuateurs
intrinséques normalement retrouvés au sein de la protéine pleine taille seraient
trop distant pour manifester leur influence au niveau de ces fragments. Le

signal en est d’autant plus augmenté.
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5.4.2 Investigation conformationnelle par dichroisme circulaire

Les résultats de fluorescence ont permis de déterminer un relachement de
la structure tertiaire de 4H-EV lorsque comparé a 4H. Les résultats de DC
permettent de déterminer si ce changement structurel affecte aussi l'intégrité
des structures secondaires. Ces derniers résultats ont déterminé que la
modification « EV » réorganise 4H vers une structure comportant moins
d’hélices et plus de feuillets. De plus, ces résultats démontrent une
augmentation en coudes, connecteurs et structures désordonnées, appuyant
ainsi les essais de fluorescence suggérant un relachement de la structure
tertiaire. Il est impossible de se prononcer sur I'impact de la présence de
fragment(s) chez 4H sur le signal, car on ne peut déterminer avec certitude si
ce(s) peptide(s) a(ont) un structure apériodique capable d’influencer ce dit

signal.

Il est possible que cette réorganisation change la stabilité thermique de
4H-EV lorsque comparée a celle de 4H. Des essais plus poussés de
dichroisme circulaire ont permis de déterminer si ce changement avait lieu, et

s’il était positif ou négatif. lls sont documentés a la section suivante.

5.4.3 Dénaturation thermique

Les résultats de dénaturation thermique ont indiqués que 4H-EV serait
plus stable que sa consoeur ne portant pas la modification Ng4lLss vers E44Vss.
Ce résultat est inattendu si on ne tient compte que de la compaction de la
structure. Les essais de fluorescence et de DC indiquent une plus grande
flexibilité pour 4H-EV que pour 4H. Les protéines plus laches devraient
théoriquement se dénaturer plus vite qu'une protéine plus compacte.
Cependant, ces mémes essais suggerent qu’'une réorganisation structurelle se
soit produite chez 4H-EV. Considérant ceci, il est fort possible que de nouvelles
interactions thermostabilisantes sont présentes chez 4H-EV, autre concept
supportant I'idée de changement conformationnel pour ce variant.
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Il fut délicat de discerner les sections de pré- et post-transition pour les
calculs de dénaturation thermique selon Pace [79]. |l est aussi possible que ces
protéines évoluent de maniére quasi-continue lors des dénaturations thermiques
au lieu de suivre le modele réversible, coopératif et unimoléculaire.

5.4.4 Dégradations protéolytiques

La résistance aux protéases est un phénomeéne spécifique. Changer la
protéase ou le mélange de protéases utilisé(e)(s) lors d'une expérience peut
impliquer une perte de la stabilisation acquise. C'est ce qui se passe dans le
cas présent. Lors des expériences d’élimination du site sensible aux protéases
chez MB-1TrpHis (projet « NL » présenté dans l'introduction de ce document),
les protéases d’E. coli exercaient la pression sélective utilisée. Dans la
présente étude, les dégradations protéolytiques ont été effectuées avec le
mélange Pronase E. Tout comme elle I'était pour MB-1TrpE44V4sHis [58], la
présence de la mutation « EV » chez 4H-EV est efficace pour augmenter la
résistance aux protéases d’'E. coli. |l est possible d’affirmer ceci car il y a perte
du fragment initial de dégradation (4H) lors de la purification de 4H-EV (voir la
figure 4.3). Cependant, cette stabilisation n’est pas retrouvée lorsque les
variants sont en présence de Pronase E - la résistance de 4H-EV et de 6H-EV

étant méme moindre que celle de 4H.

Il est possible que cette diminution résulte d’'une reconnaissance directe du
site « EV» des mutants par une ou plusieurs des protéases du mélange
Pronase E. La dégradation initiale rapide chez les variants « EV » versus 4H
peut étre expliqué par I'hypothése suivante. |l est possible que « EV » soit un
site pour lequel le mélange de protéases a une haute affinité. Les fragments
générés lors de cette dégradation pourraient s’agréger aux protéines intactes,
les protégeant de I'attaque des protéases lors de la période plateau (10-30 min).
Lors de cette période plateau, les protéases peuvent attaquer des sites pour qui
elles ont moins d’affinitt. Ceci permettrait la libération des fragments
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protecteurs, I'exposition de nouveaux sites de digestion et la suite de la
dégradation. |l est intéressant de noter qu'a la fin des incubations, 6H-EV
démontre une meilleure résistance a ces protéases que 4H-EV, et ce malgré le
fait que 6H-EV présente deux sites « EV ». Si la diminution de résistance
provient effectivement de la présence du site « EV », il est envisageable que
ces sites soient suffisamment enfoui chez 6H-EV versus chez 4H-EV pour

encombrer I'attaque des protéases.

Il est aussi concevable que la diminution de la résistance provienne du fait
que ces protéines soient sous une forme complétement différente de celle de la
protéine 4H originale. Pour 4H-EV, ce phénoméne est connu grace aux études
de fluorescence et de DC. Sous cette nouvelle forme, de nouveaux sites
sensibles sont possiblement exposés et atteignables par les protéases du
mélange Pronase E. |l est possible que ce soit aussi le cas pour 6H-EV.

5.5 Atteintes des objectifs

La majorité des buts de ce projet ont été atteints. Ce projet a permis

1. de créer les différentes constructions génétiques des divers mutants a
I'étude,

2. de produire, purifier et caractériser une partie de ces mutants, et

3. de comparer les propriétés des mutants comportant la modification
« EV » (a 4 et 6 hélices) a celles de leur contrepartie originale.

Cependant, un des objectifs visés n'a pas été atteint. [l fut impossible de
comparer les propriétés des mutants a 2 et 6 hélices a celles de la protéine
originale a 4 hélices (4H) par manque d’accumulation de ces mutants. De plus,
il fut impossible de comparer le mutant 2HA avec 2HA-EV pour la méme raison.
Finalement, la vérification des propriétés de 6H-EV n’a pu étre effectuée qu’en

partie par manque de pureté des échantillons finaux.
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La conclusion finale de ces travaux est donc que la meilleure forme parmi
celles explorées pour la séquence MB-1 est un carré a quatre hélices, tel que
I'imposait son design initial. De plus, il fut prouvé que la modification Nasl4s vers
E44V4s aide a 'accumulation des mutants 4H et 6H au sein de la bactérie E. col,
mais que la résistance aux protéases serait diminuée en milieu ruminal. Ce
dernier fait implique que la modification du site NsslL4s chez les divers mutants
de MB-1 est inutilisable pour I'objectif d'amélioration de la diéte des vaches
laitiéres. Cependant, 4H-EV permettrait peut-étre d’atteindre le deuxiéme but
du projet MB-1, soit 'avancement des connaissances fondamentales a propos
des carrés d’hélices. Effectivement, il fut suggéré que le changement de
conformation protéique lorsque la modification du site NL y est apportée semble
stabiliser la structure contre la dénaturation par la chaleur.

5.6 Avenues de recherche

Des essais de cristallisation de MB-1 ont déja été effectués, mais en vain.
Des essais sur plusieurs mois n’ont pas fourni de bons cristaux pour permettre
la détermination de structure tridimensionnelle par rayons X. Il est possible que
la présence de fragment(s) de dénaturation ait nuit a la formation de cristaux
[84]. Maintenant que la dégradation est éliminée chez 4H-EV, il serait
intéressant de vérifier si la production de cristaux aptes a lanalyse est
réalisable. Ceci donnerait une nouvelle information trés intéressante pour le
projet MB-1, soit la forme exacte de la protéine. Les stratégies d’amélioration
de la protéine seraient donc plus ciblées. D’autant plus, elles seraient plus

faciles a développer puis a entreprendre.

Bien que 4H-EV soit résistant aux protéases d’'E. coli, cela ne signifie pas
qu'elle soit résistante aux protéases du rumen de la vache laitiére. Les tests de
dégradation protéolytiques (Pronase E) effectués lors de ce projet le prouvent.
Il resterait donc des améliorations a faire. Une détermination de 'emplacement

exact du(des) site(s) de dégradation et son remplacement par un(des) site(s)
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insensible(s), par exemple, aiderait a la stabilisation de la protéine dans le
rumen et sa digestion adéquate chez la vache laitiére, but initial du projet MB-1.

Un autre projet pourrait aider a la stabilisation de la protéine. Il existe, au
sein de MB-1, un site NL jumeau de celui étudié dans ce projet. Ce deuxiéme
site, le Ngzlgs, fait partie de I'hélice 4, puis est un des autres sites putatifs de
dégradation protéolytique de MB-1TrpHis [68]. Le site Nasl4s fut choisi au lieu
du site Ngslgs car il fut supposé qu'une coupure presque en plein centre de la
protéine serait plus nuisible a sa stabilité qu'une coupure en son cété C-
terminal. Il serait intéressant de modifier ce site chez 4H et 4H-EV (NgsLgs) et
chez 6H et 6H-EV (N142L143). |l serait ensuite possible de vérifier 'impact qu'a
cette modification sur la stabilité et la conformation des protéines. Une nouvelle
banque de mutants serait construite pour 4H, 4H-EV, 6H et 6H-EV de la méme
maniére que lors des expériences de Sasseville et al [68]. D'une part, la
modification de ce nouveau site chez 4H pourrait aider a augmenter sa
résistance aux protéases d'E. colii Cependant, il est possible que ce
changement n’affecte que trés peu ou méme pas du tout 4H-EV, qui semble
déja immunisé contre I'attaque de ces protéases. D’autre part, I'effet de cette
modification pourrait étre bénéfique chez 6H et 6H-EV. La modification de
Na4slas et de Ngslgs chez 6H pour créer 6H-EV aide a 'accumulation de protéine,
mais ne suffit pas a la résistance contre les protéases d’'E. coli. L'ajout de cette
nouvelle modification (N142L143) pourrait aider a favoriser I'accumulation de la
structure pleine taille et/ou changer sa structure tertiaire (toujours indéterminée
pour ces mutants). |l est également possible que cette modification vienne
augmenter la résistance des variants envers les protéases bactériennes et du
rumen. La résistance de tous ces mutants contre le mélange Pronase E devra

évidemment étre investiguée.
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