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RESUME

La protéine MB-1 est une protéine a haute valeur nutritive destinée a
I’alimentation animale. Cette protéine est également utilisée d’un point de vue
fondamental pour étudier les lois qui relient la séquence primaire a la structure de la
protéine. Le variant le plus stable de MB-1 jusqu’a présent est MB-1Trp, décrit
précédemment (Gagnon et al. 2000). Pour permettre son application dans le domaine de
I’agroalimentaire, MB-1Trp doit étre d’une stabilité comparable et méme supérieure a
celle d’une protéine naturelle. Cette étude présente I’application d’une stratégie
impliquant I’ajout d’interactions électrostatiques a la surface de la protéine MB-1Trp afin

d’en augmenter la stabilité thermique et protéolytique.

Cette stratégie comprend dans un premier temps le retrait de la surface de la
protéine de deux résidus, la leucine 19 et la leucine 68, dont la chaine latérale
hydrophobe est exposée au solvant. Dans un deuxiéme temps, on remplace ces résidus
hydrophobes par des résidus chargés négativement, des glutamates, susceptibles de faire
des ponts salins intrahélicaux. Le but du projet était donc de procéder aux constructions

génétiques, a I’expression des protéines et a leur caractérisation.

L’ajout de ponts salins, dans le cas du mutant Leu68Glu, a augmenté la
température de dénaturation de la protéine de 6°C et dans le cas du mutant Leul9Glu, I’a
diminué de 7,5°C. Les expériences de caractérisation nous ont démontré que ces

protéines ont un haut contenu en structures secondaires hélicales. Des expériences de
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masquage des interactions électrostatiques par 1’ajout de sel nous ont montré que la
formation de ponts salins avait lieu seulement dans le variant Leu68Glu. Le cceur
hydrophobe de ce dernier a démontré sensiblement les mémes caractéristiques que celui
de MB-1Trp, tandis que le Leul9Glu a démontré une réorganisation du cceur qui expose

le wyptophane tel que monwé par fluorescence.

Le mutant Leu68Glu dépasse son prédécesseur MB-1Trp en stabilité. Les
informations recueillies par fluorescence, dichroisme circulaire, dénaturation thermique
et dégradation protéolytique nous indiquent que ce mutant pourrait se comporter mieux
que ses prédécesseurs lorsque utilisé comme protéine-puits pour les acides aminés

essentiels dans un organisme wransgénique a intérét agroalimentaire.

Des raisons qui différencient 1’effet des substitutions faites en position 19 et 68
sont proposées et discutées. Il appert que la position de la leucine 19 dans une hélice N-
terminale soit un facteur a considérer. Des avenues de recherche sont proposées pour une
meilleure compréhension de la mutation en position 19, ainsi que pour des améliorations

futures aux protéines de la famille MB-1.
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NOTE SUR LA NOMENCLATURE DES MUTANTS DANS LE PRESENT

DOCUMENT

Par soucis de clarté et pour alléger les formules en utilisation usuelle dans le
laboratoire, le nom des mutants sera réduit dans ce document au nom de la mutation elle-
méme que nous avons appliquée a la protéine MB-1Trp. Ainsi, la protéine MB-1Trp &
laquelle nous avons fait la mutation de la leucine en position 19 pour un glutamate sera
appelée Leul9Glu. Il en est ainsi pour le second mutant, Leu68Glu, et le mutant double,

Leul 9Glu/Leul9Glu.
Wild-Type Mutants

/ Leul9Glu
MB-le\‘ > Leul 9GIwLeu68Glu

Leu68Glu

11 est & noter également qu’une queue de 6 histidines a été ajoutée a chacun des
mutants pour en rendre la purification possible (point qui sera discuté au chapitre III).
Cette queue n’est pas présente dans la protéine de départ MB-1Trp, mais elle est
supposée n’avoir aucun effet sur la conformation de la protéine tel qu’observé lors de
I’ajout de la méme queue a8 MB-1 (communication personnelle de M. Beauregard;
Grundy et al. 1998). Une fois encore dans un esprit de clarté et de 1égéreté, aucune

addition au nom n’a été faite a cet égard.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Les acides aminés et la nutrition

Le dogme central de la biologie moléculaire actuellement accepté et qui décrit la
transmission et I’expression de 1’information génétique est montré dans la figure 1.1.
Cette figure nous montre 1’acide désoxyribonucléique (ADN) dans lequel I’information
est stockée sous forme de géne, et est transmise a la descendance par la réplication de ce
méme ADN. L’expression de cette information se fait, dans un premier temps, par la
transcription de I’ADN en acide ribonucléique messager (ARNm). De ces ARNm, les
ribosomes traduisent I’information en une séquence d’acides aminés que 1’on appelle
protéine. Les processus de réplication, de transcription et de traduction sont complexes et
sont décrits dans plusieurs ouvrages de qualité tel que Biochemistry, Second Edition, de

Voet &Voet.

Toute protéine est faite d’un polymére d’acides aminés. Ces acides aminés sont au
nombre de 20 et constituent les "blocs Lego" dont la vie se sert pour fabriquer une
machinerie cellulaire qui est responsable de toutes les fonctions métaboliques,
structurales et régulatrices. Une cellule, qu’elle soit procaryote ou eucaryote, doit
maintenir une certaine quantité d’acides aminés libres dans son cytoplasme pour assurer

la bonne production de toutes ses protéines. Escherichia coli, une entérobactérie de type



Protéine

Figure 1.1: Dogme central de la biologie moléculaire. Cette représentation montre
I’ADN dans lequel est regroupé toute 1’information génétique sous forme de géne. Cet
ADN est répliqué pour donner une copie & chaque cellule fille. I1 s’exprime par la

transcription en ARN. Les ARN messagers sont ensuite traduits en protéine.



Gram négatif, posséde la machinerie métabolique pour synthétiser tous les acides aminés
a partir d’un milieu minimal M9 qui contient essentiellement une source de carbone
(glucose ou glycérol) et une source d’azote (NH4Cl). D’autres organismes, comme 1’€tre
humain, ne peuvent synthétiser que 10 acides aminés sur 20. Les acides aminés ne
pouvant pas €tre synthétisés (Arg, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val) sont dits

essentiels et doivent par conséquent étre fournis par la diéte (Voet & Voet 1995).

Les animaux d’élevage ont pratiquement les mémes besoins en acides aminés
essentiels (AAE) que nous. Cependant, les besoins en chacun des AAE ne sont pas tous
équivalents. Par exemple, la croissance du porc est limitée principalement par I’apport en
lysine et en thréonine, tandis que celle de la vache laitiere est limitée par 1’apport en
méthionine et en lysine et d’une fagon moindre par la thréonine et la leucine (Santos et al.
1998; Pettigrew et al. 1997). La production de lait de ces vaches est également limitée par

sensiblement les mémes AAE.

La vache laitiére est un animal polygastrique, donc possédant un estomac a
plusieurs compartiments. Le premier compartiment de I’estomac s’appelle le rumen et est
peuplé d’une importante population bactérienne. Ces microorganismes servent a la
dégradation de la plus grande partie de la diéte ingérée (cellulose, protéine, acide
phytique). Cette flore microbienne métabolise 70% des protéines ingérées par la béte. En
retour, cette flore produit une quantit¢ comparable de protéines sécrétées qui sont
métabolisées par la vache. Des études conduites au cours des années 60 ont démon#é que

les protéines produites dans le rumen étaient suffisantes pour la croissance et la



production d’une vache laitiére produisant 4500 kg de lait par année (Virtanen 1966).
Cependant, le rendement d’une vache moyenne au Etats-Unis a plus que doublé durant
les 40 derniéres années. Maintenant, le défi est d’assurer un apport protéique suffisant
pour des vaches produisant de 9000 & 14000 kg de lait annuellement. Le contenu en
protéines produites par les microorganismes du rumen, en plus d’étre insuffisant, contient
un profil pauvre en AAE. Pour assurer un tel apport protéique a 1’animal, on doit soit : 1-
augmenter la quantité de protéines riches en AAE de la diéte qui échappe a la protéolyse
et la métabolisation dans le rumen ou soit: 2- augmenter la qualité des protéines

produites par la microflore du rumen (Santos et al. 1998).

1.2 Les solutions pour une meilleure alimentation des animaux d’élevage

Durant la derniére décennie, les solutions proposées par 1’industrie
agroalimentaire pour la nutrition bovine ont impliqué des acides aminés libres
encapsulés. Les capsules sont faites pour résister a I’environnement du rumen et pour étre
dégradées dans I’intestin de la vache, délivrant ainsi les acides aminés directement pour
I’absorption. Des compagnies multinationales telles que Avantis, Novus International,
Mitsui & Co., Nippon Soda Company, Rhone Poulenc et Degussa-Huls occupent pres de
90% de ce marché global de 2.25 Milliards de USS$, ce qui laisse trés peu de place pour
d’autres joueurs. Le marché de la méthionine de synthése représente un marché de pres
de 600 millions de dollars américains par année pour un des plus gros joueurs, Avantis.

(http://www.an.aventis.com/)



La biotechnologie offre pour les compagnies canadiennes une fenétre
d’opportunité unique pour s’insérer dans le marché des AAE pour les animaux d’élevage.
Les produits proposés, pour étre concurrentiels avec les acides aminés encapsulés,
doivent étre bon marché et offrir une efficacité nutritive comparable. Trois solutions sont
en ce moment explorées: 1- L’ingénierie métabolique; 2- L’expression hétérologue
d’une protéine naturelle riche en AAE; 3- L’expression hétérologue d’une protéine de

design de novo riche en AAE.

1.2.1 L’ingénierie métabolique

La premicre option, I’ingénierie métabolique, consiste a utiliser les outils de la
biologie cellulaire pour modifier les flux métaboliques afin de favoriser 1’accumulation
cytoplasmique de certains acides aminés d’intérét. Cette approche peut étre utilisée par
exemple sur une plante fourragére ol la proportion de AAE est faible, pour en augmenter
le contenu en methionine ou en lysine et en augmenter d’autant la valeur nutritive. On
vise principalement 1’augmentation de ces deux acides aminés, car ils sont les plus
limitants pour la croissance et la lactogénése et donc d’un grand intérét économique.
Cette approche est également organe-spécifique, c’est-a-dire que I’expression ou
I’inhibition d’un enzyme du métabolisme peut se faire dans un organe de la plante en
particulier, par exemple, la graine pour les céréales, 1’organe le plus intensivement

récolté, ou la feuille dans le cas des plantes fourragéres (comme la luzeme ou le tréfle).
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Figure 1.2: La voie générale de biosynthése de la famille de I’aspartate, comprenant
les voies métaboliques de synthése des AAE méthionine, lysine et thréonine. Les
traits pleins avec le signe (-) représentent des rétro-inhibitions par le produit final de la
voie biosynthétique. Les traits pointillés avec le signe (+) représentent une activation de

I’enzyme. Tiré de Galili et Hofgen 2002.



Cette stratégie a été utilisée avec succés par plusieurs équipes de recherche
(Mazur et al. 1999; Falco et al. 1995; Heremans and Jacobs 1995). L’approche de Falco,
par exemple, utilise une dihydropicolinate synthase (DHPS) bactérienne qui est
insensible & la rétro-inhibition par la lysine (figure 1.2). La DHPS native s’inactive
lorsqu’un certain taux de lysine est atteint dans la cellule. L’expression de 1’enzyme
bactérienne dans cette cellule permet 1’activation constitutive de la voie de synthése de la
lysine et permet par conséquent une plus grande accumulation de cette AAE. Cette
technique a permis la production d’un soya ayant un taux de lysine deux fois supérieur a
la normale. Des approches semblables pour la méthionine ont également €té rapportées
(Kim et Leustek 2000; Boerjan et al. 1994). Cependant, ’augmentation du taux de
méthionine a été accompagnée de changements morphologiques et de sécrétion de
méthanethiol volatil qui donne a la plante une odeur d’ail. Plusieurs autres projets
théoriquement valables ont mené a aucune augmentation significative de la méthionine
libre, suggérant la présence de facteurs de régulation non identifiés existant dans

certaines especes végétales (Galili 1995; Karchi et al. 1993).

Globalement, les augmentations les plus significatives en lysine ou en méthionine
ont toujours été accompagnées par des troubles de germination et de croissance. Il semble
que les végétaux utilisent les acides aminés libres comme des messagers cellulaires. Ces
phénoménes ne sont que partiellement compris pour 1’instant. Force est de constater que
la plupart des tentatives de modification de 1’équilibre de ces acides aminés provoquent
une réaction imprévisible de la plante. De plus, le métabolisme du soufre, donc celui de la

méthionine, est trés dépendant de la disponibilité, de 1’absorption et du transport du



soufre & partir du sol. Des limitations de I’accumulation de méthionine en lien avec la
disponibilité en soufre total ont déja été relevées dans la littérature (Tabe et al. 2002).
Jusqu’a présent, I’ingénierie métabolique a permis d’amasser une expertise assez
importante pour commencer & envisager la mise au point de produits applicables en

alimentation animale, comme le démontre 1’abondance de brevets dans le domaine.

1.2.2 L’expression hétérologue d’une protéine naturelle riche en AAE

La deuxiéme approche comprend 1’expression par un organisme d’intérét d’une
protéine, provenant d’un autre organisme, naturellement riche en méthionine ou en
lysine. Ces protéines servent de puits ("Sink Protein") pour les AAE afin qu’ils échappent
au métabolisme. En retirant les AAE du métabolisme, on les met en stockage et on
permet au métabolisme de les synthétiser sans provoquer une rétroinhibition. Encore une
fois, des facteurs économiques font que seules la Met et la Lys sont exploitées dans ce
domaine. Ces protéines doivent étre accumulées jusqu’a la consommation de I’organisme
par 1’animal. Pour ce type d’application, les organismes utilisés pour porter le transgéne
peuvent étre de deux types : 1- Bactéries du rumen; 2- Plantes fourragéres ou céréales (de

Lumen et al. 1999; Hefford 1997).

Les bactéries naturellement retrouvées dans le rumen peuvent étre modifiées pour
produire une protéine enrichie en méthionine ou en lysine dans leur cytoplasme. Ces
bactéries sont ensuite inoculées et se reproduisent dans le rumen de la vache. Une partie

de ces bactéries quitte le rumen avec les aliments ingérés. Elles sont ensuite digérées, ce



qui rend disponible a 1’assimilation les AAE de la protéine enrichie (Teather 1985). Les
principales espéces ciblées par ces techniques sont Prevotella ruminicola, Butirivibrio
fibrisolvens et Streptococcus bovis. Ces demiéres sont les plus importantes dans la

microflore ruminale (Forano et al. 2000).

Les plantes fourragéres et les céréales sont utilisées de la méme fagon que les
bactéries du rumen : on y exprime la protéine enrichie dans 1’organe consommé par la
vache. Ainsi, la diéte de I’animal contient un taux d’AAE plus élevé, ce qui permet de
réduire la quantité d’acides aminés synthétiques & ajouter et donc de réduire les cofits de

production. Les principaux végétaux utilisés sont le colza, le soja, le mais et la luzerne.

Tres peu de protéines naturelles ont un taux significativement plus élevé en lysine
ou en méthionine. La plupart des démonstrations de plantes transgéniques, exprimant une
protéine riche en methionine, ont été réalisées avec entre autre 1'introduction du gene de
I’albumine 2S de la noix du Brésil, de celui des zéines de mais et de celui de I’albumine
de tournesol (Tabe et al. 1998; Chui et al. 1995; Kortt et al. 1991; Altenbach et al. 1987).
Les résultats de ces démonstrations ont été variables. Dans certains cas, la quantité de
méthionine totale était augmentée de 5 & 7 fois. Dans d’autres cas, 1’expression de la
protéine riche en méthionine était corrélée avec la diminution des protéines endogenes
riches en méthionine, ce qui semble indiquer une limite de disponibilité du soufre
(Chakraborty et al. 2000; Muntz et al. 1998). Certains projets ont également fait face a
des problémes d’immunogénicité de la protéine exprimée, spécialement avec 1’albumine

2S de la noix du Brésil (Alcocer et al. 2002). Les seules démonstrations convaincantes
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avec des protéines riches en lysine ont été faites avec un homologue modifié de
I’inhibiteur de la chymotrypsine-2 et avec la protéine S-VSP (Guenoune et al. 2002;

Roesler et al. 2001).

Des approches binaires, combinant 1’ingénierie métabolique et 1’expression
hétérologue, ont connu un succes trés intéressant. Jung et Falco ont fait exprimer dans le
mais la protéine riche en lysine BHL8 avec un rendement de 3-6% des protéines totales
de la graine, qui, lorsque combiné avec 1’expression d’une DHPS bactérienne (voir la
section 1.2.1 et la figure 1.2), a fait augmenter la quantité de lysine totale & 0.7% du poids
sec de la graine, comparé a 0.2% pour le mais ordinaire (Jung et Falco 2000). Plusieurs
multinationales ont breveté des systémes binaires pour 1’application dans des fourrages
transgéniques. Ces procédés sont en voie de commercialisation (Beach et al. 2000; Jung

et al. 1998; Falco et al. 1996).

1.2.3 L’expression hétérologue d’une protéine de design de novo riche en AAE.

La troisiéme approche implique 1’expression par un organisme, comme une plante
fourragére ou une bactérie du rumen, d’une protéine nouvelle (qui ne provient pas de la
nature) et qui posséde un biais important et controlé en AAE. Cette protéine, comme la
précédente, sert de puit pour les AAE. Contrairement aux deux précédentes approches qui
visaient trés souvent un seul acide aminé a la fois, cette approche posséde 1’avantage
d’étre malléable, car le contenu de la protéine peut étre modifié et adapté au profil en

AAE nécessaire a I’espéce et/ou a la diéte visée.
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Les premiers efforts d’expression de protéines synthétiques avec un haut taux
d’AAE in vivo dans des bactéries n’ont pas donné de hauts rendements en protéine,
vraisemblablement dii & un manque de stabilité structurale du peptide final (Beauregard et

al. 1994; Jaynes et al. 1985; Doel et al. 1985).

Le design de proté€ines en général a €té caractéris€ jusqu’a maintenant par la
simplicité des constructions et par 1’absence quasi-absolue de méthionine (Offredi et al.
2003; Walsh et al. 2001; Johansson et al. 1998; Blake et al. 1998; Schafmeister et al.
1997; Jiang et al. 1997; Brive et al. 1997). Les designers de protéines évitent la
méthionine en raison de sa pauvre capacité a spécifier un repliement et de sa faible
énergie libre de transfert au solvant. En effet, la chaine latérale de la méthionine posséde
deux liens flexibles de plus que la leucine (un des acides aminés hydrophobes les plus
communs) comme on peut le voir & la figure 1.3. On estime que cette grande flexibilité
entraine, lors de la fixation d'un rotameére unique dans la structure de la protéine native,
un coiit additionnel en énergie libre entropique de 0.8 kcal mol™. De plus, da a une plus
grande polarité que la plupart des autres acides aminés hydrophobes, le transfert de la
chaine latérale de la méthionine du solvant vers le ceeur hydrophobe lors du repliement
ameéne un gain en énergie libre de transfert au solvant. Par exemple, ce gain équivaut
approximativement a 0.6 kcal'mol” de moins que pour 1’enfouissement d’une leucine

(Gassner et al. 2003).

Quelques groupes se sont concentrés sur 1’identification des principes de replie-
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Figure 1.3: Structure de la chaine latérale de la leucine et de la méthionine. Puisque
la chaine latérale de la leucine est ramifiée, elle posséde beaucoup moins de liberté que

celle de la méthionine.
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-ment permettant d’intégrer le plus de méthionines possibles dans de nouvelles séquences

d’acides aminés.

Jusqu'a maintenant, aucune expression significative d’une protéine de design de
novo dans un organisme d’intérét nutritionnel n'a été réalisée. Le design de protéines
nutritives, spécialement celles riches en méthionine, demeure un défi extrémement actuel
et une fenétre d’opportunité grande ouverte pour les compagnies de biotechnologie

canadiennes.

1.3 Le design de protéines

Le design de protéines peut se faire de plusieurs fagons. Généralement, les
designers visent d'abord un repliement spécifique sur lequel ils possédent des
informations venant d’exemples de protéines naturelles qui ont la méme topologie. Les
lignes directrices au design du motif sont en général minimalistes. Elles se font sur de
petites protéines ayant un nombre limité d’interactions non-covalentes, des séquences
hautement répétitives, des structures secondaires uniques et une haute symétrie. Des
prototypes intéressants ont été caractérisés avec des motifs hélicaux simples tels que les
"torsades d’hélices” (Harbury et al. 1998; Ogihara et al. 1997), "les carrées d’hélices”
(Walsh et al. 2001; Johansson et al. 1998; Blake et al.1998; Schafmeister et al. 1997,
Jiang et al.1997; Brive et al. 1997; Kamtekar et al. 1993), "les doigts de zinc" (Pomerantz
et al. 1998; Dahiyat et al. 1997; Struthers et al. 1996) (voir la figure 1.4) et quelques

autres protéines simples (Malakauskas et al. 1998; Riddle et al. 1997; Lazar et al. 1997,
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Figure 1.4: Les motifs tridimensionnels les plus courants pour des protéines de
design de novo. A : Torsade d’hélices. Domaine d’oligomérisation de 1’antigéne 6 du
virus de I'hépatite [pdb# 1A92]; B: Doigt de zinc. Zif268 protéine de réponse a
I’hormone de croissance liée a I’ADN [pdb# 1JK1] ; C : Carrée d’hélices. Rubrerythnine

[pdb# 1LKP].
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Guet al. 1995).

On peut voir également dans la littérature quelques rares exemples de protéines
riches en swructures B (Yang et al. 2003; Xu et al. 2001; Houbrechts et al. 1995;
Beauregard et al. 1991). Ces protéines sont pour la plupart peu solubles. Cependant, la
bio-informatique, via le design in silico, a récemment permis d'obtenir des exemples de
réussites (Offredi et al. 2003; Wang et al. 2002; Richardson et al. 2002; de Alba et al.

1999).

Malgré les efforts intenses des équipes de recherche, 1’approche minimaliste de la
plupart des protéines de design de novo méne & un comportement peu semblable a celui

d’une protéine naturelle dite "native".

Les protéines naturelles dans leur état natif se replient en une structure unique qui
est stabilisée par des interactions hydrophobes, de 1I’empaquetage spécifique de chaines
latérales (interactions de Van der Waals), des réseaux de ponts hydrogenes et des
interactions électrostatiques. On décrit les protéines naturelles natives par les

caractéristiques suivantes (Kohn et al. 1998):

- Un déplacement chimique avec une bonne dispersion en RMN, indiquant un
environnement chimique unique bien défini pour chaque atome,

- Un état oligomérique défini (monomere, dimére, #rimére, etc.),
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- Un cceur hydrophobe avec un empaquetage spécifique, sans vide ni crevasse,
indiquer par : un haut facteur de protection a I’échange des hydrogénes amides
de la chaine principale en RMN, une bonne résistance aux protéases et une
faible affinité a ’ANSA,

- Une dénaturation thermique et chimique coopérative (sigmoidale),

- Un grand AC, de dénaturation, indicatif du changement de I’exposition de

surface hydrophobe au solvant lors de la dénaturation.

Contrairement aux protéines naturelles, on rewouve parmi les protéines de design
de novo de nombreux cas d’état "globule fondu" (molten globule). Cet état a été
intensivement étudié et il a des caractéristiques biophysiques & peu prés contraires a

celles énumérées ci-haut.

Le globule fondu a été décrit comme étant un état partiellement plié ou
intermédiaire, dans lequel I’essentiel des structures secondaires est formé, mais ou
I’empaquetage fin des chaines latérales n’est pas optimisé. Le cceur hydrophobe est fluide
et donne plusieurs populations de conformeéres d’énergie équivalente en échange rapide.
Ces protéines ne se comportent pas bien in vivo (problémes d’expression, d’association
non-spécifique et de dégradation protéolytique). L’apomyoglobine, 1’alpha-lactalbumine
et I’apolipoprotéine E4 ont €té les principaux modeles de globule fondu étudiés

(Nishimura et al. 2002; Morrow et al. 2002; Permyakov et al. 2000).
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Pour remédier a ce probléme, les designers de protéines ont développé 1’approche
par "design négatif”. Cette demiére sert a spécifier une conformation unique 4 la protéine
en déstabilisant tous les €tats qui sont isoénergétiques et accessibles, pour n'en laisser
qu'une seule thermodynamiquement probable. Cette approche peut étre accomplie par
I’incorporation d’interactions entre des chaines latérales polaires enfouies dans le coeur
hydrophobe ou simplement par le résultat d’'une complémentarité stérique spécifique des
chaines latérales hydrophobes du cceur. La nécessité d'avoir une structure atomique
wridimensionnelle précise est essentielle. Pour le moment, I'impossibilité d'avoir accés a
une telle structure pour MB-1 nous oblige a utiliser une stratégie d’essais et erreurs basée
sur le mode¢le de structure en carré d'hélices attendu pour MB-1 (figure 1.5) et sur les

prédictions bio-informatiques de positions des hélices dans la séquence.

Récemment, I’optimisation de ces protéines est maintenant devenue possible par
des moyens beaucoup moins fastidieux. Deux approches ont fait leurs preuves: les

algorithmes de prédiction de repliement et I’évolution dirigée.

Les algorithmes de prédiction de repliement ont émergé au début des années 90.
Cependant, ils ont été vraiment développés en 1997, principalement par 1’équipe de
Stephen Mayo. 1 a, pour la premiére fois, inclus dans ses algorithmes toutes les parties de
la protéine : le cceur hydrophobe, les surfaces exposées au solvant et les régions a

I’interface (Dahiyat et al. 1997a; Dahiyat et al. 1997b).
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L’évolution dirigée a également débuté durant les années 90. Elle implique une
accélération du processus de sélection naturelle basé sur I’apparition aléatoire d’erreurs
parfois bénéfiques. Elle peut se faire de facon semi-rationnelle (en ciblant des positions
ou des régions précises) ou de maniére complétement aléatoire (sur I’ensemble du gene).
Des exemples récents dans la littérature illustrent bien chacune des méthodes (Chu et al.

2003; Wang et al. 2000).

1.4 Le projet ' Milk Bundle-1 "

En appliquant le design de protéine a la nutrition animale, notre équipe de
recherche a innové en 1995 avec la création de la protéine "Milk Bundle-1" (MB-1).
Cette protéine contient 56% d’AAE et est congue pour se replier en carrée d’hélices
(figure 1.5). On peut voir également a la figure 1.5 sa séquence en acides aminés dont les
proportions en AAE correspondent aux besoins des vaches laitieres de haute
performance, soit 14% méthionine, 12% lysine, 21% thréonine et 10% leucine. Il a été
démonwré que cette protéine a un coeur hydrophobe bien repli€ ainsi qu’une faible affinité
pour une sonde hydrophobe, le 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANSA)
(Beauregard et al. 1995). Son comportement et son niveau d’expression ir vivo étaient de
loin supérieurs a ceux d’autres protéines semblables (MacCallum et al. 1997). Il a été
démontré que MB-1 est une protéine-puits pour les AAE. De plus, elle se différentie de

ses compétiteurs naturels par le contréle parfait des proportions de chaque AAE.

La caractérisation initiale de MB-1 a montré cependant une faible température de

dénaturation (39°C) ainsi qu’une faible résistance aux protéases (MacCallum et al. 1997).
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Figure 1.5: Représentation de MB-1 avec la position prédite de ses hélices. Sa face

hvdrophobe se trouve a I’arriére-plan tandis que sa face hydrophile au premier plan. Sont
indiquées les positions Leul9, Tyr62 et Leu68. En encadré, le modéle a ruban d'un carré

d'hélices, swucture attendue pour MB-1.
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Ces résultats suggerent que MB-1 ne s’accumulerait pas dans le cytosol d'une bactérie du
rumen ou d'une cellule de plante transgénique, car elle serait sensible & leurs protéases

(Huang et al. 1994; Liao 1993; Parcell et al. 1989).

1.5 Exemple d’améliorations de MB-1 : MB-1Trp

Etant donné la faible thermorésistance de MB-1, la fabrication de variants plus
performants, soit avec un Tm et un temps de demi-vie face aux protéases plus grands, a
été entreprise. Notre hypothése de départ était que 1'amélioration de l'effet hydrophobe
devrait nous permetwre d'obtenir une protéine ayant une plus grande stabilité thermique et
par conséquent, une meilleure résistance aux protéases. L’effet hydrophobe est maximisé
lorsque les chaines latérales regroupées dans le cceur hydrophobe ont un moment
dipolaire trés faible (une hydrophilicité faible). MB-1 posséde une tyrosine en position 62
servant comme sonde spectwoscopique. Son groupement hydroxyle polaire réduit la force
de I’effet hydrophobe local. De plus, il n’a aucun partenaire & proximité pour faire des
ponts hydrogénes comme illustré a la figure 1.6 (5 alanines I’entourent et font une poche
pour accueillir la grosse chaine latérale), ce qui laisse un groupement polaire insatisfait et
non compensé par une force d’attraction (pont hydrogéne, pont salin) & I’intérieur du
cceur. Le mutant MB-1Trp a été obtenu en substituant la tyrosine en position 62 pour un
tryptophane, dont les chaines latérales respectives peuvent étre visualisées & la figure
1.6A. Ce changement a amené une nette amélioration des caractéristiques de la protéine,
soit 'augmentation de la température de dénaturation de 39 a 55°C et I'augmentation de la

résistance aux protéases jusqu'a un niveau comparable & celui d’une protéine naturelle
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globulaire de méme taille (ex : cytochrome C) (Gagnon et al. 2000). Cette amélioration a
été attribuée a 1’optimisation de I’effet hydrophobe de MB-1 par le retrait du groupement
hydroxyle et par 1’augmentation du volume du cceur engendré par la différence de taille

de la chaine latérale de la Tyr (187 A% par celle du Trp (217 A®) (voirla figure 1.6).
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Figure 1.6: A) Chaines latérales de la tyrosine et du tryptophane. B) Représentation
de MB-1 avec seulement les boucles et les acides aminés participant au cceur
hydrophobe. En rouge, le seul résidu tyrosine en position 62 entouré de 5 alanines qui

lui font une niche d’accueil dans le cceur.
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1.6 La stratégie de cette étude

La principale force qui pousse les protéines a se replier en milieu aqueux est
I’effet hydrophobe. Il contribue de plusieurs centaines de kJ mol™ a la stabilité du
repliement, comparé aux interactions électrostatiques qui ne contribuent que de quelques
kJ mol™. Donc, I’optimisation de cet effet hydrophobe est critique pour la stabilité d’une

protéine (Wu et al., 1997; Cordes et al., 1996; Richards et al., 1993; Ponder et al., 1987).

L’effet hydrophobe s’observe par le regroupement des chaines latérales
hydrophobes les unes contre les autres lors du repliement d’une protéine, pour les isoler
du solvant. Ce phénoméne rappelle le regroupement des molécules d’huile pour former
des gouttelettes dans I’eau. Les chaines latérales hydrophobes que la protéine n’arrive pas
a enfouir dans le cceur se retrouvent donc exposées au solvant. Les molécules de solvant
doivent alors s’organiser en cage (clathrate) autour de ces chaines non-polaires, comme
I’illustre la figure 1.7. L’immobilisation de molécules de solvant a un coiit entropique

déstabilisant pour la protéine.

Dans le but d’optimiser la contribution stabilisante de 1’effet hydrophobe dans la
protéine MB-1Trp, les leucines en position 19 et 68, qui sont des résidus hydrophobes
exposés au solvant (figure 1.5), seront toutes deux substitu€es par des résidus polaires qui
n’entrainent pas 1’immobilisation d’une clathrate d’eau. La contribution stabilisante du
retrait d’un groupement méthyléne de la surface exposée au solvant d’une protéine a été

évaluée 4 —3 kJ mol™ (Voet & Voet 1995).
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Leucine (Leu)

Figure 1.7: Clathrate de molécules d’eau, représentées ici par les sphéres blanches,
organisées autour d’une chaine latérale d’une leucine. Cette organisation et

I’immobilisation des molécules d’eau entraine un coiit entropique qui déstabilise la

protéine dans son état natif.
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Le choix d’un acide aminé chargé négativement comme substituant a été motivé
par la possibilité de former des ponts salins intra-hélicaux. Il a ét€ montwé que les ponts
salins peuvent avoir un impact stabilisant important sur une protéine (Kumar et al. 2002;
Takano et al. 2000; Loladze et al. 1999; Merz et al. 1999). On sait qu’une chaine latérale
en position i peut former un pont salin a I’intérieur d’une hélice avec les chaines latérales
en positions i+3, i+4, i-3 et i-4 tel que montré en figure 1.8 (Burkhard et al. 2002).
Comme on peut le voir en figure 1.5, la position 19 est entourée par les lysines 15 et 22,
des résidus polaires chargés positivement, en i+3 et i-4, c'est-a-dire en position pour
former des ponts salins. La position 68 a des résidus avoisinants similaires et peut, elle

aussi, former des ponts salins.

I a été envisagé d'utiliser I’Asp, qui est un acide aminé polaire chargé
négativement, pour remplacer la leucinel9 et la leucine68. Bien qu’il ait, tout comme le
Glu, une bonne hydrophilicité, il a été écarté en raison de sa capacité a servir de casseur
d’hélice dans certains cas (Burkhard et al. 2002), de son manque de propension a former
des hélices et de sa différence de volume avec la leucine (Figure 1.9) (Koehl et al. 1999).
Certains auteurs ont postulé que les positions exposées au solvant ont généralement une
plus grande capacité a accueillir des acides aminés de tailles variées que les positions de
ceeur. Par conséquent, la différence de volume ne constituerait pas un argument
convenable pour justifier le choix de notre substituant. Cependant, dans l'optique de
faciliter I'analyse de 1'impact des mutations sur la protéine, les auteurs de cette étude ont
préféré réduire 1impact de la mutation & un changement de polarité seulement (dans le

cas de Leu—Glu) par rapport a un changement simultané de polarité et de taille (dans le
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Figure 1.8: A) Vue latérale d'un polypeptide en conformation hélice-o. B) Vue de

haut, le méme polypeptide ou il est montré les interactions électrostatiques de type
ponts salins entre trois chaines latérales. Chaque trait de I’heptade représente la chaine
principale d’un acide aminé. En position i se trouve une chaine latérale d’arginine et en

i+3 et i+4, des chaines latérales de glutamate. (Tiré de Burkhard et al. 2002)
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Acides aminés Leu S Asp
Volume de Van der Waals (A%)* 137 138 106
Propension d’hélice** -0.38 -0.33 0.27
Indice d’hydrophobicité*** -1.8 2.5 2.5

*Miller et al., 1987.
**Koehl and Levitt. 1999.

***¥Nozaki and Tanford, 1971 et Levitt. 1976.

Figure 1.9: Comparaison des caractéristiques de la leucine, du glutamate et de

Paspartate. On y constate que le glutamate est un homologue polaire de la leucine

beaucoup plus ressemblant que 1’aspartate.
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cas de Leu—Asp).

Donc, les glutamates ont finalement été choisis comme substituants en raison de
leur plus grande aptitude a former des ponts salins a I’intérieur d’une hélice et leur grande
propension hélicale (Burkhard et al. 2002). De plus, comme on peut le voir a la figure
1.8, la substitution de la leucine pour un glutamate provoque la disparition de deux
groupements méthyl de la surface de la protéine, entrainant, par le fait méme, une

contribution théorique stabilisante de —6 kJ mol™.

Plusieurs études ont démontré la possibilité d’augmenter la stabilité thermique et
la résistance aux protéases d’une protéine soit par une approche d’ajout de ponts salins ou
par I’optimisation de I’effet hydrophobe. Le but de mon projet est de vérifier la
possibilité d’appliquer ces stratégies a une protéine nutritive de novo, MB-1Trp, en
utilisant des mutations de surface. Donc, trois protéines seront caractérisées dans cette
étude; Leul9Glu, Leu68Glu et Leul9Glw/Leu68Glu, représentant chacune la protéine
MB-1Trp avec la mutation leur donnant leur nom respectif. Ces mutants ont été construits
par mutagenése dirigée sur le géne gabarit MB-1Trp auxquels ont été ajouté par ligation
une queue de six histidines en C-terminal pour faciliter la purification. Ils ont été
exprimés dans E.coli et purifiés par différents types de chromatographies d’affinité. Leurs
structures secondaires ont €té caractérisées par dichroisme circulaire. L’intégrité¢ de la
structure tertiaire a ét€é démontrée par fluorescence du tryptophane et de 1’ANSA.
L’amélioration des paramétres de stabilité et résistance de la structure a été évaluée par

dénaturation thermique des structures secondaires suivi par dichroisme circulaire et par
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dégradation protéolytique face a 1’exposition & un mélange de protéases de Streptomyces
griseus, Pronase E (Sigma-Aldrich #P5147). Les stratégies d’optimisation de 1’effet
hydrophobe et de 1’ajout d’interactions électrostatiques a la surface de la protéine seront
donc employées simultanément sur notre modéle. Nos résultats montrent qu’il est
possible d’augmenter la stabilité d’une protéine de novo malgré les difficultés inhérentes

a ce genre d’entreprise, dans ce cas, 1'absence d'une structure atomique tridimensionnelle.
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CHAPITRE 11

RESULTATS

2.1 Article scientifique

Single-point mutations at the surface of MB-1Trp lead to important changes

in conformational properties

Maxime Sasseville, Sébastien Claveau, Myléne C. Gagnon, Marc Beauregard*.

Sous presse dans Journal of Peptide Science.
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Résumé: Le design de protéine est utilisé pour créer de nouvelles protéines ayant des
caractéristiques désirables. Dans notre laboratoire, nous visons la synthése de protéines
contenant un haut taux d’acides aminés essentiels ayant une application potentielle en
nutrition animale. Une des limitations auxquelles nous devons faire face dans cette
entreprise est 1’atteinte d’une stabilit¢ malgré un contenu en acides aminés hautement
biaisé. Nous rapportons ici la synthése et la caractérisation de trois variants de la protéine
MB-1Trp dans lesquelles deux Leu exposées au solvant ont été remplacées par des Glu
permettant la formation de nouveaux ponts salins a la surface de la protéine. Quoique les
deux mutations étaient crli similaires (c’est-a-dire, la méme mutation dans un
environnement local similaire), elles semblent avoir des répercussions différentes sur
MB-1Trp tel que montré par dichroisme circulaire de UV lointain, par dénaturation
thermique, par fluorescence et par mesures de la résistance protéolysque. Pour la
mutation Leu68Glu, une augmentation de 6°C de la température de dénaturation de la
protéine a été observée. Curieusement, la mutation Leul 9Glu a mené a une diminution de

la température de dénaturation et une modification de la swucture tertiaire.
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Keywords: Protein design; hydrophobic effect; surface salt bridge; essential amino acids;

nutritional proteins

Summary: Protein design is currently used for the creation of new proteins with
desirable traits. In our lab we focus on the synthesis of proteins with high essential
amino acid content having potential applications in animal nutrition. One of the
limitations we face in this endeavour is achieving stable proteins despite a highly biased
amino acid content. We report here the synthesis and the characterization of three
variants of MB-1Trp in which two solvent-exposed Leu have been replaced by Glu
allowing for the formation of new salt bridges at the surface of the protein. Though both
mutations were expected to be similar (i.e. same mutation in a comparable local
environment), they appear to have different effects on MB-1Trp as shown by far-UV
circular dichroism, thermal denaturation, fluorescence and proteolytic resistance
measurements. For the mutation Leu68Glu, an increase in the protein melting
temperature of 6°C was observed. Surprisingly, the mutation in position Leul19Glu led to

a decrease in melting temperature and a modification of tertiary structure.
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ABREVIATIONS

ANSA: 8-Anilino-1-naphtalene sulfonic acid; BCA: bicinchoninic acid; CD: circular
dichroism; EAA: essential amino acids; Glu: glutamate; Leu: leucine; MB-1: milk-
bundle-1; Met: methionine; Lys: Lysine; PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis; Trp:

wyptophane; Tyr: tyrosine.
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INTRODUCTION

The expense associated with feed additives used for animal production has led to
the study of intracellular production of high-quality protein by transgenic crops and other
organisms as a means of obtaining efficient and less costly sources of essential amino
acids (EAA), mainly Met and Lys (1-4). Two main trends are actually being explored:
metabolic engineering and heterologous expression. The former includes the
manipulation of free amino acids metabolic fluxes to promote accumulation of EAA (for
a review see 5). The latter option can be achieved by either the expression and
accumulation of a naturally occurring protein enriched in EAA or by the expression of a
de novo designed protein with a controlled content in EAA.

Natural proteins rarely come with an strong bias in Met and Lys. However, some
success of enriched protein expression in plants have been reported using sunflower seed
albumin and engineered barley chymotrypsin inhibitor-2 (6, 7). Recently, soybean and
sunflower albumins have been chosen on the base of their high methionine contents for
the development of transgenic crops by major agro-biotechnology companies (8, 9).

De novo design of protein offers a great advantage for such application: the EAA
content in designer proteins can be controlled to fit the needs of any animal production
type. One of the most important EAA for animal performance is methionine. Positioning
methionine side chains in a protein scaffold is more challenging than for other EAA:
protein designers avoid methionine mainly because of its poor fold specifying
characteristics and its lower solvent transfer free energy (10). Further, methionine is a

target for oxidation, which may destabilize a methionine enriched hydrophobic core (11,
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12). Not surprisingly, methionine has been avoided when designing the core of most
designer proteins reported to date (13-17).

Moving from repetitive genetic constructions (18) to rational design of a putative
alpha-helical bundle, we generated a novel protein, MB-1, that contains a very high
content in EAA, amongst which methionine is highest in proportion (19). Its behaviour
and expression levels in vivo were found to be far superior to those obtained from earlier
attempts in this field of research (20). However, investigation of MB-1 properties did
reveal some flaws. Its thermal denaturation had a low cooperativity and its melting
temperature was only of 39°C. Moreover, its protease resistance at physiological
temperatures was limited, possibly due to partial unfolding (20). Such results suggest that
MB-1 would not accumulate in transgenic organisms, where it would be exposed to
endogenous proteases (21-23).

It is well known that hydrophobic interactions play an important role in protein
folding and stability (24-27). The optimization of the global hydrophobicity and packing
of non-polar side-chains in the core, while increasing solvent transfer free energy, has
proven its value for conformational stabilisation of proteins (28-30). In order to further
improve conformation stability, one should maximize the hydrophobic effect not only by
working on the core, but also at the surface of a protein. In this respect, the solvent
exposure of hydrophobic side chains should be minimised, and vice versa for hydrophilic
residues.

Using MB-1 as a template a second generation mutant protein named MB-1Trp
was designed using this strategy. A single substitution of a Tyr for a Trp in the

hydrophobic core, which increases the hydrophobicity and bulk in the core, lead to an
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impressive improvement of melting temperature, from 39°C to 55°C. A corresponding
improvement in protease resistance was also reported in MB-1Trp (31).

Stabilization can also be achieved by salt bridge formation. It as been shown by
Sanchez-Riuz and Makhatadze that there was a higher occurrence of ion pair networks in
thermophilic proteins compared to their mesophilic counterpart (32). MB-1 has been
designed without any attention for electrostatic contributions, however. At the time of its
creation, there was no clear evidence of the effects of ion pairs at the surface of proteins
(19).

In this study, we attempt to stabilize MB-1Trp by using both strategies
simultaneously: 1- surface hydrophobic residue removal and 2- surface salt bridge
formation. We report here the expression and detailed characterization of two single
point mutant proteins (Leul9Glu and Leu68Glu), along with the double mutant, of the
nutritious protein MB-1Trp using circular dichroism, Trp and ANSA fluorescence,
thermal unfolding and protease resistance experiments. Our purpose is to verify the
possibility of improving thermal and proteolytic resistance of nutritious de novo designed

proteins by optimization of surface hydrophilicity.
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MATERIALS AND METHODS

Preparation of the New Mutants. Substitution of Leu in position 19 and 68 by
Glu on the template protein MB-1Trp (31) was performed using "Altered Sites II
mutagenesis kit" (Promega) and "Site-directed Mutagenesis kit" (Stratagene),
respectively. The mutagenic oligonucleotides are shown below with the corresponding
MB-1Trp sequence (oligo 1 for position 19 and oligo 2 and 3 for position 68). They were
purchase form Invitrogen Life Technologies, purified using polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) and phosphorylated.

MB-1Trp: 5'-TTT AAA ACT ATG CAG CTG TTG ACC AAG TCG -3'

Oligo 1: Leul9Glu : 5'-TTT AAA ACT ATG CAG GAA TTG ACC AAG TCG -3'

MB-1Trp: 5'-CGTGG TTC AAA ACG ATG CAG TTG TTA ACG AAG ACC

GAG CCCTC-3'

Oligo 2: Leu68Glu: 5'-CGTGG TTC AAA ACG ATG CAG GAG TTA ACG AAG
ACC GAG CCCTC-3'

and the reverse complement of Oligo2

Oligo 3: Leu68Glu: 5-GAGGG CTC GGT CTT CGT TAA CTC CTG CAT CGT TTT
GAA CCACG-3'

The mutations were confirmed by dideoxynucleotide DNA sequencing. The
combination of both mutations was performed by applying the same method as the one
used for Leu68Glu substitution, but on the template MB-1Trp/Leul9Glu. The mutated
genes were expressed in pMal-c2 expression vector (New England Biolabs) in fusion

with the MalFE gene. The poly-histidine tag (His-tag) was ligated afterward to the gene by
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constructing a chimeric plasmid from the original pMal-c2 MB-1Trp and pMal-c2 MB-
1His, which is a similar plasmid containing MB-1 gene with a His-tag at the C-terminal
(33). All constructions were confirmed by dideoxynucleotide DNA sequencing.

Protein Expression and Purification. All mutants were expressed and purified
as described previously (31) with the following modifications. The secondary
chromatography involved metal affinity purification, as described in Grundy and
coworkers (33). However, ethylenediaminetetraacetate (EDTA) and ethylene glycol-
bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetate (EGTA) were omitted from the protease
inhibitor cocktail to avoid column swiping.

Protein Quantification and Electrophoresis. Protein concentration was
determined by bicinchoninic acid (BCA) assay (Sigma) using bovine serum albumin as a
standard. The proteins were visualized by SDS-PAGE using 16% acrylamide-tricine gels
and silver staining (Amersham Biosciences) prior to measurements to confirm protein
purity.

Conformational Investigation by Circular Dichroism (CD). Unless specified
otherwise, experiments were conducted at a protein concentration of 0.6 mg/ml with a
phosphate buffer (128 mM NaH,PO,, pH 6.8). CD measurements were carried out as
described previously (31).

Thermal Denaturation. The samples were prepared as described in the
preceding section. To measure thermostability, temperature was increased from 5 to 98
°C at a rate of 20 °C/h using a Neslab RTE-111 water bath controlled by the Jasco

spectropolarimeter software. CD spectra were collected by a Jasco spectwopolarimeter J-
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720 at every 5 °C from 190 to 260 nm, at a speed of 20 nm/min, and CD signals at 222
nm were collected at every 1 °C.

Thermal stability was calculated assuming a unimolecular, two-state process as
previously described (34). The CD signal at 222nm at various temperature was used as
the property (y) indicative of the extent of unfolding. In the folded state, the parameter y
= yr and the fraction of folded protein f; is equal to 1. When the protein is unfolded, the
parameter y = y,, and the fraction of unfolded protein fu is equal to 1. For intermediate
states, y is given by yr fr + yy fu. Thus, by measuring y, we can calculate the fraction of
unfolded protein: f; = (t- y)/(¥e- yu)- The equilibrium constant for the unfolding process
is K, = fi/(1-f;) and melting temperatures (T,) are obtained at K, =1 (34).

8-Anilino-1-naphtalene sulfonic acid (ANSA) Fluorescence Enhancement.
Protein concentration was adjusted to 0.1 mg/ml in borate-phosphate buffer (55 mM
Na;B407, 55 mM NaH,PO,, pH 6.8) and equilibrated 1 hour at room temperature. ANSA
was added to a final concentration of 10 uM and equilibrated 5 minutes prior to
measurements. Spectra were recorded using an LS50-B Perkin-Elmer fluorometer with
an excitation wavelength of 380 nm. Spectra were collected from 410 to 550 nm.
Correction for buffer signal and ANSA was applied. Enhancement factors were
calculated with the ratio of fluorescence intensity at 480nm of free vs bound ANSA.

Intrinsic Fluorescence Measurements. Protein concentration was adjusted to 0.1
mg/ml in borate-phosphate buffer and equilibrated 1 hour at room temperature. Chemical
denaturation was performed by adding urea to a final concentration of 8 M and

equilibrated at room temperature 5 min before measurements. Spectra were recorded
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using an LS50-B Perkin-Elmer fluorometer with an excitation wavelength of 280 nm.
Specwra were collected from 290 to 360 nm and corrected for buffer emission.

Proteolytic Degradation Measurements. Measurements were done as described
previously (31). Cytochrome ¢ (ICN Biomedicals #101467) was used as an internal

reference in order to allow for comparison of different digestion experiments.
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RESULTS

Design Strategy. In the canonical alpha helix coiled coils folds, heptad positions
b, c and f are solvent exposed (35). Hydrophobic side-chains at such exposed positions in
native protein are known to force the formation of a hydration structure around them,
which contribute to decrease the system entropy and destabilize the native form of the
protein (36, 37).

In MB-1, two hydrophobic side chains occupy heptad positions ¢, which are
predicted to be exposed if folded as per design: Leul9 and Leu68. Such residues could
promote the previously described destabilizing effect on the protein fold, thus, changing
such residues to more polar ones should lead to an increase in stability. Moreover, the
substitution of these Leu by acidic residues could lead to the formation of solvent
exposed salt bridges with the two nearby Lys residues at the surface of MB-1 as shown in
the figure 2.1. Among the acidic residues, Glu is the closest polar isostere of Leu in the
naturally occurring amino acids, which approximately limits the effect of the substitution
to a change in polarity of the residue’s side-chain. Glu has also a higher helix propensity
(38) and is a better salt-bridge former than Asp, which is known, in some context, to
behave as a helix breaker (39). Helix forming propensity of Glu in both positions was
predicted using various criteria which suggest that Glu insertion will promote helix
formation in both helices (40, 41). For all the above mentioned reasons, Glu was chosen
for the replacement of Leu in both positions 19 and 68.

Secondary Structure Analysis. Secondary structures were monitored using far-

UV circular dichroism (Figure 2.2). All three mutant proteins Leu68Glu, Leul9Glu, and
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double mutant Leul 9Glw/Leu68Glu showed the typical signature of helical proteins
similar to MB-1Trp, with a slightly lower signal. Using CDSSTR algorithm (42), all
mutants were found to have about 40% of their amide groups in a helical environment
(Table 1). This percentage is rather low compared to almost all previously described MB-
1 mutant proteins shown to have a helical content of about 50 % (19, 31, 43, 44). The loss
in helical structure of all mutants is correlated to a comparable gain in -structure.

Tertiary Structure Analysis. Intrinsic fluorescence measurements were
performed in order to monitor the environment of the sole Trp residue predicted to be in
the core of the protein. As seen in Figure 2.3, Leu68Glu fluorescence spectrum peaked at
335nm with a significant shift upon chemical denaturation to 345nm, which is
reminiscent of MB-1Trp. These maxima suggest that Trp62 is protected in the folded
state, and become solvated after denaturation. At variance, mutants Leul9Glu and
Leul9Glu/Leu68Glu fluorescence spectra peaked at 345nm with no shift upon chemical
denaturation (data not shown), indicating a total solvent exposure of the Trp side-chain in
both proteins, in either native or denaturing conditions. The mutation Leul 9Glu lead to
an important modification of the tertiary swucture, regardless of the mutation in position
68.

ANSA binding experiments were performed in order to further explore the
tertiary structure of the mutant proteins. As seen in Table 2, an enhancement factor
around 3 for all proteins was found (same as for the parent protein MB-1Trp) and lower
than the value expected for poorly folded proteins (45).

Effect of the Mutations on Conformational Stability. Conformational stability

was assessed by monitoring the circular dichroism signal at different temperature.
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Denaturation curves are shown in Figure 2.4 with the corresponding melting temperatures
in Table 1. Mutations Leul 9Glu and Leul 9Gluw/Leu68Glu seem to destabilize the parent
molecule MB-1Trp, leading to a loss of 8.4 and 12.5°C in melting temperature
respectively. However, the mutation Leu68Glu stabilized MB-1Trp by more than 6°C, an
improvement that makes it the most thermoresistant mutant so far in the MB-1 family.
Interestingly, Leu68Glu appears folded from 15 up to 40°C. This behavior could lead to a
great improvement in proteolytic resistance in cow rumen, in which the temperature is
around 39°C. Addition of 500 mM NaCl was performed in order to investigate the
contribution of surface electrostatic interactions in mutants Leu68Glu and Leul9Glu.
Masking charges in Leu68Glu lead to an important destabilization in agreement with the
formation of a stabilizing salt bridge in this mutant. At variance, the presence of salt had
no impact on Leul9Glu melting temperature, suggesting that stabilizing salt bridges
between Glul9 and neighboring Lys were not formed.

Effect of the Mutations on Proteolytic Degradation. The proteolytic resistance
of the three mutants was measured and compared to the parent protein MB-1Trp. As can
be seen in Figure 2.5, the Leu68Glu mutant resistance to degradation compares with that
of MB-1Trp (the parent molecule), and of cytochrome c (a natural protein of similar
size). Mutation Leul9Glu led to a destabilization of MB-1Trp, regardless of mutation in
position 68. The results suggest a correlation between conformational thermostability

and proteolytic resistance for all MB-1Trp proteins analyzed here.
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DISCUSSION

A number of strategies have been investigated and successfully applied for the
stabilization of the nutritive protein MB-1: engineering loop motifs (46, 47); insertion of
extra- and inwra-molecular disulfide bridges (43, 48); polymerization (48); and increasing
core hydrophobicity (31). In all cases, increase in thermostability and/or resistance to
proteases was achieved in such evolved proteins. Another important feature that has been
associated with folding stabilization is the salt bridge. Careful examination of Figure 2.1
reveals that no salt bridges should exist in MB-1 if folded as per design. Reasons for this
omission at the time of design have been debated earlier (19, 49), and include 1- the need
for a high content in EAA and 2- an attempt to achieve a protein that would be more
natural regarding its charged residue composition than existing de novo design alpha

helical bundles.

Electrostatic interactions have been previously reported to have an important
contribution on de novo designed proteins native-like folding (50-53). Therefore, we
attempted here to achieve better protein properties by inserting negatively charged
residues in position 19 and 68, where bridging with neighboring Lys residues at position i
-4 and i+ 3 is possible.

The mutation Leu68Glu was found to promote improvements in MB-1Trp
characteristics, as supported by fluorescence measurements, thermal denaturation and
proteolytic degradation experiments. Although important, similar stabilisation has been
observed for surface single point mutation in other studies (54).

Contribution to stability of this mutant protein could come from two factors: 1-

removal of surface hydrophobic side-chain (Leu68), and/or 2- formation of stabilizing
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salt bridge. The impact of salt on the mutant thermostability strongly suggests that a
stabilizing bridge is formed indeed. Note that the stabilisation observed here is not the
result of the neutralisation of the helix macrodipole, which requires insertion of
negatively charged residues at the N-terminal end of helices.

The mutation Leul9Glu led to destabilization of MB-1Trp protein. Adding salt
had no effect on thermal denaturation, suggesting that there were no stabilizing
contributions from salt bridges. More importantly, the mutation had a drastic impact on
tertiary fold, leading to apparent Trp62 exposure and loss of thermostability.
Surprisingly, while two positive modifications at the surface of the mutant Leul9Glu
were expected (removal of a non-polar Leu from its surface and formation of stabilizing
electrostatic interactions), negative results were recorded, suggesting a major,
destabilizing impact on the protein fold. It seems that the structural destabilization
provoked by Leul 9Glu mutation cannot be corrected by the other mutation Leu68Glu.

Several studies had demonstrated that, in some particular exposed environments,
polar-to-non-polar side-chain substitution led to stabilisation of the protein (36, 55, 56).
Such intuitively destabilizing mutations can in fact help specify a unique, "native"
conformation, by restricting access to competing, isoenergetic conformation that would
lead to polydispersity, and loss of native traits.

Effect of salt bridges at solvent-exposed sites on proteins is still matter of
controversy (57, 58). The topic has been recently discussed by Kumar and Nussinov: it
appears that the impact of exposure, solvation and respective positions of the bridge
partners on the (de)stabilisation afforded by a mutation complicates the task of protein

engineers (59). The different behaviour of our two single point mutants is an example of
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the difficulties associated with salt bridge design. The sites chosen for the mutation are
expected to be equivalent and the consequences of the mutations also. All data gathered
so far on MB-1 and its numerous mutants are compatible with a properly folded alpha-
helical bundle (49). In this respect, positions 19 and 68 are expected to be in two
equivalent helices (helices I and IIl). Further, secondary structure prediction and
secondary structure propensities indicate that the segments around positions 19 and 68
are equivalent and should be fully helical before and after the mutation Leu to Glu (not
shown). Despite this, the mutations have clearly different impacts on MB-1Trp.

The complexity of salt bridge engineering with regards to energetic contribution
to stability of a number of factors has been described by Phelan et al. (60) and Takano et
al. (61). Among the factors cited, one finds 1- the favourable coulombic attraction and
H-bond formation, 2- the unfavourable cost of side-chain desolvation and fixation, and 3-
the unpredictable other contributions, such as global structural modifications and changes
in the hydrophobic effect. The mutations studied here are equivalent with regards to item
2. Further, the change in hydrophobic effect is expected to be equivalent. The important
modification of the tertiary structure and the absence of salt bridge in the mutants with
the mutation Leul9Glu are the reasons for the differences reported here. Such a
conclusion suggests another interpretation for the data presented here: the existence of
structural differences between position 19 and 68 that probably existed before
mutagenesis. An investigation is under way that will address the exact location of the
helical segments in the proteins studied here, thus allowing to understand the differences

between the environments of Leul9 and Leu68.
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Table 1 : Secondary structure analysis for MB-1Trp and its variants
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. Helix B-Strand B-Tum Others Tm (°C) Tm (°C) with salt
Proteins
+3% +3% +3% +3% +1°C +1°C
MB-1 Trp 51 8 14 28 55.0 -
Leul9Glu 37 15 13 35 47.6 47.1
Leu68Glu 37 18 12 33 61.1 46.6
Leul9Glu/Leu68Glu 38 14 12 36 42.5 -
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Table 2 : Tryptophane and ANSA fluorescence experiments of MB-1Trp and its variants

Amax Trp
Proteins Core Fluidity
(nm)
MB-1Trp 333 3
Leul9Glu 345 2.5
Leu68Glu 335 33

Leul9Glu/Leu68Glu 345 3
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FIGURE LEGENDS

Figure 2.1: Predicted location of secondary structures in MB-1Trp. The structure is
flattened with the core-forming hydrophobic residues in background. Leu 19 and 68 are

dark-circled; 6 His were added for purification purposes.

Figure 2.2: CD spectra of MB-1Trp and its variants: (O) MB-1Trp; (o) Leul9Glu; (0)

Leu68Glu; (A) Leul 9Glu/Leu68Glu.

Figure 2.3: Tryptophan fluorescence spectra of MB-1Trp and its variants. Spectra were
normalized to 100 a.u. in order to allow for direct comparison of maxima. Same symbols

as above.

Figure 2.4: Thermal denaturation of MB-1Trp and its variants monitored using molar

ellipticity at 222 nm. Symbols are the same as for Figure 2.2.

Figure 2.5: Proteolytic degradation of MB-1Trp and its variants. Percentages of
degradation are based on the protein disappearance during incubation with proteases.
Degradation curves for cytochrome c (*), the protein standard used to normalize all

digestion experiments, and that of MB-1 (+), the ancestor of MB-1 family, are shown for
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comparison.  Other symbols are same as above, Leul9Glu data superimposed those

obtained for the double mutant.
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Figure 2.1: Predicted location of secondary structures of MB-1TrpHis. The structure
is flattened with the core-forming hydrophobic residues in background. Leu 19 and 68 are

dark-circled; 6 His were added for purification purposes.
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Figure 2.2: CD spectra of MB-1Trp and its variants: (O) MB-1Trp; (o) Leul9Glu; (0)

Leu68Glu; (A) Leul 9Glw/Leu68Glu.
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Figure 2.3: Tryptophane fluorescence spectra of MB-1Trp and its variants. Spectra

were normalized to 100 a.u. in order to allow for direct comparison of maxima. (O) MB-

1Trp; () Leul9Glu; (¢) Leu68Glu; (A) Leul 9Glu/Leu68Glu.
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Figure 2.4: Thermal denaturation of MB-1Trp and its variants monitored using

molar ellipticity at 222 nm. (O) MB-1Trp; (o) Leul9Glu; (0) Leu68Glu; (A)

Leul 9Glu/Leu68Glu.
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Figure 2.5: Proteolytic degradation of MB-1Trp and its variants. Percentages of
degradation are based on the protein disappearance during incubation with proteases.
Degradation curves for cytochrome c (*), the protein standard used to normalize all
digestion experiments, and that of MB-1 (+), the ancestor of MB-1 family, are shown for
comparison. Other symbols are same as above, Leul9Glu data superimposed those

obtained for the double mutant.
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2.2 Autres résultats

Bien que I’article contienne la majorité des résultats de mon projet, une

observation non-mentionnée mérite qu’on s’y attarde.

Dans un premier temps, la chromatographie sur résine d’amylose permet d’isoler,
a partir d’un lysat cellulaire, les protéines qui ont une affinité pour le maltose (I’amylose
étant un polymeére de maltose). Notre protéine, étant fusionnée a la "maltose-binding
protein" (MBP), est récupérée lors de 1’élution de la colonne d’amylose. Dans un
deuxiéme temps, 1’éluat, aprés une exposition au facteur X, (une protéase spécifique au
site Ile-Glu-Gly-Arg placé entre notre protéine et la MBP) est injecté sur un résine DEAE
sépharose échangeuse d’anions. Historiquement, MB-1Trp a toujours été lavé de la
colonne sans gradient de sel tandis que MBP restait accrochée (Gagnon et al. 2000). Cette
observation est corroborée par la prédiction de point isoélectrique, soit 6.72 pour MB-
1Trp et 5.08 pour MBP, qui prédit une plus grande proportion de charges négatives a pH
8.0 pour la MBP que pour MB-1Trp (Compute pI/Mw tool, Expasy home page,
expasy.org). Cependant, nos mutants ont changé de comportement en s’accrochant a la

résine DEAE lors du lavage et en s’éluant dans le gradient de sel avec la MBP.

Les mutations aux positions 19 et 68 ajoutent théoriquement deux groupements
carboxyles a la surface de la protéine. Ces groupements déplacent le point isoélecwrique
de la protéine vers des pl acides comme nous le démontre le logiciel de prédiction de

point isoélectrique "Compute pI" avec les valeurs 6.08 et 5.63 pour les simples mutants et
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le double mutant respectivement. Ces points isoélectiques sont calculés pour les peptides
dénaturés et doivent donc étre pris a titre indicatif seulement étant donné que le point

isoélectrique est déterminé en réalité par la balance des charges de surface d’une protéine.

En plus de nous obliger a opter pour la conswuction d’un syst¢éme utilisant la
purification par une affinité au nickel comme purification subséquente, ce changement de
point isoélectrique nous pousse a croire que nos mutations aux positions 19 et 68 sont bel

et bien a la surface de la protéine comme la prédiction de structure secondaire le propose.
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CHAPITRE III

DISCUSSION

3.1 L’effet des ponts salins sur la stabilité de MB-1Trp

L’effet des ponts salins a la surface des protéines est toujours controversé.
Plusieurs auteurs montrent une contribution stabilisante de leurs ponts salins, soit par la
déstabilisation d’une protéine suite a leur retrait ou par la stabilisation de la protéine par
leur ajout (Merz et al. 1999; Lounnas et al. 1997). D’autres ont montré 1’inverse, soit des

contributions déstabilisantes suite a I’insertion de ponts salins a la surface de la protéine

(Lee et al. 2002; Phelan et al. 2002).

L’ambiguité de I’effet des ponts salins vient probablement de la complexité des
contributions qui entrent en jeu lors de leur formation. L’équipe de Takano et celle de
Phelan ont bien cerné les contributions impliquées lors de la formation d’un pont salin

exposé. Une version combinée de leurs équations est présentée ci-bas :

Equation [1] AGPont Salin =~ AC}Attracion + AC‘Desolvation + AGEnIJ'opique + ACiAum:

ol le AGpont salin représente le changement d’énergie libre de la protéine lors de la

formation du pont salin; le AGagractions 12 contribution coulombique attractive (deux
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charges 1’une par rapport a I’autre); le AGpesolvations 1€ colit déstabilisant qu’implique le
retrait des molécules de solvant des chaines latérales impliquées dans le pont salin;
AGEntropique; 1€ colit entropique de fixation des chaines latérales dans une position précise
pour former le pont salin; et le AGauge regroupe les contributions imprédictibles, c’est-a-
dire les modifications de structures secondaires et tertiaires et les changements dans

I’effet hydrophobe.

La différence d’énergie libre entre 1’état natif et 1’état dénaturé d’une protéine est
relativement faible : les contributions stabilisantes (effet hydrophobe, interactions
€lectrostatiques, pont hydrogene, interactions de Van der Waals) d’une part et les
contributions déstabilisantes (entropie conformationnelle, température) d’autre part, se
distinguent seulement par quelques kJ mol™ pour une protéine native. Il en est de méme
pour un pont salin, sa formation peut étre stabilisante ou non selon le cas. Pour permetire
la formation d’un pont salin, la différence d’énergie libre globale (AGpont sajn) doit étre
négative (stabilisante). Pour ce faire, les contributions stabilisantes (AGagaction +

AGaue) doivent étre plus importantes que les contributions déstabilisantes (AGpesolvation

+ AGEntropique"' AGAulre)-

Kumar et ses collégues ont déterminé que la force attractive coulombique d’un
pont salin est directement reliée & 1’orientation et a la distance des chaines latérales 1’une
par rapport a ’autre (Kumar et al. 2002). Le mauvais alignement ou I’éloignement réduit

la contribution d’attraction des charges opposées. Des études faites par résonance
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magnétique nucléaire (RMN) avec 1’hétérodimere c-Myc-Max ont montré que la force et
la géométrie des ponts salins fluctuent énormément avec les différents conforméres
qu’adopte la protéine. Ces ponts salins s’interconvertissent d’un état stabilisant a
déstabilisant. Les ponts salins stabilisants sont ceux qui se retrouveront plus souvent dans
des conformations stabilisantes que déstabilisantes. Ce résultat nous rappelle que les
ponts salins, tout comme les protéines, sont dynamiques et non pas statiques (Kumar et

al. 2000).

L’insertion d’un pont salin & la surface de MB-1Trp s’est avérée une bonne
stratégie pour améliorer ses caractéristiques dans le contexte ou aucune structure
tridimensionnelle n’est disponible. Certains exemples de protéines de novo démontrent
un réseau de ponts salins trés développé. Le baril a trois hélices congu par Johansson et
ses collégues posséde, comme on peut le voir a la figure 3.1, un réseau de sept ponts
salins qui spécifie la topologie des hélices tout en la stabilisant (Johansson et al. 1998). Il
en est de méme pour la grande majorité des protéines hélicales de novo (Meier et al.
2002; Hill et al. 2000; Jiang et al. 1997; Betz et al. 1997). Notre approche se distingue par
le fait que nous visons la formation de ponts salins de surface ponctuels sur notre

protéine.

La réussite de notre stratégie est démonwée par les caractéristiques du mutant
Leu68Glu. La formation du pont salin a été démontrée par la perte de thermostabilité lors

d’expériences de masquage d’interactions électrostatiques par une haute concentration de
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sel. La conservation de la conformation et des structures secondaires montre que la
mutation n’a pas d’effet inattendu sur la protéine. On peut également constater aprés la
comparaison des courbes de dénaturation que Leu68Glu demeure complétement pliée a
40°C, au-dela de la température du rumen de la vache (donc celle a laquelle la protéine
devra résister), tandis que MB-1Trp a déja perdu 20% de ses structures secondaires a la
méme température. Aucune augmentation de la coopérativité de la dénaturation n’a été
observée dans aucun des mutants, indiquant qu’aucune amélioration n’a été faite a la
compaction spécifique du cceur hydrophobe et au comportement natif naturel de la
protéine. Cette constatation n’est cependant pas une surprise compte tenu du fait que les

mutations devraient affecter principalement la surface de la protéine.

Le comportement du mutant Leul9Glu a été plus surprenant. Ce mutant a subi un
changement de structure tertiaire important ayant probablement mené & un changement
des voisins du tryptophane, de concert avec une perte de thermostabilité de prés d’une
dizaine de °C. Le changement de structure tertiaire est d’ailleurs accompagné par
I’absence de formation du pont salin. Ce comportement est d’autant plus inattendu que la
substitution a lieu dans un contexte qui devrait é&re homologue, pour ne pas dire
identique, & la substitution Leu68Glu. Evidemment, la contribution stabilisante de la
mutation Leu68Glu lorsque appliquée sur le variant Leul9Glu n’apparait pas,
probablement dfi aux changements dans la structure de la protéine induits par la

substitution Leu19Glu qui empéche la formation du pont salin en position 68.
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Figure 3.1: A) Exemple de la protéine en baril a trois hélices ayant un réseau de
ponts salins E-K et E-R aux interfaces (positions ""g" et "e'" sur ’heptade). B) La
méme protéine montrant la contribution de spécification du repliement des
interactions électrostatiques. La topologie B serait probablement déstabilisée par
rapport a la A, car la conservation du repliement B aurait un cofit en énergie libre plus
élevé, dues aux interactions répulsives sur les faces g-e et g-g. Cette stratégie de

spécification de la topologie s’appelle "negative design". (Tiré de Johansson et al. 1998)
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3.2 Les éléments qui différencient les mutations aux positions 19 et 68

Afin de comprendre ce qui fait que les deux mutations ne donnent pas des

résultats semblables, nous allons décortiquer les facteurs en jeu.

3.2.1 Quelles sont les contributions impliquées dans la stabilisation du mutant Leu68Glu

et qui devraient étre présentes dans le mutant Leul9Glu?

L’équation 1 (p.67) énumere les contributions & considérer pour répondre a cette
question. Premiérement, la contribution attractive, due aux charges opposées, semble
donner une bonne partie de 1’effet observé dans le mutant Leu68Glu, car on observe une
diminution de stabilité lors du masquage avec le sel. La substitution donnant cette méme
possibilité au mutant Leul 9Glu est présente, mais ne semble pas contribuer a un effet
attractif. En effet, il n’y a aucun changement lors des expériences de dénaturation

thermique en présence d’une forte concentration de sel.

Deuxiémement, le coit déstabilisant de désolvation des chaines latérales est
difficile & déterminer. Cependant, on peut estimer qu’il est moins important que la
contribution attractive, car autrement la formation du pont salin serait impossible dans le
mutant Leu68Glu. De plus, ce colit devrait étre identique pour le mutant Leul9Glu, car

les deux résidus sont dans des positions semblables dans leur hélice respective.
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Troisiémement, le cofit entropique de fixation des chaines latérales dans une seule
conformation permettant la formation du pont salin devrait étre théoriquement le méme

dans les deux mutants si les deux positions sont dans un environnement semblable.

Quatriémement, il y a les autres contributions a la stabilité. Le changement de
structures secondaires, observé dans chacun des mutants, ne semble avoir qu’un lien
indirect avec une ou 1’autre des mutations. Effectivement, le méme changement de
structures secondaires a donné des effets différents sur la stabilité des trois mutants. Une
hypothése plausible serait que les cinq ou six demiers acides aminés (positions 94-100)
adoptent une conformation B et que la queue de poly-histidines elle-méme soit en
conformation désordonnée. Cette hypothése permet d’expliquer les pourcentages de
structures secondaires calcul€es pour les trois protéines. Cette hypothése est €galement
appuyée par une analyse faite par le logiciel de prédiction de structures secondaires GOR
IV (non montrée) qui démontre le potentiel de la queue de poly-histidine & provoquer la

transition a-p des quatre demiers acides aminés en C-terminal (97-100).

La contribution de la substitution & 1’effet hydrophobe global est aussi difficile a
évaluer. La structure prédite nous pousse a croire que les deux mutants devraient avoir un
changement d’effet hydrophobe comparable, car elles sont dans des positions similaires.
Une expérience intéressante qui permettrait d’isoler la contribution a 1’effet hydrophobe
serait de faire un autre cycle de mutations doubles, comme celui-ci, mais en utilisant la

glutamine comme substituant. Comme on peut le voir a la figure 3.2, les chaines latérales
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Figure 3.2: La chaine latérale du glutamate et de la glutamine. On peut y voir la
différence dans les chaines latérales : le groupement amine des glutamines est remplacé

par un groupement hydroxyl dans les glutamates.
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du glutamate et de la glutamine sont trés semblables avec seulement un groupement
amine au lieu d’un groupement hydroxyle sur le carbone y. Cette expérience montrerait
I’effet du retrait de deux groupements méthylénes de la surface de la protéine en
remplagant par un groupement polaire non-chargé. On découplerait la contribution de
I’effet hydrophobe de celle des ponts salins. Cependant, rien ne pousse & croire que la
contribution & 1’effet hydrophobe soit différente pour les substitutions en position 19 et

68.

Il n’y a aucune évidence d’un changement de structure tertiaire provoqué par la
mutation Leu68Glu, tel que montré par la fluorescence du tryptophane et de ’ANSA.
Cependant, il a été démontré, par les présentes expériences, que la substitution Leul 9Glu
provoque un changement important de la structure tertiaire et de I’organisation du cceur

hydrophobe. Il y a donc une différence fondamentale entre ces deux mutations.

322 Qu’est-ce qui peut expliquer une différence entre ces deux substitutions

apparemment semblables (Leul 9Glu vs Leu68Glu)?

En utilisant le logiciel GOR 1V, la structure des trois mutants a été prédite ayant
un contenu €élevé en hélice, soit similaires a8 MB-1Trp, exception faite de ’effet de la
queue d’histidines que nous avons traité précédemment. Les prédictions de structures
secondaires sont : 70-71% en hélice, 21-23% en coude désordonné et 7-10% en structure

B. Les différents changements de caractéristiques observées dans les variants qui sont
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présentés ici ne peuvent donc s’expliquer par des changements au niveau de la capacité

de la structure primaire & former des hélices.

Au niveau de la structure probable des mutants (figure 1.5), les seules différences
entre les deux sites sont les suivant :

- Laproximité du site de mutation avec le résidu Trp62;

- La localisation qui est soit dans une hélice terminale, soit dans une hélice

intermédiaire.

Intuitivement, c’est autour de la mutation Leul9Glu que I’on doit d’abord
chercher une explication. Des exemples de déstabilisation d’hélices terminales similaires

au cas de Leul9Glu ont €été rapportés dans la littérature (Chu et al. 2002).

Il est également possible que, malgré nos prédictions, la séquence exacte des
hélices et la position des coudes ne soient pas telles que prédites. Cette hypothése est
plausible étant donné la différence entre la prédiction de structures secondaires et les
proportions de structures secondaires mesurées par dichroisme circulaire. La position 19
pourrait en réalité étre & ’intérieur du cceur hydrophobe. Ainsi, un changement d’une
chaine latérale hydrophobe pour une chaine polaire pourrait provoquer un changement de
I’acide aminé voisin du Trp62 qui expliquerait le changement des caractéristiques de
fluorescence du mutant Leul9Glu. Une déstabilisation du cceur hydrophobe qui
exposerait le Trp62 au solvant pourrait également provoquer cet effet. Alternativement, le

pont salin pourrait également s’étre formé, mais la position de 1’hélice I projetterait la
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paire Glu-Lys & Dl’intérieur du cceur hydrophobe, créant une paire ionique tres forte,
insensible & une haute concentration de sel, qui déplacerait la fluorescence du mutant vers
le rouge tout en déstabilisant toute la structure tel qu’observé dans le cas de Leul9Glu et
du double mutant. Ces hypothéses ne peuvent étre ignorées puisque nous n’avons pas
d’information sur la structure tridimensionnelle précise pour les protéines de la famille

MB-1.

L’effet des résidus hydrophobes et aromatiques & la surface des protéines
naturelles a dernierement été traité d’une facon tout & fait surprenante par quelques
équipes de recherche. Le groupe de Tisi et Evens attribue, & ces petits regroupements
hydrophobes de surface, un role de déterminant de la structure tertiaire, en limitant le
nombre de conforméres isoénergétiques disponibles pour la protéine. Il souligne la
prédominance de 1’effet hydrophobe comme élément poussant le repliement des
protéines, mais identifie les interactions de surface comme étant des contributions a la
structure fine de 1’¢état natif. D’autres groupes identifient également le role de la structure
d’hydratation de la chaine latérale hydrophobe comme étant un élément important dans
I’effet d’une mutation hydrophobe de surface (Funahashi et al. 2000; Poso et al. 2000;
Schwemhe et al. 1998; Tisi et al. 1995). Comme ces informations ne sont disponibles que
par la résolution de la structure tridimensionnelle de la protéine, ces é€léments ne peuvent
qu’étre des pistes de recherche pour I’instant. Donc, 1’effet d’une mutation de surface est

extrémement dépendant du contexte.
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En conclusion, le retrait de chaine latérale hydrophobe combiné a I’ajout de ponts
salins & la surface de la protéine MB-1Trp s’est avéré étre une stratégie valable pour
augmenter sa thermostabilité. Cette augmentation de stabilité et la conservation de 1’état
natif jusqu'a 40°C devrait nous assurer un meilleur rendement lors de son application en
agro-biotechnologie (meilleure accumulation dans une plante transgénique, meilleure
résistance dans le rumen, etc.). Il est important de rappeler que 1’augmentation de la
stabilité de la protéine MB-1 est capitale, comme pour toute autre protéine appliquée en
nutrition des ruminants. Dans un premier temps, 1’accumulation d’une protéine idéale
dans le cytoplasme d’une plante, étape préalable a sa production, a son stockage et a sa
livraison a la vache, est directement liée & sa capacité a résister & la machinerie cellulaire
végétale de dégradation protéolytique. Dans un deuxiéme temps, la protéine idéale
devrait étre de la plus grande stabilité possible dans une gamme de pH de 5.5 4 7.0. Ce
pH est celui du rumen, premier estomac de la vache contenant la flore bactérienne
susceptible de dégrader la protéine d’intérét. Dans un troisiéme temps, la protéine idéale
devrait perdre sa stabilit¢ dans une gamme de pH de 2.0 4 3.0, le pH de I’abomasum,
pour permettre sa dégradation et son assimilation (Papas et al. 1997). En ce sens, il n’y a
aucune limite 4 la stabilité de la protéine exprimée tant et aussi longtemps qu’une certaine
déstabilisation est possible a bas pH. Dans le contexte de MB-1, I’ajout de ponts salins
est une stratégie d’autant plus intéressante, car les charges permettant la formation de
I’interaction ionique entre les chaines latérales de la Lys et du Glu sont présentes qu’entre
pH 4.3 et 10.5. Ainsi, la stabilité du mutant Leu68Glu serait réversible lors de son arrivée

dans 1’abomasum, un avantage que ne possédait pas ses prédécesseurs.
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3.3 Comparaison avec les précédents homologues de MB-1

La saga de la famille MB-1 se poursuit depuis 12 ans. Les stratégies utilisées pour
améliorer sa stabilité et sa durée de vie in vivo ont ét€ nombreuses et trés souvent
fructueuses. Le tableau 3.3 résume les améliorations de stabilité apportées & MB-1 avec

les stratégies pour y arriver.

On peut y voir les différentes améliorations données par les différents mutants.
Notre mutant Leu68Glu apparait comme étant le meilleur mutant synthétisé jusqu’a
maintenant, dépassant le MB-1 initial, la protéine utilis€ée pour les présentes mutations,
MB-1Trp, les variants utilisant les ponts disulfures et des combinaisons de mutations. Ses
caractéristiques le placent comme un mutant de choix pour 1’expression hétérologue dans

un organisme 3 intérét agroalimentaire.

Les mutants portant la substitution Leul9Glu ont un probléme de mauvais
repliement qui expose leur tryptophane. Cette caractéristique a déja été observée dans le
cas des mutants MB-1TrpLH et MB-1TrpRH, ou le pont disulfure intramoléculaire entre
I’hélice 1 et 4 créait une tension dans la structure qui rendait le tryptophane accessible au
solvant. Dans les deux cas, le mauvais comportement du cceur hydrophobe semble

indiquer que ces protéines s’accumuleraient peu dans une plante transgénique.
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Résistance
o 0
Protéine Tm (CC) proteol’ythpe SO Stratégie Référence
protéine intacte
aprés 60 minutes)
Design d’une protéine Beauregard et al.
2ot = L nutritive 1995
Dimérisation par pont Morrison et al.
LTS = e disulfure intermoléculaire 2000
Williams et al.
Pont disulfure en 2002
b2 = & topologie main gauche Doucet et al.
2002
Williams et al.
Pont disulfure en 2002
halz2 izl 30 = topologie main droite Doucet et al.
2002
Insertion d’un wytophane Gagnon et al.
bl A R e dans le coeur 2000
Combinaison de pont S-S  Doucet et al.
Ll U e 2 Y main gauche avecle Trp 2002
Combinaison de pont S-S  Doucet et al.
AL g0l 0: = e main droite avec le Trp 2002
Pont salin de surface avec Sasseville et al.
Leul9Glu 47 - le Trp 2003*
Pont salin de surface avec Sasseville et al.
Leu68Glu 61 65 le Trp 2003*
Leul9Gluw/Leu68Glu 43 35 Pont salin de surface avec Sasseville et al.
le Trp 2003*

* Les résultats du présent travail.

Figure 3.3: Compilation des stratégies appliquées a MB-1 depuis sa création et des
stabilités thermodynamiques correspondantes. Tableau des caractéristiques
thermodynamiques des différents homologues de la protéine nutritive de design de novo

MB-1. Les stratégies appliquées y sont €galement inscrites.
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3.4 Perspectives de recherche

Malgré les améliorations apportées & sa stabilité conformationnelle, Leu68Glu
pourrait encore étre amélioré de plusieurs fagcons. Tout d’abord, sa dénaturation
thermique n’est pas encore aussi coopérative que celle d’une protéine naturelle, ce qui
semble indiquer que son cceur hydrophobe est encore relativement fluide. Des efforts
d’optimisation de la spécificité d’empaquetage des chaines latérales du cceur hydrophobe
devraient aider & améliorer ses caractéristiques. Les stratégies rationnelles ayant leurs
limites, surtout pour une protéine dont la structure tridimensionnelle n’est pas connue,
I’approche par évolution accélérée semble une approche intéressante. Un remodellage du
coeur hydrophobe par mutation al€atoire des positions prédites dans ce cceur pourrait

donner 4 MB-1 une fluidité réduite et donc une résistance aux protéases augmentée.

La poursuite de 1’optimisation des interactions électrostatiques sur MB-1 est
justifiée. Ces interactions sont connues dans de nombreuses protéines naturelles comme
étant des éléments de spécification de repliement natif. Le design de ponts salins
directement dans le cceur hydrophobe, sans nécessairement étre stabilisant, peut servir a
contraindre une protéine a adopter une forme unique, comme c’est le cas pour lysozyme
du phage T4 (Anderson et al. 1990). Sans étre dans le cceur, ces interactions
€lectrostatiques pourraient étre ajoutées aux interfaces comme dans les cas décrits a la
section 9. Ces substitutions aux interfaces pourraient se faire par design rationnel ou

encore par une approche aléatoire de dégénérescence des positions d’interfaces, avec une
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sélection a haut débit basée sur la stabilité thermique et la résistance aux protéases (par

"phage display" ou "RNA display") (Chu et al. 2002; Riechmann et al. 2000).

Une autre approche intéressante en design rationnel serait de créer un site de
liaison au métal en utilisant les coudes 1 et 3. Ce type d’approche a déja démontré son
efficacité pour améliorer les caractéristiques des protéines de novo (Hill et al. 2000). De
plus, certains domaines de liaisons d’ions divalents contiennent une proportion
particulicrement élevée de méthionine, dont les atomes de soufire servent a la
complexation de 1I’ion (Wemimont et al. 2003). Donc, tout en stabilisant la protéine en
créant un tel domaine, il serait possible d’augmenter le taux de méthionine. Il serait
également possible de conserver le taux de méthionine en remplagant des méthionines

déstabilisantes dans la structure par celles participant au domaine.

D’un point de vue académique uniquement, une expérience de remplacement de
toutes les méthionines du cceur hydrophobe nous donnerait peut-étre une vision toute
autre de la protéine. Peut-étre que le design de MB-1 est parfait a la base et que la seule
chose qui le rend difficile & domestiquer est la relative polarité du noyau hydrophobe.
Celui-ci contient plusieurs chaines latérales de méthionines dont les atomes de soufre
possedent deux pairs d’électrons libres qui augmentent cette polarité. De plus, la grande
flexibilité¢ de la chaine latérale de la méthionine lui permet un beaucoup plus grand
nombre de conforméres que d’autres chaines latérales hydrophobes, ce qui nuit a
I’obtention d’un état natif unique. Une protéine sans méthionine dans le cceur hydrophobe

serait peut-étre plus facile a cristalliser ou son pawon de diffraction aurait peut-étre une
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plus haute résolution. La structure tridimensionnelle résolue pourrait €tre utilisée pour
designer de nouveaux sites d’insertion de méthionine moins déstabilisants. Elle nous
permettrait également de cibler les problémes de repliement ou d’identifier les régions

repliées d’une fagon différente de celle prédite.
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