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Production et purification de trois classes de protéines majeures de la
membrane externe (OMPs majeures) de Brucella en vue de leur caractérisation
structurale

BAELEN Stéphanie

Résumé

La membrane externe des bactéries a Gram-négatif est une surface d'interaction privilégiée
gue ce soit avec I'environnement, d'autres bactéries ou encore un hoéte eucaryote. Cette
membrane constitue aussi par conséquent une cible thérapeutique potentielle dans le cas de
bactéries pathogénes telles que celles appartenant alBgeceiéa. La caractérisation

structurale des protéines de la membrane externe des bactéries, appelées OMPs, vise a une
meilleure compréhension de leurs fonctions et de leurs rdles potentiels ou avérés dans la
virulence.

Au cours de ce travail, deux classes d'OMPs majeures ont été étudiées, le groupe 2 (de 36 a 38
kDa) comprenant les Omp2a et Omp2b et le groupe 3 (de 25 a 27 kDa et de 31 a 34 kDa)
comprenant les Omp25 et Omp31. Quelques hypothéses quant a leurs implications dans la
virulence ont été énoncées mais leurs fonctions sont néanmoins largement méconnues.
L'objectif a long terme de ce travail est la résolution des structures 3D a haute résolution de
ces protéines, par diffraction aux rayons X. Dans ce but, la construction des plasmides de
surexpression a été entreprise pour les Omp25 et Omp31. Concernant Omp2a et Omp2b, a
partir des plasmides de surexpression, nous nous sommes attelés a établir les protocoles
nécessaires a l'obtention de ces OMPs. Ces protocoles répondent aux conditions nécessaires a
l'obtention de cristaux de qualité: (i) en grande quantité par surproduction en corps d'inclusion
chez E. colj (ii) de pureté suffisante par chromatographie échangeuse d'anions, (iii) sous
forme native nécessitant une étape de renaturation a l'aide de détergent et (iv) en haute
concentration. Ces étapes nous ont permis de lancer les premiers essais de cristallogenése
avec I'Omp2a.

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire
Janvier 2009

Promoteurs: Prof. X. De Bolle, Prof. J. Wouters
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Introduction

Introduction

1 Bréve introduction sur Brucella spp. et la brucellose
1.1 Historique

Brucella spp. est l'agent causal de la brucellose, une zoonose qui affecte nombreux
mammiféres dont I'hnomme (Gorvel and Moreno 2002). Cette pathologie fut décrite pour la
premiere fois par J.A. Marston, un assistant chirurgien Anglais travaillant en Méditerranée sur
I'lle de Malte en 1861. Celui-ci décrit les symptomes de la brucellose comes&ic
remittent fever (Marston 1861). Le terme de brucellose a connu beaucoup de synonymes en
fonction de la région géographique tels que fievre Méditerranéenne, fievre de Malte, fiévre de
Gibraltar ou encore la fievre de Chypre. Jusqu'en 1887, l'origine de la brucellose n'était pas
connue. Un médecin Ecossais, David Bruce, isola la bactérie pathogéne a partir de rates de
soldats stationnés sur I'lle de Malte et nomma cet organisme, trouvé en grand nombre dans ces
organes, Micrococcus melitensigBruce 1887). Cette derniere fut renommBeucella
melitensispar Meyer et Shaw en 1920 permettant le regroupementBrueella abortus

(Meyer and Shaw 1920).

1.2 Especes et biovars

Brucella spp. est une-2 protéobactérie, et donc une bactérie A Gram-ifégaur laquelle 6

especes sont distinguées selon leurs hotes préférentiels, a BavodlitensisB. abortus B.

suis B. neotomageB. oviset B. canis Ces espéces, de pathogénicité variable pour I'nomme
(Figure 1 issue de (Garin-Bastuji, Hars et al. 2000)), sont subdivisées en biovars ou biotypes
utiles d'un point de vue épidémiologique (Moreno and Moriyon 2006). La distinction des
différentes espéces et biovars Bleicella est réalisée via des tests différentiels basés sur la
caractérisation phénotypique des antigenes du LPS (lipopolysaccharide), le type de phages, la
sensibilité au colorant, les besoins en ,C@ production en b et les propriétés
métaboliques (Alton, Jones et al. 1988). Il est intéressant de remarquer gBe ipelitensis

B. abortus B. neotomagB. oviset B. canis des marqueurs moléculaires spécifiques ont été
identifiés dans les genesnp25,0mp31,o0mp2a etomp2b(Moreno, Cloeckaert et al. 2002)
(Figure 2). Cette observation suggererait que les génes des protéines de la membrane externe
(OMPs pourouter membrane proteijsnajeures sont sources d'informations taxonomiques
pertinentes (Ficht, Bearden et al. 1990; Ficht, Husseinen et al. 1996). Une autre espéce de
Brucella spp. B. marig comportant 3 biovars, a moins qu'il ne s'agisse de trois especes
distinctes, ont récemment été découvert(e)s chez des mammiferes marins (Jahans, Foster et al.
1997).

! Les OMPs majeures (Omp2a-Omp2b, les Omp31 et Omp25 par exemple) sont celles retrouvées en quantité
"majeure” dans la membrane externe par opposition aux OMPs mineures telles qu'Omp10, Omp16 ou Omp19.
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1.3 Symptomatologie de la brucellose

Brucella spp. pénétre au sein de I'hdte par ingestion, par inhalation, au travers de tissus
conjonctifs, par le vagin, par le prépuce ou encore via des abrasions de la peau (Enright 1990).
Les differents membres du gerBaucella étant proches phylogénétiguement, il n'est dés lors
pas étonnant que les symptdmes provoqués soient similaires. Aussi, les différences observées
sont plus liées a la spécificité de I'h6te qu'a la souche bactérienne, le processus d'infection des
différentes especes @sucella étant assez similaire (Moreno and Moriyon 2006). Chez I'héte
animal, les symptdmes principaux sont une fiévre récurrente et des ganglions lymphatiques
enflammeés, la rate et le foie hypertrophiés. Des symptoémes d'arthrite, gastro-intestinaux ou
nerveux peuvent également apparaitre. Chez I'hdte naturelle gestante, l'infection provoque
frequemment l'avortement au cours du troisieme trimestre ce qui libére nomBrecdda
permettant la contamination d'autres membres du troupeau. Chez le male, le systeme
reproducteur est envabhi, ce qui facilite la propagation de la pathologie par voie vénérienne. De
plus, le méle est rendu partiellement ou totalement stérile. Les individus ayant un systeme
immunitaire affaibli ont nombre de leurs organes infectés, notamment le systeme nerveux
central amenant a la mort de I'animal.

Le tableau des symptébmes montre I'importance des problemes économiques provoqués par la
brucellose qui est une infection chronique pour laquelle les cas non traités peuvent guérir ou
rester porteurs a vie. (Moreno and Moriyon 2006). Le réservdragieella spp. étant animal,

le contréle de la brucellose chez I'homme, un héte accidentel, et son éradication doivent
passer par une vaccination animale (Alton 1977) ou l'abattage des animaux infectés. Les
infections deBrucella chez I'hnomme présentent la plupart des symptdomes précités pour les
hétes naturels a quelgues différences idiosyncratiques prés (Spink 1956; Young 1983).
Comme indiqué dans la Figure 1, l'espéce la plus virulente pour 'homnigruestla
melitensissuivi parBrucella suiset Brucella abortus La détection de la brucellose chez
I'hnomme est moins évidente que chez I'animal ce qui est essentiellement di a I'absence de
symptémes. La mortalité approche les 2% et est fortement réduite par la prise d'antibiotiques.
Toutefois, la brucellose reste une pathologie chronique (Moreno and Moriyon 2006).

1.4 Pathogénie et membrane externe

Brucella spp. est une bactérie intracellulaire facultative qui infecte préférentiellement les
macrophages. En effet, ce type de bactérie peut survivre en milieu extracellulaire mais doit
infecter un organisme et s'y répliquer en intracellulaire pour subsister (Moreno and Moriyon
2002). L'internalisation d'un pathogeéne intracellulaire tel Bueella au sein d'une cellule

hote nécessite une interaction de type récepteur-ligand spécifique (Van Nhieu and Sansonetti
2000). Par conséquerBrucella doit comprendre les facteurs de virulence lui permettant
I'invasion des cellules (Guzman-Verri, Chaves-Olarte et al. 2001) mais également ceux
permettant sa survie au sein de ces cellules et sa progression jusqu'a sa niche de réplication
dans les phagocytes professionnels et non-professionnels (Moreno and Moriyon 2006).
L'aspect "intracellulaire facultatif" implique également @racella doit étre capable de faire

face a deux environnements trés distincts. Lorsqu’elle est en extracellulaire, dans le sang ou la
lymphe par exempleBrucella est confrontée a toutes sortes de substances bactéricides : des
antibiotiques, des anticorps, des éléments du complément et des sécrétions leucocytaires. Pour
échapper aux divers mécanismes intracellulaires de destruction des paBasdeka a di
développer des stratégies d'échappement. Ces deux milieux étant tres différents, des
changements métaboliques et structuraux doivent intervenir lors du passage d'un milieu a
l'autre (Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al. 1998).
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Encore récemment, aucun facteur de virulence classique n'avait été décitrymeila tel

que des exotoxines, des cytolysines, une capsule, des fimbriae (pilis bactériens), un flagelle,
un plasmide, du LPS endotoxique ou encore des inducteurs de I'apoptose (Gorvel and Moreno
2002). Des approches génétiques visant a la caractérisation physiologique bactérienne de
macrophages infectés ont permis de mettre en évidence des genes impliqués dans la virulence
deBrucella, de maniere directe ou indirecte. Le premier facteur de virulence mis en évidence
est le systeme de sécrétion de type IV, un analogue au systeme Xg®bdicterium
tumefaciengO'Callaghan, Cazevieille et al. 1999). Le systeme de sécrétion de type IV est
susceptible d'injecter des toxines dans le cytoplasme de cellules infectées (Ruckdeschel,
Machold et al. 1997; Ruckdeschel, Harb et al. 1998). A la suite de la découverte de VirB, le
systeme BvrR/BvrS a été caractérisé cBeazcella (Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al. 1998).

Ce dernier est un systeme a deux composants comportant un senseur et une protéine
régulatrice. Des homologues de ce systéme sont retrouvés chez digutoéSobactéries
associées a des eucaryotes et donc, le systtme BvrR/BvrS interviendrait dans les
modifications d'expression génique liées au changement environnemental. Le systeme
BvrR/BvrS est un homologue au systeme Chvl/Chd@grobacterium tumefaciens
(Guzman-Verri, Manterola et al. 2002) qui provoque la galle du collet, une tumeur, chez les
plantes légumineuses (Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al. 1998). Le systeme BvrR/BvrS
contrdle notamment I'expression des Omp3a (ou Omp25) et Omp3b (ou OMp22), affectant la
perméabilité de la membrane (Manterola, Guzman-Verri et al. 2007), ainsi que la structure du
LPS (Guzman-Verri, Manterola et al. 2002; Manterola, Moriyon et al. 2005). Ces éléments de
la membrane externe sont discutés plus loin. Il a également été montré que la réduction de
I'expression des Omp3a et Omp3b n'est pas le seul effet observé chez urbw8tatiivrR
indiguant que ce systeme a deux composantes est a l'origine d'autres propriétés liées a la
virulence deBrucella (Manterola, Guzman-Verri et al. 2007).

Les vésicules de membrane externe (OMVs) produite8paella ont aussi un role dans la
virulence de cette bactérie. Cette propriété est plus longuement discutée &.2point

2 L'enveloppe de Brucella
2.1 Composition et fonction

Les bactéries a Gram-négatif ont une enveloppe composée de deux membranes: la membrane
interne et la membrane externe, séparées par le périplasme contenant le peptidoglycane ou
muréine. Les deux membranes se distinguent par leur structure et leur composition. La
membrane interne est une bicouche de phospholipides. Les protéines membranaires
intégrale$ qui la composent se présentent sous forme d'hélig@rophobes ou amphiphiles.

La membrane externe est asymétrique et comporte des lipides libres, du LPS et des protéines
appelées OMPo(ter membrane proteipgFigure 3). La composition en lipides libres de la
membrane externe dépend de la position taxonomigBzudella (Freer, Rojas et al. 1995).

La surface exposée vers I'extérieur est composée de LPS, remplacant les phospholipides qui

% Une protéine membranaire intégrale ou intrinséque est une protéine fermement ancrée dans la membrane grace
aux interactions entre ses résidus hydrophobes et les phospholipides de la membrane.
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sont eux retrouves a la face périplasmique. Le LPS se compose du lipide A, comportant la
région hydrophobe d'ancrage a la membrane, auquel est rattaché le noyaargou
polysaccharidique. Ce dernier comprend une chaine polysaccharidique supplémentaire qu'est
la chaine O, un antigéne spécifique et variable, synthétisé par les souches lisses uniquement
(Nikaido 2003; Moreno and Moriyon 2006). Le geleicella comprend des espéces lisses
(avec la chaine O) et des espéces rugueuses (sans la chaine O). Ces phénotypes sont différents
des phénotypes mutants lisses ou rugueux (Freer, Rojas et al. 1995). Les chaines O sont
nécessaires pour l'expression de l'entiéreté de la virulence des souches lisses (Porte, Naroeni
et al. 2003). Quant aux espéces naturellement rugueuses de BiBicellesét B. caniy elles

sont virulentes dans leur hote respectif et chez les animaux de laboratoire (Martin-Martin,
Caro-Hernandez et al. 2008). En dehors du rdle antigénique du LPS, diverses études
suggerent que le LPS pourrait étre nécessaire a la formation efficace dOMPs en membrane
externe, notamment, dans le cas de I'OmpA, une OMP monomérkgueotl’ (Schweizer,
Hindennach et al. 1978; Freudl, Schwarz et al. 1986).

Les protéines intégrales de la membrane externe, soit les OMPs, se structurent enftonneau-
composé de bring- antiparalleles et amphipathiques. Les résidus ipydies bordent
I'intérieur du tonneau et les hydrophobes en constituent la face extérieure (Koebnik, Locher et
al. 2000). La classification des OMPs Biicella, leurs fonctions et biogenése sont discutés
plus loin.

La membrane externe des bactéries a Gram-négatif a pour réle principal d'étre une barriére
sélective, contrairement a la membrane interne, et est imperméable aux grosses molécules et
aux molécules chargées. Cette barriere permet l'influx, de nutriments par exemple, permet de
limiter linflux de composés tels que les antibiotiques et permet l'efflux de déchets
métaboliqgues ou de toxines tels que les antibiotiques. L'influx au travers de la membrane
externe est surtout réalisé par les porines, soit une classe d'OMPs trimériques ayant une
activité pore-formatrice, qui sont des pores permettant la diffusion passive non spécifique de
petites molécules chargées (Schulz 2002; Delcour 2003; Nikaido 2003). Ce sont les propriétés
physiques, tels que leur diamétre ou leurs charges, qui détermineront les molécules capables
de diffuser au travers de telle ou telle porine.

D'autres types d'OMPs que les porines sont présents dans la membrane externe et sont parfois
nommees "porines” a tort car leur fonction et structure divergent des caractéristiques
précitées. Ces OMPs sont notamment des transporteurs spécifiques, nécessitant de I'énergie.

Les bactéries a Gram-négatif, par opposition a celles a Gram-positif, sont celles qui sont le
plus souvent caractérisées comme étant multirésistantes aux antibiotiques dans le monde
hospitaliers (Blot, Depuydt et al. 2007; Rice 2007). Or chez les bactéries a Gram-négatif, la
voie d'entrée principale des antibiotiques de tpgactames et fluoroquinolonésont les
porines. Les bactéries (a Gram-négatif) présentent trois stratégies touchant les porines leur
permettant de résister aux antibiotiques. La premiere est de modifier le niveau d'expression de

% Les B-lactames bloquent la formation de la paroi bactérienne en inhibant I'enzyme transpeptidase impliquée
dans la synthése du peptidoglycane. Les fluoroquinolones interrompent l'activité de 'ADN gyrase bactérienne.
Ces antibiotiques, couramment utilisés, ont donc pour effet d'induire une cascade bactéricide (Bryskier, A., Ed.
(2005)._Antimicrobials agents: Antibacterials and Antifung®i&shington, ASM Press, Kohanski, M. A., D. J.
Dwyer, et al. (2007). "A common mechanism of cellular death induced by bactericidal antibiotic4.3(#)i
797-810.).
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la porine, une seconde stratégie est de changer le type de porines exprimées et enfin, une
derniére stratégie est l'apparition de mutations ou de modifications annihilant les propriétés
fonctionnelles de la porine (Pages, James et al. 2008).

2.2 OMVs ou "outer membrane vesicles"

2.2.1 Formation des OMVs

Les bactéries a Gram-négatif, qu'elles soient pathogénes ou non (Mayrand and Grenier 1989;
Beveridge, Makin et al. 1997; Li, Clarke et al. 1998; Beveridge 1999), ont la capacité de
produire des OMVsduter membrane vesiclesu vésicules de la membrane externe (parfois
nommeées "bleps" dans la littérature) ce qui n'est pas le cas des gram-positives. Ces OMVs
sont constamment produites au cours de la croissance bactérienne (Beveridge 1999).
Toutefois, le maximum de production d'OMVs est obtenu a la fin de phase exponentielle de la
croissance comme décrit polascherichia coli(Hoekstra, van der Laan et al. 1978jhrio
cholerae(Chatterjee and Das 1967) Btucella melitensifGamazo and Moriyon 1987). De

plus, les OMVs sont plus frequemment observées au site de division cellulaire (Chatterjee and
Das 1967; Hoekstra, van der Laan et al. 1976; Gamazo and Moriyon 1987). Elles apparaissent
comme étant des vésicules sphériques de 50 a 250 nm de diametre (variant en fonction de
I'espéce) constituées d'une bicouche membranaire (Beveridge 1999). La formation d'OMVs
par les bactéries a Gram-négatif est réalisée par les bactéries planctoniques ou celles
comprises dans un biofilm (Beveridge, Makin et al. 199Mpis aussi les bactéries cultivées

dans divers milieux: milieux de culture solide et liquide (Kadurugamuwa and Beveridge
1997) ou par celles dans un environnement naturel (Beveridge, Makin et al. 1997). De plus, la
matrice extracellulaire des biofilms comprend également des OMVs (Schooling and
Beveridge 2006).

Puisque les OMVs se forment a partir de la membrane externe, il est cohérent que les
membranes des OMVs aient une constitution similaire a celle de la membrane externe. Les
OMVs comprennent en effet des OMPs, du LPS, des phospholipides et des constituants
périplasmiques (Beveridge 1999) (Figure 4 B). Bien que leur mécanisme de formation reste
encore inconnu, Beveridge et son équipe ont proposé une hypothese basée sur le caractere
anionique de la membrane externe. En effet, éludomonas aeruginosa, le LPS contient

deux types d'antigene O: celui dénommé bande A qui est plus court et neutre et celui
dénommé bande B qui est plus long et chargé négativement. Or, les OMVs produites par cette
bactérie sont principalement composées de LPS avec lantigegne O de bande B
(Kadurugamuwa and Beveridge 1995; Kadurugamuwa and Beveridge 1996; Li, Clarke et al.
1996). L'hypothese est que la force de répulsion des charges négatives portées par ce type de
LPS augmente lI'amplitude de courbe de la membrane, facilitant la formation d'OMVs les
interactions de charges négatives sont alors plus stables. Malgré cette modification de la
membrane, le LPS, les phospholipides et les OMPs restent des constituants intégraux de la
membrane des OMVs et I'asymétrie de cette méme membrane est préservée (Kadurugamuwa
and Beveridge 1995).

* Les bactéries dites "planctoniques” sont celles qui vivent librement, individuellement par opposition a celles
qui vivent au sein d'un biofilm. Les biofilms sont des communautés de cellules fixées a un substrat et entourées
d'une matrice extracellulaire (Hall-Stoodley, L., J. W. Costerton, et al. (2004). "Bacterial biofilms: from the
natural environment to infectious diseases." Nat Rev Micr@§)t 95-108.). Cette matrice contient de I'ADN,

des débris cellulaire, des polysaccharides, des protéines et des phages et sert de couche protectrice.
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La figure ci-contre (Figure 4) montre la formation d'OMVs par la solR$eudomonas
aeruginosa PAO1 en microscopie électronique (Beveridge 1999) et un modéle de biogenese
de ces OMVs proposé par Kuehn et Kesty (Kuehn and Kesty 2005).

2.2.2 Role des OMVs et participation a la virulence

L'aspect ubiquitaire du phénomeéne de production d'OMVs par les bactéries a Gram-négatif et
le colt métabolique qui en découle sont des arguments indiquant que ce phénomeéne n'est pas
futile et doit avoir des rdles biologiqgues importants pouvant diverger selon l'espéce
(Mashburn-Warren, McLean et al. 2008). Les études reéalisées sur diverses especes de
bactéries a Gram-négatif pathogénes ou non, et notammeBtuagla melitensi§Gamazo

and Moriyon 1987), indiquent toutes une fonction commune des OMVs: elles sont un moyen
par lequel la bactérie peut interagir avec les procaryotes, les eucaryotes et I'environnement
(Kuehn and Kesty 2005). Des analyses biochimiques et de caractérisation fonctionnelle des
OMVs issues de bactéries pathogenes démontrent que ces derniéres ont dévié ce systeme de
sécrétion afin de transporter des facteurs de virulence jusqu'aux cellules hotes. Les OMVs
issues de souches pathogénes contiennent des adhésines, des toxines et des composés
modulant I'immunité de I'hdte. Ces OMVs sont également directement impliquées dans la
liaison de la bactérie a son hote et dans son invasion, elles sont a l'origine de cytotoxicité et
enfin, elles modulent la réponse immunitaire de I'héte (Kuehn and Kesty 2005). De plus, que
ce soit pour les pathogénes intra- ou extracellulaires, les OMVs sont retrouvées dans divers
tissus et méme dans les fluides indiquant leur habilité a se disséminer dans une large gamme
d'environnements au sein de son hote (Kuehn and Kesty 2005).

2.2.3 Lien entre OMVs et OMPs

Les OMPs se retrouvant dans la membrane des OMVs sont des antigenes et donc,
susceptibles d'activer les cellules immunitaires par les récepteurs Toll-like et d'induire la
migration des leucocytes, dont les macrophages (Galdiero, Folgore et al. 1999; Akira, Takeda
et al. 2001).

Dans le contexte de combat de linfection de la mucoviscidose, par exemple, des
Pseudomonas aeruginosa codant pou-lactamasgsont capables d'introduire cette enzyme

dans les OMVs qui contiennent des porines au travers desquelles les antibiotiques diffusent
facilement. Une fois introduits dans la vésicule, ceux-ci sont alors inactivés pfr les
lactamases. Ce mécanisme permet donc de réduire la concentration extracellulaire en
antibiotique et permet une meilleure résistance Rleaeruginosa (Ciofu, Beveridge et al.

2000). De méme, ces OMVs, étant capables de fusionner aux membranes externes d'autres
bactéries a Gram-négatif pathogenes (Kadurugamuwa and Beveridge 1999), peuvent
transférer Ig-lactamase a une autre bactérie incapable de lalipeo@Beveridge 1999). Par
ailleurs, dans le cadre de la résistance aux antibiotiques, une étude a montré la capacité des
OMVs a transférer un plasmide codant pour la résistance a un antibiotique entre deux souches
de Neisseria gonorrhoegd®orward, Garon et al. 1989).

C. Gamazo et I. Moryién ont montré qBzucella melitensisproduit des OMVs, qu'ils
nomment "matériel membranaire libre", et que ces OMVs contiennent du LPS, des

® La p-lactamase est une enzyme retrouvée dans le périplasme, notamrRseudemonas aerugingset qui
hydrolyse les antibiotiques de typdactames.
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phospholipides et de hombreuses OMPs. Ces derniéres sont majoritairement des OMPs du
groupe 3 (cfr "Description des OMPs Beucella spp."”). Le fait qu'aucune OMP du groupe 2

n'a pu étre détectée au sein des OMVB deelitensifGamazo and Moriyon 1987; Gamazo,
Winter et al. 1989; Boigegrain, Salhi et al. 2004) pourrait s'expliquer par I'aspect majoritaire
des OMPs du groupe 3 par rapport aux groupes 1 et 2 dans le membrane externe de cette
espece bactérienne comparativement a B. ab{B@astos, Verstreate et al. 1984).

3  Description des OMPs de Brucella spp.

3.1 Protéines majeures de la membrane externe

Les protéines majeures de la membrane externe ou OMPs mijentedans un premier
temps, éveillé l'intérét des chercheurs de part leur aspect antigénique protecteur potentiel.
Dans les années 1980, Dubray et son équipe ont été les premiers a l'identifier via I'observation
d'un effet protecteur contre la brucellose chez le modele murin par la fraction insoluble de
I'enveloppe bactérienne ddrucella (Dubray and Bezard 1980; Dubray and Charriaut 1983;
Dubray 1987). Toutefois, d'autres expériences ont montré que les fractions insolubles des
souches rugueuses Be abortuset B. melitensiv'induisent pas d'effet protecteur contre une
infection par les souches lisses et virulente®8dabortuset B. melitensisrespectivement,

chez la souris (Dubray 1981; Cloeckaert, Jacques et al. 1995). L'hypothése tirée de ces
observations est que la fraction insoluble de I'enveloppe bactérienne qui avait donné un effet
protecteur aurait pu étre contaminée par du LPS lisse (<1%) qui en petite quantité s'avere étre
hautement immunogénique (Cloeckaert, Jacques et al. 1995). Par conséquent, les OMPs
majeures ont peu ou pas de role(s) dans la protection contre les infecti@rsiqedia de

souche lisse dans le modéle murin et le LPS lisse, pour sa part, y a un r6le important comme
démontré via d'autres expérimentations d'immunisation (Montaraz, Winter et al. 1986; Limet,
Bosseray et al. 1989; Phillips, Deyoe et al. 1989; Winter, Duncan et al. 1989; Cloeckaert,
Jacques et al. 1992; Elzer, Jacobson et al. 1994; Vizcaino and Fernandez-Lago 1994,
Cloeckaert, Jacques et al. 1995).

Les OMPs majeures ont été classifiees en fonction de la masse moléculaire monomérique
apparente dans le groupe 1 (de 94 ou 88 kDa) (Cloeckaert, de Wergifosse et al. 1990), le
groupe 2 (de 36 a 38 kDa) (Ficht, Bearden et al. 1988; Ficht, Bearden et al. 1989; Marquis
and Ficht 1993) et le groupe 3 (de 25 a 27 kDa et de 31 a 34 kDa) (de Wergifosse, Lintermans
et al. 1995; Vizcaino, Cloeckaert et al. 1996). Le groupe 1 correspond a lI'ensemble des OMPs
mineures (Cloeckaert, de Wergifosse et al. 1990) qui sont discutées plus loin. Les séquences
codantes des OMPs majeuresBiacella sont clonées et séquencées. Les protéines produites
pour le groupe 2 sont les Omp2a et Omp2b (Ficht, Bearden et al. 1988; Ficht, Bearden et al.
1989; Marquis and Ficht 1993) et pour le groupe 3 de 25 a 27 kDa et de 31 a 34 kDa sont
I'Omp25 (de Wergifosse, Lintermans et al. 1995) et 'Omp31 (Vizcaino, Cloeckaert et al.
1996) respectivement.

® Le terme d'OMPs "majeures"” fait référence & leur importance quantitative au sein de la paroi bactérienne.
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3.1.1 Groupe 2: Omp2a et Omp2b

Les protéines de ce groupe ont été identifiées, par Douglas et son équipe en 1984, comme
porines qui semblent s'oligomériser (Douglas, Rosenberg et al. 1984). Ce groupe comprend
deux OMPs, les Omp2a et Omp2b, qui partagent 85% d'identités (Verger, Grimont et al.
1985). Leurs séquences codantes sont séparées de 830 bp et sont orientées dans des directions
opposées (Paquet 2000; Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002) (Figure 5). Seule I'expression
d'omp2b a pu étre mise en évidence cBeabortusou chezE. coli ou ces genes ont été

clonés (Ficht, Bearden et al. 1989). En effet, bien que la séquence codgfla soit

présente dans toutes les soucheBrdeella, la duplication du geremp2 eromp2a ebmp2b

étant conservée chez toutes ces especes (Ficht, Bearden et al. 1990), son expression n'a jamais
été détectée et cela devra encore étre élucidée (Paquet, Diaz et al. 2001). L'expression
d'omp2a cheZE. colia pu étre obtenue en inversant la région intergénique (Ficht, Bearden et

al. 1989). Dans cet organisme, les Omp2a et Omp2b sont toutes deux exportées en membrane
externe (Marquis and Ficht 1993). Une augmentation de la perméabilité membranaire d'E. coli
est observée uniguement avec Omp2a. Ceci indiquerait que cette protéine forme un pore dans
la membrane externe de cette bactérie. De plus, concernant Omp2b uniquement, cette protéine
forme des oligomeéres résistants a la dénaturation par la chaleur (au déla de 70°C) en présence
de SDS ce qui est caractéristique des porines (Marquis and Ficht 1993).

Au niveau fonctionnel, il a été suggéré qu'Omp2a consiste en un pore plus large qu'Omp2b ce
qui permettrait un meilleur acces aux nutriments retrouvés en faible concentration dans le
phagosome (Marquis and Ficht 1993). Dans sa these, J.-Y. Paquet a réalisé des tests de
gonflement des liposomedippsome swelling asspyermettant de mesurer le passage de
molécules au travers d'une protéine membranaire donnée. Il a ainsi comparé les Omp2a et
Omp2b pour leur perméabilité aux sucres. L'expérience a montré qu'Omp2a aurait un pore
plus efficace pour ce type de diffusion (Paquet 2000). La prédiction topologique de ces
porines de Brucella, qui sera plus largement discutée au pdntmontre qu'elles
constitueraient en un tonneaw@fL6 brins avec de larges boucles exposées ddmas@xterne
(Mobasheri, Ficht et al. 1997; Paquet, Vinals et al. 2000). De plus, les boucles exposées par
Omp2a portent plus de charges négatives que celles d'Omp2b.

3.1.2 Groupe 3: Omp25 et Omp31

La famille des Omp25 et Omp31 Beucella est composée de sept OMPs homologues (Salhi,
Boigegrain et al. 2003; Vizcaino, Caro-Hernandez et al. 2004): Omp25 (ou Omp3a) et Omp31
(BRA0423) et, Omp25b, Omp25¢c (BR0119), Omp25d (BR0118), Omp31lb et Omp22 (ou
Omp3b) (BR1284), pour lesquelles peu de choses sont cdnrGeso-Hernandez,
Fernandez-Lago et al. 2007). Les Omp25d et Omp22 jouent un réle fondamental dans la
capacité invasive et la multiplication intracellulaireRleicella ovisdans les macrophages et

les cellules HelLa (Martin-Martin, Caro-Hernandez et al. 2008). Pour rappel, les Omp25 et

7 L'Omp31b est probablement absente de la membrane exteéBnendditensis, B. ovistB.canis L'Omp25b ne

semble pas présente dans la membrane exterBe aleortus, B. ovis, B. canis, B. cetacea®. pinnipediae

Enfin, les Omp25c, Omp25d et Omp22 sont conservées chez toutes les soheekie(sauf peut-étre chez
certaines souches @ cetaceag(Vizcaino, N., P. Caro-Hernandez, et al. (2004). "DNA polymorphism in the
omp25/omp31 family of Brucella spp.: identification of a 1.7-kb inversion in Brucella cetaceae and of a 15.1-kb
genomic island, absent from Brucella ovis, related to the synthesis of smooth lipopolysaccharide." Microbes
Infect 6(9): 821-34.
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Omp31 sont les OMPs les plus représentées au sein des OMVs (Gamazo and Moriyon 1987;
Gamazo, Winter et al. 1989; Boigegrain, Salhi et al. 2004).

Le geneomp?25 est tres conservé au sein des espéces, des biovars et des s@clretlale
comme le suggerent des analyses de type PCR-RFé&§trigtion fragment length
polymorphism Seuls deux marqueurs espéces-spécifiques ont pu étre mis en évidence:
I'absence d'un sitecoRV chez les souches Bemelitensigt une petite délétion d'environ 50
paires de base (ou bp) a I'extrémité 3' du gene chez les soudhiesvitg Cloeckaert, Verger

et al. 1995). Il est prédit que 'Omp25 native contient huit rimansmembranaires liés entre

eux en alternance par des coystsurns que l'on suppose orientés vers le périplasme, et de
longues boucles externes (Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002). L'équipe d'Axel Cloeckaert a
tenté de surexprimer 'Omp25, protéine qui n'est pas une porine, sous le contrdle d'un
promoteur fort cheE. coli (Jubier-Maurin, Boigegrain et al. 2001), et a montré qu'il y avait
formation d'OMVs et lyse des cellules bactériennes (Cloeckaert, Verger et al. 1996).

L'Omp25 serait impliquée dans la virulence BesnelitensisB. abortusetB. ovis(Edmonds,
Cloeckaert et al. 2001; Edmonds, Cloeckaert et al. 2002; Edmonds, Cloeckaert et al. 2002).
En effet, lorsque la CDS de cette protéine est inactivée dans les mutants des especes précitées,
la virulence est atténuée chez la souris, la chéBremelitensis et les bovins B. ovig
(Edmonds, Cloeckaert et al. 2001; Edmonds, Cloeckaert et al. 2002). La seule fonction
d'Omp25 qui a pu étre reliée a la virulenceBtacella, jusqu'a présent, est sa capacité a
empécher ou a inhiber la sécrétion par les macrophages humains de diINEmor necrosis

factor, une cytokine pro-inflammatoire, induite par la phagocytod®rdeella. Cette derniére
parvient a entraver la production du TNEen modulant de maniere spécifique la stimulation

du macrophage a l'aide de facteur(s) protéique(s). Ce ou ces dernier(s) sont également
retrouvé(s) dans le surnageant de culture. Le &N#duit des activités antibactériennes des
macrophages, stimule la présentation d'antigenes a la surface des macrophages et par
conséquent, initie la réponse immunitaire spécifique. L'inhibition de la production de cette
cytokine permet donc le développement intracellulaire Rleicella (Jubier-Maurin,
Boigegrain et al. 2001).

L'Omp31 partage 34% d'identités avec I'Omp25 décrite ci-dessus. La production d'Omp31
chez E. coli, tout comme celle issue de culture Be melitensis présente un profil de
migration sur SDS-PAGE multi-bandes qui n'a pu étre expliqué (Vizcaino, Cloeckaert et al.
1996). La proportion de protéines du groupe 3 par rapport a celles du groupe 2 est plus
importante cheB. melitensigque cheB. abortus, ce qui serait dd a la réduction quantitative

de protéines du groupe 2 chBz melitensigSantos, Verstreate et al. 1984). A. Cloeckaert
pose I'hypothése que cette réduction en Omp2b Bhanelitensispourrait étre en partie
compenseée par I'Omp31 dont la caractérisation fonctionnelle éclairerait ce point (Cloeckaert,
Vizcaino et al. 2002). La topologie prédictive d'Omp31 présente cette protéine comme un
tonneaup comprenant huit brins dont les boucles exposéesidace seraient plus longues

gue celles d'Omp25 (Vizcaino, Cloeckaert et al. 2001; Vizcaino, Kittelberger et al. 2001).

Au niveau fonctionnel, cette OMP présente plusieurs caractéristiques portant a croire qu'il
s'agit d'une porine. L'Omp31 est notamment capable de former des oligomeéres résistants a la
dénaturation par le SDS a basse température que ce soiE.chelz ou chezB. melitensis
(Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002). Il a également été suggéré qu'Omp31 puisse étre impliquée

-9-



Introduction

dans l'export de 'EPS ou exopolysaccharide, le composant majeur des biofilms, et peut-étre,
dans d'autres aspects de la production de I'EPS (Uzureau, Godefroid et al. 2007).

Afin d'éviter les infections bactériennes, les mammiferes limitent la disponibilité en fer
inorganique. Pour pallier & ce probleme, les bactéries utilisent I'héme, la ressource la plus
importante en fer chez les mammiferes, comme source de fer (Andrews, Robinson et al.
2003). En milieu aqueux, cette ressource en fer se trouve sous sa forme oxydée qu'est
I'hnémine. (Genco and Dixon 2001). Or, 'Omp31 partage 31,7% d'identités avec I'HbpA, une
haemin-binding surface protein dBartonella quintana (Carroll, Coleman et al. 2000).
L'Omp31 a dés lors été étudiée pour cette activité. Il s'avere qu'Omp@Laidla est une

HBP, ou protéine liant I'hémine, et que l'expression de cette OMP est induite par une
limitation en fer telle que celle retrouvée en intracellulaire (Delpino, Cassataro et al. 2006).

3.2 Protéines mineures de la membrane externe

Ce groupe comprend quatre OMPs: Ompl0, Ompl6, Ompl9 et Omp89 (ou Ompl)
(Cloeckaert, de Wergifosse et al. 1990; Tibor, Weynants et al. 1994). Les Omp10, Omp19
(Tibor, Saman et al. 1996) et Omp16 (Tibor, Weynants et al. 1994) ont été détectées dans 34
souches testées @zucella représentant les six espéces ainsi que lI'ensemble de leur biovars.
Le clonage, le séquencage et I'expressioB.eroli des séquences codantes de ces OMPs ont

été réalisées. La quatriéme OMP mineure, 'Omp89, a également été sét(Bearten
Cloeckaert, de Wergifosse et al. 1990). L'Ompl6 présente des similarités significatives avec
trois autres lipoprotéines associées au peptidoglyqamidoglycan-associated proteiosi

PALs) d'autres bactéries a Gram-négatif (Tibor, Weynants et al. 1994). Pour les Omp10 et
Ompl9, seules deux protéines homologues issubkederhizobium lotont pu étre ressorties

des bases de données de séquences (Kaneko, Nakamura et al. 2000). Par ailleurs, la premiere
lipoprotéine identifiée cheBrucellaa été I'équivalente a la lipoprotéine de Braun, associée au
peptidoglycane ou muréine (Gomez-Miguel and Moriyon 1986), partiellement exposée a la
surface des souches lisses Bleabortuset B. melitensis(Gomez-Miguel, Moriyon et al.

1987). Les Omp10, Omp1l6 et Ompl9 possedent au sein du peptide signal en N-terminal, un
tétrapeptide ayant un haut degré de similarité avec la séquence consensus requise pour les
modifications et les transformations des précurseurs de lipoprotéines bactériens (Hayashi and
Wu 1990). Sur base de ces informations, des recherches expérimentales ont permis de mettre
en évidence que ces trois OMPs sont des lipoprotéines puisqu'elles répondent a trois criteres
définissant une lipoprotéine (Tibor, Decelle et al. 1999).

En 2002, des recherches sur les effets d'Omp10 et Ompl19 sur la virul@roea&a ont été
réalisées (Tibor, Wansard et al. 2002). Il en ressortBgudortusmuté pour le genempl0

voit sa virulence fortement réduite et que le seul effet détecté pour ce mutant sur les propriétés
de la membrane externe est une augmentation de la sensibilité au déoxycholate de sodium. De
plus, la surproduction d'Ompl0 ch&ucella a des fins de complémentation du mutant
ompl0 ne fonctionne pas. En ce qui concerne Ompl9, le mutant présente un taux de
croissance diminué, du moins lors de l'infection de cellules HeLa. La délétion d'Omp19 aurait
un effet indirect sur l'interaction entre la membrane exterrigrdeella et la polymyxine B,

un antibiotique utilisé lors d'une infection par des bactéries a Gram-négatif résistantes.

8 Séquence disponible dans la base de données GenBank au numéro de référence U51683.
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4  Biogenése des OMPs

Contrairement a la membrane interne, la membrane externe ne permet pas la formation d'un
gradient de protons comme source d'énergie, raison pour laguelle la biogenése des OMPs est
restée longtemps non résolue. Les études sur la biogenése des OMPs ont principalement été
réalisées suk. coli, Salmonella enterica dileisseria menigitidisChez cette derniere, des
différences importantes dans les mécanismes de base par rappaxlieont été observées.

Par conséquent, les informations fourniesBpacoli sont a utiliser avec discernement et a ne

pas généraliser a toutes les bactéries a Gram-négatif (Bos, Robert et al. 2007).

Tous les composants de la membrane externe sont synthétisés dans le cytoplasme ou a la face
interne de la membrane interne. Les OMPs y sont donc également synthétisées sous forme de
précurseurs ayant un peptide signal en N-terminal nécessaire a leur transport au travers de la
membrane interne. Deux machineries ont été décrites pour ce transport: le systeme Sec
transportant les protéines non natives (de Keyzer, van der Does et al. 2003) et le systeme Tat
transportant les protéines sous forme native (Lee, Tullman-Ercek et al. 2006). Les OMPs
utilisent le systéme Sec et par conséquent, atteignent le périplasme sous forme dénaturée. Une
fois dans le périplasme, les OMPs sont dirigées vers une machinerie de translocation située
dans la membrane externe. Cette machinerie se compose d'une OMP intégrale, 'Omp85 ou
YaeT, et de quatre lipoprotéines: NIpB, YfgL, YfiO (Wu, Malinverni et al. 2005) et SmpA
(Sklar, Wu et al. 2007). Cependant, les OMPs étant partiellement dénaturées, seraient les
cibles de protéases périplasmiques et donc, la bactérie a di développer un systeme permettant
le transport de ces OMPs jusqu'a la membrane externe sans qu'elles ne soient dégradées et
sans quelles ne stimulent le systéme de réponse au stréskba and Gross 2004). C'est

ainsi que trois chaperonnes ont été mises en évidence dans le guidage des OMPs au travers du
périplasme: SurA, Skp et DegP (Chen and Henning 1996; Rouviere and Gross 1996;
Rizzitello, Harper et al. 2001; Sklar, Wu et al. 2007).

4.1 Systeme de chaperonnes: Skp, SurA et DegP

La chaperonne Skp, powseventeen-kilodalton protein, est une protéine homotrimérique
formant des complexes de rapport 1:1 avec les OMPs dés leur entrée dans le périplasme. Le
complexe OMP-Skp est stable, pH dépendant et se lie au LPS impliquant un changement
topologique qui faciliterait le transport jusqu'a la membrane externe. (Qu, Mayer et al. 2007).

La protéine SurA a une activité de chaperonne ainsi que celle d'une peptidykmighs
isomérase grace a ses deux domaines peptidyl-prolyl isomérase (PPlase) (Lazar and Kolter
1996). SurA, liant préférentiellement les OMPs non natives (Behrens, Maier et al. 2001), lie
les peptides riches en résidus aromatiques et plus particulierement les motifs Ar-Ar ou Ar-X-
Ar'’. Ces motifs sont fréquents au sein des iniinsmembranaire des OMPs (Hennecke,
Nolte et al. 2005). Différentes expérimentations montrent que SurA travaillerait sur une voie
parallele a Skp et DegP (Sklar, Wu et al. 2007) ou séquentiellement a Skp. Selon cette
seconde hypothése, Skp empécherait I'agrégation d'OMPs non natives et SurA aiderait au
repliement des OMPs (Figure 6) (Bos, Robert et al. 2007).

° Le nom Omp85 correspond & 'OMP retrouvée diemeningiditiset le terme YaeT correspond a la méme
OMP chezE. coli

0 Ar" correspond & un résidu aromatique et "X" correspond & un autre résidu quelconque.
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La protéine DegP est un cas particulier alliant une activité de protéase, dégradant les protéines
non ou mal repliées, et une activité de chaperonne. Elle est capable de passer d'une activité a
l'autre de maniere finement régulée (Spiess, Beil et al. 1999; lwanczyk, Damjanovic et al.
2007; Meltzer, Hasenbein et al. 2008). Dans le périplasme, le compartiment central de cette
protéine est utilisé pour enfermer les OMPs dénaturées et pour les compartimenter entre les
voies de renaturation et de dégradation (Krojer, Sawa et al. 2008). DegP appartient a la
famille des sérines protéases HtrA impliqguées dans la dégradation des protéines
périplasmiques mal renaturées. Les HtrA comprennent un ou deux domainEseRDZ-

terminal permettant l'interaction avec les protéines a dégrader (Harris and Lim 2001).

4.2 Insertion en membrane externe des OMPs

L'Omp85 est essentielle a la survie de la bactérie et d'ailleurs, un homologue amp8te

est retrouvé chez chacune des bactéries a Gram-négatif dont la séquence génomique est
disponible (Voulhoux and Tommassen 2004). De plus, le gégmps85 est a proximité du géne

skp (cfr ci-dessus) et du gérseP ou yael encodant pour une protéase impliquée dans le
systéme de réponse au streSslépendant chek. coli. Ce systéme de réponse au stress est
induit lors de l'accumulation d'OMPs dénaturées dans le périplasme. Diverses
expérimentations, utilisant des mutants délétés pour Omp85 sur différentes souches et méme
sur des mitochondries dont le génome codent pour des OMPs, montrent l'aspect hautement
conservé de linsertion en membrane externe des OMPs et de limplication essentielle
d'Omp85 (Bos, Robert et al. 2007). Cependant, les mutants pour Omp88. cheningitidis

et chezE. coli réagissent differemment. Chdd. meningitidis les OMPs dénaturées
s'accumulent dans le périplasme (Voulhoux, Bos et al. 2003) alors quécclel, cette
mutation réduit fortement quantitativement les OMPs détectables en membrane externe
(Werner and Misra 2005; Wu, Malinverni et al. 2005). Cette difféerence serait due a I'absence
du systéme de réponse au stresslépendant cheld. meningitidis(Bos, Robert et al. 2007)

(cfr point4.3).

Comme cité précédemment, Omp85 forme un complexe avec quatre lipoprotéines: NIpB,
SmpA, YfgL et YfiO (Wu, Malinverni et al. 2005). YfgL et YfiO interagissent directement
avec I'Omp85 tandis que NIpB est associé au complexe par lintermédiaire d'YfiO
(Malinverni, Werner et al. 2006) (Figure 6 ou SmpA n'est pas représenté). YfgL et YfiO
pourraient moduler le peptidoglycane afin de faciliter le passage de I'OMP a travers celui-Ci
tandis que NIpB semble jouer un réle direct dans I'assemblage d'OMP et peut-étre de maniéere
redondante a l'action de SurA (Bos, Robert et al. 2007).

L'Omp85 forme un canal ionique dont l'efficacité est accrue par la liaison dOMPs non
natives. Cette liaison se fait spécifiquement entre un motif en C-terminal de I'OMP non
native, retrouvé chez les porines, récepteurs, enzymes et autotransporteurs, et I'Omp85
(Robert, Volokhina et al. 2006). Le domaine reconnu par 'Omp85 est le méme que celui
reconnu par le domaine PDZ de la protéase DegS lors d'accumulation d'OMPs dénaturées
(Walsh, Alba et al. 2003).

Sur base de toutes ces informations, M.P. Bos, V. Robert et J. Tommassen ont proposé un
modele pour la biogenése des OMPs schématisé a la Figure 6 (Bos, Robert et al. 2007). Suite

1 Cette dénomination provient des trois protéines au sein desquels ce domaine a pour la premiére fois été
identifie: PSD-95,DIg etZO-1.
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au transport au travers la membrane interne par le systeme Sec, 'OMP est immédiatement liée
a Skp. Ce dernier faciliterait la libération de 'OMP dans le périplasme ou au complexe
Omp85 et éviterait son agrégation. Le motif en C-terminal de 'OMP permet la liaison a
I'Omp85, probablement a son domaine POTRIypeptide transport associated), un
domaine conservé et repété présenté a la surface périplasmique. Cette liaison initie le
repliement de I'OMP et de 13, la libération de Skp (De Cock, Schafer et al. 1999). L'initiation
du repliement peut étre aidé par l'activité des chaperonnes présumées des domaines POTRA
et par les chaperonnes périplasmiques telles que SurA. Comme il a déja été énoncé, la liaison
de I'OMP a I'Omp85 induit une modification conformationnelle, elle-méme impliquant une
augmentation de l'activité pore-formatrice de 'Omp85 (Robert, Volokhina et al. 2006). Ce
changement conformationnel de 'Omp85 permet l'insertion de 'OMP en membrane externe.
Finalement, la dissociation des membres du complexe Omp85 permet la libération de 'OMP
dans la membrane. L'oligomérisation de certaines protéines telles que les porines, ne se réalise
gu'aprés insertion en membrane. De derniers changements de conformation liés aux boucles
exposes a la face externe peuvent étre induits par des interactions LPS-dépendantes. Jusqu'a
présent, les recherches sur les réles précis des lipoprotéines du complexe Omp85 n'ont pas
permis d'en percer le mécanisme.

4.3 Systéme de réponse au stress ¢ “-dépendant

ChezE. coli, 'accumulation d'OMPs dénaturées dans le périplasme induit une réponse de
stress (Figure 7). La liaison du motif en C-terminal des OMPs par le domaine PDZ de DegS
met en route une cascade protéolytigue en permettant la dimérisation entre DegS et le
complexe RseP. Ce dernier est lié, co6té cytoplasme, au facteur de transefigiigin une

fois la dimérisation établie, sera libéré dans le cytoplasme. Le facteur de transefiption
pourrait dés lors se lier a I'ARN polymérase permettant la transcription de toute une série de
géenes liés au stress déclencheur: des chaperonnes, Skp et SurA par exemple, et la protéase
DegP. Ces protéines permettront de rétablir I'ordre au niveau du périplasme soit en repliant
correctement les OMPs, soit en les dégradant (Bos, Robert et al. 2007). De plus chez les
enterobacteriacead'expression d'OMPs est momentanément interrompue grace a l'induction,
par ce méme systéne&, de la production de petits ARN empéchant la traduction des OMPs
(Figueroa-Bossi, Lemire et al. 2006; Johansen, Rasmussen et al. 2006; Papenfort, Pfeiffer et
al. 2006).

5  Structure des OMPs: prédiction topologique et cristallographie

5.1 Prédiction topologique: de la théorie a la pratique

La cristallographie fournit des structures 3D de protéines a haute résolution. Cependant la
détermination de ces structures ne suit pas le rythme d'apparition des séquences de protéines
dans les bases de données, d'ou l'intérét de développer des méthodes théoriques de prédiction
structurale (von Heijne and Manoil 1990; Hubbard, Park et al. 1996). Une structure 3D peut
étre prédite par la modélisation par homologie qui s'applique aux protéines globulaires mais
peut étre adaptée aux OMPs (Alberti, Rodriquez-Quinones et al. 1995; Derrick, Urwin et al.
1999). Toutefois, ce type de modélisation nécessite de connaitre les structures
cristallographiques d'OMPs homologues or, I'homologie entre OMPs est souvent faible méme
entre espéces proches. Par ailleurs, il est difficile de prédire les repliements des boucles
extramembranaires qui peuvent s'étirer ou se replier de sorte a obturer le pore. Par conséquent,
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la prédiction topologique (structure 2D) est une bonne alternative puisqu'elle permet
notamment de déterminer les séquences formant les boucles potentiellement antigéniques.
Ces derniéeres sont d'un grand intérét pour le développement de vaccins, une clé importante
dans la recherche s@rucella. La prédiction topologique permet également de situer dans
I'espace les séquences variables (Derrick, Urwin et al. 1999) et d'interpréter les données
expérimentales d'interaction entre protéines, de fonction ... (Paquet 2000)

La topologie des OMPs peut étre obtenue théoriquement ou expérimentalement. En ce qui
concerne les prédictions topologiques théoriques, divers algorithmes ont été développés et
ameliorés a la suite des premiéres résolutions cristallographiques. Les différentes méthodes
prédisent une structure secondaire dite "a deux états", c'est-a-dire que chaque résidu est
déterminé comme appartenant soit & un Brimansmembranaire soit a une boucle reliant

deux brins (Paquet 2000). Ainsi, pour repérer un Prinansmembranaire, des algorithmes
tenant compte du caractére amphipathifdes acides aminés ont été mis au point (Jahnig
1990). Toutefois, il arrive que des résidus a chaine latérale hydrophobe pointent vers la
lumiére du tonneau car protégés par une boucle extramembranaire (Paquet 2000). Il est ainsi
possible de prédire la topologie de porines sachant que généralement les longues boucles sont
exposees vers l'extérieur tandis que les boucles courtes sont exposées a la face périplasmique
(Schirmer and Cowan 1993).

En ce qui concerne les méthodes expérimentales, telles que l'insertion ou la délétion de
séquence (cfr paragraphe suivant), elles indiquent I'appartenance a unp brin
transmembranaire ou a une boucle (longue ou courte) de zones ponctuelles de la protéine
testée. Par conséquent, la topologie 2D obtenue est dite de "basse résolution" (Diederichs,
Freigang et al. 1998) raison pour laquelle I'expérimental est combiné au théorique. Mais alors
guels avantages retirés de ces expérimentations? Premiérement, la confiance en la topologie
prédite expérimentalement est plus accrue (Newton, Klebba et al. 1996) et deuxiemement, les
données fonctionnelles recueillies sont déterminantes. Quand bien méme la résolution
cristallographique est disponible ultérieurement, les données obtenues expérimentalement
peuvent toujours étre visualisées sous un autre angle (Paquet 2000).

L'une d'elles est l'utilisation d'épitope-rapporteur (Charbit, Boulain et al. 1986). Pratiquement,

la séquence codante (CDS) d'un épitope est insérée dans la séquence du gene de I'OMP cible a
un site défini. De la, deux observations sont réalisées. Si 'OMP produite a un caractere
sauvage a la fois pour son insertion en membrane et pour sa fonction, l'insertion de la CDS de
I'épitope est dite permissive. Deuxiemement, des anticorps spécifiques a I'épitope exprime
sont amenés et permettent de déterminer si la zone d'insertion est exposée vers le périplasme
ou vers le milieu externe. Aucun résultat pour les sites testés pour la maltoporine n'a été
contredit par la structure 3D cristallographique (Newton, Klebba et al. 1996). Cette technique
d'insertion peut étre complémenter avec une technique de délétion dirigée (Paquet 2000).

5.2 Prédictions topologiques d'Omp2a et Omp2b

Des prédictions topologiqgues d'Omp2a et Omp2b ont été réalisées par H. Mobasheri
(Mobasheri, Ficht et al. 1997) et son équipe ainsi que par J.-Y. Paquet (Paquet, Vinals et al.

12 | e caractére amphipathique d'un bgiriransmembranaire est relatif au fait qu'un résidu de chaine latérale
hydrophobe est dirigé vers la membrane et est suivi par un résidu hydrophile dont la chaine latérale se dirige vers
la lumiére du pore.
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2000; Paquet, Diaz et al. 2001). Les méthodes utilisées par chacune des équipes sont tres
distinctes mais les résultats obtenus ne présentent que quelques différences.

H. Mobasheri a utilisé une méthode spécifique aux porines consistant a calculer trois
paramétres: I'hnydrophobicité, le moment hydrophobe et la prédictidnrdegsection reliant

les brinsp transmembranaires entre eux). Un segment dont leembhydrophobe, calculé

sur base des caractéres hydrophobe et amphipathiqgue du segment, est élevé sera prédit comme
un brin Btransmembranaire (Mobasheri, Ficht et al. 1997).

J.-Y. Paquet a utilisé une méthode consensus, Cons4. Celle-ci combine deux types de
méthodes prédictives. La premiere est une méthode de prédiction dite a "trois-états”, a la base
mise au point pour les protéines globulaires non membranaires. En effet, les modeéles
prédictifs spécifiques aux porines ne distinguent que deux états. Les trois états distingués sont
"H" si le résidu est compris dans une hétit& "E" si le résidu fait partie d'un brjhet "C" si

le résidu ne correspond a aucun des deux états précédents. J.-Y. Paquet a testé 8 méthodes
“trois-états" sur quatre porines test (dont les structures 3D sont connues) et en a ressorti les 3
meilleures alliant confiance prédictive et puissance. A ces méthodes "trois-états”, J.-Y. Paquet
a combiné un second type de prédiction topologique spécifigue aux porines: la méthode de
Schirmer (Schirmer and Cowan 1993). Cette méthode combine la présence d'une alternance
entre résidu hydrophobe et résidu hydrophile et la présence de résidus aromatiques aux
extrémités de ces segments pour prédire les priBshirmer and Cowan 1993). La confiance

de prédiction pour cette méthode est faible mais sa puissance est élevée et peu variable entre
les porines test (Paquet 2000).

La prédiction topologique obtenue par J.-Y. Paquet pour Omp2a et Omp2b (Figure 8) montre
une structure type tonnefila 16 brins transmembranaires antiparalléles rehé® eux par 8
boucles de 5 a 29 résidus de long. La boucle L3 est la plus longue. Les divergences de
séquences les plus remarquables entre Omp2a et Om@haidla sont des insertions et/ou
délétions en début des boucles L3 et L5 (Paquet, Diaz et al. 2001)BCakeartus(biovars

1, 2 et 4), 'Omp2a présente une délétion de 30 résidus touchant notamment la boucle L3. Or,
lorsque E. coli exprime cette Omp2a, sa perméabilité est accrue par rapport a la souche
exprimant Omp2b puisqgu'elle est capable de croitre sur maltose et sur maltotétraose, une
molécule de 667 Da (Marquis and Ficht 1993). Etant donné que la boucle L3 joue un role
important dans l'activité pore-formatrice de nombreuses porines (Jap and Walian 1996),
I'nypothese selon laquelle la plus grande quantité de charges négatives portées par la boucle
L3 d'Omp2a comparativement a celle d'Omp2b serait a I'origine de différence de perméabilité
(Paquet, Vinals et al. 2000), a été testée. Les résultats montrent que ca serait la boucle L5, et
non la L3, qui se replierait sur I'entrée du tonneau de la porine (Paquet, Diaz et al. 2001).
Notons toutefois que la perméabilité membranaire n'est pas uniquement dépendante des
Omp2a et Omp2b et que d'autres OMPs pourrait l'influencer (Paquet, Diaz et al. 2001).

5.3 Cristallographie de protéines membranaires
Obtenir la structure 3D avec une haute résolution d'une protéine est crucial pour comprendre

le mécanisme moléculaire sous-jacent a sa ou ses fonctions. De par leur exposition a la
surface cellulaire, les protéines membranaires sont les cibles principales des médicaments et

13 Certaines porines comportent de courtes hétices
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disposer de leurs structures peut aider a la conception rationnelle des substances
médicamenteuses. La méthode la plus répandue permettant I'obtention de structure 3D a haute
résolution de protéines est la cristallographie par diffraction aux rayons X. A leur détuelle

la PDB Protein data bank répertorie quelques 43639 structures cristallographiques de
protéines obtenues par diffraction aux rayons X. Parmi celles-ci, seules 178 protéines
membranaires intégrales, correspondant a 412 entrées dans la banque de données, ont été
cristallisées depuis 1985 Or les protéines membranaires constituent 20 a 30% du génome
des procaryotes, archées et eucaryotes code pour ces derniéres (Hunte, Jagow et al. 2003). La
cristallisation des protéines membranaires est rendue difficile a cause de leur caractere
amphipathique. En effet, la surface de la protéine en contact avec la membrane est
hydrophobe et sa solubilisation en milieu aqueux dénaturerait la protéine. Une des solutions a
ce probleme est l'utilisation de détergent lors de la solubilisation. Utilisés a une certaine
concentration, ceux-ci se regroupent de maniére sphérique et forment des Thidgdes

niveau de concentration est dénommé "concentration micellaire critique" (CMC). Les
protéines membranaires sont solubles dans une solution en détergent micellaire ou elles
forment des complexes, les queues hydrophobes remplacent I'environnement membranaire
(Hunte, Jagow et al. 2003).

Plusieurs difficultés entravent le travail des expérimentateurs dont voici le détail ci-dessous
(Hunte, Jagow et al. 2003).

5.3.1 Le matériel proteique
Un premier probleme est lié a la quantité en protéine native pure nécessaire a la cristallisation
qui est d'au moins 10 mg par essai. Bien que les OMPs soient en général présentes en grande
quantité (Hunte, Jagow et al. 2003), leur surproduction en membrane est rendue difficile car
elles ont souvent un effet toxique sur la bactérie (Cloeckaert, Verger et al. 1996; Paquet
2000). Il a donc fallu avoir recours a la surproduction en corps d'inclusion. Dans ce cas, les
OMPs se retrouvent agrégées sous forme dénaturées et devront donc étre renaturées apres
extraction. De telles expérimentations sur des OMPs ont déja été réalisées avec succes
(Pautsch, Vogt et al. 1999).

Un second probléme est la purification de la protéine qui doit étre homogéne et pure a plus de
95%. L'hétérogénéité de la solution protéique peut notamment provenir de la protéolyse, de
différents états d'oligomérisation ou encore de modifications post-traductionnelles. De plus,

l'obtention de la protéine sous cette forme doit étre reproductible. Tout comme les protéines
solubles, les protéines membranaires peuvent prendre diverses conformations. Par
conséquent, pour obtenir la structure cristallographique il faut tenir compte des changements
conformationnels et des domaines mobiles (Hunte, Jagow et al. 2003).

4 Novembre 2008

!5 | es chiffres concernant les protéines membranaires sont issus de la base deMemi#ase proteins of
known structure

'8 |es queues hydrophobes du détergent s'orientent vers l'intérieur et les tétes hydrophiles constituent la surface
d'interaction avec le milieu aqueux environnant.
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5.3.2 Les détergents

La clé du succés de la cristallisation de protéines membranaires est le choix du détergent
(Hunte, Jagow et al. 2003) permettant le maintien de la protéine fonctionnelle et native sans
gu'elle ne s'agrege ou ne précipite. Bien qu'étant des outils intéressants (comportement
mimétique de la bicouche et leur capacité a s'assembler d'eux-mémes), les détergents ont des
comportements complexes en solution (Prive 2007).

La longueur de la chaine alkyle des détergents semble jouer un rdle essentiel. Ainsi, de
nombreuses protéines de membrane interne de bactéries et de mitochondries ainsi que des
protéines membranaires d'eucaryotes ont été cristallisées avec l'octyl-glucoside (OG), I'un des
détergents dont les chaines alkyles sont les plus courtes (Hunte, Jagow et al. 2003). Ces
derniéres sont intéressantes car elles maintiennent la protéine soluble. Pour rappel, chaque
détergent se caractérise par la valeur de sa CMC, concentration au-dela de laquelle des
micelles se forment en milieu aqueux. Or au plus la chaine alkyle est courte au plus la CMC
est élevee (Prive 2007) et donc au plus il faudra de détergent. Elle augmente aussi lorsque le
nombre de double liaison au sein des chaines alkyles augmente. La CMC varie également en
fonction du pH, de la force ionique, de la température, de la présence de protéine, de lipide et
d'autres détergents. De plus, lorsque la concentration en contre ions augmente, la CMC des
détergents ioniques diminue (Garavito and Ferguson-Miller 2001).

Cependant ce choix de détergent, 'OG, pour des protéines membranaires est loin d'étre
généralisable et d'autres détergents ont permis nombreuses réussites de cristalldgrphies:
dimethyldodecylaminéd-oxide (LDAO), octyltétraoxyéthylene §(Es), n-decyl$-D-
maltopyranoside (DM) eh-dodecylB-D-maltopyranoside (DDM). La longueur de la queue
hydrophobe n'est pas la seule caractéristique du détergent pouvant influencer la cristallisation,
les tétes hydrophiles ont également leur importance. En effet, si des cristaux d'une protéine
donnée sont obtenus avec divers détergents, la qualité de la diffraction de ces cristaux dépend
du détergent (Hunte, Jagow et al. 2003). Il peut arriver que la protéine membranaire, en
présence de détergent, précipite ou s'agrege. Ce phénomene s'explique par le fait que le
détergent utilisé n'est pas en mesure de couvrir toute la surface hydrophobe de la protéine qui
est par conséquent en contact avec le milieu aqueux. Une trop grande concentration en
détergent peut aussi étre a l'origine de l'agrégation de la protéine. La plupart du temps, une
telle agrégation est irréversible (Prive 2007).

Les détergents se distinguent également par les charges qu'ils portent. lls peuvent étre
cationiques, anioniques, neutres ou zwitterioniques. En général, les cristallisations réussies de
protéines membranaires ont été réalisées avec des détergents neutres ou zwitterioniques
(Hunte, Jagow et al. 2003). En effet, les détergents chargés tels que le SDS, un détergent
anionigue, sont souvent dénaturants. D'autre éléments de caractérisation des détergents sont le
nombre d'agrégation, soit le nombre moyen de monomére (de détergent) par micelle, et le
poids moléculaire de la micelle qui influencent la taille micellaire (Garavito and Ferguson-
Miller 2001). La figure ci-contre (Figure 9) reprend les structures et caractéristiques citées ci-
dessus pour quatre détergents utilisés au cours des renaturations de protéines: deux non
iloniques et deux zwitterioniques.

En conclusion, la réussite d'essais de cristallogenése dépend de nombreuses conditions:
pureté, concentration, homogénéité de la protéine, choix du détergent, criblage de nombreuses
conditions de cristallogenése sur base de kits commerciaux dans un premier temps. Le choix
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du détergent et des conditions de cristallogenése sont empiriques, d'ou la difficulté d'obtenir
des cristaux exploitables pour les protéines membranaires.
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Objectif et stratégies

L'objectif a long terme de ce travail est la caractérisation structurale de trois classes d'OMPs
et ce, afin de mieux en comprendre leurs fonctions. Pour les Omp2a et Omp2b, par exemple,
connaitre leurs structures tridimensionnelles permettrait probablement de comprendre
pourquoi I'expression d'Omp2a résulte en une plus grande perméabilité membranaire. Cette
propriété est probablement en rapport avec le diamétre du pore d'Omp2a comparativement a
celui de I'Omp2b, ce qu’une analyse structurale permettrait de documenter. Concernant les
Omp25 et Omp31, encore peu de choses sont connues concernant leurs fonctions respectives.
On a quelques indications quant aux effets de I'Omp25, qui n'est pas une porine, sur
I'inhibition ou la répression de la production de TéFpar des macrophages. Mais le
meécanisme moléculaire de cette action de 'Omp25 n'est pas connu. Quant a 'Omp31, il a été
montré qu'elle pourrait étre impliquée dans I'export d'exopolysaccharide (EPS), un composant
majeur des biofilms, et peut-étre dans d'autres aspects de la production de 'EPS mais a
nouveau, le ou les mécanisme(s) moléculaire(s) n'ont pas été élucidé(s). Aussi, il a été
démontré que 'Omp31 est une HBP soit tiaemin Binding Protein, dont I'expression est
induite lors d'une limitation en fer, condition que l'on retrouve en milieu intracellulaire.
Encore une fois, connaitre les structures de 'Omp25 et de 'Omp31 permettrait probablement
la mise en place d'expérimentations qui éclaireraient les chercheurs sur leurs mécanismes
d'action respectifs.

Le choix pour ces OMPs lors de ce travail s'est basé sur le fait qu'il s'agit des OMPs majeures
de Brucella spp. Ces OMPs, du moins celles du groupe 3 (Omp25 et Omp3Brpoala
melitensis sont retrouvées au sein de la membrane des OMVs. Or, ces derniéres joueraient un
réle important dans la virulence, notamment au niveau de linteraction hoéte/pathogene.
Pourquoi travailler sur les Omp2a et Omp2b en paralleéle? Tout simplement parce qu'il serait
intéressant de comprendre le pourquoi de la différence de perméabilité membranaire au sucre
lorsque l'une est exprimée par rapport a I'expression de l'autre. Aussi, ces OMPs du groupe 2
avaient déja été surexprimés, renaturées et purifiées en petite quantité par J.-Y. Paquet lors de
sa thése (2000), constituant un protocole de premiere approche. Qui plus est, Géraldine
Laloux, doctorante en URBM, a obtenu des données en levure qui suggérent que I'Omp2b est
un modulateur de l'apoptose mais pas Omp2a (résultats non publiés) ce qui constitue une autre
différence fonctionnelle qui pourrait étre liee une différence structurale.

Comme indiqué dans lintroduction, la cristallogenése nécessite une grande quantité de
protéines. Or la surexpression en membrane externe des Omp2a et Omp2b ainsi que de
I'Omp25, s'est avérée toxique pdurcoli. C'est pourquoi la stratégie utilisée pour I'obtention

des protéines a été la surexpression en corps d'inclusiorEcloeli. Les avantages de cette
méthode sont I'obtention en grande quantité de la protéine d'intérét et déja d'une pureté
relative. En effet, peu de protéinek.doli se retrouvent en corps d'inclusion et tout ce qui est
surproduit y est aggrégé. Toutefois, cette technique a également un gros désavantage qui est
l'obtention de la protéine d'intérét dénaturée. Par conséquent, la mise au point d'une étape de
renaturation sera nécessaire. Cette renaturation est effectuée a l'aide de détergents qui, par
leurs propriétés physico-chimiques, miment la bicouche membranaire.

Pratiguement, les plasmides de surexpression pour les différents genes des Omp25 et Omp31
doivent étre construits. Les séquences codantes (CDS) sont obtenues par PCR sur de I'ADN
génomique d@rucella melitensid6M etBrucella suis1330 sauvage. Ces CDS sont ensuite

clonées dans un plasmide intermédiaire. Cette étape permet le séquencage des CDS et la
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validation des constructions intermédiaires. Les CDS devront ensuite étre transférées dans les
vecteurs d’expression.

Parallelement a ces manipulations, le travail de production, de purification et de renaturation
est effectué sur les Omp2a et Omp2b. Pour ces deux OMPs, les plasmides de surexpression en
corps d'inclusion sont déja disponibles puisque construits par J.-Y. Paquet au cours de sa thése
(2000). lIs seront vérifiés par PCR et restriction diagnostique. L'objectif pour ces deux OMPs
sera ensuite de mettre au point un protocole de purification, de renaturation et de
concentration dans le but de réaliser des essais de cristallogenése. Dans un premier temps, le
protocole appliqué dans la thése de J.-Y. Paquet sera utilisé. Ce protocole consiste a récupérer
les OMPs a partir des corps d'inclusion, a les renaturer et a séparer la forme native, c'est-a-dire
trimérique, des autres formes (monomeéres, dimeres et agrégats) par chromatographie
d'exclusion ou tamis moléculaire. Si ce protocole ne donne pas les résultats escomptés, un
nouveau protocole sera mis au point. Les OmpZ2a et/ou Omp2b purifiées et renaturées seront
ensuite utilisées pour de premiers tests de cristallogenése.
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Résultats et discussion

Dans le cas des Omp25 et Omp31 décrites précédemment, la construction de plasmides de
surexpression en corps d'inclusions ckseherichia colia été entreprise. Les étapes de ce
travail sont décrites ci-dessous et constitueront la premiere partie des résultats. La seconde
partie concernera la surproduction, purification et renaturation des Omp2a et Omp2b pour
lesquelles les plasmides de surproduction étaient déja disponibles. Des essais de
cristallogenese ont également été envisagés dont I'objectif & long terme est I'obtention des
structures tridimensionnelles des OMPs trimériques, des porines Omp2a et Omp2b.

1  Construction des plasmides de surexpression des Omp25 et
Omp31

Différentes étapes de construction, représentées ci-contre (Figure 10), sont nécessaires a
l'obtention d'un plasmide permettant la surproduction protéique. Une premiére étape consiste

a insérer la CDS choisie au sein d'un plasmide qui pourra facilement étre séquence, le pGEM
easy dans le cas présent. Le séquencage constitue la seconde étape. Les pGEM easy avec
I'insert non muté (la CDS choisie) sont ensuite restreints de sorte a extraire la CDS qui sera
alors liguée dans le plasmide de surexpression pET3a. Dans ce cas-ci, une reStiction
complémentaire a été realisée sur le pGEM easy, le plasmide donneur pour l'insert. Cette
restriction a pour effet de cliver dans la CDS de résistance a I'ampicilline évitant ainsi la
sélection des clones contenant le pGEM easy avec insert en lieu et place de ceux contenant la
construction pET3a avec insert, également porteur du gene de résistance a lI'ampicilline.

1.1 Obtention des séquences codantes par PCR

Dans le but de surexprimer les Omp25 (BMEI1249, BME1007, BMEI1829 et BMEI1830) et

les Omp31 (BMEIIO844 et BR1622), il est nécessaire d'insérer leurs séquences codantes sous
le contréle d'un promoteur fort tel que le promoteur T7 issu du phage homonyme. Les
séquences codantes de ces protéines seront obtenues en effectuant une PCR sur de I'ADN
génomique ddrucella melitensid6M et surBrucella suis1330 sauvage pour BR1622. Les
amorces utilisées pour ces PCR (cfr Matériels et méthodes), ont été concues de sorte a oter le
peptide signal prédit de chague CDS étudiée (cfr Matériel et méthodes). Le retrait du peptide
signal permettra dés lors du surproduire les OMPs en corps d'inclusion sous forme dénaturées
et non en membrane externe comme décrit dans l'introduction. Ceci permet de limiter les
problemes dus a la toxicité de protéines porteuses d'un peptide signal. Ces amorces ont
également pour particularité de permettre l'ajout de deux sites de restriction distincts, un en
amont (Ndd) et un autre en avaBanHl) de la CDS comme présenté sur le schéma (Figure

10).

Les produits PCR obtenus sont ensuite purifiés sur colonne (kifMBiB Rapace d'Invitek)
et une fraction est déposée sur gel d'agarose.

Les tailles attendues des produits PCR sont de 584 bp, 656 bp, 636 bp, 638 bp, 677 bp et 716
bp respectivement pour les CDS suivantes: BMEI1249, BMEI1007, BMEI1829, BMEI1830,
BMEII0844 et BR1622. Les profils de taille obtenus correspondent a ceux attendus (Figure
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11). Dés lors, ces séquences pourront étre introduites dans un premier plasmide : le pGEM
easy.

1.2 Insertion des séquences codantes dans le pGEM easy et
séquencage

Le plasmide pGEM-T easy est un vecteur commercial de Promega (cfr Matériels et
méthodes). Celui qui sera utilisé pour les constructions en est une version modifiée. En effet,
ce vecteur est originellement congu pour faciliter la ligation avec un produit PCR obtenu avec
la Taq polymérase. Or, cette derniére ajoute des adénines aux extrémités des produits PCR et
le pGEM-T easy linéarisé présente, a cet effet, des thymines protrudantes. Cependant, dans le
cas qui nous préoccupe, les PCR ont été realisées pahusion High-Fidelity DNA
polymérase qui n'introduit pas d'adénine supplémentaire et forme donc des produits PCR a
extremités franches. Afin d'optimiser la ligation au plasmide pGEM-T easy, les thymines
concernées ne sont pas présentes, d'ou la nouvelle dénomination du plasmide pGEM-T easy
en pGEM easy. Ce dernier plasmide était préalablement disponible au laboratoire. Cette
modification du plasmide pGEM-T easy crée un site de restri@tamRV, bordé de part et
d'autre par des sites HRD qui permet I'obtention du pGEM easy linéarisé a bouts francs.

La ligation entre la CDS, obtenue par PCR, et le pGEM easy ne permet pas de connaitre le
sens dans lequel la CDS s'insérera étant donné que cette ligation est franche. Cependant,
I'orientation de la CDS n'interfere en rien dans la poursuite des constructions.

Le produit de la ligation entre le pGEM easy et le produit PCR de chacune des OMPs est alors
transformé par choc thermique daBs coli de souche DH10B Cagflcompétentes afin
d'obtenir les plasmides d'intérét en plus grande quantité. Pour chaque ligation, quatre clones
sont mis en culture afin de réaliser une purification d'ADN plasmidique (miniprep) suivie
d'une restriction diagnostique. Les enzymes de restriction ont été choisies de sorte a ressortir
l'insert du plasmide. Ainsi, lI'ensemble des constructions ont été restreintes par l'enzyme
EcoRlI clivant de part et d'autre du site d'insertmoRV. Cependant, au sein méme de la
CDS de BMEI1830 existe déja un site de restriction fmaR|. C'est pourquoi les enzymes
BanHI et Ndd ont été utilisés dans ce cas particulier. Les produits des restrictions obtenus
pour les diverses OMPs sont déposés sur un gel d'agarose (Figure 12 et Figure 13). Les profils
obtenus sont tous corrects a I'exception du clone 4 de la ligation pGEM easy et BMEI1007
dont le profil ne correspond ni a la ligation attendue ni au pGEM easy seul.

Avant de poursuivre les constructions, il est important de séquencer les inserts afin de vérifier
gu'il n'y ait pas de mutation. Les profils des restrictions diagnostiques ont permis la sélection
de clones a séquencer: les clones 3 et 4 pour BMEI1249, les clones 2 et 3 pour BMEI1007, le
clone 4 pour BMEI1829, le clone 3 pour BMEI1830, le clone 4 pour BMEII0844 et enfin les
clones 3 et 4 pour BR1622. Les séquences obtenues ont été alignées a la séquence théorique
du produit PCR correspondant. Cet alignement a été réalisé a l'aide du logiciel ApE (version
1.12), un éditeur de plasmide. L'analyse des différents alignements de séquences montre qu'il
n'y a aucune mutation parmi les clones séquencés sauf pour I'un d'entre eux, le clone 3 de
BMEI1007. Ce dernier comprend en effet la mutation suivante au site de restrichioldde
CATMATG est muté en CATATG. Par conséquent, le clone 2 pour BMEI1007, ne
présentant pas cette mutation, a été utilisé pour la suite.

Plusieurs essais de ligation ont été réalisés entre les CDS extraites des pGEM easy et le
pET3a linéarisé. Cependant, les PCR sur colonies et les restrictions diagnostiques sur ADN
plasmidiqgue de nombreux clones n'‘ont pas permis de mettre en évidence des clones positifs,
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autrement dit, des clones contenant le plasmide pET3a et son insert. Une autre stratégie devra
étre mise en place afin de terminer ces constructions. Classiquement, lorsque ces plasmides de
surexpression auront été construits, il suffira de les transformier esli BL21(DE3)pLysS,

une souche de surproduction, et de tester qu'il y a bien surexpression par induction a I'lPTG.
Cette méthodologie a été appliquée aux plasmides de surexpressig?al’etomp2b au
point3.1.

2 Vérification des plasmides de surexpression d'omp2a et
d'omp2b issus de la thése de J.-Y. Paquet

Au cours de sa thése (2001), Jean-Yves Paquet a été amené a construire les plasmides de
surproduction des Omp2a et Omp2b, regroupés sous la terminologie d'Omp36. Cette méme
thése indique que les inseamp2aetomp2b ont déja été séquenceés et qu'ils se trouvent dans

le plasmide de surproduction pET3a. Les plasmides sont respectivement nommés pET2a et
PET2b pour les pET3a comprenant les CDS d'Omp2a et Omp2b. Afin de vérifier que ceux-ci
correspondaient bien a ces constructions, deux techniques de vérification de plasmides ont été
appliguées: la PCR et la restriction diagnostique.

2.1 Vérification par PCR

Les amorces utilisées au cours de cette expérience sont également celles utilisées au cours de
la thése de J.-Y. Paguet. Comme présenté dans la partie "Matériels et méthodes", il n'y a que
trois amorces distinctes pour lI'amplification des C@dfp2a etomp2b. En effet, I'amorce

amont, 2aF, est commune aux deux CDS.

Quatre PCR distinctes ont été effectuées sur pET2a et pET2b; une PCR classique avec les
bonnes amorces, une seconde PCR dont I'amorce aval correspond & l'adfraitiiB&tion

de l'amorce 2aR pouwmp2b par exemple) et les deux derniéeres PCR sont des contrbles
négatifs, c'est-a-dire sans plasmide, une fois avec I'amorce aval 2aR et une fois avec I'amorce
aval 2bR. La photo du gel d'agarose (Figure 14) sur lequel ont migrés les différents produits
PCR montre un résultat attendu. Ainsi, seules les PCR avec plasmide, pET2a ou pET2b, et
I'amorce aval correspondante présentent une bande d'acides nucléiques de taille attendue:
1148 bp pour pET2a et 1132 bp pour pET2b.

2.2  Vérification par restriction diagnostique

Bien que la PCR diagnostique semble indiquer que les plasmides correspondent a ceux
attendus, une seconde Vérification a été réalisée. Les produits PCR obtenus a I'étape
précédente sont préalablement purifiés sur colonne M Rapace d'Invitek) et quatre
restrictions diagnostiques ont été ensuite réalisées en parallele pour chacun des deux produits
PCR. Pour la CD®mp2a, les tailles attendues sont: 719 bp, 227 bp et 202 bp pour la
restriction parEcoRl; 424 bp, 256 bp, 252 bp, 190 bp et 14 bp pour la restrictioHipfy

deux bandes a 375 bp, une a 281 bp et une derniere a 117 bp pour la restri€gin Pz6

7 Ce controle permet de s'assurer que pET2a comprend bien la @@S2d'et non celle dmp2b et
inversement pour le plasmide pET2b.
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bp et 172 bp pour la restriction pRsd. Parallelement, les tailles attendues pour la CDS
omp2b sont: 733 bp et 399 bp pour la restrictionguaR|; 465 bp, 394 bp et 267 bp pour la
restriction par Hinfl; 852 bp et 280 bp pour la restriction pak, Bst647 bp, 313 bp et 172 bp

pour la restriction paRsd. Les produits de ces restrictions sont visualisés aprés migration sur
gel d'agarose (Figure 15). Chacune des restrictions montre un profil similaire a celui attendu.
Des lors, les plasmides pET2a et pET2b peuvent étre utilisés pour surproduire les Omp2a et
Omp2b, respectivement.
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3 Production, purification, renaturation et cristallogenése
d'Omp2a et d'Omp2b

Cette derniere partie "Résultats” du mémoire concerne uniquement le travail de recherche
effectué sur les Omp2a et Omp2b, OMPs pour lesquelles les plasmides de surexpression ont
ete vérifiés dans la seconde partie des "Résultats". Ce dernier point est subdivisé en différents
sous-points. Le premier concerne l'application de protocoles mis au point lors de la thése de
J.-Y. Paquet et plus précisément, les étapes de surproduction d'OMPs en corps d'inclusion, la
renaturation et la purification par chromatographie d'exclusion ou tamis moléculaire de ces
OMPs. Pour diverses raisons qui sont décrites plus loin, ces protocoles ont été en partie
modifiés ce qui amene au deuxieme et au troisieme sous-points. Enfin, les deux derniers sous-
points concernent la cristallogenese et I'étape essentielle de concentration des OMPs préalable
aux essais de cristallogenese.

3.1 Surproduction en corps d'inclusion, renaturation et purification par
tamis moléculaire: protocole issu de la these de J.-Y. Paquet

La surproduction en corps d'inclusion des Omp2a et Omp2b a été réalisé apres transformation
des pET2a et pET2b dans BL21(DE3)pLysS, une souéhedi (cfr Matériels et méthodes).

Cette souche posséde le plasmide pLysS empéchant la production a un niveau basal de la
protéine d'intérét. La production de porines par cette souche est induite via l'ajout d'IPTG au
milieu de culture lorsque les bactéries atteignent la phase de croissance exponentielle. Une
fois le temps d'induction écoulé, les corps d'inclusion sont récupérés par centrifugation, laves
et solubilisés par un agent chaotropique, par exemple 8M d'urée dissouts dans le tampon TEN
ou tampon de lyse. Pour chacune des OMPs, la fraction soluble, les surnageants des deux
lavages des corps d'inclusion et une fraction des corps d'inclusion solubilisés ont été déposés
sur gel SDS-PAGE (Figure 16). Il apparait clairement que ces deux protéines ont été
surproduites et que la majeure partie de celles-ci est retrouvée dans la derniére fraction, celle
des corps d'inclusion solubilisés.

Une fois obtenues, ces porines dénaturées en solution ont été renaturées en les diluant a du
détergent dissout dans du tampon TEN, tout en vortexant, dans un rapport 1:1. Cette dilution
rapide sous agitation empéche I'agrégation des protéines. Au cours de sa thése, J.-Y. Paquet a
utilisé du zwittergent 3-14, un détergent zwitterionique, a une concentration 10%.
Classiquement, la concentration en détergent utilisée pour des renaturations de protéines est,
au final, égale a 10 fois la concentration micellaire critique (CMC). Or, la CMC du
zwittergent 3-14 est de ~0,2 mM soit 0,007% (en solution 10 mM phosphate a pH 7,5). Des
lors, les Omp2a et Omp2b ont également été renaturées par dilution 1:1 dans du zwittergent 3-
14 a une concentration de 0,14% donnant une concentration finale de 0,07%. Une
concentration intermédiaire de zwittergent 3-14 de 1% a également été testée.

Les Omp2a et Omp2b renaturées sont déposées sur gel SDS-PAGE afin de permettre la
visualisation des triméres éventuellement formés qui, pour rappel, sont un indicateur de la

'8 Les poids moléculaires monomériques calculés sur base des séquences nucléotidiques sont de 39,4 kDa et de
40,3 kDa pour Omp2a et Omp2b respectivement.
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renaturation d'Omp2a et Omp2b (Figure 17). L'interprétation de ces gels d'électrophorése est
délicate. Concernant le renaturation avec le zwittergent 3-14 de concentration 10%, a la fois
pour Omp2a et Omp2b, apparait une bande de taille d'environ 100 kDa. Ces bandes pourraient
correspondre a du dimere, a condition que cette forme soit stable pour ces OMPs, ou a du
trimére d'OMPs si la migration est altérée par la structure 3D ou par la présence de
zwittergent 3-14 expliquant la taille apparente de ces protéines. Le bas du gel présente un
défaut de migration dans les puits ou ont été déposées les OMPs renaturées. Ce défaut de
migration pourrait étre dd a la concentration élevée en détergent. Le second gel de cette figure
est le résultat de I'utilisation d'une concentration intermédiaire en zwittergent 3-14 (1%) pour
la renaturation d'Omp2a (non testé sur Omp2b). La migration d'Omp2a apres renaturation
permet la visualisation, dans le puits 4, d'une bande plus marquée de taille d'environ 120 kDa
ce qui correspondrait a la forme trimérique de la porine. Ce gel permet également de mettre en
évidence l'intérét de I'étape de sonication appliquée dans toutes les expérimentations de
renaturation. Cette étape permet d'éviter un effet d'agrégation du détergent réduisant
I'efficacité de la renaturation. En effet, sans cette étape, aucune bande n'apparait a 120 kDa
contrairement & ce qui est observé dans le cas contraire. Pour cléturer les commentaires
relatifs a cette figure, le gel C présente le profil de migration de la renaturation des Omp2a et
Omp2b avec du zwittergent 3-14 de concentration 0,14%. Pour rappel, cette concentration
initiale en détergent donne au final une concentration egale a dix fois la CMC. Les deux
bandes encadrées sur la figure du gel C ont un poids apparent bien supérieur a celui attendu
de 120 kDa. Elles semblent plutét correspondre a de la protéine n'ayant pas migré ou a de la
protéine agrégée. Par conséguent, ce sont les échantillons d'OMPs renaturées avec 1% de
zwittergent 3-14 qui ont été purifiés par chromatographie d'exclusion.

La purification par chromatographie d'exclusion ou tamis moléculaire a pour but de séparer
les porines renaturées sous forme trimérique de celles renaturées sous forme dimérique et
monomérique. Pour rappel, I'objectif a long terme est d'obtenir la structure 3D des porines
Omp2a et Omp2b sous leur forme active qu'est le trimere. Préalablement a la purification, les
porines ont été concentrées a l'aide d'’Amicon Ultra (cut-off de 10 000 Da) et filtrées (filtre de
0,22 um). Afin d'optimiser la résolution de la purification, la quantité maximale en protéines
déposée sur la colonne Superdex 200 est de 20 mg. Une fois I'échantillon chargé, I'élution a
éte réalisée avec le méme tampon que celui de I'échantillon. Selon la thése de J.-Y. Paquet, le
premier pic visible correspondrait a un agrégat de protéines, le second serait le pic de trimeres
de porines et le dernier pic correspondrait a des protéines en faible quantité de la taille attendu
pour le monomere. Le chromatogramme obtenu pour Omp2a (Figure 18) semble correspondre
a ce qui est décrit dans la these. Un certain nombre des fractions récoltées est choisi afin d'étre
déposées sur gel SDS-PAGE coloré au nitrate d'argent (Figure 19). On observe que le premier
pic pourrait correspondre a des protéines de taille attendue pour du monomere d'Omp2a et que
le second pourrait correspondre a un meélange de triméres et de monoméres pour cette OMP.
Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux de J.-Y. Paquet. Par ailleurs, la chromatographie
d'exclusion se base sur un principe de purification en fonction de la taille des protéines
permettant d'éluer en premier lieu les protéines les plus imposantes et en dernier lieu les
protéines de poids moléculaires les plus faibles. Le contraire est observé dans ce cas-ci. Un tel
résultat est difficilement interprétable. C’est pourquoi nous avons dd élaborer un nouveau
protocole de purification.

Dans ce cadre, des recherches bibliographiques ont été réalisées afin de mettre en évidence
d'autres méthodes de purification et de renaturation de protéines membranaires. De hombreux
articles présentent des protocoles de purification par chromatographie échangeuse d'ions pour
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des protéines produites en corps d'inclusions (Taylor, Burgner et al. 1998; Zhang, Blanco et
al. 1999; Bolla, Saint et al. 2004; Kumar and Krishnaswamy 2005; Kuo, Chin et al. 2008).

3.2 Nouveau protocole de purification: chromatographie échangeuse
d'ions

La mise en place de ce nouveau protocole reprend en partie celui précédemment utilisé
jusqu'a I'étape de solubilisation, par le tampon TEN additionné de 8M urée, des corps
d'inclusion contenant les OMPs surproduites. Une fois la vérification de surproduction
effectuée par SDS-PAGE (résultat similaire a celui représenté a la Figure 16), une toute autre
démarche est entreprise.

En effet, afin d’optimiser I'étape de renaturation, nous avons envisage de purifier les
protéines sous forme de corps d’inclusion solubilisés avant de les renaturer. Les points
isoélectriques calculés des Omp2a et Omp2b sont respectivement de 4,27 et 4,42. Ces valeurs
ont été déterminées sur base de la séquence en acides aminés de ces OMPs sur le site
"http://www.embl-heidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl”. Ces valeurs de point isoélectrique
justifient le choix d'une chromatographie échangeuse d'anions telle que réalisable sur une
colonne de cellulose DEAE (diethylaminoethyl). En effet, a pH=8,0, Omp2a et Omp2b sont
chargées négativement. La purification des corps d'inclusion solubilisés, filtrés a 0,22 um, est
réalisée sur la colonne équilibrée avec le tampon A (50 mM Tris-HCI, 17 mM NaCl, 8 M
Urée, pH=8,0). Une fois les protéines contaminantes éliminées dans le flow through, les
OMPs sont éluées par un gradient de NacCl, allant de la concentration initiale de 17 mM NacCl
(tampon A) a une concentration de 500 mM NaCl (tampon B). La forte concentration en sel a
pour effet de réduire le degré d'ionisation de la colonne et de la protéine purifiée ce qui résulte
en une capacité de liaison réduite entre la résine et 'OMP. La mesure d'absorbance a 280 nm a
la sortie de la colonne indique une forte quantité en protéines éluées lors du gradient en NaCl
(Figure 20). Dans ce cas-ci, les corps dinclusion solubilisés sont issus d'une culture de
surproduction d'Omp2a de 200 ml.

Une partie des fractions obtenues a été choisie pour étre déposée sur gel SDS-PAGE (Figure
21). La pureté des fractions obtenues aprés DEAE, comparativement a I'échantillon d'Omp2a
non purifié du gel A (Figure 21), est accrue et approxime les 80%-90%. Les fractions
purifites 19 a 20, soit un volume de 25 ml, contenant de I'Omp2a sont regroupés.
Remarquons que le flow through contient également de I'Omp2a. Ce résultat s'expliquerait
notamment par une saturation de la colonne en Omp2a. Si I'on voulait augmenter le
rendement de la purification et récupérer ces Omp2a, le flow through pourrait étre purifié une
seconde fois par échangeuse d'anions. Toutefois, améliorer le rendement de purification des
OMPs n'est pas une priorité de ce travail et la quantité en protéines est suffisante (cfr point
3.4) pour envisager les étapes de renaturation @istallogenese.

3.3 Mise au point d'un nouveau protocole de renaturation des Omp2a
et Omp2b

3.3.1 Choix du détergent et mise au point de la concentration en_urée et en

OMPs

Pour la suite, une concentration finale en détergent égale a dix fois la CMC a été utilisée et
non plus des concentrations telles que 5% et 0,5%, soit des concentrations initiales de 10% et
1%, de zwittergent 3-14 utilisées au pdrit. Ce choix de concentration en détergent permet

la comparaison entre les divers détergents testés. Le type de détergent et sa concentration ne
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sont pas les seuls facteurs influengant le processus de renaturation. Ainsi, la concentration en
OMP, en urée ou encore en NaCl interagissent également. C'est pourquoi, diverses conditions
de renaturation ont été étudiées.

De nombreux détergents existent et peuvent étre classifiés selon leurs charges en tant que
détergent non ionique, anionique, cationique ou zwitterionique. Leurs caractéristiques et
utilisations ont été décrites dans l'introduction.

Des essais de renaturation ont été effectués sur huit détergents différents dont le zwittergent 3-
14 précédemment utilisé (Table 1). Chacun des détergents a été préparé de sorte a en avoir
une concentration égale a 10 fois leur CMC respective apres renaturation.

Table 1. Détergents utilisés pour les essais de renaturatioba premiére colonne de numérotation romaine
correspond a la numérotation reprise dans les figures de renaturation (Figure 22). Les références catalpgues sont
celles de l'entreprise Anatrace. Pour le type de détergent, les sigles utilisés correspondent a: +, chargé
positivement; -, chargé négativement; Z, zwitterionique et N, neutre. PM signifie poids moléculaire en gramme
par mole.

Détergent Référence Type PM CMC Tampon de référence
catalogue (mM) pour la CMC

I n-octyl-B-D-glucopyranoside 0311 N 292,4 23,4 0,1M NacCl

Il n- dodecylB-D-maltopyranoside D310A N 510,6 0,12 0,2 M NaCl

1 n-decyl$-D-maltopyranoside D322 N 482,6 1,8 0,15 M NacCl

jy | nrdodecylN.N-dimethylamineN- D360 z 2204 0,14 0,1 M NaCl

oxide

\% ANAPOE-C; ~Eg APO129 N 583 0,05 H,0

VI CHAPS C316 Z 614 8 H,O

Vi Anzergent 3-14* AZ314 4 363,6 0,2 10mM Phosphate, pH 7,
VIl Deoxycholic acid, sodium salt D380 - 414,6 6 H,O

* | 'anzergent 3-14 est chimiquement la méme molécule que le Zwittergent 3-14

Parallelement au criblage des détergents, différentes concentrations finales en urée et en
OMPs ont été testées. En effet, aprés purification, la concentration en urée est toujours de 8M,
concentration permettant de maintenir 'OMP solubilisée. Une renaturation directe de I'OMP
avec le détergent (dissout dans le tampon C: 50 mM Tris-HCI, 250 mM NacCl et pH=8,0) qui
se fait, pour rappel, dans un rapport de volume 1:1, ne réduirait la concentration en urée qu'a
4M. Afin de faire varier cette concentration en urée, les Omp2a et Omp2b sont diluées dans
différentes proportions dans du tampon avec 8M urée (mélange 1:1 des tampons A et B) ou
sans urée (tampon C). Les Omp2a et Omp2b issues de la purification ont donc d( étre
concentrées avant de lancer les essais de renaturation. Cette concentration a été réalisée grace
a l'utilisation d'amicons (cut-off de 10 000 Da). Les concentrations obtenues, par mesure de
I'absorbance a 280 nm, sont de 1,9 mgéintle_1,1 mg/mpour les lots purs a 95% d'Omp2a

et d'Omp2b respectiveméht La concentration en protéine intervient également dans
I'efficacité de la renaturation. En effet, la disponibilité en molécules de détergent par molécule

19 | es coefficients d'extinctiore) calculés sur base des séquences nucléotidiques d'Omp2a et Omp2b sont de
2,158/mg/ml et de 2,279/mg/ml respectivement.
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d'OMP a renaturer varie en fonction de cette concentration en OMP (a concentration égale en
détergent).

Ces conditions, testées pour les huit détergents (Table 1), ont été résumées ci-dessous (Table
2).

Table 2. Résumé des trois conditions de concentration en urée et en OMPs testées par détergent pour

Omp2a et Omp2b.Les numéros de condition correspondent a ceux repris sur les gels SDS-PAGE (Figure 22).
Le tampon avec 8M urée est un mélange de rapport 1:1 des tampboes BY. Lorsqu'il est question d'une
dilution (colonne 2 et 3), il s'agit toujours d'une dilution ayant pour rapport volumique 1:1.

N°dela | Dilution avec le Dilution ang? le . [Omp2ajinae [Omp2bfinaie
condition | tampon urée 8M tampon [Uréehnae (mg/ml) (mg/ml)
(sans urée) 9 9
1 0 0 4M ~ 0,949 ~ 0,531
2 1 0 4M ~ 0,475 ~ 0,266
3 0 1 2M ~ 0,475 ~ 0,266

) Tampon A: 50 mM Tris-HCI, 17 mM NaCl, 8 M Urée, pH=8,0
@Tampon B: 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 8 M Urée, pH=8,0
®Tampon C: 50 mM Tris-HCI, 250 mM NaCl et pH=8,0

Suite a I'étape de renaturation et de sonication, les échantillons renaturés d'Omp2a et Omp2b
ont été déposés sur gel SDS-PAGE (Figure 22). L'interprétation de ces gels met en avant
I'nypothese que le détergent I, soit le n-docgeid-maltopyranosidesemble le plus efficace

pour la renaturation des Omp2a et Omp2b. Seul ce détergent laisse apparaitre des bandes de
taille d'environ 100 kDa qui correspondraient a la forme trimérique des Omp2a et Omp2b.
Bien que pour Omp2a la condition 2 montre la présence d'une bande d'environ 100 kDa, une
bande de méme taille est plus marquée pour la condition 3. Pour Omp2b, seul la condition 3
semble permettre la formation de triméres. De plus, une bande supplémentaire de taille
intermédiaire aux formes monomérique et trimérique est mise en évidence par coloration au
nitrate d'argent. L'hypothese proposée est que cette bande est constituée d'intermédiaires
dimériques d'Omp2b dont la présence s'expliquerait par I'existence d'un équilibre entre les
trimeres et monomeres de porines. Quoi qu'il en soit, la condition 3 améne a une renaturation
contrairement aux deux autres conditions testées, indiquant que la réduction de la
concentration en urée a 2iVest pas anodine.

En ce qui concerne la concentration en protéines a renaturer, l'utilisation de concentrations
difféerentes en Omp2a par rapport a celle de 'Omp2b permet de dire que dans une fourchette
de concentration finale allant d'environ 0,25 mg/ml a 0,5 mg/ml, la renaturation est effective.
La concentration en OMPs pour la renaturation a également été testée dans un autre contexte
au point3.4.

3.3.2

Pour les essais de renaturation du point précédent, la concentration en NaCl a été, dans la
mesure du possible, maintenue a un taux similaire & la concentration atteinte apres
purification échangeuse d'anions. Cette concentration a été estimée a 250 mM NaCl. Or, la
présence de NaCl doit également influer sur l'efficacité de la renaturation en interagissant
avec les charges des OMPs lors du repliement de monomeres et de leur interaction aboutissant
a la forme trimérique. Afin de tester la renaturation en présence d'une plus petite
concentration en NaCl, chaque OMP surproduite et purifiée a été dialysée dans un tampon de
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dialyse a faible teneur en NaCl (50 mM NacCl, 50 mM Tris, 8M urée et de pH=8,0). Comme
pour les essais précédents, ces OMPs ont été concentrées grace aux amicons (cut-off 10 000
Da). Puisque précédemment, c'est la concentration la plus faible en urée (2M) qui a été la plus
efficace a la renaturation, les lots d'Omp2a et Omp2b ont été aussi testés a des concentrations
plus réduites encore en urée. Au final, trois conditions ont été testées, a nouveau sur les huit
détergents (Table 1) et sur les deux OMPs.

Table 3. Résumé des trois conditions de concentration en urée testées par détergent pour Omp2a et
Omp2b dans un environnement faible en NaClLes numéros de condition correspondent a ceux repris sur les
gels SDS-PAGE (Figure 23). Les dilutions, quelqu'en soit le nombre (0 a 3), sont des dilutions dont lg rapport
volumique entre la solution a diluée et le tampon de dilution est de 1:1. Les tampons de dilution sont le tampon
A (50mM Tris, 17mM NacCl, 8M urée et pH=8,0) et le tampon D (50mM Tris, 50mM NacCl et pH=8,0) qui ne
contient pas d'urée.

i R T e G
(urée 8M) (sans urée)
2 1 2Mm 0,25
1 2 1M 0,25
0 3 0,5M 0.25

A la suite de I'étape de sonication, une fraction des essais de renaturation est déposée sur gel
SDS-PAGE (Figure 23).

Aucun des gels SDS-PAGE (Figure 23) ne présente de bande pouvant étre assimilée a de
I'OMP trimérique. Pour plusieurs gels, la renaturation avec les détergents | a lll laisse
apparaitre des bandes de tailles inférieures a celle des 37 kDa ce qui pourrait étre une
indication de la dégradation de I'OMP.

Notons qu'une concentration intermédiaire en sel, 150 mM NacCl, a également été testée sur
Omp2a sans donner plus de résultat.

En conclusion, la condition de renaturation la plus efficace est celle pour laquelle la
concentration en urée est de 2M, la concentration en OMP est située entre 0,25 et 0,5 mg/ml
et la concentration en NaCl n'est pas modifiee aprés purification et tourne des lors autour des
250 mM.

3.4 Concentration de I'Omp2a en vue des essais de cristallogenése

Généralement, I'obtention de cristaux de protéines nécessite d'avoir une solution pure, a plus
de 90%, et fortement concentrée. L'étape de purification par chromatographie échangeuse
d'anions a permis d'obtenir une pureté suffisante. Une fois les conditions de renaturation
d'Omp2a et Omp2b établies, il a fallu trouver un moyen de concentrer ces OMPs sous leur
forme native. Dans la littérature, les protéines membranaires cristallisées sont concentrées a
15 mg/ml (Ho, Pomroy et al. 2008), a 20 mg/ml (Bolla, Saint et al. 2004) ou encore a 25
mg/ml (Basle, Rummel et al. 2006; Kuo, Chin et al. 2008).

Pour les premiers essais de cristallogenése, nous nous sommes concentrés sur 'Omp2a car
elle a précédemment donné de meilleurs résultats de renaturation que I'Omp2b (Figure 22,
condition 3). Dans un premier temps, deux stratégies ont été testées en parallele sur Omp2a.
Cette derniere a été soit concentrée puis renaturée soit renaturée puis concentrée. Concentrer
Omp2a a été realisé a nouveau a l'aide d’Amicons-Ultra de cut-off de 10 000 Da. Dans le
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premier cas ou Omp2a est concentrée puis renaturée, la concentration obtenue a été de 25,0
mg/ml (par mesure d'absorbance a 280 nm). Dans le second cas ou la renaturation précéde la
concentration d'Omp2a, la concentration obtenue en Omp2a a été de 22,6 mg/ml (mesure par
absorbance a 280 nm). Ces deux lots d'Omp2a renaturées et concentrées ont ensuite été
déposées sur gel SDS-PAGE (Figure 24).

Clairement, la premiere méthode ne fonctionne pas. En effet, le puits 2 présente surtout une
bande a 37 kDa mais rien de comparable n'est observé a une taille relative de 120 kDa. Ceci
s'explique par le fait qu'a une méme concentration en détergent, est ajouté une quantité
beaucoup plus importante de protéines (Omp2a concentrée a 25,0 mg/ml). Par conséquent, il
y a trop peu de détergent pour empécher Omp2a de s'agréger et pour permettre la renaturation
correcte de celle-ci. Quant a la seconde méthode, pour laquelle Omp2a a été renaturée puis
concentrée, celle-ci parait efficace bien gu'une partie des Omp2a soit restée sous forme
monomerique (puits 5). La présence de forme monomérique et trimérique peut s'expliquer par
le fait qu’il existe un équilibre entre Omp2a native en monomere et en trimere. Remarquons
eégalement que dans le puits 4, deux bandes autour des 37 kDa sont apparues. Une hypothese
serait que la forme monomérique native d'Omp2a puisse présenter deux conformations (ou
plus) migrant différemment sur gel SDS-PAGE.
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3.5 Essais de cristallogenése sur Omp2a

Comme précisé précédemment, l'obtention de cristaux de protéines, et plus particulierement
de protéines membranaires, n'est pas chose aisée. C'est pourquoi, il existe des Kkits
commerciaux permettant de réaliser des criblages de 48 conditions par kit. Les conditions
choisies par les firmes le sont sur base de réussites cristallographiques (obtention de cristaux
et de structure 3D a haute résolution) décrites dans la littérature. De nombreux kits existent
selon les macromolécules visées. Le kit utilisé pour Omp2a est le kit "MembFac" de
"Hampton Research” (Figure 25). Ce kit a été concu pour les macromolécules biologiques et
plus particulierement pour les protéines membranaires. Les parameétres variables dans ce kit
sont le pH, le tampon, le type de sel et I'agent précipitant. La technique de cristallogenése
utilisée est celle de la goutte suspendue (cfr Matériels et méthodes) qui est la plus
frequemment utilisée. C'est par un phénomeéne de diffusion et d'osmose que les cristaux se
forment peu a peu. La table ci-apres reprend les observations qui ont été faites sur les gouttes
d'essais de cristallogenése sur Omp2a pour chaque condition testée. La précipitation est
visible directement, la goutte devenant alors trouble.

Table 4. Table des observations des essais de cristallogenése sur Omp2a avec le kit "MembFac" (Hampton
Research). Chaque cellule de la table est relative a une condition testée. La numérotation de ces cases
correspond a la numérotation des conditions du kit MembFac (Figure 25). "C" signifie que la goutte est claire,
qu'Omp2a est restée soluble. "P" signifie que la goutte est trouble, qu'Omp2a a précipité.

1 2 3 4 5 6

c P P c P c
7 8 9 10 11 12

c c C P P c
13 14 15 16 17 18

P c C c P P
19 20 21 22 23 24

P c c c P c
25 26 27 28 29 30

P c c c c P
31 32 33 34 35 36

c c C P c c
37 38 39 40 41 42

c c C c c c
43 44 45 46 47 48

c P C c c c

Dans certaines conditions, Omp2a précipite dés le lancement de I'essai. De telles observations
sont tout a fait normales puisque le principe de la cristallogenése est de trouver la (ou les)
condition(s) ou un équilibre se crée entre la phase soluble et la phase de précipitation de la
protéine. Un moyen de savoir si la protéine testée est a bonne concentration est d'observer la
proportion de gouttes précipitées par rapport a celles restées claires. Dans ce cas-ci, seules 14
gouttes sur les 48 ont précipitées indiquant qu'Omp2a n'est peut-étre pas suffisamment
concentrée. Par conséquent, une perspective serait de relancer des essais de cristallogenéese
avec une Omp2a plus concentrée.
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Conclusions et perspectives

1 Protéines de la membrane externe du groupe 3: Omp25 et
Omp31

L'objectif pour ces OMPs était de construire les plasmides qui auraient permis leur
surexpression. Celui-ci n'a pu étre atteint en raison des difficultés a cloner les CDS de ces
OMPs dans le vecteur de surexpression pET3a. Deux hypotheses peuvent étre posées pour
expliquer ce probleme. La premiere est qu'au cours des différents essais de ligation des CDS
dans le plasmide pET3a, la ligation n'a pas fonctionné. En effet, pour réaliser cette ligation,
les CDS ont été sorties du vecteur pGEM easy par restrictidddehet BanHI. Cette étape

a été vérifiée sur gel d'agarose. Il a également fallu restreindre avec les mémes deux enzymes
le plasmide pET3a. Vérifier que la restriction par les deux enzymes a été effective sur un
méme lot de pET3a n'est pas possible étant donné la distance tres faible séparant les deux sites
de restriction sur ce plasmide. Ceci est peut-étre une cause du probleme rencontré pour la
ligation. La seconde hypothese de I'échec de ces constructions est liée a la difficulté de
sélection des clones comportant le plasmide pET3a ligué a une CDS donnée. En effet, les
plasmides pGEM easy et pET3a sont tous deux porteurs du géne de résistance a I'ampicilline.
Afin de résoudre ce probleme, une troisieme restrictiorBpdr ayant un site unique dans le

géne codant pour la résistance a l'ampicilline, a été réalisée en ressortant les CDS des
plasmides pGEM easy. Trés peu de clones transformants (entre 0 et 2 clones sur 12 clones
testés par CDS) avec le plasmide pGEM easy ont été détectés. Malgré cela, aucun clone
transformant contenant le plasmide pET3a avec la CDS donnée n'a pu étre isolé, la plupart ne
comportant que le pET3a vide.

Toutefois, les plasmides intermédiaires pGEM easy comportant les CDS ont été séquenceés.
Et, pour chacun des genes étudiés (BMEI1249, BME1007, BMEI1829 et BMEI1830 pour
Omp25 et, BMEII0844 et BR1622 pour Omp31), au moins un clone non muté a été construit.

Concernant les constructions des plasmides de surexpression des Omp25 et Omp31, une
perspective consistant en une étape supplémentaire a été imaginée. Celle-ci consisterait a
cloner les CDS extraites des pGEM easy dans un plasmide portant une autre résistance que
I'ampicilline, telle que la résistance a la kanamycine. Ceci permettrait donc de ne sélectionner
gue les clones ayant intégrés ce nouveau vecteur parmi lesquels certains devraient
comprendre la CDS donnée. De ce second plasmide intermédiaire, les CDS seraient a
nouveau ressorties pour étre finalement clonées dans le plasmide pET3a, et les transformants
seraient sélectionnés sur milieu ampicilline. Ces constructions pourront des lors étre
introduites dans la souche de surproduction BL21(DE3)pLysS, utilisée pour Omp2a et
Omp2b.

Dans un second temps, il faudra mettre en ceuvre les mémes démarches que celles réalisées
pour les Omp2a et Omp2b c'est-a-dire, vérifier que les OMPs sont surproduites en corps
d'inclusion, les purifier, les renaturer et les concentrer pour finalement réaliser des essais de
cristallogenese afin de tenter de résoudre leur structure tridimensionnelle.

Toutefois, il n'a pas été établi que ces OMPs sont trimériques. Or, pour les Omp2a et Omp2Db,
c'est I'observation de trimeres en SDS-PAGE qui nous a permis de dire qu'elles étaient
renaturées. Par conséquent, une ou plusieurs autres techniques devront étre mises au point.
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L'une d'elles pourrait étre I'analyse calorimétrique différentielle (DSC). Le principe utilisé est
simple. En augmentant progressivement la température de la solution de protéines renaturées,
on finit par atteindre la température a laquelle la protéine testée se dénature. Or, cette
dénaturation libere de I'énergie. Par conséquent, il suffirait de mesurer la libération d'énergie
par chauffage d'un lot de protéines renaturées pour déterminer si oui ou non elle a été
renaturée. Sur le méme principe, des mesures de fluorescence ou d'absorption a 280 nm
peuvent étre effectuées.

2 Protéines de la membrane externe du groupe 2: Omp2a et
Omp2b

L'objectif pour ces OMPs a été atteint et le protocole mis au point est reproductible. En effet,
Omp2a et Omp2b dont les séquences codantes sont clonés dans le plasmide pET3a, ont été
surexprimées dans la soudBecoli BL21(DE3)pLysS. Un premier protocole de renaturation

au zwittergent 3-14 et de purification sur tamis moléculaire a été utilisé avant la mise au point
d'une toute autre méthodologie. Ces OMPs ont, en effet, été purifiées sur colonne échangeuse
d'anions (DEAE) pour ensuite étre renaturées. Cette derniére étape a nécessité des essais de
diverses conditions: choix du détergent, concentration en urée, concentration en NacCl... C'est
finalement en ne modifiant pas la concentration en NaCl apres purification et en renaturant
avec une concentration finale de 2M urée avec le n-dofeyimaltopyranoside, dont la
concentration finale est de dix fois sa CMC, que la renaturation la plus efficace a été
observée. L'Omp2a, ainsi renaturée, a ensuite été concentrée a 22,6 mg/ml. Des premiers
essais de cristallogenese ont été realisés sur les 48 conditions du kit MembFac (Hampton
Research).

De 1a, les perspectives paraissent évidentes. Concernant I'Omp2a, il faudra lancer de
nouveaux essais de cristallogenese avec de nouvelles conditions jusqu'a l'obtention de
cristaux. Lorsqu'une condition donnera des cristaux, restera alors a affiner la condition de
sorte a obtenir des cristaux de qualité suffisante pour permettre la diffraction aux rayons X et
la résolution de la structure 3D.

En ce qui concerne I'Omp2b, il faudra lui appliquer le méme protocole de concentration mis
au point sur 'Omp2a et lancer les premiers essais de cristallogenese jusqu'a obtention de
cristaux permettant la résolution de sa structure 3D.

Toutefois, il serait intéressant de montrer par un autre moyen que l'utilisation du SDS-PAGE
et la visualisation de triméres que, les Omp2a et Omp2b sont renaturées par le protocole mis
au point. La techniqgue de l'analyse calorimétrique différentielle pourrait également
s'appliquer.

Une fois les structures 3D de ces deux OMPs résolues, il sera intéressant de comparer leurs

structures notamment au niveau du diametre du pore formé, des charges retrouvées dans le

pore ... Et, de mettre ces différences en parallele avec les divergences de séquences entre ces
OMPs.

En regle générale pour les OMPs étudiées dans ce travail, I'obtention de leurs structures 3D
permettrait de réaliser des mutagenéses dirigées de résidus soit parce qu'ils sont variables
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entre les différentes séquences analogues ou entre les différentes souches soit parce qu'ils
appartiennent a une boucle extramembranaire suspectée de jouer un réle dans l'obturation du
pore ou de réaliser des interactions. Les résidus conservés entre homologues d’OMP,
potentiellement impliqués dans une fonction conservée depuis un ancétre commun, pourraient
aussi étre mutés speécifiguement en vue de tester la fonction résiduelle des mutants et donc
préciser le réle de ces résidus conservés.

A une plus large échelle, on pourrait essayer d'obtenir les structures 3D d'autres OMPs. Les
OMPs majeures d'autres souches, par exemple celle de 'Om@Baakdla abortusqui

présente une délétion importante conduisant certainement a des modifications structurales. Il
sera également possible de modéliser la structure 3D d’'OMPs homologues. Les OMPs
mineures pourraient elles aussi étre intéressantes a cristalliser, car elles peuvent réaliser des
fonctions essentielles (Genevrois, Steeghs et al. 2003). Au niveau de la cristallographie des
protéines membranaires, beaucoup de travail reste a accomplir ouvrant la voie a de
nombreuses expérimentations visant a la caractérisation fonctionnelle de ces protéines.
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Matériel et méthodes

1 Matériel
1.1 Souches et plasmides

1.1.1 Souches

- Escherichia colDH10B (Gibco BRL, Invitrogen)

Cette souche H. coli est utilisée afin d'amplifier 'ADN plasmidiqu&. coli n'étant pas
naturellement capable d'effectuer la transformation, la technique de transformation thermique
sur cette souche rendue compétente est pratiquée.

Génotype F- mcrA, A(mrr-hsdRMSmcBC), ¢80dlacZAM15, AlacX74, deoR, recAl,
endAl , araD139, fara,leu)7697, gdl, gak, A-, rspL, nupG ) EmR..

« Escherichia colBL21(DE3)pLysS (Novagen)

Cette souche H. coli est utilisée pour la surproduction protéique. Le plasmide pLysS
comporte la CDS du lysozyme T7. Le lysozyme T7 réduit le niveau d'expression basale du
géne cible qui est sous le contréle d'un promoteur T7. Cette répression est levée par une
induction a I'lPTG, un analogue non hydrolysable de I'allolactose, un isomére du glucose.

Génotype F—, om, hsd$ (rz—, ms—), dcm gal, A(DE3), pLysS, Crh

1.1.2 Plasmides

« pPGEM-T easy et pGEM easy

Le pGEM-T easy (Figure 26) est un vecteur Promega utilisé pour le clonage de produit PCR.
Il est porteur du gene de résistance a I'ampicilline et permet le test blanc/bleu. Ce vecteur est
préalablement coupé pBcoRYV et une thymine (T) a été ajoutée a chaque extrémité 3'. Ces T
en 3' permettent une ligation efficace avec les produits PCR générés avec une adénine
protrudante par certaines polymérases telles qii@daDNA polymérase. Ce vecteur est un
plasmide réplicatif high copy

Le pGEM easy est un produit dérivé du pGEM-T easy réalisé au labo (URBM). Les T aux
extrémités 3' ont été 6tées créant ainsi leEidRV bordé par divers sites de restriction dont
deux sites EcoRl situés de part et d'autre.

« pET3a

Ce vecteur (Figure 27) de chez Novagen est destiné a la surexpression et code pour le géene de
résistance a I'ampicilline. Des sites uniques telsNpek et BanHI peuvent étre utilisés pour
I'insertion dirigée d'une séquence codante sous le contréle d'un promoteur fort, le promoteur
T7.
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- pET2a et pET2b

Ces plasmides, pET2a et pET2b, sont des vecteurs pET3a au sein desquels ont été insérées les
CDS des Omp2a et Omp2b respectivement.

1.2  Milieux de culture, additifs, tampons et solutions

1.2.1 Milieux_de_ culture pour_E._coli: _Milieu riche _Luria_Bertani_ (LB)

(Invitrogen)

Pour un litre d'eau désionisée Milieu liquide Milieu solide ou agar
Hydrolysat de caséine (peptone) 10g 10g
NacCl 5¢ 5¢
Yeast extract 509 59
Agar - 159

Avant utilisation, les milieux sont autoclavés 20 minutes a 120°C. Une fois la température
refroidie jusqu'a environ 55°C les additifs tels que les antibiotiques sont incorporés. Aprés
homogénéisation, le milieu solide est coulé dans des boites de pétri. Ces dernieres peuvent
étre conservées a 4°C apres durcissement et séchage du milieu.

1.2.2 Additifs: antibiotiques et autres

. Solutions de Concentrations | Concentrations
Noms Abréviations X ; X
dissolution stocks finales
Ampicilline Amp H,O 100mg/ml 100pg/ml
Chloramphénicol Cm Ethanol 100% 20mg/ml 20pg/ml
Isopropyl$-D-
thiogalactopyranoside IPTG H:0 24mg/m| 48ug/ml

Chaque additif esstérilisé par filtration a 0,22 um (Millipore) et les aliquots (~ 1 ml) sont
conserves a -20°C.

Tampon TEN (pH = 8,0)

« 50 mM Tris-HCI
« 1 mMEDTA
- 1 g/l NaCl (ou 17 mM)

Tampon de lavage des corps d'inclusion (pH = 8,0)

« 2 M Urée

« 20 mM Tris-HCI
« 500 mM NacCl
2% Triton X-100
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Tampons et solutions pour I'électrophorése sur gel d'agarose

Tampon TAE (50X) (pH=8,0)

Bromure d'éthidium

Alourdisseur

40 mM Tris-HCI
50 mM EDTA
57,1 ml acide acétique froid

Porter a 1 litre avec de I'eau distillé

2 mg/ml d'eau distillée

1%

50% Glycérol
100 mM EDTA
1% SDS
Bleu de bromophénol

Tampons S1, S2 et S3

Tampon S1 (4°C) Tampon S2 Tampon S3
Sgomn':"Mng'?AC' 200 mM NaOH 2,8 M KAC
1% SDS pH=5,1

100 mg/ml RNase A

Solutions pour le SDS-PAGE

Gels de polyacrylamide

Gel de séparation (15%) (15 ml/ 2 gels) (ml) Gel d'empilement (5 ml / 2 gels) (ml)
H,O 5 H,O 3,0
38,5% acrylamide/bis 38,5% acrylamide/bis
solution premixet 5.9 solution premixed 0,65
1,5 M Tris pH 8,8 3,8 0,5 M Tris pH 6,8 1,25
10% SDS 0,15 10% SDS 0,05
10% APSY 0,15 10% APS 0,05
TEMEDY 0,012 TEMED 0,005
@ Bio-Rad

Tampon d'échantillon

« 3,55 ml HO

2,5 ml de glycérol
« 2ml SDS 10%

1,25 ml de tampon Tris-HCI 0,5M a pH 6,8

« 0,2 ml de bleu de bromophénol 0,5%
On additionne 50 ul démercaptoéthanol a 950 pl du mélange décrit ci-dessu

Tampon de migration SDS-PAGE (10X)

144 g de Glycine

250 mM Tris-HCI (30,35 g/l)

. Porter a 1 litre avec de I'eau distillée
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Coloration au bleu de Coomassie

Bleu de Coomassie Solution de décoloration

0,25 g de bleu de Coomassie R
45 ml de méthanol technique
10 ml d'acide acétique technique
Porter a 100 ml avec de I'eau désionisée

300 ml de méthanol technique
100 ml d'acide acétique technique
Porter a 1l avec de I'eau désionisée

Coloration au nitrate d'argentcfr Méthodes au poiri.3.1
Tampon d'élution pour la chromatographie d'exclusion (pH = 8,0)

« 50 mM Tris-HCI

- 1 mM EDTA

- 1 g/l NaCl (ou 17 mM)

« 0,5% de Zwittergent 3-14 (Anatrace)

Tampons pour la chromatographie échangeuse d'anions et la renaturation (pH = 8,0)

Tampon A Tampon B Tampon C Tampon D
50 MM Tris-HCI 50 mM Tris-HC| 50 mM Tris-HCl 50 mM Tris-HCl
17 mM NacCl (soit 1 g/l) 500 mM NacCl
. . 250 mM NacCl 50 mM NaCl
8 M Uree 8 M Uree

2 Méthodes
2.1 Techniques relatives aux bactéries

2.1.1 Transformation bactérienne par choc thermique

Cette technique a pour but de faire entrer de I'ADN exogéne, tel 'ADN plasmidique, dans une

bactérie compétente.

- Dégeler les bactéries CaC@ompétentes sur glace pendant 20 minutes

« A 100 pl de bactéries, ajouter 10 ul d'ADN plasmidique et homogénéiser en douceur

« Incuber 30 minutes sur glace

- Réaliser le choc thermique pendant 2 minutes dans un bain-marie a 42°C
- Ajouter 1 ml de LB liquide

« Incuber 1 heure a 37°C

- Etaler 100 pl sur le milieu sélectif adéquat et incuber sur la nuit & 37°C

« Centrifuger le restant 5 minutes a 5000 rpm et resuspendre le culot dans 100 ul de LB

liquide
- Etaler sur le milieu sélectif adéquat et incuber sur la nuit a 37°C

2.1.2 Surexpression protéique en_culture bactérienne

Le principe de cette technique est d'induire la production d'une protéine d'intérét lors de la
croissance exponentielle de la culture bactérienne. Pour ce faire, des bactéries deEsouches
coli BL21(DE3)pLysS ont été préalablement transformées avec un plasmide de type pET, ici

-39 -



Matériel et méthodes

pET3a, contenant la CDS de la protéine d'intérét sous le controle de promoteur T7.
L'expression de la protéine d'intérét et de I'ARN polymérase T7, encodée dans le Bénome
coli, est réprimée par le répressiaa. Ce dernier est codé dans le génorie cbli et dans le
plasmide pET. L'expression de la protéine d'intérét est induite par l'ajout d'IPTG, un analogue
non hydrolysable de l'allolactose, dans le milieu de culture levant la répression établie par le
répresseutac. Toutefois, en l'absence d'IPTG, une production basale de I'ARN polymérase
T7 et, par conséquent, de la protéine d'intérét est possible. Pour y remédier, la souche d'E. coli
utilisée possede le plasmide pLysS. Ce dernier code pour le lysozyme T7 capable de se lier a
I'ARN polymérase T7 et réprimant ainsi I'expression de la protéine d'intérét. Le plasmide pET
code pour la résistance a l'ampicilline et le plasmide pLysS pour le géne de résistance au
chloramphénicol (Figure 28).

- Reéaliser une préculture bactérienne: inoculer 10 ml de LB liquide, avec Amp et Cm, et
incuber sur la nuit avec agitation a 37°C

« Inoculer 200 ml de LB liquide, avec Amp et Cm, avec 2 ml de préculture dans un
Erlenmeyer a pales de 1 litre

« Incuber la culture a 37°C avec agitation jusqu'a obtenir une densité optique a 600 nm
(DO) située entre 0,6 et 0,8

- Induire la surproduction protéique par ajout de I''PTG et incuber 3h avec agitation a
37°C

. Centrifuger 30 minutes a 4000 rpm et a 4°C

. Jeter le surnageant et conserver le culot bactérien a -20°C ou poursuivre par la lyse (cfr
point suivant)

2.1.3 Lyse bactérienne et lyse des corps d'inclusion

Cette technique a pour but de récupérer la protéine d'intérét surproduite en corps d'inclusion
sous forme dénaturée et solubilisée.

- Resuspendre le culot bactérien dans 6 ml de tampon TEN et incuber 20 minutes a
température ambiante

- Ajouter 8 mg de sel de déoxycholate de sodium et incuber 1 heure a 37°C avec agitation

- Ajouter 2 mg de DNasel et incuber 1 heure a température ambiante

« Centrifuger 20 minutes a 14000g et a 4°C

- Lavage des corps d'inclusion (2X): resuspendre le culot avec 10 ml de tampon de lavage
de corps d'inclusion et centrifuger 20 minutes a 14000g et a 4°C

. Jeter le surnageant

« Solubiliser les corps d'inclusion avec 6 ml tampon TEN fraichement additionné de 8M
urée

- Incuber sur la nuit avec une faible agitation a température ambiante afin de resuspendre
le culot

2.2 Techniques relatives a 'ADN

2.2.1 Polymerase chain reaction (PCR)

Cette technique permet I'amplification d'une séquence donnée en ADN (amplicon) pour
laquelle des amorces oligonucléotidiques,pomers complémentaires ont été congues. La
condition sine qua nonest de connaitre les séquences bordant la séquence d'intérét. Une
premiere étape sera de dénaturer par chauffage a 95°C la matrice d'ADN mise en présence de
dNTPs (Bioline), des deux amorcésr{vard etreverse et de la polymérase thermorésistante.
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Notons que pour les PCR sur colonies, la matrice d'ADN est remplacé par quelques bactéries
récupérées au bout d'un tips. Au cours de ce travdihdaDNA polymérase (Promega) a été
utilisée pour les PCR diagnostiques et Rdusion High-Fidelity DNA polymérase
(Finnzymes), une polymérase a haute fidélité, pour I'obtention de séquences codantes a partir
d'’ADN génomique. La température est ensuite réduite pour permettre I'hybridation des
amorces et I'élongation par la polymérase. Le cycle de dénaturation, hybridation et élongation
est répété jusqu'a obtenir la quantité d’ADN voulue.

Mix pour la PCR

Réactifs

Quantités pour ldaq

Quantités pour IRhusion

Tampon de la polymérase (54
Mix dNTPs (5mM de chaque)
Amorceforward (20 uM)
Amorcereverse(20 uM)
Polymérase
Matrice

Eau distillée stérile

) 10 pl
2 ul
2 ul
2 ul
0,25 pl (5U/ul)
1l
Portée a 50 pl

10 pl
2 ul
0,5 pul
0,5 ul
0,5 pl (2U/ul)
0,5 pl
Portée a 37 ul

Programme PCR

Etape du cycle

Pour laTaq

Pour laPhusion

Dénaturation

4 minutes a 95°C

30 secondes a 98°C

Amplification :
Dénaturation
Hybridation des amorces
Elongation

25 cycles

45 secondes a 95°C
45 secondes a X°C
Y2 minutes & 72°C

30 cycles
10 secondes a 98°C
30 secondes a X°C
30*Y? secondes a 72°C

Elongation finale

10 minutes a 72°C

10 minutes a 72°C

! X= Tm - 10°C. La Tm ou température deelting est calculée sur base la taille de I'amorce, uniquement la
partie s'hybridant lors de la premiére hybridation, selon I'équation: Tm = 4*(G+C) + 2*(A+T)
Y est égale a la taille en Kbp (kilobase) du fragment & amplifier.

Amorces utilisées

Les amorces powmp2aetomp2b avaient préalablement été construites par J.-Y. Paquet lors

de sa thése (Paquet 2000). En ce qui concerne les autres amorces, plusieurs points ont été
tenus en compte. Premierement, étant donné que lintention est de surproduire ces OMPs en
corps d'inclusion, le peptide signal doit étre exclu. Le peptide signal est prédit a partir des
séquences codantes des OMPs par deux systemes de calcul trouveés sur Internet:

« http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
« http://ombpcu36.leeds.ac.uk/prot_analysis/Signal.html

Les peptides signaux obtenus prédits ont été identiques sur les deux sites. Une fois la
séquence du peptide signal prédit 6té, le premier codon de la CDS est remplacé par le codon
start ATG. Ce n'est qu'a partir de ces séquences que les amorces ont été congcues de sorte a
insérer un site de restrictiovdd (5" CATATG 3’) en amont et un site de restrictiBanHl|

(5" GM"GATCC 3’) en aval de la CDS apres avoir vérifié que ces sites n'étaient pas déja
présents au sein des CDS. Les amorces sont synthétisées par Eurogentec S.A.

Gene amplifié Nom de I'amorcd Séquence
omp2aou BMEIL306 2aF 5' GGCGGATCCCATATGGACGCAATCGTCGCGCCA 3'
P 2aR 5' AAGAAAGCTTATCGATTCTCACGCTTTCGT 3'
2aF 5' GGCGGATCCCATATGGACGCAATCGTCGCGCCA 3'
omp2bou BMEI1305 2bR 5' GGATCCGGTCAGCATAAAAAGCAAGC 3
BMEI1007 BMEI1007F 5' GGCATATGGACGCCGTCATTGAACAG 3
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Géne amplifié Nom de I'amorce Séquence

BMEI1007R 5' GGGGATCCTTAGAACTTGTAAGCTACGC 3'

BMEI1249 BMEI1249F 5' GGCATATGGACGCCATCCAGGAACAG 3'

BMEI1249R 5' GGGGATCCTTAGAACTTGTAGCCGATGCCGA 3

BMEI1829 BMEI1829F 5' GGCATATGTGCTGACGCCGTCATTGA 3’
BMEI1829R 5' GGGGATCCTCAGAACTTGTAAGCGACAC 3'

BMEI1830 BMEI1830F 5' GGCATATGGATGCCATTGTTGCGCAG 3'
BMEI1830R 5' GGGGATCCTCAGAACTTATAGGCAACGC 3'

BME|I0844 BMEIIO844F 5' GGCATATGGACGTGGTTGTTTCTGAAC 3
BMEII0844R 5' GGGGATCCTTAGAACTTGTAGTTCAGACC 3

BR1622 BR1622F 5' GGCATATGGACATCATCGTTGCTGAAC 3
BR1622R 5' GGGGATCCTTAGAACTTGTAGTTCAGACC 3

2.2.2  Electrophorése sur gel d'agarose

L'électrophorese sur gel d'agarose a pour but de séparer les fragments d’ADN en fonction de
leur taille grace a un champ électrigue dans une cuve contenant le tampon TAE (1X). La
migration d'un marqueur comprenant des fragments d'ADN de tailles connues permet de
déterminer la taille des fragments des échantillons testés. Le marqueur utilisé est le
GeneRule™ 1kb DNA Ladder (Fermentas) (Figure 29). Une estimation de la quantité d'ADN
peut également étre réalisée sur base de ce marqueur. Lors de la préparation du gel d'agarose,
du bromure d'éthidium y est ajouté avant polymérisation. Le bromure d'éthidium est un agent
intercalant qui permet de révéler les fragments d’ADN sous une lampe UV. La fluorescence
observée est proportionnelle a la taille du fragment et a sa quantité. Avant chargement, de
I'alourdisseur, d'un volume minimum ou égale a un dixieme du volume de I'échantillon, doit
étre ajouté.

- Dissoudre par chauffage 1g d'agarose dans 100 ml de tampon TAE 1X frais

. Couler le gel dans le support adéquat

- Ajouter et répartir de maniere homogene 5 pl de bromure d'éthidium dans I'agarose
Ajuster les peignes et laisser polymériser

Retirer les peignes, placer le gel dans la cuve contenant le tampon TAE (1X) et charger
les échantillons et le marqueur (5 pl/puits)

- Faire migrer a 100 volts pendant 30 a 45 minutes

- Révéler le gel sous la lampe UV

2.2.3 Restriction sur plasmide

La restriction d'un plasmide est le clivage de celui-ci par des enzymes dites "de restriction".
Ces enzymes sont des endonucléases d'origine bactérienne reconnaissant des séquences
nucléotidiques courtes de 4 a 8 nucléotides. La restriction diagnostique permet de vérifier que

le plasmide restreint correspond a celui attendu grace aux nombres et a la taille des fragments
obtenus. La restriction de plasmide est également utilisée pour les constructions de plasmides.

« 1 ul de tampon (10X) A, B, L, H ou M (Roche) selon I'enzyme
« 1 ul d'enzyme (Roche)

« X pl de plasmide

. Porter a un volume de 10 pl avec de I'eau distillée

« Incuber 1 heure au bain-marie a 37°C
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L'enzyme de restriction doit toujours étre a volume inférieur ou égale a 1/10 du volume total.

2.2.4 Ligation de plasmide

Lors de construction de plasmides, la ligation permet de cloner un insert dans le plasmide
préalablement linéarisé. A noter que si les extrémités sont protudantes, elles doivent étre
complémentaires.

- Vecteur et insert sont dans un rapport 1/1 pour un clonage directionnel et dans un
rapport de 1/3 pour un clonage non directionnel

« 4 ul de tampon T4 DNA ligase (5X) (Invitrogen)

- 1 ul de T4 DNA ligase (5U/ul) (Invitrogen)

- Porter a 20 ul avec de I'eau distiller

« Incuber sur la nuit a 16°C ou 2 heures a température ambiante

2.2.5 Purification sur colonne

Cette technique est utilisée pour purifier les produits PCR ou les produits de restriction (avant
une ligation). Le kit utilisé est le MSBspin Rapace d'Invitek. Un volume maximum de 50 pl
peut étre purifié sur une colonne.

- Mélanger par pipetage et vortex 250 pBieding Buffera 'ADN a purifier

- Déposer le mélange sur le filtre placé dans un tube récepteur de 2 ml

« Centrifuger 3 minutes a 12000 rpm

- Placer le filtre sur un autre tube (1,5 ml) et déposer 10 ou 20 pl d'eau distillée
« Incuber 1 minute a température ambiante

- Eluer I'ADN par centrifugation 1 minute & 10000 rpm

2.2.6  Minipréparation de plasmide

Cette technique permet d'isoler et de purifier de I'ADN plasmidique. L'opération s'organise en
5 étapes: la lyse alcaline des bactéries, I'élimination des protéines et des débris cellulaires, la
précipitation de I'ADN plasmidique, le lavage de ce dernier et finalement, sa resuspension.

- Réaliser une culture (avec l'antibiotique correspondant) de 5 ml inoculée avec le clone
voulu et incuber sur la nuit avec agitation a 37°C

. Centrifuger 1,5 ml de culture 5 minutes a 13000 rpm et vider le surnageant. Cette étape
peut étre répétée 2 voire 3 fois pour obtenir plus d’ADN.

- Resuspendre le culot avec 300 pl de tampon S1*

- Ajouter 300 ul de tampon S2* et mélanger par inversion

« Incuber 5 minutes a température ambiante

- Ajouter 300 ul de tampon S3* et mélanger par inversion

« Centrifuger 15 minutes a 13000 rpm et récupkresurnageant

- Ajouter 630 pul disopropanol

. Centrifuger 20 minutes a 13000 rpm et vider le surnageant

« Ajouter 1 ml d'éthanol 70% froid (-20°C)

. Centrifuger 5 minutes a 13000 rpm et vider le surnageant

- Sécher les culots 10 minutes au Speed Vac (séchage par le vide)

- Resuspendre le culot dans 20 pl d'eau distillée
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* Les tampons S1, S2 et S3 sont issus du kit NucleoBdedVlacherey-Nagel. Le tampon S1
doit étre additionné de RNaseA (fournie avec le kit) avant utilisation et conservé a 4°C. Leur
compositions respectives sont indiquées dans la partie Matériel.

2.2.7 Midipreparation de plasmide
Le principe est le méme que pour la minipréparation mais ici la culture est de 100 ml. Le
protocole suivi est celui indiqué par le kit NucleoB8de Machery-Nagel.

2.28 Séquencage

Le séquencage, comme l'indique le nom, est une technique visant a déterminer la séquence
nucléotidique d'une portion d’ADN. Le séquencage est basé sur la méthode de Sanger qui
consiste a amplifier la séquence avec des dNTP et une fraction de ddNTP, ou
didésoxyribonucléotides, couplés a un fluorochrome de couleur spécifique en fonction de la
base A, C, T ou G. La réaction induit la formation de fragments de toutes tailles dont I'analyse
permet de déterminer la séquence nucléotidique de la portion d’ADN voulu. Le séquencage
est réalisé par un autre laboratoire des FUNDP et ce, a partir du mélange suivant:

« 0,5 pl d'une amorcédrward ou reversega 20 uM
« 100 ng de plasmide
- Porter a 12 ul avec de I'eau distillée stérile

Pour une séquence donnée, le séquencage peut étre réalisé dans les deux sens si nécessaire,
une fois avec chague amorce.

2.3 Techniques relatives aux protéines

2.3.1 Electrophorése sur gel de_polyacrylamide (SDS-PAGE)

L'électrophorése sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante est une technique
permettant de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Le gel réticulé est
obtenu par la polymérisation d'acrylamide formant les chaines et de bis-acrylamide formant
les ponts entre les chaines. Cette réaction est initiée par le persulfate d'ammonium (APS)
(Bio-Rad) qui crée des radicaux libres et est catalysée par le N,N,N',N'-tétramethyl-1-,2-
diaminométhane (TEMED) (Bio-Rad), une substance toxique. Le SDS, un détergent
anionique fort contenu dans le gel (et le tampon de migration), va induire un dépliement des
chaines polypeptidiques et les charger négativement. Ainsi, au plus la protéine a un poids
moléculaire élevé, au plus elle sera chargée négativement. Avant migration, les protéines sont
dénaturées par la chaleur. La séparation des protéines se fait grace a l'application d'un champ
électrique. Les plus petites protéines migrent plus rapidement dans le gel et donc plus loin que
les plus grandes protéines. Afin d'estimer le poids moléculaire, un marqueur contenant des
protéines de poids moléculaires connus est déposé dans l'un des puits jouxtant les
échantillons. Deux types de gels sont a préparer: le gel de sépamatiomg ge) et le gel
d'empilement gtacking gel Le premier est le gel qui permettra la séparation des protéines.
Le pourcentage d'acrylamide de ce gel est ajustable en fonction des poids moléculaires des
protéines a faire migrer. Le gel d'empilement est le premier rencontré par les échantillons et
permet de compacter les protéines ce qui permet d'obtenir une meilleure résolution de
séparation par la suite. Les gels sont coulés dans des cassettes plastigues a usage unique
(cassettes 1,0 mm d'Invitrogen).
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Protocole

Le premier gel a couler est le gel de séparation, ici de 15% en acrylamide, au dessus duquel
est versé du butanol ou de I'éthanol saturé en eau. Ceci évite au gel de polymériser avec
l'oxygene et de créer un gradient. Une fois polymérisé, le butanol ou I'éthanol est retiré, le gel
d'empilement est coulé et le peigne, formant les puits est ajusté. Lorsque le gel est polymérise,
le peigne est doucement retiré et le gel est placé dans la cuve (Invitrogen), les puits dirigés
vers le centre de la cuve. Faire attention a bien retirer la bande autocollante au bas de la
cassette pour permettre au courant de passer. La partie externe de la cuve est remplie de
tampon de migration. A 10 ul d'échantillon, un méme volume de tampon d'échantillon est
ajouté. Les échantillons sont chauffés 5 minutes a 95°C sauf dans les cas ou il s'agit de
protéines renaturées. Lorsqu'il s'agit uniquement de vérifier une surproduction protéique, les
culots d'1 ml de culture avant induction et 1 ml de culture apres induction peuvent étre
directement resuspendu dans 50 ul de tampon d'échantillon. Les échantillons et le marqueur
(Precision Plus Proteill! Standardsde Bio-Rad) (Figure 30) peuvent étre déposés dans les
puits et la partie centrale de la cuve est remplie de tampon de migration jusqu'a ce que les
puits soient en contact avec le tampon. La cuve est refermée, les électrodes connectées et le
générateur est enclenché sur 200 volts. La migration dure environ 45 minutes. Lorsque le
front de migration atteint le bas du gel, la migration est stoppée. La cassette est cassée pour
ressortir le gel qui est rincé a I'eau distillée.

Coloration au bleu de Coomassie

- Le gel rincé est déposé dans un bain de solution de bleu de Coomassie

« Incuber au moins 1 heure avec une légére agitation

- Récupérer la solution de bleu de Coomassie

- Verser la solution de décoloration sur le gel et incuber sur la nuit. Remplacer la solution
de décoloration si nécessaire

Coloration au nitrate d'argent

Cette méthode de coloration est plus sensible que la précédente et sa limite de détection se
trouve entre 1 et 10 ng selon la protéine et le temps de développement. La coloration au

nitrate d'argent est souvent utilisée a suite de la coloration au bleu de Coomassie lorsque
celle-ci n'a pas été satisfaisante. Le gel est préalablement lavé dans de l'eau distillée au
minimum 2 heures et idéalement sur la nuit. Le gel est ensuite passé d'un bain a l'autre comme
indiqué ci-dessous.

Etapes Solutions (250 ml) Temps (minutes)

1 Fixation 25 ml d’acide acétique, 100ml de méthanol, 125 ml d’¢au 15

2 Fixation 25 ml d’acide acétique, 100ml de méthanol, 125 ml d’¢au 15 min a 18h
3 Sensibilisatioh 75 ml de méthanol, ,10 ml thiosu_lfate de sodium 5% 30

(500mg), 17 g acétate de sodium, 165 ml d’eau

4 Lavage (3X) 250 ml d’eau 5

5 Argent 25 ml de nitrate d’argent 2.5% (625mg), 225 ml d’eaj 20

6 Lavage (2X) 250 ml d’eau 1

7 Développement 6.25 g de carbonate de sodiEJm, 100 pl de formaldéhyfle, X 2

250 ml d’eau
8 Arrét de la réactior] 3.65g EDTA, 250 ml d’eau 10
9 Lavage (3X) 250 ml d’eau 5

! Aprés cette étape, toute zone touchée ou prise en main sera assombrie au cours du développement.
Z Le développement est arréter dés |'apparition des spots ce qui peut prendre entre 10 et 15 minutes.
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2.3.2 Chromatographie d'exclusion

La chromatographie d'exclusion (stérique) ou tamis moléculaire ou filtration sur gel permet de
purifier et de séparer les différents composants d'un échantillon en fonction de leur taille. La
colonne se compose de dextran et de glucose réticulés sous forme de bille. Le degré de
réticulation définit la porosité des billes. Dés lors, les molécules trop grandes pour entrer dans
les billes sont les premiéres a sortir. Quant aux petites et moyennes molécules, leur migration
est freinée par leur entrée dans les billes, elles sont donc éluées plus tardivement comme le
présente le chromatogramme théorique ci-contre (Figure 31). Dans le cadre de ce travall, cette
technique a été utilisée afin de séparer les formes monomériques, dimériques, trimériques et
les agrégats des Omp2a et Omp2b aprés renaturation. Pour ce faire, on a utilisé I'appareillage
AktaPurifier (GE Healthcare) sur lequel la colonne Superdex 200 (GE Healthcare) a été
raccordée. La fourchette de séparation de cette colonne est de 10 a 600 kDa. Les échantillons
protéiques doivent préalablement étre filtrés (filtre pour seringue de 0,22 um Millipore). Le
tampon d'élution est également filtré (filtre de 0,22 um Millipore). Le flux utilisé est de 0,25
ml/minute et les fractions récupérées par 1 ml.

- Lavage de la colonne a I'eau distillée

. Equilibration de la colonne avec le tampon d'élution (25 ml)

« Injection de 100 pl d'échantillon sur la colonne

- Purification avec le tampon d'élution et récupération des fractions

2.3.3 Dialyse de protéines

Cette technique permet de modifier la composition du tampon dans lequel est solubilisée une
protéique et utilise le principe d'osmose. En effet, la protéine ne passe pas au travers de la
membrane de dialyse. Dans ce cas-ci, il s'agit de réduire la concentration en NaCl. Dans un
berlin, 500 ml (et idéalement 1l) du tampon voulu au final est préparé. La membrane de
dialyse de cut-off allant de 6000 a 8000 daltd@ysectra/Por 1 Dialysis MembraneMWGQGi@
Spectrum), est imbibée de tampon (travailler avec des gants). Une pince est disposée a une
extrémité de la membrane. Par l'autre extrémité, la membrane est remplie avec la solution
protéique a dialyser aprés quoi cette seconde extrémité est refermée par une autre pince. La
membrane remplie est immergée dans le tampon et incubée sur la nuit (a 4°C lorsque la
protéine est native) avec une légere agitation via I'utilisation d'un agitateur magnétique. Il
suffit ensuite de récupérer la solution protéique se trouvant dans la membrane.

2.3.4 Chromatographie échangeuse d'anions

Cette seconde technique de chromatographie sépare les molécules en fonction de la charge
nette qu'elles portent a leur surface. La charge nette d'une molécule est fortement dépendante
du pH. La chromatographie d'exclusion se base sur le principe selon lequel le rapport entre la
charge nette en surface et le pH est unique pour une protéine spécifique. A un pH supérieur a
la valeur du point isoélectrique (pl) d'une molécule, cette derniere est chargée négativement et
va donc pouvoir se lier a une colonne chargée positivement soit a une colonne échangeuse
d'anions. Les valeurs des pl calculés sont de 4,27 et de 4,42 pour Omp2a et Omp2b
respectivement. C'est donc via le contréle des interactions entre les charges de la molécule et
les charges contraires de la colonne par I'application d'un gradient de contre ions que I'on peut
favoriser l'accrochage ou I'élution de molécules pour les séparer. En effet, les contre ions
entreront en compétition avec la molécule a purifier pour la liaison a la colonne.
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Une telle purification se réalise en différentes étapes décrites ci-dessous. Mais, dans un
premier temps, la sepharose DEAE CL-6B (Pharmacia LKP) est empaquetée dans une
colonne prévue a cet effet. Apres purification, elle sera conservée a 4°C. Les tampons utilisés
et les échantillons sont préalablement filtrés (filtre 0,22 um) (Millipore)

- Lavage du systéme de purification (Bio-Rad Biologic LP) a I'eau distillée

. Lavage du systéme avec le tampon A et avec le tampon B pour le tuyau d'arrivée de ce
tampon

- Connexion de la colonne sur le systéeme et équilibration de celle-ci avec le tampon A

« Injection de I'échantillon

. Elution du flow-through® avec le tampon A: flux de 1 ml/minute et fractions récupérées
par 3 ml

- Une fois la courbe d'absorbance a 280 nm stabilisée a 0 (auto-zéro réalisée sur le tampon
A) apreés la sortie du flow-through, I'élution de I'OMP est engagée. Le gradient en NacCl
est obtenu via le mélange progressif de tampon A au tampon B par une pompe. Sur 25
ml, on passe de 0 & 100% de tampSha&ec un flux de 1 ml/minute et des fractions
récoltées par 1 ml.

. Si a la fin gradient, toute 'OMP n'a pas été éluée, I'élution est poursuivie avec le tampon
B. (flux de 1 ml/minute et fraction de 1 ml)

- Apres purification, la colonne est lavée avec du NaOH 1M et l'on vérifie qu'il n'y ait
plus de protéine éluée. Elle est ensuite lavée avec de I'eau distillée et enfin avec de
I'éthanol 20% dans lequel elle est conservée a 4°C.

2.3.5 Concentration de protéines

La concentration des protéines est réalisée par I'utilisation d’Amicon Ultra-15 (Millipore). I
s'agit de falcon de 50 ml comportant un compartiment supérieur dans lequel la protéine a
concentrer est déposée (< de 15 ml). Ce compartiment est séparé du falcon par un filtre de
cut-off de 10 kDa. Avant une premiere utilisation, I'Amicon est rincé a l'eau distillée par
centrifugation (5 minutes a 3000 rpm). Des centrifugations successives de 5-10 minutes a
3000 rpm sont effectuées jusqu'a obtention de la concentration protéique voulue (mesurée par
absorbance a 280 nm). Entre chaque centrifugation, la solution protéique concentrée est
resuspendue pour prévenir d'une éventuelle précipitation. Apres utilisation, 'Amicon est rincé
a l'eau distillée par centrifugation et est ensuite conservé dans de I'éthanol 20% a 4°C. Le
filtre ne peut jamais étre a sec une fois utilise.

Lorsque ce sont des protéines renaturées qui sont concentrées, les centrifugations se font a
4°C.

% Le flow-through se compose des protéines incapables de se lier a la colonne. Dans le cas de I'échangeuse
d'anions, il s'agit des molécules chargées positivement ou non chargées.

2L La compétition entre la ou les protéine(s) et les ionsddht la concentration augmente progressivement,

induit I'élution en fonction de la charge nette en surface de la ou des protéine(s). Les protéines les moins
chargées sont les premieres éluées.
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2.3.6 Renaturation de protéines

L'étape de renaturation des protéines, ici des OMPs, est essentielle dans ce travail. La
technique appliquée est simple et est illustrée ci-contre (Figure 32). Un détergent donné,
dissout dans le tampon adéquat, est vortexé en continue. A ce détergent est additionné goutte
a goutte un volume égal d'OMPs dénaturées. Cette méthode permet la renaturation homogene
des OMPs. Les OMPs ainsi renaturées sont ensuite soniquées dans un bain sonicant pendant
une heure. Cette étape permet d'éviter les agrégats et son efficacité a été montrée au cours du
mémoire (Figure 17 B).

2.3.7 (Cristallogenese

La solubilité de macromolécules, telles que les protéines, dépend de nombreux parametres
(pH, température, additifs,...). La cristallisation apparait lorsque la solubilisation de la
protéine diminue jusqu'a étre en sursaturation, état propice a la formation de cristaux, en
évitant toutefois d'aller jusqu'a précipiter. La technique de cristallisation utilisée est la
diffusion de vapeur en goutte suspendue, technique largement répandue. Les conditions de
cristallogenese testées sont celles du kit MembFac (Hampton Research) (Figure 25). Les
parametres variables dans ce kit (MembFac) sont le pH, le tampon, le type de sel et I'agent
précipitant. Concernant le pH, cing valeurs différentes sont testées: 4,6; 5,6; 6,5; 7,5 et 8,5.
Les tampons combinés a ces valeurs de pH sont, respectivement, I'acétate de sodium, le citrate
de sodium, I'ADA (Adénosine déaminase), I'HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazone-n-2-
Ethanesulfonic Acid) sodium et le tampon Tris-HCIl. Enfin, les trois types d'agents
précipitants utilisés, seuls ou combinés, sont des agents volatils, des agents non-volatils et des
sels. Le lancement des essais de cristallogenése se fait comme suit.

- Dans un puits d'une plaque 24 puits (Hampton Research), déposer 500 ul de tampon
d'une condition donnée

- Disposer de la graisse sur le contour du puits

- Déposer au centre d'une lame ronde en verre siliconée (Hampton Research) 2 ul de la
solution protéique a cristalliser et 2 pl de tampon de la condition correspondante

- Retourner la lame et la déposer, goutte vers le bas, au dessus du puits

. Vérifier que la graisse se trouve sur tout le contour et que le montage soit bien
hermétique

- Réitérer ces mémes étapes avec les 47 autres conditions

. Laisser incuber a température ambiante entre 1 semaine et une durée indéterminée. Le
temps de cristallisation varie d'une molécule a l'autre.

- Réaliser des observations régulieres au binoculaire

Un schéma de la technique de diffusion de vapeur en goutte suspendue se trouve ci-contre
(Figure 33).

Le tout n'est pas seulement d'obtenir des cristaux, encore faut-il que ces derniers soient
exploitables. Ainsi, la qualité des cristaux influencera la résolution lors de la diffraction aux
rayons X. C'est pourquoi, la protéine doit a la base étre homogéne et la plus pure possible. Et,
lorsqu'une condition d'un kit de cristallogenése donne des cristaux, il faut tester toute une
série de conditions proches afin d'optimaliser la résolution. Les composantes pouvant étre
modifiées sont le pH, le sel, la concentration de l'agent précipitant, la concentration de la
protéine, les additifs, etc ... (Hunte, Jagow et al. 2003)
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Les Brucella — Espéces et hiovars

ESPECE Biovars Hote préférentiel Zone géographique principale Pathogénicité
pour I'Homme
B. melitensis 1,2, 3 Owvmns, Caprins, Ongulés sauvages Bassin méditérannéen Forte
B. abortus 1,2.3.4.5,6,9 Bovins, Ongulés sauvages Europe, Amérnique, Afrique Modérée
B. suis 1 Smdés Aménique latine, Aste, Océame, Espagne  Forte
2 Suidés, Liévres Europe centrale, France Inconnue
3 Smdés Etats Unis, Chine, Espagne Forte
4 Rennes Etats Unis, Canada, Russie MModérée
5 Rongeurs sauvages Russie Forte
B. nestomae Néotomes (Neatoma lepida) Etats Unis Inconnue
B. ovis Ovins (méles) Bassin méditerranéen Nulle
B. canis Chiens Etats Unis, Amérnique du Sud, Europe Faible

Figure 1. Table des espéces et biovars Beucella avec leurs hotes préférentiels, leur zone géographique et

leur pathogénicité respective pour I'homme (Garin-Bastuji, Hars et al. 2000).

Species and biovar specific molecular markers in Brucella outer membrane protein genes

Species Biovar
Classical
B. melitensis Biovar 1,
B. abortus Biovar 1.
Biovar 3, 5,
B. suix Biovar 1, 3,
Biovar 2
B. ovis
B. canis

B. neotomae

. . |
Proposed for marine mammals®

B. pinnipediae
B. cetacene

R

-~
tn

Species Biovar

ompl§ (EcoRV) nd?

Momp3l omp2a (A120 bp)
n.d.?

nd.? omp2alomp2b®
ompdl (Avall)

omp25 (A6 bp); emp3] (SawdAl)y; emp2hb (EcoRI or Pynll) n.a®

omp3l (Avally n.a®

ompla (Alul); omp2b (Haelll) n.a.”

omp2hb (Siyl) bi

omp2a (Alul or Bglll or Clal or EcoRI) 7

Reference

(Cloeckaert et al., 1995)
(Cloeckaert et al., 1995;
Vizcaino et al., 1997;
Vizcamo et al., 1999;
Vizcaino et al., 2001)
(Vizcaino et al., 1997;
Vizcaino et al., 1999;
Vizcaino et al., 2001)
(Cloeckaert et al., 1995)
(Vizcaino et al., 1997)
(Cloeckaert et al., 1995;
Vizcaino et al., 1997)
(Vizcaino et al.. 1997)
{Cloeckaert et al., 1995)

(Cloeckaert et al., 2001)
(Cloeckaert et al., 2001)

*n.d., not described.

® Differentiation can be achieved by malysis of emp2alemp2h with a combination of restriction enzymes (Cloeckaert et al . 1995).

“n.a., not applicable (there are no biovars in the species).
“The proposal follows both the host range criterion and the demonstration of species specific markers.
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Figure 2. Table reprenant les marqueurs moléculaires espéces et biovars spécifiques des génes d'OMPs de
Brucella (Moreno, Cloeckaert et al. 2002)Pour cing des six espéces principales ainsi que pour cerfaines

souches marines, les genes d'OMPBmeellaconstituent des marqueurs moléculaires spécifiques.




Figure 3. Modele hypothétique de la membrane externe dgrucella. Les OMPs sont indiqués par le poids
kDa (par exemple 'Omp19) excepté pour deux protéines du groupe 3, 'Omp3a de 26 kDa et I'Omp3b d
et pour une protéine du groupe 2, I'Omp2b de 36 kDa. Les lipides A sont représentés par des trapézoi
et sont liés aux acides gras représentés par des zigzags noirs. Le losange rouge représente I'extrémite
de la chaine acyl du LPS. Les carrés violet correspondent a des extrémités réduites NH d'un sucre
pouvant étre lié a un lipide (NH-L). Les lipoprotéines Braun peuvent étre liées au peptidoglycane ou &
dans la membrane externe. Les tétes polaires des lipides ornithines (OL) sont représentées par des
verts. Les cercles noirs pleins correspondent aux phospholipides, principalement du phosphatidylcholing
noter que les extrémités NH peuvent étre liées a la chaine O de polysaccharides formant une couche

charges négatives du LPS sont neutralisées par les charges positives des lipides ornithines (OL) et

cationiques telles qu'Omp3b. Les OMPs du groupe 3 (Omp3a ou Omp25, Omp3b et Omp31) sont forter

en
p 23 kDa,
des jaunes
5 hydroxyle
® inconnu
tre libre
rectangles
2 (PC). A
dense. Les
les OMPs
nent liées

au LPS. L'Omp2b est une porine (Moreno and Moriyon 2006).




Figure 4. Formation d'OMVs a partir de la membrane externe de bactérie a Gram-négatifA) Coupe dang

une bactérie de souclseudomonas aerugino®A01 présentant la formation d'OMVs. La fleche montre {une

OMV en formation pour lagquelle est visible la double couche de phospholipides et le périplasme dans la

lumiere.

Le trait en bas a droite représente 250 nm (Beveridge 1@ odele de biogenése des OMVs. Ces dernieres

sont des protéo-liposomes composés de phospholipides, de LPS, d'une série d'OMPs et de

protéines

périplasmiques dans la lumiere de 'OMV. Les protéines et lipides de la membrane interne ne se retrouvent pas
dans les OMVs. Les OMVs semblent émerger de sites ou les liaisons entre la membrane externe et le

peptidoglycane sont moins fréquents. Les pentagones représentent des protéines adhérant a la surface
bactéries et également associées a la surface externe des OMVs. (LPS) Lipopolysaccharides; (Pp) P
(OM) Membrane externe; (PG) Peptidoglycane; (IM) Membrane interne; (Cyt) Cytosol. (Kuehn and
2005).

externe des
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Kesty
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Figure 5. Carte du locusomp2 chezBrucella melitensis 16M adaptée de la these de J.-Y. Paquet (Paqu
2000).Les séquences des gemesp2aet omp2bsont représentées par les rectangles. Les étoiles corresp
aux RBS, soit, le site de liaison au ribosome. La fleche a angle droit indique le sens de la transcription.
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Figure 6. Modéle pour la biogenése des OMP® la sortie du systtme Sec, 'OMP (représentée par un
filament) est liée a la chaperonne Skp et ce complexe est amené jusqu'au complexe Omp85. Le motif en C-
terminal de I'OMP est reconnu spécifiqguement par les domaines périplasmiques de I'Omp85. |D'autres
chaperonnes telles que SurA peuvent interagir avec I'OMP. Apres repliement, 'OMP est insérée en membrane.
L'oligomérisation de certaines protéines telles que les porines, ne se réalise qu'apres insertion en membrane. Les
fonctions exactes des lipoprotéines YfgL, YfiO et NIpB ne sont pas connus. Une quatrieme lipoprotéine
récemment identifiee (Sklar, Wu et al. 2007), la SmpA n'est pas représentée ici. (Bos, Robert et al. 2007)




Figure 7. Réponse périplasmique au stresg-dépendante.Lorsque des OMPs dénaturées s'accumulent
le périplasme, une réponse de stress est enclenchée par la liaison entre le domaine C-terminal

dans
de I'OMP

dénaturée et le domaine PDZ de DegS. Une cascade protéolytique s'initie libérant le facteur de tranSgription
dans le cytoplasme. Ce facteur va dés lors pouvoir se lier a 'ARN polymérase et induire I'expression des génes

skp surAetdegPainsi que I'expression de petits ARN réprimant I'expression d'OMPs. (Bos, Robert et al.

2007).
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Figure 8. Modeéle topologique pour Omp2b (et Omp2a) cheB. abortus et B. melitensis. Les brinsp sont
représentés par les fleches pleines. La numérotation (selon celle de la protéine mature) correspond au numéro des
résidus situés aux extrémités de ces brins. Les positions relatives des résidus chargés au sein des boucles sont
représentées par les boules foncées si le résidu est acide et claires si le résidu est basique. Les |différences
majeures entre I'Omp2a et 'Omp2b cBeanelitensisont représentées dans la partie haute du schéma. Bn gris
foncé, est représentée la région délétée d'Omp2aBchamrtus Cette région comprend une partie de la bouicle

L3, les brins 6 et 7 ainsi qu'un segment de la boucle L4. (Paquet, Vinals et al. 2000)
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Figure 9. Exemples de détergents utilisés avec les protéines membranaires intégralestte figure repren
deux types de détergents, non ioniques et zwitterioniques, utilisés lors des renaturations de
membranaires. Les structures et données chiffrées sont issues des fiches "produits" d'Anatrac

)
protéines
e. CMC,

concentration micellaire critique; Nbre, nombre; mM, millimolaire; kDa, kilodalton.
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Figure 10. Etapes de construction des plasmides de surexpressi@uncernant les Omp25 et Omp31,
étapes 1 & 2 ont été réalisées tandis que I'étape 3 reste a faire.
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Figure 11. Gel d'agarose 1% des produits PCR purifiés des Omp25 et Omp3les produits PCR, purifiés
sur colonne, ont été obtenus via l'utilisation detaisionHigh-Fidelity DNA polymérase. Les tailles attendyes

sont 584 bp, 656 bp, 636 bp, 638 bp, 677 bp, 716 bp respectivement pour les CDS suivantes: BMEI1249,
BMEI1007, BMEI1829, BMEI1830, BMEII0844 et BR1622.
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Figure 12. Gel d'agarose 1% des restrictions diagnostiques sur les ligations entre pGEM easy (restreint
EcoRV) et les produits PCR des CDS BMEI1007, BMEI1830 et BR1622 apres purification plasmidiqye
desE. coli transformées.Les tailles attendues des fragments pour BMEI1007 restreifiiqo sont de 2997
bp, 411 bp et 263 bp ou de 2997 bp, 417 bp et 257 bp si l'insert se trouve dans l'autre direction. Pour BMEI1830
restreint paBanHI et Ndd, les tailles attendues des fragments sont de 2981 bp, 630 bp et 42 bp quelgue soit
I'orientation de l'insert dans le pGEM easy. Enfin, la restriction de la ligation pGEM easy et BR1622 restfeint par
EcoRl a des tailles attendues de fragments de 2997 bp et 734 bp. Par contre dans le cas ou le pGEM easy se
serait refermé sur lui—-méme les tailles attendues pour une restrictiiegstirsont de 2997 bp et 18 bp et, un
fragment unique de 3015 bp pour une restrictiorBaarH| et Ndd.
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Figure 13. Gel d'agarose 1% des restrictions diagnostiques sur les ligations entre pGEM easy (restreint
EcoRV) et les produits PCR des CDS BMEI1249, BMEI1829 et BMEIIO844 apres purification
plasmidique desE. coli transformées. Les trois constructions sont restreintes paoRI| et ont toutes ur
fragment attendu de 2997 bp et un second fragment de 602 bp, 654 bp et 695 bp respectivement pour
BMEI1249, BMEI1829 et BMEII0844. Le pGEM easy seul restreintgaR| résulterait en deux fragments de
2997 bp et 18 bp.
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Figure 14. Gel d'agarose 1% des PCR diagnostiques sur les plasmides pET2a et pETZbpartie gauche
du gel concerne les PCR sur pET2a. La Gibfp2aest amplifié par les amorces 2aF et 2aR dans le puits
produit PCR a une taille attendue de 1148 bp. Les puits 2 a 4 sont des contr6les. Dans le puits 2, I'amor|
remplacée par 2bR. Les puits 3 et 4 sont des PCR controles négatifs, c'est-a-dire sans plasmide, exéc
les amorces 2aR + 2aF et 2bR + 2aF respectivement. La partie droite de la figure concerne les PCR g
La CDSomp2best amplifiée par les amorces 2bR et 2aF (puits 5) dont la taille attendue du produit est
bp. Les puits 6 a 8 correspondent aux mémes contréles que pour pET2a. Ainsi, dans le puits 6, I'amo
été remplacée par 2aR. Les puits 7 et 8 correspondent aux contréles négatifs réalisées respectiveme
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Figure 15. Gel d'agarose 1% des restrictions diagnostiques sur les produits PCR purifiés obtenus a partir

de pET2a et pET2b.Concernant les restrictions sur la CBr8p2a les tailles attendues des différents fragments
sont les suivantes: 719 bp, 227 bp et 202 bp pour la restrictidecpat; 424 bp, 256 bp, 252 bp, 190 bp et |14
bp pour la restriction pdtinfl; deux bandes a 375 bp, une a 281 bp et une derniére a 117 bp pour la restriction

parPst; 976 bp et 172 bp pour la restriction gsd. Dans le dernier puits concernant la C&8p2a le produit

PCR est sous sa forme non restreinte (NR) dont la taille attendue est toujours de 1148 bp. La partie droite du gel
concerne la CD®mp2b Les tailles attendues des différents fragments sont les suivantes: 733 bp et 399|bp pour

la restriction parEcoRl; 465 bp, 394 bp et 267 bp pour la restriction parfl; 852 bp et 280 bp pour Ia
restriction parPst; et, 647 bp, 313 bp et 172 bp pour la restrictionRRsal. A nouveau, le dernier puits pour
omp2bcorrespond au produit PCR dont la taille attendue est de 1132 bp.
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Figure 16. Gel SDS-PAGE des différentes fractions obtenues lors de la surproductidres puits 1 et 5

correspondent au dépdt de la fraction soluble de la lyse bactérienne. Les puits 2 et 3 ainsi qu
correspondent respectivement pour Omp2a et Omp2b au surnageant du premier et second lavage
d'inclusion (cfr Matériels et méthodes). Enfin, dans les puits 4 et 8 ont migré les fractions des corps d'

solubilisés dans le tampon TEN avec 8M urée. Les tailles attendues pour Omp2a et Omp2b sont d'envi

kDa et de 40,38 kDa respectivement.
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Figure 17. Gels SDS-PAGE des protéines renaturées au zwittergent 3-14 a A) 10%, B) 1% et C) 0,14
Les tailles attendues pour les formes dénaturées sont d'environ 39,42 kDa et de 40,38 kDa respective
Omp2a et Omp2b. En ce qui concerne les formes renaturées sous forme trimérique, les tailles atten
Omp2a et Omp2b sont d'environ 118,23 kDa et 121,14 kDa respectivédfeie premier gel montre le
profils de migration des Omp2a et Omp2b dénaturées dans les puits 1 et 3 respectivement et de ¢
porines renaturées par dilution 1:1 dans du zwittergent 3-14 a 10% (dissout dans le tampon TEN) dans
et 4 respectivemen{B) Ce second gel ne concerne que la renaturation d'Omp2a avec du zwittergent 3-1
Dans le puits 1 a migré la fraction soluble obtenue lors de la lyse bactérienne. Le puits 2 présente le
migration des corps d'inclusion solubilisés. Enfin, respectivement dans les puits 3 et 4 ont migré
renaturée sans ou avec I'étape de sonication (cfr Matériels et métiiGii&Ans les puits 2 et 4 ont migrés

corps d'inclusion solubilisés contenant Omp2a et Omp2b. La migration de ces mémes OMPs renaturée
zwittergent 3-14 de concentration 0,14% est visualisable dans les puits 1, pour Omp2a, et 3, pour Omp?2

Remarqueles doubles bandes apparaissant sur les gels A et C sont dues a un artéfact.
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Figure 18. Chromatogramme d'exclusion de la purification d'Omp2a renaturée avec du zwittergent 3-14|a

1% sur une colonne Superdex 20@Ce chromatogramme représente les pics d'absorbance a 280 nm en fonction
du temps et par conséquent, en fonction du volume d'élution. Le temps 0 correspond au moment ou I'échantillon
est injecté sur la colonne, représenté par les traits interrompus verticaux. Le pic 1 correspondrait a deg protéines
agrégées tandis que le pic 2 correspondrait aux triméres d'Omp2a. La numérotation indiquée| sous le

chromatogramme correspond au numeéro des fractions collectées.
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Figure 19. Gel SDS-PAGE coloré au nitrate dargent de différentes fractions obtenues apres
chromatographie d'exclusion d'Omp2a renaturée avec du zwittergent 3-14 1%.es numéros annotés en

haut de chaque piste de migration correspondent aux numéros des fractions de purification de [la figure
précédente. La piste 9 présente une bande de taille d'environ 37 kDa (fleche) alors qu'apparait seulement dans le
puits 10 une bande d'environ 100 kDa (seconde fleche). Les deux bandes entre 50 et 75 kDa sont un artéfact.
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Figure 20. Chromatogramme de la purification sur colonne DEAE d'Omp2a a partir de corps d'inclusior
solubilisés issus d'une culture de 200 miLe tracé du haut correspond a lI'absorbance en protéines (a 280
la sortie de la colonne tandis que le tracé du bas correspond a la conductivité. La partie 1 du chroma
correspond a l'élimination du flow through grace au tampon A (50mM Tris, 17mM NacCl, 8M urée et ph
La seconde partie correspond a I'élution d'Omp2a via I'application d'un gradient en NaCl allant de 0 a
tampon B (50mM Tris, 500mM NacCl, 8M urée et pH=8,0) par rapport a la proportion de tampon A. La |
du chromatogramme correspond au passage de 100% de tampon B afin d'éluer 'Omp2a restée acc
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Figure 21. Gels SDS-PAGE des fractions de purification d'Omp2a sur DEAKA) Sur ce gel a été dépo
une fraction des corps d'inclusions solubilisés représentée sur la figure par la dénomination "Avant DE
reste du gel comprend les premiéres fractions issues de la purification, la suite ayant été déposégBr
Les fractions 4" a 8" correspondent a celles du flow through, les fractions 15 a 25 correspondent au gr
NaCl et enfin, les fractions 3' & 20' sont relatives a I'élution avec 100% de tampon B (cfr Figure 20).

56

AE". Le
le gel
adient en




Omp2a Omp2b

ODn I O W VI Vv VI VI VIO Dn I 0 I0D VI Vv VI VI VID
150 KDa—w - b
150 KDa—w =%
- 100 kDa— =
—
C —
o g o
= 37 kDa—p
= e e . — —— 37 KD — b
S - P -——— —
c WP |mE = Ix -
8 g —
On I O W VI Vv VI VI VII Dn 1 O I VI V VI VI VII
q—-,__ ]
150 KDa—w 150 KDa—p =
100 kDa—w [ | 100 KDa—w ==
(9] T—
c -
2 :
= 37 Kha—»- — — e —— - — 37 KDa —> —
'g . WP I e o e e = - —
o —
Q
Dn I om o vI v VI VI VIO Dn T O IO vI Vv VI VI VIO
—
150 KDa— 150 kDa—
100 kDa— [=] 100 kDa— |:|
o - 75 kDa —p- - I:l
g - 50 KDa —p
= 37 kDa — 37 kDA — -
= -— — . — —— — -‘-------
c
@] - —
O

Figure 22. Essais de renaturation d'Omp2a et Omp2b en trois conditions jouant sur la concentration en
urée et en protéine pour huit détergentsPour chacun des gels, le premier puits (jouxtant celui de I'étalon
protéique) est annoté "Dn". Cette abréviation signifie que ce puits contient la forme dénaturée et diluée|le méme
nombre de fois que les formes renaturées des autres puits. Les annotations de | a VIII font référence aux numéros
des détergents utilisés pour la renaturation (Table 1). Les gels de gauche, colorés au bleu de Coomassie,
concernent les essais de renaturation sur Omp2a et ceux de droite, colorés au nitrate d'argent, concernent la
renaturation d'Omp2b. Pour chacune de ces OMPs, les trois conditions testées (Table 2) sont mises gn paralléle
de haut en bas. La renaturation par le détergent Il fait apparaitre une bande d'environ 100 kDa aux conditions 2
et 3 pour Omp2a et a la condition 3 pour Omp2b ou apparait également une bande d'environ 60 kDa.
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Figure 23. Essais de renaturation d'Omp2a et Omp2b en trois conditions a faible concentration en NaCl

jouant sur la concentration en urée pour huit détergents (gels SDS-PAGH)our chacun des gels, colorés|au

bleu de Coomassie, le premier puits (jouxtant celui de I'étalon protéique) est annoté "Dn". Cette abréviation
signifie que ce puits contient la forme dénaturée et diluée le méme nombre de fois que les formes renaturées des
autres puits. Les annotations de | a VIII font référence aux numéros des détergents utilisés pour la renaturation
(Table 1). La partie gauche de la figure concerne la renaturation d'Omp2a tandis que la partie droite |concerne
celle d'Omp2b. Pour chacune de ces OMPs, trois conditions (Table 3) ont été testées et sont annotées de 4 a 6 a

gauche des photographies de gels.
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Figure 24. Concentration d'Omp2a avant ou aprés renaturation sur gel SDS-PAGH.es puits 1 et 2
concernent la premiére stratégie (concentration puis renaturation). Dans le puits 1 se trouve Omg
concentration mais dénaturée. Dans le puits 2, Omp2a a été renaturée aprés concentration. Les p
concernent la seconde stratégie (renaturation puis concentration). Dans le puits 3 a été déposée Omp2
et non concentrée. Dans le puits 4 a migré Omp2a renaturée mais non concentrée. Et enfin, le der

présente le profil de migration d'Omp2a renaturée puis concentrée.
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MembFac™ HR2-114 Reagent Formulation
Tube Salt Tub Buffer ¢ Tube Precipitant
# # #
1. 0.1 M Sodium chloride 1. 0.1 M Sodium acetate tribydrate pH 4.6 1. 12% wiv (+/)-2-Methyl-2 d-pentanediol
2. 0.1 M dinc acetate ditydrate 2. 0.1 M Sodium acetate trirydrate pH 4.6 2. 12% whv Polyethylens glycol 4,000
3. 0.2 M Ammonium sulfate 3. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 3. 10% wiv Polysthylene glycol 4,000
4. 0.1 M Sodium chloride 4. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 4. 12%viv 2-Propanol
5. Mone 5. 0.1 M Sodium acetate trirydrate pH 4.6 5. 12% whv Polyethylene glycol 4,000
6. None 6. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 6. 1.0 M Ammonium sulfate
7. None 7. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 7. 1.0M Magnesium sulfate heptahydrate
8. 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 8. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 8. 18% viv Polyethylene ghycol 400
9. 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 8. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6 9. 1.0 M Ammonium phosphate monobasic
10. 0.1 M Sodium chloride 10. 0.1 M Sodium acetate tribydrate pH 4.6 10, 12% wiv Polyethylene glycol 6,000
11, 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 1. 0.1 M Sodium acetate tribydrate pH 4.6 11, 12% wiv Polysthylene glycol 6,000
12. 0.1 M Sodium chleride 12, 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 586 12, 18% viv Polyethylene glycol 400
13, 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 13. 0.1 M Sedium citrate tribasic dihydrate pH 56 13 12% w'v Polysthylene glycol 4,000
14, 0.1 M Sodium citrate tribasic dikydrate 14. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 56 14, 10% wiv 2-Propanol
15, 0.1 M Sodium chleride 15. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 58 15, 12% viv (+~)-2-Methyl-2 d-pentanediol
16. MNene 16. 0.1 M Sedium citrate tribasic dinydrate pH 56 16 1.0M Magnesium sulfate heptahydrate
17. 0.1 M Sodium chloride 17. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 56 17, 12% wiv Polyethylene glycol 4,000
18. 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 18. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 56 18, 12% wiv Polyethylene glycal 6,000
19, 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 19, 0.1 M Sodium citrate tribasic dibydrate pH 56 19, 4% wiv (+/)-2-Methyl-2,4-pentanediol
20. Mone 20. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 56~ 20. 0.1 M Sodiurn chloride
21, 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 21, 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 56 21, 4% viv Polyethylene glycol 400
22. MNene 22. 0.1MADApHES 22, 1.0M Ammenium sulfate
23. 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 23, 0.1MADApHES 23, 12% whv Polyethylene glycol 4,000,
2% viv 2-Propanol
24. MNene 24, 0.1MADApHES 24, 1.0M Ammenium phosphate dibasic
25. 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 25, 0.1MADApHES 25, 12% wiv Polysthylene glycol 6,000
26. None 26. 0.1MADApHES 26, 12% viv (+f-)-2-Methyl-2 d-pentanediol
27, 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 27. 01MADApHES 27, 1.0 M Magnesium sulfate hydrate
28. 0.3 M Lithium sulfate monohydrate 28. 0.1MADApHES 28, 4% wiv Polyethylene glycol 400
29. 0.1 M Ammonium suffate 29. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 20, 0.5 M Sodium phosphate dibasic dihydrate,
0.5 M Potassium phosphate dibasic
30. 0.1 M Sodium chleride 30. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 30, 10% wiv Polysthylene glycol 4,000
1. 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 3. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 3. 18% viv Polyethylene glycol 400
32. Mone 32. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 32 1.0M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
33, 0.1 M Ammonium sulfate 33, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 33, 18% viv Polyethylene glycol 400
34, 0.1 M Ammonium sulfate 34, 0.1 M HEPES sodium pH 7.8 34, 10% wiv Polysthylene glycol 4,000
35, 0.1 M Sodium citrate tribasic dibydrate 35, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 35, 12% viv (+/~)-2-Methyl-2 d-pentanediol
36. None 36. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 36 1.0M Sodium citrate tribasic ditydrate
37, 0.6 M Magnesium sulfate hydrate 37. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 . A% wiv Polyethilene glycol 400
38. 0.6 M Magnesium sulfate hydrate 38. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 38 4% wiv (+/-)-2-Methyl-2 4-pentanediol
39, 0.1 M Lithium sulfate monohydrate 39, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5 30, 0.1 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
40, 0.1 M Lithium sulfate monohiydrate 40. 0.1 MTiis hydrochlonde pH 8.5 40, 12%viv (+-)-2-Methyl-2 d-pentanediol
41, 0.1 M Ammonium phosphate dibasic 41, 0.1 MTiis hydrochloride pH 8.5 41, 0.5M Sodium phesphate dibasic dihydrate,
0.5 M Potassium phosphate dibasic
42, None 42, 0.1 MTiis hydrochlonde pH 8.5 42, 0.1 M Sodium acetate trihydrate
43, None 43, 0.1 MTris hydrochloride pH 8.5 43, 0.1 M Sodiurn chloride
44, 0.1 M Ammonium phosphate dibasic 44. 0.1 MTiis hydrochloride pH 8.5 44, 12% wiv Polyethylene glycol 6,000
45, 0.1 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate 45, 0.1 M Tiis hydrochlonde pH 8.5 45, 0.4 M Magnesium sulfate hydrate
46. None 46. 0.1 MTris hydrochloride pH 8.5 46, 0.2 M Lithium sulfate monohydrate
47. None 47. 0.1 MTiis hydrochlonide pH 8.5 47. 0.5 M Ammonium sulfate
48. 0.1 M Sedium citrate tribasic dihydrate 48. 0.1 MTiis hydrochloride pH 8.5 48, 5% wiv Polyethilene glycol 400
© Buffer pH is that of a 1.0 M
stock prior to dilution with other reagent components:
pH with HCI or NaOH.
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Figure 25. Détails des 48 conditions testées grace au kit "MembFac" (Hampton Research) sur Omp2a.
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Figure 26. Cartographie de vecteur pGEM-T easy de Promeg#&n position 52 et 70 se trouvent les deux
sitesEcoRl. Amp® correspond a la cassette de résistance a 'ampicilline.
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Figure 27. Cartographie du vecteur pET3a de chez Promega et détail de la région de clonage et
d'expression de celui-cilLa fleche pleine sur le vecteur correspond a la région détaillée en dessous. La fleche
annotée Ap correspond a la séquence codante du gene de résistance a I'ampicilline.
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Figure 28. Principe de la surproduction protéique par le systtme pET en souche BL21(DE3)pLyd®
génome . coli BL21(DE3)pLysS code pour 'ARN polymérase T7. Cette expression est réprimée
répresseulac. Ce dernier est encodé dans le génoeddli et dans le plasmide pET, porteur d'une résistan

par le
ce a

I'ampicilline. Le répressedac réprime aussi I'expression de la protéine d'intérét. Lorsque I'lPTG est infroduit

dans la culture, celui-ci léve la répressiano et permet donc I'expression de I'ARN polymérase T7 et dor
production de la protéine d'intérét qui est sous le contrdle du promoteur T7. Pour éviter la production ba
protéine d'intérét en l'absence d'IPTG, la soucke abli comprend un autre plasmide, pLysS, codant pol
lysozyme T7, un inhibiteur de 'ARN polymérase T7. Ce plasmide code également pour le gene de rési
chloramphénicol. (Novagen)
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Figure 29. GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ready-to-use (Fermentasfe marqueur est celui utilisé en do-
migration lors d'électrophorése sur gel d'agarose afin de connaitre les tailles des fragments d'ADN des
échantillons testés. Ce marqueur permet également d'estimer la quantité d'ADN.




Figure 30. Marqueur Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad)Marqueur utilisé pour les électrophoreses
sur gel de polyacrylamide afin d'estimer les tailles des protéines des échantillons testés. kD pour kilodalfon.
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Figure 31. Chromatogramme théorique obtenu par chromatographie d'exclusiorl.'absorbance a 280 n

m
mesurée a la sortie de la colonne indique la sortie des plus grosses molécules suivi par les molécules de tailles
intermédiaires et des petites molécules. Schéma issu du manuel de GE Healthcare.




OMPs déenaturées Détergent

Volume = X

Volume = X

Ajout goutte a goutte des
OMPs dans le détergent.

Vortexer simultanément.

Mélange dans un rapport 1:1
d'OMPs et de détergent.

Volume = 2*X

Les OMPs renaturées
passent dans un bain
sonicant pendant 1 heure.

Figure 32. Schéma de la méthodologie utilisée pour la renaturation des OMRBsu détergent est additionné
goutte a goutte les OMPs dénaturées. Le tube de détergent est vortexé simultanément ce qui permet
d'homogénéiser les OMPs dans le détergent. Le tout est ensuite soniqué dans un bain pendant 1 heure
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Figure 33. Schéma du protocole de cristallogenéssur une lame, I'échantillon est mélangé au tampon de la
condition correspondante. Le puits contient ce méme tampon. Sur le contour du puits est déposé de|la graisse
destinée a rendre hermétique le montage de la lame sur le puits. lllustrations issues du manuel d'utilisation fourni

par Hampton Research.




