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Résumé

L’objectif de ce travail est d’introduire, par ingénierie génétique, un site allostérique dans une
enzyme pour moduler son activité catalytique par la liaison d’un ligand choisi. Ces enzymes
pourraient servir de senseurs moléculaires pour la détection, voire le dosage du ligand.

Nous avons décidé de créer ces sites allostériques dans la B-lactamase TEM-1 d’E. coli, une
enzyme dégradant les antibiotiques de type pénicilline, en réalisant I’ingénierie de trois boucles
de I’enzyme. Celles-ci sont proches 1I’une de I’autre dans 1’espace et pourraient servir d’épitope
discontinu pour la reconnaissance par un anticorps ou de paratope, a savoir le site de liaison d’un
anticorps, pour la reconnaissance d’autres protéines ou de petites molécules. Notre hypothése de
travail est que ces -lactamases chimériques partageront certaines similitudes avec les anticorps
de camélidés dont le site de reconnaissance n’est constitué que de trois boucles. Comme nous ne
savions pas a priori quelles sont les séquences a introduire pour lier la molécule cible, nous
avons introduit des séquences dégénérées pour créer une grande banque de mutants et
sélectionner dans cette banque les clones ayant une affinité pour le ligand d’intérét.

La partie la plus difficile de ce projet fut la création de la collection d’enzymes mutantes
contenant trois boucles dégénérées. La dégénérescence de la boucle 1, située a proximité du site
actif, a été réalisée en remplagant aléatoirement trois résidus. Dans la boucle 2, un peptide
aléatoire de cing, six ou sept résidus a été inséré entre deux cystéines et dans la boucle 3, une
insertion de six résidus aléatoires a été réalisée. En pratique, 1’ingénierie des boucles 1 et 2 a été
effectuée dans la méme construction pour créer trois banques (trois tailles d’insert différentes
dans la boucle 2). D’autre part, nous disposions déja de la banque contenant 1’insertion dans la
boucle 3. Ces banques de premicre génération ont ensuite subit une sélection in vivo pour ne
garder que les clones possédant une certaine activité catalytique, par culture des bactéries
infectées sur un milieu contenant de I’ampicilline. Cette étape nous a permis d’avoir un contrdle
sur la qualité des banques créées car tous les mutants d’insertions retenus ont obligatoirement
une structure tertiaire. Nous avons €galement montré que la présence de deux résidus cystéines
est nécessaire de part et d’autre de 1’insert dans la boucle 2 pour maintenir une certaine activité
enzymatique. D’autre part, la boucle 1 ne semble pas tolérer d’insertion peptidique et ne permet
que la mutagenése par remplacement. Les banques de premicre génération ont ensuite été
combinées pour créer une banque de seconde génération contenant les trois boucles dégénérées.
Cette construction hiérarchisée a permis, avec un bon rendement, la création d’une banque

combinatoire de grande taille et de bonne qualité.
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Grace a la technique d’expression en surface de phage, cette banque a ensuite été soumise a une
sélection in vitro afin d’isoler les clones ayant acquis de I’affinité pour des molécules cibles. Ces
ligands sont un ion métallique, le Ni(II), et deux petites molécules organiques, la kanamycine et
la sulfanilamide, pour lesquelles une protéine liante serait intéressante comme outil de détection.
En ce qui concerne les clones sélectionnés avec le nickel, tous les clones testés contiennent des
résidus histidine et montrent une modulation de 1’activité en présence du métal, que ce soit une
activation ou une inhibition de celle-ci. La meilleure activation a été obtenue pour le clone Ni-5-
Ampyo-#11, qui voit son activité¢ doublée lorsqu’il est complexé au nickel, tandis que la meilleure
inhibition a été obtenue pour le clone Ni-5-#2 avec une diminution de 77 % de I’activité. Quant a
la meilleure affinité, elle a été obtenue pour le clone Ni-5-#12 avec une constante de dissociation
de 7.10° M. Les autres valeurs de K varient entre 10% M et 10~ M. Parmi les clones issus de la
sélection avec la kanamycine, nous avons trouvé un mutant dont ’activité¢ catalytique est
augmentée de 44 % en présence du ligand. Sa constante de dissociation est de 6,6.10™* M. Quant
a la sélection avec la sulfanilamide, elle ne nous a pas permis a ce jour d’isoler des clones ayant
acquis une affinité détectable pour cette molécule.

Ces résultats nous laissent espérer que la banque construite contient potentiellement des clones
ayant la capacité de lier une variété de cibles différentes. Si c’est le cas, ces enzymes
chimériques posseédent des avantages sur les anticorps conjugués habituellement utilisés en
immuno-détection, car la fonction de reconnaissance et la fonction enzymatique sont portées par
la méme molécule. Ces protéines pourraient donc étre produites facilement et a plus faible coft.
De plus, la modulation d’activité permet en principe de détecter la présence du ligand cible en

phase homogéne.



Abréviations et symboles

aa
Ab
ADN
ADNCc
ADNdb
ADNsb
Amp
ARN
ARNm
ARNt
ATP
Biot
BSA

Abréviations et symboles

ampere

Angstrom

acide aminé

‘antibody’ ou anticorps

acide désoxyribonucléique

ADN complémentaire

ADN double brin

ADN simple brin

ampicilline

acide ribonucléique

ARN messager

ARN de transfert

adénosine triphosphate

biotine

‘Bovine Serum Albumin’ ou albumine de sérum de beeuf
degré Celsius
‘complementary-determining region’ ou région déterminant la complémentarité
domaine constant de la chaine lourde
chloramphénicol

domaine constant de la chaine 1égere
Dalton

désoxyadenosine triphosphate
désoxycytosine triphosphate
désoxyguanosine triphosphate
désoxynucléotide triphosphate

densité optique

dithiothréitol

désoxythymidine triphosphate
désoxyuridine triphosphate

coefficient d’absorption molaire
Escherichia coli

acide éthylénediamine tétra-acétique
‘Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay’
‘error-prone PCR’ ou PCR mutagénisante
‘antigen-binding fragment’ ou fragment liant I’antigéne
fragment variable

gramme

heure

‘heavy chain antibody’ ou anticorps a chaines lourdes
immunoglobuline

kanamycine

kilobase

constante catalytique

constante de dissociation

kilo Dalton

constante de Michaélis—Menten

litre
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LB
M
min.
pb
PBP
PCR
PEG
penG
pH
RMN
rpm

scFv
Sulf
TEMED
Tet

TU

uv

Vy
Vi
v/v
w/v

milieu de culture Luria Bertani
molaire

minute

paire de bases

penicillin binding protein
‘Polymerase Chain Reaction’
polyéthyléne glycol
benzyl-pénicilline

potentiel hydrogene

Résonance Magnétique Nucléaire
révolution par minute

seconde

‘single-chain’ Fv ou fragment variable a chaine unique
sulfanilamide
N,N,N’,N’-tétra-méthyléthylenediamine
tétracycline

‘transforming unit’

ultraviolet

volt

domaine variable de la chaine lourde
domaine variable de la chaine légere
rapport volume / volume

rapport poids / volume
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