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ABSTRACT 

 

 The production of enantiopure products is critical in many fields, notably for the life 

science industry. Asymmetric catalysis (= enantioselective catalysis) is a good way to obtain this 

kind of compounds. It can be performed either by transition metals in a chiral environment or by 

enzymes. Both systems have some advantages and drawbacks. The generation of artificial 

metalloenzymes by the insertion of a catalytic metal into a protein allows cumulating the 

characteristics of both systems. 

 The biotin – (strept)avidin system appears to be an ideal tool to generate some artificial 

metalloenzymes. The proteins avidin and streptavidin (= (strept)avidin) exhibit a very high 

affinity for the vitamin biotin (Ka ∼ 1013 – 1015 M-1). This affinity is not significantly affected by 

the derivatization of the biotin anchor. This system has numerous applications and is the second 

biological engineering system used in the world after antibody technology. In absence of protein, 

an achiral biotinylated catalytic organometallic complex is able to convert a prochiral substrate, 

but without any enantiomeric enrichment. In presence of (strept)avidin, the same reaction can 

become enantioselective due to the chiral environment provided by the protein.  

 In the present work, the optimization of the production of streptavidin by Escherichia coli 

(up to 210 mg/L of culture), its purification and characterization were studied. Twelve mutants 

were rationally designed to influence the metal position during catalysis with the aim of 

increasing the selectivity. Mutant S112G proved versatile in terms of selectivity of the resulting 

metalloenzyme. Thus, position 112 was selected to perform a saturation mutagenesis. 

 Certain variants exhibited a low solubility or a low activity. Some modifications of the 

purification protocol allowed to increase 4 to 18-fold the yield of the purified protein. 
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 In addition, a high-throughput screening method using a biotinylated fluorescent probe 

was developed, to test the functionality of bacterial extracts coming from cells cultivated in 

microplates. This test allows the selection of functional variants arising from a large mutant 

library obtained by directed evolution of streptavidin genes.  
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RÉSUMÉ 

 

 L’obtention de produits énantiomériquement purs revêt une importance vitale dans bon 

nombre de domaines, et notamment, dans l’industrie pharmaceutique. La catalyse asymétrique (= 

catalyse énantiosélective) permet d’obtenir ce genre de composés. Ce type de réaction peut être 

catalysé par un métal de transition coordonnée à un ligand chiral ou par une enzyme. Néanmoins, 

si chacun des deux systèmes possède des avantages, ils présentent également quelques 

inconvénients. L’obtention de métalloenzymes artificielles par l’insertion de métaux catalytiques 

au sein de protéines permet de cumuler les caractéristiques propres aux deux systèmes.  

 Le système biotine – (strept)avidine apparaît comme un outil de choix pour générer des 

métalloenzymes artificielles. L’avidine et la streptavidine (= (strept)avidine) présentent une forte 

affinité pour la biotine (Ka ∼ 1013 – 1015 M-1). Cette affinité ne baisse pas de manière 

significative lorsque la biotine est dérivatisée. Cette interaction a de nombreuses applications et 

représente le système le plus utilisé en ingénierie biologique après les anticorps. En absence de 

protéine, un complexe organométallique catalytique achiral biotinylé est capable de convertir un 

substrat prochiral en un produit racémique. En présence de (strept)avidine, la réaction devient 

énantiosélective grâce à l’environnement chiral apporté par la protéine.  

 Dans ce travail, l’optimisation de la production de streptavidine par Escherichia coli 

(jusqu’à 210 mg/L de culture), sa purification et sa caractérisation ont été étudiées. Douze 

mutants ont été désignés plus ou moins rationnellement pour influer sur la position du métal lors 

des catalyses et ainsi modifier sa sélectivité. L’un d’eux (S112G) a apporté bon nombre 

d’améliorations lors des catalyses et une expérience de mutagenèse de saturation a été effectuée 

sur la position 112.  
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 Les problèmes d’activité ou de solubilité de certains mutants ont amené à modifier le 

protocole de purification de la protéine. Cette modification a permis d’augmenter le rendement de 

purification de ces mutants d’un facteur allant de 4 à 18.  

 Par ailleurs, un criblage à haut débit de la fonctionnalité des mutants a été mis en place à 

l’aide d’une sonde biotinylée fluorescente, en partant d’extraits bactériens provenant de cellules 

cultivées en microplaques. Ce test permet d’envisager la sélection de variants fonctionnels au 

sein d’une large librairie de mutants obtenus par évolution dirigée de la streptavidine, mais aussi 

potentiellement de protéines chimériques avidine – streptavidine obtenues par DNA-shuffling.  
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ABRÉVIATIONS 
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ADN : Acide désoxyribonucléique 
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 

 

 Bien que notre groupe utilise la streptavidine pour de multiples projets, l’ensemble de ce 

travail a été réalisé dans le but d’optimiser une série de métalloenzymes artificielles capables de 

catalyser diverses réactions énantiosélectives. Il apparaît donc nécessaire d’introduire un certain 

nombre de notions sur la chiralité et la catalyse énantiosélective avant de développer l’aspect 

biologique du sujet.  

 

1. GÉNÉRALITÉS SUR LA CHIRALITÉ 

 On définit la chiralité par l’absence de centre d’inversion ou de plan miroir d’un objet. 

L’objet chiral n’est pas superposable à son image miroir. L’exemple le plus fréquemment utilisé 

pour illustrer la chiralité est la main. La main gauche est l’image miroir de la main droite, mais ne 

peut en aucun cas se superposer à cette dernière. Dans la nature, les phénomènes chiraux sont 

observables à l’échelle morphologique (la coquille d’une grande majorité d’espèces d’escargots 

forme une hélice droite), anatomique (notre cœur est à gauche, l’estomac à droite), cellulaire (les 

cellules de l’épiderme végétal forment un sorte de puzzle dont les pièces ne sont pas 

superposables à leur image miroir), macromoléculaire (hélice droite de l’ADN, structures 

secondaires des protéines) et moléculaire. 

 Il existe plusieurs formes de chiralité moléculaire, la plus fréquemment rencontrée en 

biologie est la chiralité induite par un carbone asymétrique (Fig. 1.1). Les deux énantiomères 

(images miroir) sont non superposables. Leur réactivité chimique est la même sauf si un second 

élément de chiralité (une protéine par exemple) intervient dans la réaction. Leurs propriétés 
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optiques diffèrent également, les deux énantiomères dévient la lumière polarisée d’un angle 

opposé, l’énantiomère (L) (lévogyre) dévie la lumière à gauche, l’énantiomère (D) (dextrogyre) 

la dévie à droite. On définit deux configurations absolues du carbone en fonction du nombre 

atomique de ses substituants directs. On place le substituant le plus petit à l’arrière de la 

molécule, les trois autres substituants sont ordonnés du plus important au plus petit. Si l’ordre 

décroissant des nombres atomiques des substituants suit le sens horaire, il s’agit d’une 

configuration absolue (R), si cet ordre suit le sens anti-horaire, on parle alors de configuration 

(S)1. 

 

Figure 1.1 : Configurations absolues de l’alanine. 
 

 La coordination des métaux peut également induire une forme de chiralité (Fig. 1.2). Si 

l’on considère les agents chélatants du métal de la figure 1.2 comme étant les pales d’une hélice, 

l’hélice tournant dans le sens horaire est alors définie comme ayant une configuration absolue Λ. 

Dans le cas inverse, on parle de forme ∆.  

 

Figure 1.2 : Chiralité de la coordination des métaux. 
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 D’autres formes de chiralité existent, quelques exemples sont montrés sur la figure 1.32. 

 

Figure 1.3 : Différentes formes de 

chiralité. A. Chiralité axiale des 

allènes. B. Chiralité planaire du 

trans-cyclooctène. C. Chiralité 

hélicoïdale des benzophénanthrènes. 
 

 La chiralité issue d’un carbone asymétrique dont la découverte a valu en 1901 le prix 

Nobel à van t’Hoff, revêt une importance capitale dans le monde du vivant, 19 acides aminés sur 

les vingt principalement utilisés pour la synthèse de protéines sont chiraux, la thréonine et 

l’isoleucine présentant deux centres de chiralité. Les sucres, les acides nucléiques (de par la 

présence de ces mêmes sucres), certains acides gras, une grande majorité de métabolites 

cellulaires, les alcaloïdes végétaux, les hormones, les vitamines sont chiraux. De la même 

manière qu’une personne utilise sa main droite différemment de sa main gauche, selon qu’elle 

soit droitière ou gauchère, l’organisme utilise différemment les deux énantiomères d’une même 

molécule. Par exemple, les acides aminés naturels (utilisés pour la synthèse de protéines) sont de 
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forme L, ceux de la forme D se retrouvent dans la composition d’hormones ou de venins. Dans 

d’autres cas, un seul des deux énantiomères est utilisé. 

 Lors de la fabrication d’un médicament, il est nécessaire de tenir compte du facteur 

chiralité. Les effets de l’un ou l’autre des énantiomères peuvent être parfois dramatiques. Ce fut 

le cas dans les années 60 avec la thalidomide (Fig. 1.4). Ce médicament actuellement utilisé en 

thérapie anti-cancer, anti-HIV et contre la lèpre, a été administré aux femmes enceintes pour ses 

vertus sédatives et anti-nauséeuses3. Malheureusement, si la (R)-thalidomide induit les effets 

escomptés, il a été montré que la forme (S) est tératogène et provoque des malformations sévères 

sur le nouveau né (surdité, absence de membres, malformation des mains…)4.  

 

Figure 1.4 : Structure 

de la thalidomide. 
 

 L’obtention de molécules énantiomériquement pures devient dès lors, un véritable enjeu 

pour les industries pharmaceutiques, mais aussi agrochimiques, agroalimentaires ou cosmétiques. 

 

2. LA CATALYSE ÉNANTIOSÉLECTIVE 

2.1. DÉFINITIONS 

 Lorsqu’une réaction chimique est thermodynamiquement possible, elle peut être accélérée 

par un catalyseur. Ce catalyseur peut être une protéine (catalyse enzymatique) ou un métal de 

transition dans le cas de la catalyse homogène ou hétérogène. L’action du catalyseur est 

l’abaissement de la barrière d’énergie de l’état de transition de la réaction.  
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 La catalyse énantiosélective (= catalyse asymétrique) est une forme de catalyse où le 

catalyseur a une réactivité différente avec les deux énantiomères d’une molécule. Il peut s’agir 

d’une réactivité accrue d’un énantiomère par rapport à l’autre lorsque l’on part d’un mélange 

racémique (Fig. 1.5).  

 

Figure 1.5 : Résolution cinétique d’une amine racémique par une lipase. 
 

 On parle dans ce cas, de résolution cinétique. Dans ce type de réaction, on définit le 

coefficient E comme étant le rapport de la vitesse de réaction d’un énantiomère par rapport à 

celle de l’autre : 
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 Une autre forme de catalyse est l’obtention préférentielle d’un énantiomère en partant 

d’une molécule prochirale (Fig. 1.6).  

 

Figure 1.6 : Exemple de catalyse partant d’une molécule prochirale : l’hydrogénation de 

l’acide α-acétamido-cinnamique. 
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 Dans ce type de réaction, on définit un excès énantiomérique (en pourcentage) comme 

étant la différence de quantité d’un produit d’une forme (R) ou (S) par rapport à la quantité de 

l’autre sur la somme des deux : 
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 Lorsqu’une réaction est catalysée par un métal, elle est influencée par l’environnement 

direct de celui-ci (l’agent chélatant = ligand). On parle alors de première sphère de coordination. 

Le solvant de la réaction influe également sur le rendement et l’excès énantiomérique de la 

catalyse. Il constitue la seconde sphère de coordination du métal. Dans le cas d’une protéine, les 

sphères de coordination sont plus complexes, mais bien définies. La première est constituée par le 

site catalytique de l’enzyme, la seconde par les acides aminés interagissant avec ceux du site 

catalytique. La troisième par les résidus structurant ceux de la seconde sphère et ainsi de suite. 

 

2.2. LA CATALYSE ÉNANTIOSÉLECTIVE INDUITE PAR LES MÉTAUX DE 

TRANSITION 

 La catalyse asymétrique par les métaux de transition connaît un essor depuis le milieu des 

années 60. En 2001, le prix Nobel de chimie a été attribué aux professeurs William S. Knowles, 

Ryoji Noyori et K. Barry Sharpless pour leur contribution à l’invention et au développement de la 

catalyse asymétrique5-7. C’est Noyori et Nozaki en 1966, qui mirent au point le premier système 

catalytique asymétrique à partir d’un métal. Le catalyseur constitué d’un atome de cuivre II 

coordonné à une base de Schiff a permis d’obtenir un mélange de cis et trans-

cyclopropanecarboxylates en partant du styrène et de l’éthyl diazoacétate. Les deux composés ont 

été obtenus avec des excès énantiomériques de respectivement 6 et 10 % (Fig. 1.7)6.  
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Figure 1.7 : Obtention du cis et du trans-cyclopropanecarboxylate par le complexe de 

cuivre de Noyori et Nozaki. 
 

 La même année Wilkinson met au point le complexe chlorotris(phénylphosphine) 

rhodium ([RhCl(PPh3)3]) et parvient à l’aide de ce complexe, à hydrogéner la double liaison d’un 

alcène. Par ce procédé, il démontra que l’hydrogène moléculaire pouvait être activé par un 

métal6.  

 Deux ans après, Knowles et Horner mirent au point indépendamment la première 

hydrogénation catalytique énantiosélective en modifiant le complexe de Wilkinson. L’idée de 

Knowles a été de remplacer les triphénylphosphines du complexe de Wilkinson, par des 

phosphines portant trois substituants différents. Les atomes de phosphore deviennent alors 

chiraux et induisent l’énantiosélectivité de la catalyse (Fig. 1.8)5.  

 

Figure 1.8 : Hydrogénation 

catalytique de l’acide α-

phénylacrylique. 
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 Par la suite, Knowles développa une nouvelle série de ligand chiraux utilisés pour la 

synthèse du L-DOPA, un médicament utilisé pour lutter contre la maladie de Parkinson (Fig. 

1.9). 

 

Figure 1.9 : Etapes de la synthèse du (S)-DOPA. 
 

 Ce système fut par la suite optimisé en remplaçant le complexe catalytique 

[RhCl(CAMP)3] par le complexe [Rh(CAMP)2(COD)]. Le CAMP fut finalement remplacé par le 

DIPAMP (Fig. 1.10).  

 

Figure 1.10 : Formules du CAMP 

et du DIPAMP. 
 

 En même temps que Knolwes mettait au point le CAMP, H.B. Kagan créa le (R,R)-DIOP 

(Fig. 1.11). Ce ligand a donné naissance à une nouvelle génération de catalyseurs où la chiralité 

n’est pas portée par les groupements phosphine, mais par le squelette carboné du complexe. Ce 

type de complexe permet d’obtenir des résultats voisins de ceux du CAMP pour les mêmes 

catalyses que Knowles. 
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Figure 1.11 : Formule du (R,R)-DIOP de Kagan. 

 

 En 1974, Noyori et Takaya créent un ligand portant une chiralité axiale : le BINAP. 

Lorsqu’il est complexé au rhodium, le BINAP permet l’hydrogénation catalytique des oléfines 

(alcènes) (Fig. 1.12). L’application la plus remarquable du BINAP en catalyse industrielle est un 

pas de synthèse dans la fabrication du (-)-menthol6.  

 

Figure 1.12 : Hydrogénation catalytique de l’acide α-(acylamino)acrylique par le 

BINAP complexé au ruthénium. 
 

 En 1995, Noyori met au point l’hydrogénation asymétrique et stéréosélective des 

groupements cétone en couplant le BINAP, le ruthénium et une diamine (Fig. 1.13)8. 
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Figure 1.13 : Hydrogénation 

asymétrique de cétones par le 

complexe BINAP / diamine 

de Noyori. 

 

 De son côté, Sharpless s’est d’abord intéressé à l’époxydation d’alcools allyliques à partir 

de dérivés de l’acide tartrique en présence de tétraisopropoxyde de titanium (Ti(OiPr4)) et 

d’hydropéroxyde de tertiobutyle (t-BuOOH). Par cette méthode, il est parvenu à obtenir 

différentes formes d’époxydes du géraniol ((E)-3,7-diméthyl-2,6-octadièn-1-ol) (Fig. 1.14)7,9.    

 

Figure 1.14 : Epoxydation asymétrique du géraniol effectuée par Sharpless. 
 

 L’époxydation de Sharpless a notamment permis de mettre en œuvre la synthèse 

industrielle de la (+)-disparlure ((R,S)-7,8-époxy-2-méthyl octadécane), une phéromone du 

bombyx disparate utilisée comme pesticide (Fig. 1.15)10. 

 

Figure 1.15 : Synthèse de la (+)-disparlure par époxydation catalytique d’un alcool allylique. 
 

 Sharpless a par ailleurs développé des réactions de dihydroxylation et 

d’hydroxyamination asymétriques d’oléfines à partir de dérivés de la quinine ou de la quinidine 
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(Fig. 1.16)9. Les molécules obtenues avec les systèmes (DHQD)2PHAL et (DHQ)2PHAL 

notamment les aminoalcools ont un intérêt thérapeutique. Certains d’entre eux sont en effet, 

utilisés dans le traitement de maladies cardiovasculaires ou comme immunodépresseurs9.  

 

 

Figure 1.16 : Dérivés chiraux de la quinine et de la quinidine. 
 

 La catalyse asymétrique a plusieurs applications dans l’industrie, mais elles restent peu 

nombreuses à cause des contraintes qu’elle implique. L’obtention à grande échelle de catalyseurs 

énantiomériquement purs (99 % ee pour les composés pharmaceutiques et 80 % pour l’industrie 

agroalimentaire) n’est pas triviale et s’avère très coûteuse (de 5 000 à 20 000 USD / kg). 

Néanmoins, il s’agit d’un secteur en plein développement grâce aux progrès de la chimie 

combinatoire (chimie se focalisant sur le criblage des différents paramètres d’une réaction 

comme la nature du métal, la nature du ligand, la nature du solvant, la température, la pression 
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etc.)11. Cette forme de chimie est devenue indispensable pour l’obtention de systèmes 

catalytiques efficaces. 

 

2.3. CATALYSE ENZYMATIQUE 

2.3.1 Généralités 

 De nombreux composés chimiques chiraux ou non peuvent être obtenus par réaction 

enzymatique à l’échelle industrielle (Fig. 1.17)12.  

 

Figure 1.17 : Exemples de catalyses enzymatiques industrielles. A. Synthèse de 

l’acrylamide en partant de l’acylnitrile. B. Isomérisation du glucose en fructose. 
 

 De part la haute sélectivité des enzymes, elles constituent un matériel de choix pour la 

catalyse asymétrique. L’application la plus fréquemment utilisée est la résolution cinétique d’un 

mélange racémique. La production d’amines chirales ou d’acides carboxyliques chiraux par les 

lipases est l’un des exemples les plus notables de ce type de catalyse (Fig. 1.5 et 1.18)12.  



29 

 

 

Figure 1.18 : Obtention du trans-(2R,3S)-p-méthoxyphénylglycidate par une lipase. 
 

 Toutefois, ce type de réaction ne permet d’obtenir que 50 % de rendement au maximum, 

aussi, a-t-il fallu développer des systèmes de racémisation in situ (Fig.1.19)13. 

 

Figure 1.19 : Obtention de l’α-(phénylthio)propionate par la racémisation de ses 

précurseurs couplée à une catalyse par une lipase. 
 

 Dans les années 80, une nouvelle approche de la catalyse enzymatique a pris un certain 

essor : l’utilisation de microorganismes comme catalyseurs (Fig. 1.20)14. Un des avantages de la 

catalyse par les microorganismes est qu’ils ne nécessitent pas d’utilisation d’hydrogène gazeux. 
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Figure 1.20 : Hydrogénation catalytique du 1-(4-hydroxyphényl)2-2-

nitropropène.  

 Ce type de catalyses peut être couplé avec des réactions enzymatiques. C’est notamment 

le cas de la synthèse industrielle de la vanilline (Fig. 1.21) dont la production naturelle par 

l’orchidée Vanilla planifolia n’est pas suffisante face aux besoins mondiaux (respectivement 20 

t/an contre 1 200 t/an)15. 

 

Figure 1.21 : Synthèse de la vanilline en partant du glucose en couplant 

une réaction catalysée par un microorganisme et une réaction 

enzymatique. 
 

 Les catalyses d’hydrogénation font en général intervenir des co-facteurs tels que le 

NADH ou le NADPH qui se retrouvent sous forme oxydée à la fin de la réaction. Il est donc 

nécessaire de réduire ces co-facteurs. L’enzyme elle-même peut dans certain cas, assurer ce 

recyclage (alcool déshydrogénase), mais il est parfois nécessaire d’utiliser une enzyme 

supplémentaire (Fig. 1.22)16.  
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Figure 1.22 : Exemples de recyclage de cofacteurs enzymatiques. A. Par couplage avec un 

substrat. B. Par couplage avec une enzyme.  

 La faible solubilité de composés hydrophobes utilisés comme substrats en milieu aqueux 

peut également poser problème. Dans certains cas, l’utilisation de cyclodextrines permet 

solubiliser ces composés (Fig. 1.23)17. 

 Figure 1.23 : Exemple de 

reaction nécessitant l’utilisation 

de cyclodextrine pour solubiliser 

le réactif et le produit de la 

catalyse : la synthèse du (S)-1-(2-

naphthyl)-éthanol. 
 

  Malgré tous les systèmes mis au point, plusieurs problèmes subsistent. Bon nombre 

d’enzymes sont en effet, peu sélectives pour certains substrats, dans certains cas, la catalyse est 

stoppée par un excès de produit de la réaction. De même, l’utilisation de microorganismes est 

assez limitée, eu égard à la métabolisation de certains substrats ou des produits de la réaction18. 

L’évolution dirigée des catalyseurs protéiques apparaît comme une bonne solution à ces 

problèmes. 
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2.3.2. Evolution dirigée des enzymes 

 L’approche combinatoire nécessaire à l’obtention de systèmes catalytiques efficaces a 

naturellement amené à l’obtention de librairies d’enzymes mutantes. Plusieurs techniques basées 

sur la PCR permettent d’obtenir cette diversité. 

 La première d’entre elles est la PCR aléatoire (error prone PCR). Il s’agit d’amplifier un 

gène en induisant des erreurs de polymérisation. Pour y parvenir, on peut varier la concentration 

de magnésium du milieu réactionnel, ajouter des sels de manganèse ou utiliser un excès (d’un 

facteur 10 à 1 000) de tel ou tel désoxyribonucléotide19 ou utiliser une polymérase peu fiable20. 

Une variante consiste à muter un gène par des bactéries de type « mutator »21.  

 La PCR aléatoire peut être complétée par la mutagenèse de saturation (insertion de un ou 

plusieurs codons dégénérés, afin de remplacer l’acide aminé ciblé par les 19 autres) de résidus 

« chauds » (hot-spots)21-23. 

 En 1994, Stemmer ajoute encore de la diversité en créant le DNA-Shuffling (brassage 

moléculaire), une technique dérivée de la PCR aléatoire. Son idée est de digérer une librairie de 

gène ayant subit une mutagenèse aléatoire, par la DNaseI de manière à générer des fragments de 

10 à 50 pb. Ces fragments sont ensuite soumis à une PCR sans amorce, où ils s’hybrident entre 

eux pour recréer le gène initial portant diverses mutations. Les gènes sont alors réamplifiés et 

clonés. Cette technique lui a permis d’obtenir toute une librairie de β-galactosidase. Mieux 

encore, en appliquant sa technique sur un mélange de gènes humain et murin de l’interleukine-

1β, il parvint à obtenir des IL-1β chimériques24. 

 En 1998, il applique cette même technique sur le gène de la céphalosporinase de 4 

espèces différentes de microorganismes (Fig. 1.24). Plusieurs clones obtenus induisent une 
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résistance accrue de E. coli au moxalactame (un antibiotique), deux d’entre eux ont acquis une 

résistance à plusieurs autres antibiotiques de type β-lactame25. 

 

Dnase I

PCR sans primer

Error Prone PCR

Dnase IDnase I

PCR sans primerPCR sans primer

Error Prone PCRError Prone PCR

Figure 1.24 : Stratégie utilisée par Stemmer pour 

obtenir les chimères de céphalosporidases. 
 

 L’évolution dirigée est basée sur le hasard et nécessite un criblage soit de sélection 

(résistance à un antibiotique, utilisation de microorganismes auxotrophes)25-27, soit un criblage 

d’activité enzymatique à haut débit28. Pour limiter le nombre de résultats négatifs, un certain 

nombre d’approches rationnelles ont été développées. La modélisation par ordinateur permet 

désormais de prédire quelles recombinaisons peuvent survenir durant une expérience de DNA-

shuffling29 ou de prédire quel résidu il est préférable de muter plutôt qu’un autre30. De même, 

l’étude de la structure de la protéine permet de déterminer les zones impliquées dans la catalyse 

et d’y insérer des mutations plus ciblées31. L’utilisation de cassettes d’ADN artificielles portant 

un ou plusieurs codons dégénérés (CMCM : « Combinatorial Multiple-Cassette Mutagenesis ») 

dans une expérience de DNA-shuffling permet ce genre de ciblage32. 
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 D’autres formes d’évolutions peuvent également être envisagées comme l’incorporation 

d’acides aminés non naturels. Cela nécessite de modifier un ARN de transfert (ARNt) par une 

succession de modifications chimiques et enzymatiques et l’utilisation d’un système de 

traduction in vitro, rendant cette approche coûteuse et difficile à mettre en œuvre33. Une seconde 

approche consiste à cultiver des bactéries auxotrophes dans un milieu minimal où un acide aminé 

est remplacé par un homologue34.  

  La modification chimique des acides aminés apparaît comme une autre possibilité 

d’évolution dirigée35. Un certain nombre de systèmes ont été décrits, mais des problèmes 

surgissent au niveau de l’homogénéité des modifications et de l’adaptabilité des techniques de 

chimie organique aux protéines. Seul l’accrochage de catalyseurs chimiques à une protéine 

semble donner des résultats intéressants. Cet aspect sera développé dans le paragraphe suivant. 

 Quels sont les apports de l’évolution dirigée sur la catalyse enzymatique ? Les résultats 

obtenus sont assez divers. En 1997, Stemmer réussit à obtenir une activité fucosidase en partant 

du gène lacZ d’E. coli (codant pour la β-galactosidase) après 7 cycles de DNA-shuffling ayant 

généré 13 mutations36. 

 En 1998, Kagamiyama change la spécificité de l’aspartate aminotransférase. En effet, 

après 5 cycles de DNA-shuffling et 13 mutations apportées au gène, l’enzyme obtenue ne 

reconnaît plus son substrat naturel (l’aspartate), mais la valine et dans une moindre mesure, 

l’isoleucine26,27. 

 En 2001, Arnolds parvient à acroître l’activité et à inverser l’énantiosélectivité de 

l’hydantoinase d’E. coli (enzyme catalysant la synthèse de la L-methionine). L’enzyme obtenue 

permet la production de D-méthionine, cette inversion de chiralité est induite par une seule 

mutation22. 
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 Un autre exemple d’évolution de l’énantiosélectivité d’une enzyme, est celui de la lipase 

de Pseudomonas aerugosina de Reetz. En exploitant l’expression extracellulaire de la protéine 

par P. aerugosina (cultivées en microplaques), il a mis en place un criblage à haut débit par 

analyse du milieu de culture par plaque ELISA (Fig. 1.25)23,28,31,32,37,38. 

 

Figure 1.25 : Réaction catalysée par la lipase de Reetz. 
 

 Le gène de l’enzyme a été soumis à de multiples expériences d’évolution dirigée. En 

partant de la protéine wild-type dont le facteur E est de 1,1 en faveur de la forme (S) (voire § 2.1), 

il parvient à un variant dont cette valeur E est supérieur à 51 en faveur de la forme (S) (Fig. 1.26 

d’après 31) et à un second avec E = 30 en faveur de la forme (R). 

 

Figure 1.26 : Etapes et résultats de l’évolution dirigée de la lipase de Reetz. 
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2.4. CATALYSE PAR MÉTALLOENZYMES ARTIFICIELLES 

2.4.1. Avantages des métalloenzymes artificielles 

 La catalyse homogène et la catalyse enzymatique présentent chacune des avantages et des 

inconvénients. Le tableau 1.1 présente les caractéristiques de ces deux systèmes. 

 

Tableau 1.1 : Différences entre la catalyse homogène et la catalyse enzymatique. 

Paramètres Catalyse homogène Catalyse enzymatique
Variété de substrats Grande Limitée

Enantiomères 2 énantiomères obtenus 1 seul
Tolérance pour les groupements fonctionnels Faible Grande

Répertoire de réactions Grand Faible
Nombre de cycles catalytiques Faible Elevé

Compatibilité avec les solvants organiques Grande Faible (eau)
Optimisation possible Chimique Génétique

Seconde sphère de coordination Mal définie Bien définie

 

 Il apparaît que ces deux formes de catalyse sont complémentaires. Leurs propriétés 

peuvent être cumulées en générant des métalloenzymes artificielles. Le répertoire des réactions et 

la diversité des substrats propres à la catalyse homogène, est ainsi élargie par rapport à une 

catalyse enzymatique classique. De même, la partie protéique apporte une seconde sphère de 

coordination du métal bien définie, par contre, elle limite le solvant utilisé à l’eau. 

 C’est Kaiser qui le premier greffa une flavine sur la papaïne pour lui donner une activité 

oxydoréductase39-41. De ses travaux découlent un grand nombre de systèmes catalytiques 

d’encrage de coenzymes et de catalyseurs chimiques dans des protéines de manière covalente et 

de manière supramoléculaire.  

 

2.4.2. Incorporation covalente d’un catalyseur chimique à une protéine. 

 Un des moyens d’ancrer un catalyseur au sein d’une protéine de manière covalente est de 

le faire via une cystéine en formant un pont disulfure. Ce fut le cas avec la subtilisine, une 
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protéase. Les modifications ont permis de générer une ligase peptidique capable d’insérer des 

acides aminés de forme L, mais aussi de forme D sur un acide aminé estérifié (Fig. 1.27)42. 

 

Figure 1.27 : Création d’une ligase peptidique à partir d’une protéase. A. Transformation de la 

subtilisine. B. Réaction catalysée.  

 Avec une démarche similaire, Distefano est parvenu à générer une activité transaminase 

en dérivatisant la IFABP (intestinal fatty acids binding protein) avec un analogue de la 

pyridoxamine (Fig. 1.28)43. 

 

Figure 1.28 : Obtention du L-Glutamate par dérivatisation de l’IFABP par un dérivé de 

pyridoxamine.  

 Toujours dans le but d’optimiser sa lipase, Reetz a tenté d’obtenir un hybride entre la 

lipase et un ligand chimique38. 
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2.4.3. Incorporation non covalente d’un catalyseur dans une protéine. 

 En 1978, Whitesides propose une approche supramoléculaire pour incorporer une entité 

catalytique dans une protéine. Il utilise pour cela le système avidine – biotine. L’idée est de 

dérivatiser la biotine par un ligand diphosphine chélatant le rhodium (Fig. 1.29). En incorporant 

ce complexe dans l’avidine, il parvient à hydrogéner l’acide α-acétamidoacrylique avec un excès 

énantiomérique de 44 % pour la forme (S), alors qu’il n’obtient aucun excès énantiomérique hors 

de la protéine44. 

 

Figure 1.29 : Hydrogénation catalytique de l’acide α-acétamidoacrylique par un 

complexe de rhodium biotinylé inséré dans l’avidine. 

  

 Plus récemment, une étude a été menée par Chan sur l’hydrogénation de l’acide 

itaconique en introduisant un complexe chiral biotinylé chélatant le rhodium dans l’avidine (Fig. 

1.30)45. 
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Figure 1.30 : Hydrogénation catalytique de l’acide itaconique par un complexe 

de rhodium biotinylé inséré dans l’avidine.  

 En 2003, Watanabe crée une enzyme artificielle en substituant l’hème de 

l’apomyoglobine par des complexes de type [Mn(salophène)]+ et [Cr(salophène)]+ (Fig. 1.31A). 

Le dérivé chromé permet la sulfoxydation du thioanisole avec de faibles excès énantiomériques46. 

Ces travaux ont d’ailleurs été repris récemment par Yi Lu qui lui a inséré un catalyseur de type 

[Mn(Salène)]  de manière covalente via des ponts disulfure au sein de l’apomyoglobine mutée 

(Fig. 1.31B)47. 
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Figure 1.31 : Sulfoxydation du 

thioanisole à partir de complexes 

catalytiques insérés à l’intérieur 

de l’apomyoglobine. A. Complexe 

de Chrome de Watanabe. B. 

Complexe de manganèse de Yi 

Lu. 
 

 

3. LE SYSTÈME (STREPT)AVIDINE / BIOTINE 

3.1. LA BIOTINE 

 La biotine est la vitamine H ou B8, sa masse molaire est de 244 Da48. Il s’agit d’une 

molécule bicyclique. Le premier cycle est un cycle tétrahydrothiophène, le second est un cycle 

imidazolidone (uréidique). Sur le premier cycle est greffé un acide valérique (Fig. 1.32A 

numérotation d’après 49). Elle présente trois centres de chiralité qui induisent une conformation 

spaciale cis entre les deux cycles et entre le cycle uréidique et l’acide valérique (Fig. 1.32B). 
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Figure 1.32 : Structure de la biotine. A. Formule développée et numérotation des atomes. B. 

Structure tridimentionelle. 

A B 

 

 

 La biotine est un coenzyme impliqué dans le métabolisme des acides gras insaturés, des 

acides aminés (synthèse de l’aspartate) et des sucres. Son rôle consiste à transférer un 

groupement carbonyle d’une molécule à une autre50-52. Elle est notamment le cofacteur de la 

pyruvate carboxylase. D’une manière générale, ces enzymes sont constituées de 3 domaines : un 

domaine biotine-carboxylase, un domaine transcarboxylase et un domaine biotinyl où la biotine 

est fixée par son groupement carbonyle à une lysine53. Trois types de réactions peuvent être 

catalysés en présence de biotine (Fig. 1.33). 

 

Figure 1.33 : Réactions catalysées en présence de biotine. 
 

 Les mécanismes de (trans)carboxylation sont mal connus et plusieurs systèmes sont 

proposés. Toutefois elles passent toutes par un intermédiaire (Biotine)-N2-CO2
- (Fig. 1.34).  
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Figure 1.33 : Complexe biotine – carboxylate 
 

 Un autre rôle lui a récemment été attribué : régulateur de l’expression de gènes, 

notamment d’oncogènes54. 

 La biosynthèse de la biotine est assurée par les microorganismes (où elle est régulée par 

l’opéron biotine) et les plantes en partant de l’acide pimélique (Fig.1.35)53,55-57. L’apport de 

biotine chez les mammifères est assuré par l’alimentation. Elle est notamment présente dans les 

levures, les œufs, la volaille, le foie, le saumon, les champignons, bon nombre de céréales, le 

chou-fleur, les noisettes et le chocolat. On recense peu de cas de carences en biotine chez 

l’homme. Elles sont généralement dues à une trop grande consommation d’œufs. En effet, l’œuf 

contient de l’avidine, une protéine qui fixe la biotine avec une affinité très forte (Ka ∼ 1015 M-1)58. 
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Figure 1.35 : Biosynthèse de la 

biotine chez les microorganismes. 
 

 Cette très forte affinité entre la biotine et l’avidine ou son homologue bactérien, la 

streptavidine (Ka ∼ 1013 M-1) est considérée comme l’affinité protéine – ligand naturelle la plus 

forte (Tableau 1.2)59. Par ailleurs, cette affinité ne baisse pas de manière significative lorsque la 

fonction carbonyle de la biotine est dérivatisée. De ce fait, toute une ingénierie s’est développée 

autour du système (strept)avidine – biotine depuis une trentaine d’années60. 
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 Système Constante d'affinité (Ka ; M-1)
Avidine - Biotine 1,7 1015

Streptavidine - Biotine 2,5 1013

Protéase - Inhibiteur 1010 - 1013

Récepteur - Ligand 109 - 1012

Anticorps - Antigène 107 - 1011

Lectine - Sucre 103 - 106

Enzyme - Substrat 103 - 105

Tableau 1.2 : Constantes d’affinité de complexes Protéines – Ligands 

présents dans la nature.  

 D’où vient une telle affinité ? Quelles sont les applications d’un tel système ? Pour 

répondre à ces questions, intéressons nous tout d’abord à l’avidine et à la streptavidine. 

 

3.2. GÉNÉRALITÉS SUR L’AVIDINE ET LA STREPTAVIDINE 

3.2.1. L’avidine 

 Découverte en 1927 et isolée en 1941, l’avidine est une glycoprotéine homotétramérique 

d’environ 62 400 Da présente dans le blanc d’œuf et l’oviducte des oiseaux, des reptiles et des 

amphibiens, mais totalement absente chez les mammifères. Chaque monomère peut fixer une 

molécule de biotine. La synthèse de l’avidine est stimulée par les oestrogènes et la progestérone. 

Elle appartient à la famille des « biotin-binding proteins » et à la superfamille structurale des 

calcines (avec les lipocaïnes et les « fatty acids binding proteins »)58,61.  

 De nombreuses études ont été menées sur les propriétés de l’avidine de l’œuf de la poule 

(0,05 % de la masse totale de protéine de l’œuf)58. Plus récemment, les isoformes présentes dans 

l’œuf d’autres oiseaux ont été caractérisées62.  

 Il s’agit d’une protéine sécrétée de 4 x 128 acides aminés riche en résidus lysine et 

arginine qui lui confèrent un point isoélectrique élevé (10,4) et la propriété de fixer non 



45 

 

spécifiquement l’ADN et certaines cellules58,61,63,64. Par ailleurs, elle porte un pont disulfure 

intramonomère entre les deux seuls résidus cystéine de la séquence (C4-C83).  

 L’analyse du génome de la poule a montré que le gène de l’avidine est unique65, toutefois, 

il est situé dans une région où se trouvent 7 gènes codants pour des protéines très proches d’elle 

(94 à 100 % d’homologie). Ces protéines sont appelées AVR (« Avidin-Related proteins »). 

Certains types d’infections bactériennes provoquent la biosynthèse de leurs ARNm, mais aucun 

d’entre eux n’est traduit en protéine66. Le rôle de ces gènes n’est pas connus, mais la production 

des protéines pour lesquelles ils codent dans un système hétérologue a permis de mettre en 

évidence un variant capable de fixer la biotine avec une affinité de 1014 M-1. D’autres ont des 

points isoélectriques plus faibles que l’avidine, des formes de glycosylation différentes ou des 

ponts disulfures intermonomères67,68.  

 L’analyse de la séquence de l’ADNc de l’avidine a montré qu’elle est produite sous forme 

d’un précurseur constitué d’un peptide signal clivé lors de la maturation de la protéine. Ce 

peptide précéde la séquence de la protéine à proprement parler65.  

 La glycosylation de l’avidine est de type N-glycosylation portée par l’asparagine 17. La 

chaîne saccharidique est constituée de 4 à 5 résidus mannose et de trois résidus N-glucosamine et 

représente environ 10 % de la masse molaire de la protéine. Son rôle est assez mal connu, mais 

elle n’intervient pas dans l’interaction avidine – biotine58,64,69.  

 L’avidine est soluble à 50 mg/mL à pH neutre. Elle reste stable à des températures 

élevées (85 °C en absence de biotine, 132 °C avec la biotine), à des pH allant de 2 à 13, en 

présence d’agents chaotropiques ou dans le chlorure de guanidium jusqu’à une concentration de 3 

M. Elle est peu sensible à la protéase K et devient pratiquement insensible en présence de biotine. 

En cas de dénaturation, elle peut être renaturée en présence de biotine58,64.  
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 De par sa haute affinité pour la biotine (Ka ∼ 1015 M-1), elle est un inhibiteur irréversible 

des enzymes biotinylées. Cette propriété laisse à penser que l’avidine est un antibiotique. La 

présence de nombreuses protéines antibactériennes dans l’œuf (lysozyme, « flavin-binding 

protein », conalbumine) semble conforter cette hypothèse58. 

 

3.2.2. La streptavidine 

 La streptavidine est l’équivalent bactérien de l’avidine, elle est produite naturellement par 

Streptomyces avidinii. Comme cette dernière, il s’agit d’une protéine homotétramérique, sécrétée, 

capable de fixer 4 molécules de biotine avec une affinité de 1013 M-1 59. Sa séquence protéique 

présente 30 % d’identité (41 % d’homologie) avec celle de l’avidine (Fig. 1.36 d’après 60). 6 

zones présentent une identité de 64 % (74 % d’homologie). Ces zones correspondent la majorité 

du temps aux motifs structuraux conservés entre les deux protéines (voir § 3.3). Sur le reste de la 

séquence, on ne note que 7 % d’identité et 17 % d’homologie70. 

 

Figure 1.36 : Alignement des séquences protéiques de l’avidine (Av) et de la streptavidine (stAV). Les 

séquences hautement homologues sont encadrées, les résidus communs aux deux séquences sont 

signalés par un trait, les résidus homologues sont signalés par un point.  
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 La masse molaire de la streptavidine est d’environ 60 000 Da et son point isoélectrique 

est de 6,4. Contrairement à l’avidine, elle n’est pas glycosylée et ne possède pas de pont 

disulfure59,71,72.  

 Le gène de la streptavidine a été cloné et séquencé en 1986. La séquence protéique 

correspondante est constituée d’un peptide signal de 24 acides aminés clivé lors de sa sécrétion, 

suivi d’une séquence de 159 résidus appelée « mature streptavidin »73. Le peptide signal porte les 

signaux d’adressage de sécrétion, mais il inhibe également la fixation de la biotine74. Une fois 

sécrétée, la protéine est clivée en N et C terminal pour générer des « cores streptavidin » dont la 

longueur n’est pas homogène (de 125 à 127 acides aminés)73. Le propeptide C terminal clivé dans 

les « cores » diminue l’accessibilité du site actif de fixation de la biotine par effet stérique et 

contribue à l’oligotétramérisation de la protéine74,75.  

 Comme l’avidine, la streptavidine est relativement stable dans des conditions drastiques 

(hautes températures, pH extrêmes, chlorure de guanidium). La présence de biotine renforce 

également sa stabilité76. De même, son rôle physiologique supposé est celui d’antibiotique72. 

 

3.3. STRUCTURE DE L’AVIDINE ET DE LA STREPTAVIDINE 

 D’un point de vue structural, l’avidine et la streptavidine sont assez similaires. Ce sont 

des homotétramères organisés en dimères de dimères selon une symétrie 222 (Fig. 1.37 ; 

numérotation des monomères d’après 70). Chaque sous-unité est constituée de 8 brins β 

antiparallèles avec une torsion hélicoïdale de type main droite, reliés entre eux par des boucles. 

La forme générale des monomères est celle d’un « tonneau β » (β-barrel) dont la cavité est 

hydrophobe 70,77-82.  
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A B 

C D 
Figure 1.37 : Structure de la streptavidine. A. Tétramère en présence de biotine. B. 

Interaction monomère – monomère 1-2. C. Interaction monomère – monomère 1-4. D. 

Interaction monomère – monomère 1-3.  

 Il n’y pas réellement de différences entre le monomère d’avidine et celui de la 

streptavidine si ce n’est l’agencement des boucles reliant les brins β (Fig.1.38). Les dimensions 

du tétramère de l’avidine sont 56 x 50 x 40 Å80 et celles du tétramère de la streptavidine sont de 

54 x 58 x 48 Å82. Bon nombre d’interactions polaires ou de type Van der Waals stabilisent les 

interactions monomère – monomère70,83,84. Toutefois, la mutation du résidu tryptophane 110 de 

l’avidine (120 pour la streptavidine) est capable d’inhiber l’interaction 1-2 (Fig. 1.37B) de 

manière à ne générer que des dimères de type 1-4 (Fig. 1.37C). Par ailleurs, ce résidu intervient 

dans l’interaction (strept)avidine – biotine85. 
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A B 

Figure 1.38 : Comparaison de la structure du monomère de l’avidine déglycosylée (A) et de 

la streptavidine (B). Le pont disulfure de l’avidine apparaît en rouge.  

 

3.4. L’INTERACTION (STREPT)AVIDINE – BIOTINE 

 Bon nombre d’études cristallographiques en présence de biotine80, d’analogues86 ou de 

peptides79,87, le plus souvent complétées par des expériences de mutagenèse dirigée86,88, mais 

aussi de permutation circulaire86,89,90, de simulation par ordinateur, d’études thermodynamiques91 

ont permis de déterminer la nature de l’interaction (strept)avidine – biotine. Cette interaction est 

basée sur trois axes principaux : 

i) Un large réseau de liaisons polaires 

ii) Des interactions hydrophobes 

iii) Le repliement de la bouble 3,4 sur la biotine 

 La figure 1.39 et le tableau 1.3 résument les interactions mises en jeu70,78,85. 

 La majorité des acides aminés en interaction avec la biotine sont conservés entre les deux 

protéines à l’exception de la thréonine 35, de l’alanine 39, de la phénylalanine 79 et de 

l’asparagine 118 de l’avidine respectivement remplacés par la sérine 45, l’asparagine 49, le 



50 

 

tryptophane 92 et l’aspartate 128 dans la streptavidine. De plus, les résidus thréonine 38 et 40, la 

phénylalanine 72 et la sérine 73 de l’avidine n’ont pas d’équivalents dans la streptavidine70,78.  

 

A B 

Figure 1.39 : A. Réseau de liaisons polaires mis en jeu dans le site actif de la streptavidine. B. 

Interactions hydrophobes faisant intervenir les résidus tryptophane.  

 Les interactions polaires dans la streptavidine concernent principalement le cycle 

uréidique de la biotine alors que dans le cas de l’avidine, un bon nombre d’interactions avec le 

groupement carbonyle de la biotine se surajoutent80,92,93. Ces interactions font intervenir une 

seconde sphère de coordination assurée par les résidus tryptophane, les boucles 1,2 et 3,4 et des 

molécules d’eau, elles seraient de plus, stabilisées par une forme de résonance en oxyanion du 

groupement urée de la biotine77,81,92,94.   

 Les interactions hydrophobes font quant à elles, principalement intervenir les résidus 

aromatiques des protéines avec le cycle tétrahydrothiophène et la chaîne aliphatique de la biotine. 

Comme nous l’avons vu, le tryptophane 110 de l’avidine ou 120 pour la streptavidine 

interagissant avec la biotine provient d’un monomère adjacent80,84,85,91,95. 
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Tableau 1.3 : Liste des interactions entre la biotine et la (strept)avidine. 

Type d'interaction
Résidu impliqué dans 

l'avidine
Résidu impliqué dans 

la streptavidine
Atome ou groupement 

de la biotine
Liaison Hydrogène  Asn 12 Asn 23 O3

Liaison Hydrogène Ser 16 Ser 27 O3

Liaison Hydrogène Tyr 33 Tyr 43 O3

Liaison Hydrogène Thr 35 Ser 45 N1

Liaison Hydrogène Thr 38 - Carbonyle
Liaison Hydrogène Ala 39 Asn 49 Carbonyle
Liaison Hydrogène Thr 40 - Carbonyle

Liaison Hydrophobe Trp 70 Trp 79 Chaîne aliphatique
Liaison Hydrophobe Phe 72 - Chaîne aliphatique
Liaison Hydrogène Ser 73 - Carbonyle
Liaison Hydrogène Ser 75 Ser 88 Carbonyle
Liaison Hydrogène Thr 77 Thr 90 S1

Liaison Hydrophobe Phe 79 Trp 92 Cycle Hydrothiophène
Liaison Hydrophobe Trp 97 Trp 108 Cycle Hydrothiophène

Liaison Hydrophobe Trp 110a Trp 120a Cycle Hydrothiophène
Liaison Hydrogène Asn 118 Asp 128 N2

a : Provient du monomère adjacent

 

 Enfin, la boucle 3,4 (résidus 35-46 pour l’avidine et 45-52 pour la streptavidine) est plus 

ou moins structurée et assez flexible pour les deux protéines. En présence de biotine, il se replie 

sur l’acide valérique de celle-ci bloquant ainsi l’accès au site actif. Ce repliement est la seule 

modification structurale importante observée entre la (strept)avidine sans biotine et leur complexe 

avec la biotine49,86. Cette modification influe probablement sur la conformation des autres 

monomères et suggère une coopérativité de la fixation de la biotine, bien que cette hypothèse soit 

très controversée49,78,81,96-99.  

 

3.5. LES SYSTÈMES DE PRODUCTION DE L’AVIDINE ET DE LA STREPTAVIDINE 

 L’ingénierie du système (strept)avidine – biotine a connu un grand essor ces 30 dernières 

années60. Aussi est-il nécessaire de produire ces deux protéines à grande échelle. Certaines 
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industries spécialisées dans la purification de protéine de l’œuf exploitent la source naturelle 

d’avidine. De même, la production de streptavidine par Streptomyces avidinii donne de bons 

rendements de culture (110 mg/L de culture)100. Dans les deux cas, un certain nombre de 

problèmes se posent. D’une part, l’obtention de mutants est difficile en partant d’un génome 

complet et pose des problèmes éthiques pour la poule. D’autre part, la glycosylation de l’avidine 

naturelle n’est pas homogène58,64. Dans le cas de la streptavidine, les formes maturées sont de 

longueur variables73,74 et S. avidinii nécessite 5 à 10 jours de culture100,101. 

 La streptavidine étant non glycosylée et n’ayant pas de pont disulfure a principalement 

été produite par des systèmes bactériens comme Bacillus subtilis dont la protéine est excrétée102 

et E. coli où elle est cytoplasmique que ce soit sous forme de « mature streptavidin »103 ou de 

« recombinant core streptavidin » 74,104,105.  

 Concernant l’avidine, la glycosylation et la présence du pont disulfure apporte des 

contraintes supplémentaires. L’utilisation de cellules d’insectes infectées par un baculovirus 

donne de bons résultats y compris avec des protéines de fusion de l’avidine106. Lorsque la 

glycosylation n’est pas souhaitée, l’utilisation d’E. coli donne des résultats intéressants (10-20 

mg/L de culture). Toutefois, la présence du pont disulfure nécessite d’utiliser des bactéries 

capables de le former ou des conditions de purification oxydantes107-109. 

 L’une et l’autre des protéines peuvent également être exprimées dans les vacuoles des 

feuilles du tabac ou dans les grains de maïs56,110 ou dans des cellules de mamifères111. 

 Enfin, la production de l’avidine par la levure Pichia pastoris a été mise au point dans 

notre groupe par le Dr A. Zocchi112. 
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3.6. PURIFICATION DE L’AVIDINE ET DE LA STREPTAVIDINE 

 La quasi irréversabilité de l’interaction (strept)avidine – biotine ne permet pas 

d’envisager une chromatographie d’affinité directement avec la biotine. Toutefois, un de ses 

homologues, la 2-iminobiotine possède une affinité de 3.10-8 M pour l’avidine à pH alcalin (9,0) 

et de 10-2 M à pH acide (4,6)113. Cette baisse d’affinité est due à l’ionisation du groupement imine 

de la molécule (Fig. 1.40). Cette protonation de l’imine élimine les ponts hydrogènes formés avec 

l’asparagine 12 la sérine 16 et la tyrosine 33 de l’avidine (= Asn 23, Ser 27 et Tyr 43 de la 

streptavidine). Lorsqu’elle est greffée sur de l’agarose, l’iminobiotine permet d’isoler l’avidine 

ou la streptavidine avec une pureté supérieure à 95 %101,114.  

 

Figure 1.40 : Réaction d’ionisation de la 2-iminobiotine. 
 

 

3.7. L’INGÉNIERIE (STREPT)AVIDINE - BIOTINE 

 Le système (strept)avidine – biotine a de nombreuses applications biomédicales115,116, 

biochimiques117,118, imunologiques119, nanotechnologiques120, chimiques44,45 ou pour l’étude de 

l’adressage des protéines56,111. La figure 1.4160 montre une liste non exhaustive de ces 

applications (voir en revue, le numéro spécial de la revue Biomolecular Engeenering 1999, n°16).  
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Figure 1.41 : Applications de la technologie (strept)avidine – biotine. 
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 L’ensemble de ces applications est rendu possible grâce à un certain nombre de propriétés 

du système121. 

i) L’immense affinité des deux protéines pour la biotine est l’atout majeur du système, 

notamment pour le ciblage de médicament (drug targetting)116, mais peut être également abaissée 

par mutagenèse122 ou modifications chimiques123,124 pour des applications de type 

chromatographie d’affinité. 

ii) La dérivatisation du groupement carboxylique de la biotine ne diminue pas de manière 

significative son affinité pour l’une et l’autre des deux protéines60. Certaines combinaisons 

biotine dérivatisée – mutants de la streptavidine donnent des affinités supérieures que le même 

mutant avec la biotine115. 

iii) L’obtention des deux protéines recombinantes se fait avec de bons rendements, dans bon 

nombre de systèmes de production et la purification par 2-iminobiotine agarose permet d’obtenir 

une protéine pure à plus de 95 %101,114. 
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iv) Le système a largement été caractérisé, ce qui permet de designer des mutants possédants 

telles ou telles propriétés, de manière rationnelle. Par exemple, la fixation aspécifique de l’ADN 

ou de certaines cellules par l’avidine provient de son point isoélectrique élevé. Cette propriété 

pose problème dans le cas d’applications biomédicales, mais peut être contournée en générant des 

mutants de charge réduite108. Le « design » de ces mutants a été effectué à partir de l’étude des 

AVR (§ 3.2.1)63,64,68,109. De même, certains mutants mono83,84,88,122 ou dimériques125, des mutants 

par permutation circulaire86,90,126,127 ou des mutants chimériques127-130 ont pu être obtenus par un 

« design » rationnel basé sur les données cristallographiques. 

v) Du fait de la fixation de 4 molécules de biotine par protéine, la fixation de 4 molécules 

biotinylées différentes est envisageable. De même, la fixation de l’une ou l’autre des protéines 

sur une surface biotinylée laisse des sites actifs libres pour fixer une sonde biotinylée121,131. 

vi) Les deux protéines sont très robustes et ne perdent pas trop d’affinité pour la biotine 

lorsqu’elles sont modifiées chimiquement58,76,121. 

vii) La molécule de biotine est de petite taille et sa fixation covalente sur une macromolécule 

(anticorps, enzyme, ADN) n’interfère pas avec l’activité de cette dernière121. 

 Il existe malgré tout des limites au système (strept)avidine – biotine. Dans le cas de 

thérapies anticancéreuses par ciblage de médicaments, les deux protéines peuvent fixer la biotine 

endogène du patient115. De plus, l’avidine et la streptavidine sont hautement immunogènes 

(62,132 ; P.S Stayton communication personnelle). 

 

4. BUTS DU TRAVAIL DE THÈSE 

 Le but de cette thèse a été de produire par E. coli, purifier par chromatographie d’affinité 

et caractériser la streptavidine wild-type et un certain nombre de mutants. Ces mutants ont été 
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désignés rationnellement sur les bases de données cristalographiques et ont été obtenus par 

mutagenèse dirigée ou par mutagenèse de saturation. Les différentes protéines ont été utilisées 

par la suite pour générer des métalloenzymes artificielles catalysant des réactions asymétriques 

(hydrogénation, transfert d’hydrogénation, oxydation). 

 Un certain nombre de mutants ont montré des caractéristiques qui leur étaient propres. 

Certains se sont avérés monomériques, d’autres ont présenté une faible capacité à se fixer sur la 

résine de chromatographie et ont nécessité d’adapter le protocole de purification, d’autre enfin se 

sont révélés totalement inactifs. 

 La mise en place d’un système de criblage à haut débit de la fonctionalité des mutants a 

été également nécessaire pour permettre à terme de tester de larges librairies de mutants de la 

protéine obtenues par évolution dirigée du gène. Enfin, la mise au point de deux stratégies de 

mutagenèse aléatoire mais rationalisée a été requise en vue d’une approche combinatoire de 

l’optimisation des métalloenzymes artificielles. 
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CHAPITRE 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

1. MATÉRIEL 

1.1. RÉACTIFS ET COMPOSANTS DES MILIEUX 

 Les différents réactifs chimiques et les composants des milieux proviennent de Acros – 

Brunschwig (Bâle, Suisse), SIGMA - Fluka (Buchs, Suisse), ou Gibco – Invitrogen (Bâle, 

Suisse). La résine de 2-iminobiotine-agarose est fournie par Affiland (Ans-Liège, Belgique). La 

biotine-4-fluorescéine provient de Molecular Probes – Juro (Lucerne, Suisse). L’acrylamide – 

bis-acrylamide est de type Protogel 37,5 : 1 (National Diagnostics, Hessle, Royaume-Uni). 

 

1.2. MATÉRIEL BIOLOGIQUE 

 Le plasmide pET11b-SAV a été fourni par le professeur Paolo Santambrogio (Université 

de Milan) et le plasmide pET3c (Novagen – Juro, Lucerne Suisse) a été fourni par le professeur 

Peter Schürmann (Université de Neuchâtel). Tous deux sont purifiés en utilisant le kit Wizard 

Plus Midipreps DNA Purification System (Promega – Catalys, Wallisellen, Suisse).  

 La souche de bactéries Escherichia coli XL1-blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 

supE44 relA1 lac [F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]) provient de Stratagene (La Jolla CA, EU). 

Les souches BL21(DE3) (F- ompT hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm (DE3)) et BL21(DE3)pLysS (F- ompT 

hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm (DE3) pLysS (CmR)) (Novagen – Juro Lucerne Suisse), ont été 

respectivement fournies par le professeur Paolo Santambrogio (Université de Milan) et le 

professeur Peter Schürmann (Université de Neuchâtel). 

 Les amorces de PCR proviennent de Microsynth (Balgach, Suisse). 
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1.3. APPAREILS 

 Le matériel d’électrophorèse d’ADN et de protéine provient de Bio-Rad (Reinach, 

Suisse), le transilluminateur est de modèle Gel-Doc 1000 (Bio-Rad, Reinach, Suisse) et est 

supplémenté par le logiciel Multi-Analyst. Les thermocyclers utilisés sont de type T-Gradient 

(Biometra – Biolabo Scientific Instruments, Châtel-St-Denis, Suisse) et PTC-110 (MJ Research – 

BioConcept, Allschwill, Suisse).  

 L’incubateur à 37 °C pour boites de Pétri et digestions enzymatiques est de modèle WTB 

(Binder – Faust, Schaffhouse, Suisse), l’incubateur sous agitation à 37 °C est de modèle 

AQUATRON (Infors – Blanc Labo, Morges, Suisse). Le fermenteur de 2 litres est de type F2000 

(MultiGen - New-Brunwick Scientific, EU), celui de 15 litres est de type L1523 (Bioengineering, 

Wald, Suisse). Le spectrophotomètre est de modèle Ultrospec 3000 (Pharmacia – Amersham 

Biosciences, Otelfingen, Suisse). Les centrifugeuses sont de modèle SORVAL RC 5B de Kendro 

(Carouge, Suisse).  

 Le sonicateur est de type Sonifer 450 (Branson – Skan, Bâle). Les sacs de dialyses sont de 

modèle Spectrapor MWCO 6-8,000 (Spectrum LABS, Breda, Pays-Bas). Le système de 

concentration vivaflow 200 provient de Sartorius (Dietikon, Suisse). La colonne de 

chromatographie C26/40 provient de Pharmacia – Amersham Biosciences (Otelfingen, Suisse), le 

détecteur est de type Uvicord SII (LKB Bromma - Amersham Biosciences Otelfingen, Suisse), et 

le grapheur de type Servogor Sb (Goerz Electro, Vienne, Autriche). Les lyophilisateurs sont de 

modèle Modulyo (Edwards – Zivy, Oberwil, Suisse) et Lyolab A (LSL Secfroid – Blanc Labo, 

Morges, Suisse). Le spectrofluorimètre est de type LS50B Luminescence Spectrometer (Perkin – 

Elmer, Wiesbaden, Allemagne) et est supplémenté par le logiciel Finnlab.Le lecteur de plaques 
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ELISA est de type FL 500 (Bio Tek Instruments, Littau, Suisse), il est supplémenté par le logiciel 

FL500 1D1. 

 

2. CARACTÉRISATION DU PLASMIDE pET11b-SAV 

2.1. ANALYSE DE RESTRICTION 

 Les plasmides pET3c vide et pET11b-SAV sont soumis aux digestions des enzymes 

AgeI, SphI et SspI selon le protocole défini par le fournisseur (Promega – Catalys, Wallisellen, 

Suisse). Les quantités de réactifs sont indiquées sur le tableau 2.1. Lors des simples digestions, le 

tampon fourni avec l’enzyme est utilisé, lors des doubles digestions le tampon H a été choisi pour 

sa compatibilité avec les trois enzymes (Protocoles Promega). 

 

Tableau 2.1 : Quantités de réactifs utilisés lors des digestions du plasmide pET11b-SAV et 

pET11b vide. Les tampons utilisés sont le tampon K (1X : 10 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 10 mM 

MgCl2 ; 150 mM KCl) pour les simples digestions par SphI, le tampon E (1X : 6 mM Tris-HCl 

pH7,5 ; 6 mM MgCl2 ; 100 mM NaCl ; 1 mM DTT) pour les simples digestions par SspI et le 

tampon H (1X : 90 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 10 mM MgCl2 ; 150 mM KCl) pour les doubles 

digestions. L’eau ADN est l’eau MilliQ autoclavée et filtrée à 0,22 µm. 

Composant Quantité Conc.  finale Quantité Conc.  finale
Eau ADN 15.3 µL - 14.8 µL -

Tampon 10X 2 µL 1 X 2 µL 1 X
ADN (350 mg/mL) 2 µL 35 µg/mL 2 µL 35 µg/mL
BSA (10 mg/mL) 0.2 µL 0.1 µg/µL 0.2 µL 0.1 µg/µL

Enzyme 1 0.5 µL 5 U 0.5 µL 5 U
Enzyme 2 - - 0.5 µL 5 U

Volume final 20 µL 20 µL

Simples digestions Doubles digestions

 

 Les digestions sont incubées 2 h à 37 °C. A la fin de la réaction, le tampon de charge 6X 

(4 µL ; 24,4 % v/v Glycérol ; 0,032 % w/v Bleu de Bromophénol = BBP ; 0,02 % w/v Xylène 

Cyanol = XC) est ajouté à l’échantillon qui est chargé sur gel 0,7 % w/v agarose, 1X TAE (40 
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mM Tris-HCl ; 40 mM Acide Acétique ; 1 mM EDTA) en présence de bromure d’éthidium (= 

BET ; 4 µL/100 mL de gel de solution 1 % w/v).  

 

2.2. PCR SAV-EcoF - SAV-BamR ET T7 - T7term 

 Les PCR d’analyse du gène par SAV-EcoF et SAV-BamR (Tableau 2.2) sont effectuées 

en utilisant les réactifs (Taq polymérase et dNTP) fournis par Promega – Catalys (Wallisellen, 

Suisse). Les conditions réactionnelles et le programme utilisés sont définis sur le tableau 2.3.  

 

Tableau 2.2 : Séquence des amorces T7 ; T7term ; SAV-EcoF et SAV-BamR. 

Nom Longueur (bases) Séquence Tm °C

T7 17 AAT ACG ACT CAC TAT AG 46
T7term 19 GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 55.3

SAV-EcoF 24 CAA GAA TTC GCT AGC ATG ACT GGT 51.3
SAV-BamR 27 CAT GGA TCC CTA CTG CTG AAC GGC GTC 63

 

 

Tableau 2.3 : Conditions de la PCR SAV-EcoF – SAV-BamR. La composition du tampon 1X est 10 

mM Tris-HCl pH 9,0 ; 50 mM KCl ; 1,5 mM MgCl2 ; 0,1 % Triton X-100. 

Composant Quantité Conc. Finale Température (°C) Temps
Eau ADN 13.2 µL 95 5 min.

Tampon 10 X 2 µL 1 X 95 40 sec.
SAV-EcoF 12,5 µM 0,8 µL 500 nM 56 45 sec.
SAV-BamR 12,5 µM 0,8 µL 500 nM 72 30 sec.

ADN 15 µg/mL 1 µL 0,75 µg/mL 72 10 min.
dNTP 2 mM 2 µL 200 µM de chaque 10 ∞

Taq Polymérase 5 U/µL 0,2 µL 0,05 U/µL
Volume final 20 µL

X 30

 

 L’optimisation des PCR T7-T7term (Tableau 2.2) est effectuée dans les mêmes 

conditions en faisant varier la concentration en DMSO et la température d’hybridation des 

amorces (Tableau 2.4).  
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Figure 2.4 : Conditions de la PCR T7 – T7term. 

Composant Quantité Conc. Finale Température (°C) Temps

Eau ADN 13,2 ; 13 ; 12,2 ; 11,2  µL 95 5 min.

Tampon 10 X 2 µL 1X 95 40 sec.

T7 12,5 µM 0,8 µL 500 nM 45,3 ; 49,6 ; 54,1 ; 60,7 * 45 sec.

T7term 12,5 µM 0,8 µL 500 nM 72 30 sec.

DMSO 100 % 0 ; 0,2 ; 1 ; 2 µL 0 ;1 ; 5 ; 10 % 72 10 min.

ADN 15 µg/mL 1 µL 0,75 µg/mL 10 ∞

dNTP 2 mM 2 µL 200 µL de chaque

Taq Polymérase 5 U/µL 0,2 µL 0,05 U/µL

Volume final 20 µL

X 30

* Gradient 53/19 Puits 3 ; 5 ; 7 ; 10

 

 Une fois la réaction terminée, les échantillons sont supplémentés de tampon de charge (4 

µL, Cf. § 2.1) puis chargés sur gel (1 % w/v Agarose ; 1X TAE ; 0,000 04 % w/v BET). 

 

2.3. SÉQUENCE DU GÈNE 

 La majorité des séquençages du gène de la streptavidine et des mutants a été effectuée par 

Synergene (Schlieren, Suisse). Les séquences des mutants P64G-S112G et P64G-S112G-N118T 

sont déterminées sur un séquenceur de type 4000L (Li-cor – Biosciences, Bad Homburg, 

Allemagne) à l’aide du kit Cy5 Autorad Sequencing Kit (Pharmacia – Amersham Biosciences 

Otelfingen, Suisse) en utilisant les amorces T7 et T7term marquées (fmol DNA Sequencing 

System, Promega – Catalys, Wallisellen, Suisse) en présence de DMSO (concentration finale 5 % 

v/v ; concentration d’ADN utilisée 350 µg/mL). 

 

3. TRANSFORMATION DES BACTÉRIES 

3.1. OBTENTION DES BACTÉRIES « HEAT-SHOCK » COMPÉTENTES 

 Les bactéries non transformées d’un glycérol-stock ou d’un aliquote de cellules 

compétentes sont étalées sur boîte de Petri LB (10 g/L Bactotryptone ; 5 g/L Bactoyeast-extract ; 
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5 g/L NaCl ; 15 g/L Bactoagar) contenant les antibiotiques appropriés (50 µg/mL Tétracycline 

pour XL1-Blue ; 34 µg/mL Chloramphénicol pour BL21(DE3)pLysS et sans antibiotiques pour 

BL21(DE3)), puis sont incubées une nuit à 37 °C. Une colonie isolée de taille moyenne est 

sélectionnée pour inoculer une préculture de milieu LB (3 mL ; 10 g/L Bactotryptone ; 5 g/L 

Bactoyeast-extract ; 5 g/L NaCl) contenant les antibiotiques précités à la même concentration. 

Cette préculture est incubée une nuit à 37 °C sous agitation orbitale (250 rpm). 

 La préculture est versée dans le milieu LB (250 mL) contenant les antibiotiques adéquats 

(mêmes concentrations). Les bactéries sont incubées à 37 °C sous agitation orbitale (250 rpm) 

jusqu’à ce que la densité optique à 600 nm atteigne 0,400-0,600 (∼ 2h30), puis sont centrifugées 

(4 500 g ; 5 min. ; 4 °C). Le surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans la solution 

TFB1 (100 mL ; 30 mM Acétate de Potassium pH 5,8 ; 100 mM CaCl2 ; 50 mM MnCl2 ; 100 

mM RbCl et 15 % v/v Glycérol). Les cellules sont incubées dans la glace (5 min.), puis sont 

centrifugées à nouveau (4 500 g ; 5 min. ; 4 °C). Le surnageant est éliminé et les cellules sont 

resuspendues dans la solution TFB2 (10 mM MOPS pH 6,5 ; 75 mM CaCl2 ; 10 mM RbCl et 15 

% Glycérol). Les bactéries sont alors incubées 15-60 minutes dans la glace puis sont aliquotées 

(50 µL), congelées à l’azote liquide et stockées à – 80 °C. 

 

3.2. PROTOCOLE DE TRANSFORMATION 

 Un aliquote de bactéries compétentes (Escherichia coli XL1-blue, BL21(DE3) et 

BL21(DE3)pLysS) est transformé avec 2 µL de plasmide (concentrations allant de 5 à 70 ng/µL) 

ou de produit PCR dans le cas de la mutagenèse. Les bactéries sont incubées dans la glace (30 

min.), puis à 37 °C (1 min. 30) et enfin dans la glace (5 min.). La totalité de la transformation est 

ensuite étalée sur boite de Petri contenant du milieu LB et les antibiotiques appropriés (c-à-d 60 
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µg/mL Ampicilline pour les souches XL1-blue et BL21(DE3) et 60 µg/mL Ampicilline ; 34 

µg/mL Chloramphénicol ; 1 % w/v Glucose pour la souche BL21(DE3)pLysS) puis est incubée 

une nuit à 37 °C. 

 

4. OBTENTION DES MUTANTS 

4.1. PCR MUTAGÈNES 

 La mutagenèse dirigée et la mutagenèse de saturation sont effectuées en utilisant le 

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla CA, EU) selon les conditions 

décrites dans le tableau 2.5 (ces conditions ont été optimisées en utilisant le gradient de 

température d’hybridation des amorces et de concentration en DMSO décrit dans le § 2.2). Les 

différentes amorces utilisées sont indiquées dans le tableau 2.6. 

 Une fois la PCR terminée, un aliquote (2 µL) est prélevé, supplémenté avec de l’eau 

MilliQ stérile et du tampon de charge (respectivement 8 et 2 µL), puis est chargé sur gel (0,7 % 

w/v Agarose ; 1X TAE ; 0,000 04 % w/v BET) pour s’assurer de la taille de la bande amplifiée.  

 

Tableau 2.5 : Conditions des PCR de mutagenèse dirigée et de saturation. 

Composant Quantité Conc. Finale Température 
(°C)

Temps
Eau ADN 36,8  µL 95 5 min.

Tampon 10 X 5 µL 1X 95 1 min.
Amorce 1 12,5 µM 1 µL 250 nM 65 1 min.
Amorce 2 12,5 µM 1 µL 250 nM 68 15 min.

DMSO 100 % 2,5 µL 5% 68 60 min.
ADN 15 µg/mL 1,7 µL 0,51 µg/mL 10 ∞

dNTP 50 X 1 µL 1 X

Turbo Pfu 2,5 U/µL 1 µL 0,05 U/µL
Volume final 50 µL

X 30
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 L’enzyme DpnI (1 µL, incluse dans le kit de mutagenèse) est ajoutée au milieu 

réactionnel. L’échantillon est incubé 1 heure à 37 °C. 2 µL de cette digestion sont utilisés pour 

transformer E. coli XL1-blue comme décrit dans le § 3. 

 

Tableau 2.6 : Listes des amorces utilisées pour la mutagenèse dirigée ou la mutagenèse de saturation. 

Les nucléotides mutés sont en minuscule, les sites de restriction insérés sont en gras et la température 

de fusion (Tm) est calculée directement par Microsynth. Uv47g est le « upper primer » apportant la 

mutation valine 47 → glycine.  

Nom Séquence
Longueur 

(bases)
Tm 
(°C)

Site de 
restriction 

inséré
Uv47g GGAACCTACGAGTCaGCtGgCGGCAACGCCGAGAGCC 37 74,3
Lv47g GGCTCTCGGCGTTGCCGcCaGCtGACTCGTAGGTTCC 37 74,3
Up64g GCGCCggcGCCACCGACGGCAGCGGCACCGCC 32 80,2
Lp64g GGTGGCgccGGCGCTGTCGTAACGACCGG 29 73,8
Uk80g CGGTTGGACGGTaGCtGGggGAATAACTACCGC 34 69,4
Lk80g GCGGTAGTTATTCccCCAaGCtACCGTCCAACCG 34 69,4
Un81p CCTCGGTTGGACGGTaGCtTGGAAGccTAACTACCGCAACGCC 43 73,1
Ln81p GGCGTTGCGGTAGTTAggCTTCCAaGCtACCGTCCAACCGAGG 43 73,1
Un85p GCCTGGAAGAATAACTACCGCccCGCCCACTCCGCGACC 39 74,6
Ln85p GGTCGCGGAGTGGGCGggGCGGTAGTTATTCTTCCAGGC 39 74,6

Us112g GCTGACCggcGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 75,5
Ls112g GGTGGTaCCgccGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 72,9

U112-118a GCTGACCggcGGtACCACCGAGGCCAcCGCCTGG 34 76,5
Ut123g GCCTGGAAGTCCggaCTGGTCGGCCACG 28 71,2
Lt123g CGTGGCCGACCAGtccGGACTTCCAGGC 28 71,2
Usat112 GCTGACCnnsGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 74,1
Lsat112 GGTGGTaCCsnnGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 71,7
Us112h GCTGACCcatGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 72,9
Ls112h GGTGGTaCCatgGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 70,5
Us112i GCTGACCattGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 71,9
Ls112i GGTGGTaCCaatGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 69,4

Us112m GCTGACCatgGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 72,9
Ls112m GGTGGTaCCcatGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 70,5
Us112n GCTGACCaacGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 73,1
Ls112n GGTGGTaCCgttGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 70,6
Us112q GCTGACCcagGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 74,1
Ls112q GGTGGTaCCctgGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 71,9
Us112t GCTGACCaccGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 74,3
Ls112t GGTGGTaCCggtGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 71,7

Us112w GCTGACCtggGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 74,3
Ls112w GGTGGTaCCccaGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 71,9
Us112y GCTGaCCtatGGtACCACCGAGGCCAACGCCTGG 34 71,9
Ls112y GGTGGTaCCataGGTCAGCAGCCACTGGGTGTTG 34 69,4

U242526 CCGGCACCTGGTACAACnnsnnsnnsTCGACCTTCATCGTGACCGCGGGC 50 77,0
L242526 CGATGAAGGTCGAsnnsnnsnnGTTGTACCAGGTGCCGGTGATGCCGGC 49 75,6

KpnI

AluI

NarI

AluI

AluI

KpnI

KpnI

Aucun

KpnI

AccIII

KpnI

KpnI

KpnI

KpnI

KpnI

KpnI

Aucun
a : Primer commandé par erreur, code pour le double mutant S112G-N118T
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4.2. ANALYSE DES CLONES ET SÉQUENÇAGE 

 4 à 8 clones par mutant sont sélectionnés et analysés par PCR sur colonie. Une colonie 

isolée de taille moyenne est piquée stérilement, repiquée sur une boite de milieu sélectif (LB + 60 

µg/mL Ampicilline qui est incubée une nuit à 37 °C) puis est déposée dans un tube PCR 

contenant de l’eau MilliQ stérile (14 µl). Le reste de la réaction (6 µL, Tableau 2.7) est préparé 

sous forme de « master-mix » et est ajouté à la suspension de bactéries. La PCR (même 

programme que précédement avec ces amorces) est démarrée en hot-start.  

 Une fois la PCR terminée, un aliquote (2 µL) est prélevé, dilué dans l’eau MilliQ stérile 

et du tampon de charge (respectivement 8 et 2 µL), puis est chargé sur gel (1 % w/v Agarose ; 1X 

TAE ; 0,000 04 % w/v BET) pour s’assurer de la présence d’une bande amplifiée. Le produit 

PCR est purifié par le kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega – Catalys, 

Wallisellen, Suisse) et élué avec 30 µL d’eau MilliQ stérile à 65 °C. 

 

Tableau 2.7 : Composition du « master-mix » des PCR sur colonies. 

Composant Quantité Conc. finale dans le tube PCR
Eau ADN 0,2 µL

Tampon 10 X 2 µL 1 X
SAV-EcoF 12,5 µM 0,8 µL 500 nM
SAV-BamR 12,5 µM 0,8 µL 500 nM

dNTP 2 mM 2 µL 200 µM de chaque
Taq Polymérase 5 U/µL 0,2 µL 0,05 U/µL

Volume final 6 µL

 

 5 µL de fragment purifié sont digérés par l’enzyme de restriction dont le site est apporté 

par la mutagenèse (Tableau 2.8) selon le protocole du fournisseur (Promega – Catalys, 

Wallisellen, Suisse). La digestion est analysée sur gel (2 % w/v agarose ; 1X TAE ; 0,000 04 % 

w/v BET). 
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 Enzyme Tampon Composition du tampon 1 X
AccIII F 10 mM Tris-HCl pH 8,5 ; 10 mM MgCl2 ; 100 mM NaCl ; 1 mM DTT
AluI B 6 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 6 mM MgCl2 ; 50 mM NaCl ; 1 mM DTT

BamHI E 6 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 6 mM MgCl2 ; 100 mM NaCl ; 1 mM DTT
KpnI J 10 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 7 mM Mg Cl2 ; 50 mM KCl ; 1 mM DTT
NarI G 50 mM Tris-HCl pH 8,2 ; 5 mM MgCl2

Tableau 2.8 : Composition des tampons des enzymes de restriction utilisées pour cribler les clones 

positifs de la mutagenèse.  

 Les positifs sont envoyés à séquencer (15 µL de fragment PCR + 1 µL d’amorce SAV-

EcoF 10 µM) à Synergene (Schlieren, Suisse). Les plasmides sont purifiés par le kit Wizard Plus 

SV Miniprep DNA Purification System (Promega – Catalys, Wallisellen, Suisse), visualisés sur 

gel (0,7 % w/v Agarose ; 1X TAE ; 0,000 04 % w/v BET) et quantifiés par spectrophotométrie 

UV (A260 nm/A280 nm). 

 

5. PRODUCTION DE LA STREPTAVIDINE RECOMBINANTE ET DES 

MUTANTS 

5.1. SYSTÈME INITIAL (BL21(DE3), CULTURE DE 1,5 L) 

 Le protocole initial a suivi celui élaboré dans 103. Les cellules BL21(DE3) heat-shock 

compétentes sont transformées par le plasmide pET11b-SAV et étalées sur milieu LA (milieu 

LB ; 60 µg/mL Ampicilline) comme décrit dans le § 3. Après une nuit d’incubation (37 °C), une 

colonie isolée de taille moyenne est utilisée pour inoculer 20 mL (soit 1/75 du volume final de la 

culture) de milieu TP (20 g/L Bactotryptone ; 2 g/L Na2HPO4, 1 g/L KH2PO4 ; 8 g/L NaCl ; 15 

g/L Bacto yeast extract) contenant de l’ampicilline (60 µg/mL). Cette préculture est alors incubée 

une nuit sous agitation (37 °C ; 230 rpm) puis est transférée dans 1,5 L de milieu TP (+ 

Ampicilline 60 µg/mL).  
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 La culture est effectuée à 25 °C sous agitation (600 rpm) et aération (1 bar d’air) 

constante en présence d’antimousse A (SIGMA - Fluka, Buchs, Suisse). La croissance des 

cellules est suivie par densité optique à λ = 600 nm, lorsque l’absorbance atteint ∼ 0,800, les 

cellules sont induites avec l’IPTG (concentration finale 0,4 mM).  

 Un aliquote de culture (1 mL) est prélevé à ce moment, puis toutes les 60 minutes. Cet 

échantillon est centrifugé (16 000 g ; 5 min. ; température ambiante), le milieu est éliminé et le 

culot est conservé à –20 °C jusqu’à son analyse par SDS-PAGE. 

 Trois heures après induction, la culture est arrêtée et centrifugée (3 600 g ; 10 min. ; 4 

°C). Les culots sont lavés dans la solution de resuspension 1 (100 mL ; 20 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 

0,02 % w/v NaN3 ; 1 mM PMSF) et recentrifugées (3 600 g ; 20 min. ; 4 °C). Le surnageant est 

alors éliminé et le culot de bactéries est stocké à – 20 °C, jusqu’à purification. 

 Ce protocole a évolué petit à petit vers le système dit « final ». Les différentes évolutions 

sont décrites dans la partie résultats. 

 

5.2. SYSTÈME FINAL (BL21(DE3)pLysS, CULTURES DE 10 L) 

 Les cellules BL21(DE3)pLysS heat-shock compétentes sont transformées par le plasmide 

pET11b-SAV et étalées sur milieu LACG (milieu LB ; 60 µg/mL Ampicilline ; 34 µg/mL 

Chloramphénicol et 1 % w/v Glucose) comme décrit dans § 3. Après une nuit d’incubation (37 

°C), une colonie isolée de taille moyenne est utilisée pour inoculer 150 mL (soit 1/75 du volume 

final de la culture) de milieu MTP (20 g/L Bactotryptone ; 1,3 g/L Na2HPO4, 1 g/L KH2PO4 ; 8 

g/L NaCl ; 15 g/L Bacto yeast extract) en présence des antibiotiques appropriés (60 µg/mL 

Ampicilline ; 34 µg/mL Chloramphénicol) et de glucose (1 % w/v). Cette préculture est alors 

incubée une nuit sous agitation (37 °C ; 230 rpm) puis est mélangée à 200 mL de glucose (20 % 
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w/v) puis est déversée dans 10 L de milieu MTP (+ Ampicilline 60 µg/mL ; Chloramphénicol 34 

µg/mL ; Concentration finale de glucose : 0,4 % w/v) 

 La culture est effectuée à 37 °C sous agitation (600 rpm) et aération (1 bar d’air) 

constante en présence d’antimousse A (SIGMA - Fluka, Buchs, Suisse). Lorsque l’absorbance 

atteint ∼ 2,500, les cellules sont induites avec l’IPTG (concentration finale 0,4 mM).  

 Un aliquote de culture (1 mL) est prélevé à ce moment, puis toutes les heures. Cet 

échantillon est centrifugé (16 000 g ; 5 min. ; température ambiante), le milieu est éliminé et le 

culot est conservé à –20 °C jusqu’à son analyse par SDS-PAGE. 

 Trois heures après induction, la culture est arrêtée et centrifugée (3 600 g ; 10 min. ; 4 

°C). Les culots sont lavés dans la solution de resuspension 2 (100 mL ; 20 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 

0,02 % w/v NaN3 ; 10 mM MgCl2) et recentrifugées (3 600 g ; 20 min. ; 4 °C). Le surnageant est 

alors éliminé et le culot de bactéries est stocké à – 20 °C, jusqu’à utilisation. 

 

5.3. CULTURES DE 50 mL ET MINICULTURES DE 4 mL 

 Les criblages de conditions de culture ont été effectués en Erlenmeyer (250 mL pour 50 

mL de culture) en respectant les proportions d’antibiotiques et de glucose indiquées dans § 5.1. et 

5.2. sous agitation et en absence d’aération. Les conditions exactes utilisées sont décrites dans le 

chapitre des résultats.  

 Les minicultures (4 mL dans des tubes Falcon de 50 mL) ont été traitées de manière 

identique, au détail près que la croissance n’a pas été suivie. L’induction a été effectuée 

arbitrairement au bout de 3 heures après l’inoculation du milieu et la culture est stoppée 2 heures 

après induction.  
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5.4. PRODUCTION EN PLAQUES DE CULTURES 

 Les cellules sont cultivées dans les mêmes conditions que précédemment. Les volumes de 

production sont adaptés au matériel utilisé. Pour les précultures, une colonie isolée est repiquée 

sur boîte de Petri contenant le milieu LACG puis est utilisée pour inoculer le milieu (180 µL pour 

les plaques ELISA 96 puits ; 850 µL pour les plaques de culture de 48 puits et 2 mL pour les 

plaques de 24 puits). Les plaques sont incubées une nuit à 37 °C sous agitation orbitale (250 

rpm). Un dixième du volume est utilisé pour inoculer le milieu de culture (mêmes volumes que 

pour les précultures) dans une nouvelle plaque. Les plaques sont incubées 3 heures à 37 °C sous 

agitation orbitale (250 rpm), puis les cellules sont induites et sont remises en culture deux heures. 

A la fin de la culture les plaques sont centrifugées, le milieu est éliminé et les cellules sont 

placées à – 20 °C jusqu’à analyse. 

 

5.5. ANALYSE DES CULTURES PAR SDS-PAGE 

5.5.1. Traitement des échantillons 

 Les échantillons prélevés durant la culture sont décongelés, resuspendus dans un volume 

(en µL) d’eau MilliQ équivalent à 40 fois l’absorbance à 600 nm de la culture au moment du 

prélèvement. La DNaseI est ajoutée  (1 µL ; 1 mg/mL solubilisée dans 5 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 

75 mM NaCl ; 0,5 mM MgCl2 ; 50 % v/v Glycérol)133 et chaque échantillon est incubé à 

température ambiante jusqu’à digestion totale des acides nucléiques (30-60 min.). Les extraits 

bactériens sont alors vortexés (5 min. ; vitesse maximale) et centrifugés (16 000 ; 5 min. ; 

température ambiante). La fraction soluble est transférée dans un nouveau tube et la fraction 

insoluble est resuspendue dans l’eau milliQ (même volume que précédemment).  
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 12 µL de chaque fraction soluble et de chaque fraction insoluble sont prélevés, 

supplémentés de 5X-LB (« 5X loading buffer ») dénaturant (50 mM Tris-HCl pH = 6.8 ; 1 % w/v 

SDS ; 2 % v/v β-Mercaptoéthanol ; 10 % w/v Saccharose ; 0.006 % w/v BBP) et dénaturés à 

haute température (90 °C ; 20 min.).  

 Un témoin positif (12 µL de protéine pure diluée à 1 mg/mL dans l’eau MilliQ), un 

témoin négatif (12 µL d’un extrait cellulaire de bactéries transformées avec le pET11b vide traité 

de la même manière que les échantillons) et un marqueur de taille (10 µL ;  Broad-range Protein 

Marker, New-England Biolabs – Bioconcept, Allschwill, Suisse) subissent le même traitement. A 

la fin de la dénaturation, les échantillons sont brièvement refroidis dans la glace et centrifugés 

avant d’être chargé sur gel SDS-PAGE. 

 

5.5.2. SDS-PAGE 

 La majorité des gels de protéines utilisés dans ce travail sont de type SDS-PAGE (0.375 

M Tris-HCl pH 8,8 ; 16 % Acrylamide – Bis-acrylamide 37,5 : 1 ; 0,1 % w/v SDS ; 0,034 % w/v 

APS ; 0,05 % v/v TEMED) supplémenté d’un gel de concentration (0,125 M Tris-HCl pH 6,8 ; 5 

% Acrylamide – Bis-acrylamide 37,5 : 1 ; 0,1 % w/v SDS ; 0,1 % w/v APS ; 0,15 % v/v 

TEMED) selon le protocole décrit par Laemmli134. Le gel est immergé dans le tampon de 

migration (25 mM Tris-HCl ; 0,192 M Glycine ; 0,1 % w/v SDS) et les échantillons sont chargés. 

 Le gel migre à 200 V jusqu’à ce que le bleu de bromophénol présent dans le 5X-LB sorte 

du gel. Le gel est ensuite incubé dans la solution de fixation (50-100 mL ; 25 % v/v Isopropanol ; 

10 % v/v Acide Acétique) durant 5 minutes dans un four à micro-ondes (position médium), 

coloré au bleu de Coomassie (100 mL ; 0,25 % w/v Coomassie Brilliant Blue ; 45 % v/v 

Méthanol ; 10 % v/v Acide Acétique) pendant 5 minutes dans un four à micro-ondes (position 
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médium) et décoloré (deux fois 20 minutes dans 50-100 mL de 5 % v/v Méthanol ; 7 % v/v 

Acide Acétique dans le four à micro-ondes position médium). Le gel est ensuite laissé une nuit 

dans la solution de décoloration (100 mL ; température ambiante), puis photographié dans un 

transilluminateur de type Gel-Doc 1000 (Bio-Rad, Reinach, Suisse) supplémenté d’un écran de 

type Conversion Screen (Bio-Rad, Reinach, Suisse). 

 

6. PURIFICATION DE LA PROTÉINE ET DES MUTANTS 

6.1. SYSTÈME INITIAL 

 Tout comme pour la production de la protéine, le protocole de 103 a été suivi. Le culot de 

bactéries est décongelé puis repris dans la solution de resuspension 1 (50 mL, voir § 5.1.). 

L’échantillon est soniqué (3 fois 1 min.) dans un bain de glace, puis est centrifugé (10 000 g ; 10 

min. ; 4 °C). La fraction soluble est ensuite chauffée (75 °C ; 10 min.), refroidie dans la glace 

puis recentrifugée (10 000 g ; 20 min. ; 4 °C). Le surnageant est alors dialysé contre le tampon 

d’équilibration de la colonne de 2-iminobiotine agarose (= tampon pH 9,8 : 50 mM Na2CO3 pH 

9,8 ; 0,5 M NaCl) puis filtré (filtres GF53 et GF52, Schleicher & Schuell, Dassel, Allemagne) et 

chargé sur la colonne de 2-iminobiotine-agarose équilibrée dans le même tampon. Après lavage 

dans le même tampon jusqu’à ce que l’absorbance à 280 nm de l’effluent atteigne la valeur de 0, 

la protéine est éluée par le tampon pH 2,9 (0,1 M Acide Acétique pH 2,9) et récolté dans un tube 

contenant du tampon Tris-HCl (2 mL ; 2 M ; pH7,4), immédiatement dialysée contre Tris-HCl 

(10 mM pH 7,4 ; 8 L ; 24 h ; 4 °C), contre l’eau déionisée (8 L ; 24 h ; 4°C)  puis contre l’eau 

milliQ (5 L ; 24 h ; 4 °C). La protéine pure est alors filtrée (Filtres Millex 0,22 µm, Millipore, 

Volketswil, Suisse), congelée à – 80 °C, lyophilisée et stockée à 4 °C jusqu'à utilisation.  
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 Ce protocole a été appliqué jusqu’à son terme avec la souche BL21(DE3)pLysS et 

seulement jusqu’à l’étape de dialyse dans le tampon pH 9,8 pour les extraits bactériens de la 

souche BL21(DE3), la quantification n’ayant jamais donné de résultats suffisants pour passer 

l’échantillon sur la colonne. 

 

6.2. SYSTÈME FINAL 

 Le culot de bactéries est décongelé puis resuspendu dans la solution de resuspension 2 

(100 mL ; voir § 5.2.). Quelques milligrammes de DNaseI (Roche, Rotkreuz, Suisse) sont alors 

ajoutés et l’échantillon est incubé sous légère agitation à température ambiante (3-4 h). Le 

volume est complété à 400 mL avec le chlorure de guanidium (6 M ; pH 1,5) puis est dialysé 

contre la même solution pour dénaturer la protéine (15 L ; 24 h ; température ambiante). Il s’en 

suit une dialyse de renaturation contre le Tris-HCl (20 mM ; pH 7,4 ; 10 L ; 24 h ; température 

ambiante), une centrifugation (20 000 g ; 30 min. ; 4°C), une concentration (jusqu’à ∼ 100 mL ; 4 

°C) et une diafiltration contre le tampon pH 9,8 en utilisant le système vivaflow 200. 

 L’échantillon est alors centrifugé (47 000 g ; 30 min. ; 4 °C), filtré (filtres GF53 et GF52, 

Schleicher & Schuell, Dassel, Allemagne) puis chargé sur la colonne de 2-iminobiotine 

équilibrée dans le même tampon. Après lavage jusqu’à ce que l’absorbance à 280 nm soit égale à 

0, la protéine est éluée avec le tampon pH 2,9. L’éluât est ensuite dialysé une fois contre le Tris-

HCl (10 mM ; pH 7,4 ; 8 L ; 24 h ; 4°C), puis contre l’eau distillée (8 L ; 24 h ; 4°C ) et enfin 

contre l’eau milliQ (5 L ; 24 h ; 4°C). La protéine purifiée est alors congelée à – 80 °C, 

lyophilisée puis stockée à 4 °C jusqu’à utilisation. 
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6.3. PURIFICATION « TYPE S112P » 

 Les mutants S112P, S112G, K80G, T123G, S112G-T123G, P64G-S112G et S112G-

N118T ont été purifiés par une méthode alternative. Le culot de bactéries est décongelé puis 

repris dans la solution de resuspension 2 (100 mL ; voir § 5.2.). Quelques milligrammes de 

DNaseI sont alors ajoutés et l’échantillon est incubé sous légère agitation à température ambiante 

(3-4 h). L’échantillon est dilué 10 fois dans le tampon pH 9,8 (Vfinal ∼ 2 L). Après centrifugation 

(20 000 g ; 30 min. ; 4 °C) et filtration (filtres GF53 et GF52, Schleicher & Schuell, Dassel, 

Allemagne), l’extrait protéique est chargé sur la colonne et traité comme décrit précédemment 

jusqu’à l’élution. Le volume d’élution est ensuite ramené à 400 mL avec le chlorure de 

guanidium (6 M ; pH 1,5), puis dialysé contre le même tampon (15 L ; 24 h ; température 

ambiante). S’en suivent 4 dialyses : deux contre Tris-HCl (20 mM pH 7,4 ; 8 L ; 24 h ; 

température ambiante et 10 mM pH 7,4 ; 10 L ; 24 h ; 4 °C), une contre l’eau distillée (8 L ; 24 

h ; 4 °C) et une contre l’eau milliQ (5 L ; 24 h ; 4 °C). L’échantillon est ensuite filtré, lyophilisé 

et conservé à 4 °C. 

 

6.4. QUANTIFICATION DE LA PROTÉINE DANS L’EXTRAIT CELLULAIRE 

 La quantification de la protéine durant les étapes de purification a été effectuée par 

spectrofluorimétrie selon la méthode décrite dans 135. Elle a lieu juste avant l’étape de la 

chromatographie pour les productions en masse (soit dans un volume de ∼ 400 mL, voir § 6.2) et 

après digestion des acides nucléiques dans le cas des cribalges de conditions de cultures de 50 

mL (reprise dans 700 µL de tampon de resuspension 2 ; §5.3 + DNaseI 1 µL d’une solution à 1 

mg/mL ; § 5.4.1).  
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  1,5 µL de l’extrait d’une culture de 50 mL ou 4 µL d’extrait d’une culture de 10 L 

(volume optimal pour titrer une production comprise entre 10 et 200 mg de protéine active par 

litre culture) sont additionnés à 2,5 mL de solution A (100 mM NaCl ; 50 mM NaH2PO4 ; 1 mM 

EDTA ; pH 7,5 ajusté avec 1 M NaOH) dans une cuvette de spectrofluorimétrie. Les paramètres 

de mesure sont : λex = 485 nm (fente de 5 nm) ; λem = 525 nm (fente de 5 nm) ; agitation douce.  

 L’extrait protéique est titré par des incréments de biotine-4-fluorescéine (5 µL d’une 

solution 15 µM ; solution mère de 0,6 mM diluée dans le DMSO, la concentration de travail est 

obtenue par dilution dans la solution A). La valeur de l’intensité de fluorescence est relevée 1 

minute après l’addition de la biotine-4-fluorescéine. Les données sont retranscrites sous forme de 

courbe où l’intensité de fluorescence est exprimée en fonction du nombre de moles de biotine-4-

fluorescéine ajoutés. La concentration de streptavidine au point d’équivalence est donnée par la 

formule : 

SAV

FB

V
n

SAV
4

][ 4=
 

 Avec [SAV] la concentration de streptavidine (M), nB4F le nombre de moles de biotine-4-

fluorescéine ajoutés, et VSAV le volume de l’extrait protéique utilisé lors de la mesure. 

 

7. ANALYSE DES PROTÉINES PURIFIÉES 

7.1. SPECTRE DE MASSE 

 La détermination des masses moléculaires de la streptavidine wild-type et des différents 

mutants par ESI-MS a été effectuée au sein du groupe du professeur Johann Schaller (Université 

de Berne). L’appareil utilisé est type « VG Platform Mass Spectrometer » (Micromass 

instruments, Manchester, UK). 
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7.2. TITRAGE DES SITES ACTIFS 

7.2.1. Par la biotine-4-fluorescéine 

 Le titrage des sites actifs de la protéine pure a été effectué à l’aide de la biotine-4-

fluorescéine par spectrofluorimétrie comme décrit dans 135. Une solution mère de protéine 

dissoute dans l’eau milliQ (10 mg/mL ∼ 152 µM) est diluée 75 fois (133 µg/mL ∼ 2 µM). La 

concentration exacte de l’échantillon est déterminée par spectrophotométrie à λ = 280 nm (avec  

ε = 167 280 M-1.cm-1 pour la majorité des protéines, ε = 190 040 M-1.cm-1 pour S112W et pour 

S112Y, ε = 172 400 M-1.cm-1). Afin de quantifier la quantité de sels (= activité par Abs / activité 

par pesée), cette même concentration est calculée à partir de la masse et du volume de 

resuspension selon la formule : 

MV
m

C =
 

 Avec C, la concentration ; m, la masse pesée ; M la masse molaire ; et V le volume de 

resuspension. 

 50 µL de la solution diluée de protéine (∼ 100 pmol) est transférée dans la cuvette de 

mesure contenant de la solution A (2,45 mL, voir § 6.4.). Les paramètres utilisés pour la mesure 

sont les mêmes que décrit précédemment (§ 6.4). La biotine-4-fluorescéine (15 µM) est ajoutée 

par incréments de 2,5 µL. La mesure est effectuée 1 minute après l’ajout de biotine-4-

fluorescéine. Les données sont transcrites sous forme de courbe où l’intensité de fluorescence est 

exprimée en fonction de la quantité de biotine-4-fluorescéine ajoutée. Lorsque le point 

d’équivalence est déterminé, le nombre de sites actifs est calculé par la formule : 
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 Où [SAVmes] est la concentration de streptavidine mesurée, [SAVth], la concentration de 

streptavidine calculée par masse et par absorbance, nB4F, le nombre de moles de biotine-4-

fluorescéine ajouté et VSAV, le volume de streptavidine titré (50 µL). 

 

7.2.2. Par exclusion du HABA par la biotine 

 Le titrage des sites actifs est effectué par spectrométrie visible (506 nm)136. La protéine 

est diluée dans le tampon de titrage (2,4 mL ; 26 mM KH2PO4 ; 41 mM Na2PO4 pH 7,0 ; Merck, 

Dietikon, Suisse ; [protéine] = 8 µM). Une solution de HABA (2-(4’-hydroxy-azobenzène) acide 

benzoïque) ; 9,6 mM ; 300 µL dilué dans le tampon de titrage) est ajoutée et une première mesure 

est effectuée. La biotine (0,96 µM diluée dans le tampon de titrage) est ajoutée par incréments de 

5 µL. A chacun des ajouts, l’absorbance à 506 nm est relevée est traité sous forme de graphique 

où l’absorbance mesurée est exprimée en fonction du nombre de moles de biotine ajoutées. 

 Le nombre de sites actifs de la protéine au point d’équivalence est donné comme 

précédemment par la formule : 

SAVth

biot
sites VSAV

n
n

][
=

 

 Avec nbiot le nombre de moles de biotine ajouté ; [SAVth] la concentration de 

streptavidine et VSAV le volume de streptavidine. 
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8. STABILITÉ THERMIQUE DE LA STREPTAVIDINE SEULE ET DE LA 

STREPTAVIDINE COMPLEXÉE AVEC LA BIOTINE ET DIFFÉRENTES 

MOLÉCULES BIOTINYLÉES 

8.1. DÉTERMINATION DE LA STRUCTURE QUATERNAIRE DES MUTANTS 

 Un aliquote de chaque mutant purifié (12 µL ; 1 mg/mL dilué dans l’eau milliQ stérile) 

auquel est ajouté le 5X-LB non dénaturant (3 µL ; 50 mM Tris-HCl pH 6,8 ; 10 % w/v 

Saccharose ; 0,006 % BBP) est chargé sur SDS-PAGE. Le gel est alors traité comme décrit dans 

le paragraphe 5.5.2. Le même type de traitement est effectué avec les mutants monomériques en 

présence de biotine (1 µL ; 0,6 M).  

 

8.2. DÉNATURATION THERMIQUE EN FONCTION DE LA TEMPÉRATURE 

 Une solution de protéine pure (1 mg/mL dans l’eau MilliQ) est divisée en 9 fractions (11 

µL chacune) auxquelles on ajoute 1 µL de biotine (0,6 mM), de biotine-4-fluorescéine (0,6 mM 

dans DMSO), de [Ru(bpy)2(Biot–bpy)]2+ (0,6 mM dilué dans l’eau) ou d’eau. L’ensemble est 

équilibré sous agitation douce (5 min. ; température ambiante) puis le 5X-LB dénaturant ou non 

dénaturant (§ 5.1 et 8.1) est ajouté (3 µL). 

 Les échantillons sont placés 15 minutes à différentes températures : 25 °C (température 

ambiante), 37 °C dans un incubateur de type WTB Binder (Faust, Schaffhouse, Suisse) ; 45 °C 

dans un bloc chauffant de type PHC19 (Grant Boekel - Biolabo Scientific Instruments, Châtel- 

St-Denis, Suisse) ; 54, 63, 72, 82, et 90 dans un thermocycler type T-Gradient (Biometra - 

Biolabo Scientific Instruments, Châtel-St-Denis, Suisse) en utilisant un gradient 70/40 et en 

plaçant les échantillons respectivement dans les colonnes 3, 5, 7, 9 et 12 ; et 100 °C dans un bloc 



78 

 

chauffant de type Multi-Block Heater (Lab-Line – Unident, Genève, Suisse). Ils sont ensuite 

refroidis dans la glace et centrifugés brièvement avant d’être analysés par SDS-PAGE comme 

décrit § 5.5.2. 

 

8.3. CINÉTIQUE DE DÉNATURATION 

 A 13 aliquotes de protéine (12 µL ; 1 mg/mL dans l’eau MilliQ), on ajoute selon le cas le 

5X-LB non-dénaturant (3 µL). Les échantillons sont chauffés à 90 °C durant différents temps 

(temps précisés en fonction de l’expérience dans le chapitre des résultats), placés dans la glace, 

rapidement centrifugés et traités par SDS-PAGE comme décrit § 5.5.2. 

 

9. ANALYSES DES CATALYSES ÉNANTIOSÉLECTIVES 

9.1. ANALYSE DE LA PROTÉINE APRÈS CATALYSE PAR SPECTRE DE MASSE 

 Lors d’une réaction d’hydrogénation de l’acide acétamidoacrylique et de l’acide 

acétamidocinnamique, le milieu de catalyse est extrait à l’acétate d’éthyle de manière à isoler les 

produits de départ et d’arrivée de la réaction.  La phase aqueuse de cette extraction est récupérée 

et dialysée contre le chlorure de guanidium (6 M ; pH 1,5 ; dialyse 15 L ; 24 h ; température 

ambiante). S’en suivent 4 dialyses : 2 contre le Tris-HCl (20 mM pH 7,4 ; 8 L ; 24 h ; 

température ambiante et 10 mM pH 7,4 ; 10 L ; 24 h ; 4 °C), une contre l’eau distillée (8 L ; 24 

h ; 4 °C) et une contre l’eau milliQ (5 L ; 24 h ; 4 °C). L’échantillon est ensuite filtré, lyophilisé 

et conservé à 4 °C. 1 à 2 mg sont envoyés au service de spectrométrie de masse du professeur 

Schaller (Université de Berne). 
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9.2. ANALYSES DES CATALYSES PAR SDS-PAGE 

  Un ou plusieurs aliquote(s) de milieu réactionnel de catalyse contenant 10 µg de protéine 

sont complétés à 12 µL avec de l’eau milliQ stérile. Les échantillons sont chargés sur SDS-PAGE 

et sont traités comme décrit dans le paragraphe 8.1 ou 8.2 selon le cas. 

 

10. CRIBLAGE DE LA FONCTIONALITÉ DES MUTANTS EN PARTANT 

DE MINICULTURES DE 4 mL 

 Les culots des minicultures de 4 mL (§ 5.3) sont décongelés et resuspendus dans la 

solution de resuspension 2 (§ 5.2 ; 600 µL). La DNaseI est ajoutée (1 µL ; 1 mg/mL ; § 5.4.1) et 

les échantillons sont incubés 1 heure à température ambiante sous agitation lente. Les extraits 

bactériens sont alors vortexés (5 min.) puis centrifugés (16 000 g ; 5 min. ; température 

ambiante). La fraction soluble est transférée dans un nouveau tube. 

 

10.1. CRIBLAGE PAR SDS-PAGE 

 Un aliquote de fraction soluble (11 µL) est mélangé à la biotine-4-fluorescéine (1 µL ; 0,6 

mM) et incubé (15 min. ; température ambiante). Le tampon de charge non-dénaturant (3 µL, § 

9.2) est ajouté et le tout est chargé sur gel SDS-PAGE et traité comme décrit § 8.2. 

 

10.2. ANALYSE PAR PLAQUE ELISA 

 L’analyse est effectuée sur plaque ELISA 96 puits. Chaque fraction soluble (50 µL) est 

diluée dans la solution A (120 µL ; § 6.4). Une première mesure est effectuée dans le lecteur de 
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plaque ELISA (paramètres : filtre d’excitation : 485/20 ; filtre d’émission : 530/25 ; sensibiltité 

20 ; 2 scans de 27 secondes). La biotine-4-fluorescéine est ajoutée (5 µL par puits d’une solution 

à 8 µM). La plaque est ensuite mise sous agitation douce (5 min. ; température ambiante), 

centrifugée (1 500 g ; 2 min. ; température ambiante) sur centrifugeuse de modèle Labofuge 

400R (Heraeus – Faust, Schaffhouse, Suisse) et une nouvelle mesure est effectuée après 5 

minutes d’incubation dans l’appareil (dans le noir).  

 Trois ajouts de biotine-4-fluorescéine sont effectués successivement. Les résultats sont 

analysés sous forme de courbe où l’intensité de fluorescence est exprimée en fonction du nombre 

d’ajouts (∼ nombre de moles de biotine-4-fluorescéine). 

 

11. CRIBLAGE DE LA FONCTIONALITÉ DES MUTANTS PRODUITS EN 

PLAQUES DE CULTURES 

 Les plaques de cultures sont décongelées à température ambiante puis les cellules sont 

reprises dans la solution de resuspension 2 contenant la DNaseI (50 µL pour les plaques ELISA 

96 puits ; 100 µL pour les plaques de 48 puits et 200 µL pour les plaques de 24 puits) et incubées 

jusqu’à digestion totale des acides nucléiques sous agitation douce. Les plaques sont alors 

centrifugées et un aliquote (50 µL) d’extrait cellulaire est transféré dans une plaque ELISA 96 

puits. Ces échantillons sont alors traités comme décrit dans le § 10.2. 
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12. « REDESIGN » DU GÈNE 

 Le « redesign » du gène a été effectué sur ordinateur en utilisant les logiciel Edit-Seq 

(DNA-star) et le site Webcutter 2,0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/index.html). Les différentes 

étapes pour arriver au gène optimisé seront décrites dans la partie résultats. 
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CHAPITRE 3 : RÉSULTATS 

 

 La catalyse énantiosélective effectuée par des métalloenzymes artificielles nécessite une 

approche combinatoire. L’optimisation des catalyseurs requiert une grande quantité de matériel 

(protéine, complexes biotinylés etc) et d’essais. Dès que les conditions sont définies, une grande 

diversité des composants du système (plusieurs complexes catalytiques, plusieurs substrats, 

plusieurs mutants) est indispensable. Ce travail s’inscrit dans cette démarche combinatoire. 

 Nous étudierons dans un premier temps, la caractérisation du plasmide utilisé pour la 

production de la protéine, puis l’optimisation de la production et de la purification de la 

streptavidine wild-type. Nous nous intéresserons par la suite au « design » et à l’obtention de 30 

mutants générés par mutagenèse dirigée et par mutagenèse de saturation. Nous développerons 

ensuite la caractérisation de ces mutants et la mise en place d’une méthode alternative de 

purification pour certains d’entre eux. Les résultats de catalyse seront montrés au travers 

d’articles et d’expériences complémentaires. Nous verrons ensuite la mise au point de méthodes 

de criblage de la fonctionnalité des mutants ainsi qu’une application de ces criblages sur une 

librairie de 8 000 mutants obtenus par mutagenèse de saturation sur trois codons successifs. 

Enfin, nous nous intéresserons au « redesign » du gène dans le but de diviser le gène en plusieurs 

cassettes afin d’y d’insérer des séquences aléatoires plus longues. 

 Un article a été publié dans la revue Chimia pour résumer l’ensemble des projets 

biologiques de notre groupe (Voir annexe 1 : Zocchi et al 2003). 
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1. CARACTÉRISATION DU PLASMIDE pET11b-SAV 

1.1. SÉQUENCES ET CARTOGRAPHIE DE RESTRICTION 

 Le plasmide pET11b-SAV a été fourni par le Professeur Santambrogio (Université de 

Milan). Le gène de la streptavidine mature (480 pb ; soit les acides aminés 15 à 159) suivi d’une 

séquence d’environ 40 pb (issues du plasmide de clonage) est inséré dans le plasmide pET11b 

(Novagen) de 5 677 pb en aval de la séquence du T7-tag, un peptide capable de solubiliser la 

protéine et de servir de marqueur immunologique103. L’insertion du gène est effectuée au niveau 

du site BamHI du plasmide, préalablement soumis à une opération de « fill-in ». Le plasmide 

ainsi obtenu comporte 6 197 pb (Fig. 3.1).  

 

Figure 3.1 : Carte du plasmide 

pET11b-SAV. En bleu, le gène de la 

β-lactamase et le gène lac I codant 

pour le répresseur de l’opéron lactose, 

en vert, l’origine de réplication du 

plasmide pBR322, en rouge, le gène 

de la streptavidine. 

 

 La séquence codante et la séquence protéique de la « T7-mature-Streptavidine » sont 

montrées figure 3.2.  
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Figure 3.2 : Séquence du plasmide pET11b-SAV comprise entre le promoteur du phage T7 et le 

terminateur T7. Les parties appartenant au plasmide pET11b sont en noir, le gène de la mature 

streptavidine est en bleu, la séquence issue du plasmide de clonage est en orange. Les séquences du 

promoteur, de l’opérateur lac O, du T7-tag, de l’amorce T7term et du terminateur sont surlignées. Les 

sites BamHI disparus lors du clonage sont indiqués. Sur la séquence de la protéine, le T7-tag est en noir, 

les boucles sont en rouge, les brins β sont en vert et l’hélice α en C terminal est en violet (voir § 5.3). 

 

          Promoteur et amorce T7            Opérateur lac O 
CGC GAA ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA ATT GTG AGC GGA TAA CAA TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT 
 
 1                 T7-tag           10         BamHI*               20                                              30 
 M   A   S   M   T   G   G   Q   Q   M   G   R   D   Q   A   G   I   T   G   T   W   Y   N   Q   L   G   S   T   F   I   V   T    
ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CAG GCC GGC ATC ACC GGC ACC TGG TAC AAC CAG CTC GGC TCG ACC TTC ATC GTG ACC  
 
                            40                                      50                                      60 
 A   G   A   D   G   A   L   T   G   T   Y   E   S   A   V   G   N   A   E   S   R   Y   V   L   T   G   R   Y   D   S   A   P   
GCG GGC GCC GAC GGC GCC CTG ACC GGA ACC TAC GAG TCG GCC GTC GGC AAC GCC GAG AGC CGC TAC GTC CTG ACC GGT CGT TAC GAC AGC GCC CCG 
 
            70                                              80                                      90 
 A   T   D   G   S   G   T   A   L   G   W   T   V   A   W   K   N   N   Y   R   N   A   H   S   A   T   T   W   S   G   Q   Y  
GCC ACC GAC GGC AGC GGC ACC GCC CTC GGT TGG ACG GTG GCC TGG AAG AAT AAC TAC CGC AAC GCC CAC TCC GCG ACC ACG TGG AGC GGC CAG TAC 
 
            100                                     110                                     120 
 V   G   G   A   E   A   R   I   N   T   Q   W   L   L   T   S   G   T   T   E   A   N   A   W   K   S   T   L   V   G   H   D   
GTC GGC GGC GCC GAG GCG AGG ATC AAC ACC CAG TGG CTG CTG ACC TCC GGC ACC ACC GAG GCC AAC GCC TGG AAG TCC ACG CTG GTC GGC CAC GAC 
 
    130                                     140                                     150                                 159 
 T   F   T   K   V   K   P   S   A   A   S   I   D   A   A   K   K   A   G   V   N   N   G   N   P   L   D   A   V   Q   Q  STOP 
ACC TTC ACC AAG GTG AAG CCG TCC GCC GCC TCC ATC GAC GCG GCG AAG AAG GCC GGC GTC AAC AAC GGC AAC CCG CTC GAC GCC GTT CAG CAG TAG 
 
                                                                                                   BamHI*  
TCG CGT CCC GGC ACC GGC GGG TGC CGG GAC GTC GGC CCG CAC GCG TGC GGG CCG TCC GGA GGC GCG CCT TCG GAC ATC CGG CTG CTA ACA AAG CCC  
  
                                          Amorce T7term                             Terminateur T7 
GAA AGG AAG CTG AGT TGG CTG CTG CCA CCG CTG AGC AAT AAC TAG CAT AAC CCC TTG GGG CCT CTA AAC GGG TCT TGA GGG GTT TTT TG 

 

 La taille du plasmide est vérifiée par analyse de restriction. Les enzymes choisies pour 

cette analyse sont SphI et SspI. Ces deux enzymes possèdent un site unique de coupure sur le 

plasmide. La double digestion doit générer un fragment de 1750 pb et un second de 4447 pb. 

Notre laboratoire ne possède pas le plasmide pET11b vide, les témoins négatifs sont effectués 

avec le plasmide pET3c (4640 pb), les tailles théoriques des fragments générés par une double 

digestion SphI – SspI sur ce plasmide sont de 1034 pb et 3606 pb. 

 L’analyse des digestions sur gel d’agarose est montrée sur la figure 3.3. 
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Figure 3.3 : Analyse de restriction des plasmides 

pET11b-SAV et pET3c sur gel d’agarose. Le 

marqueur de taille est de type Bench-Top 1kb 

Ladder (Promega – Catalyst). Les tailles des bandes 

sont de 10 ; 8 ; 6 ; 5 ; 4 ; 3 ; 2,5 ; 2 ; 1,5 ; 1 ; 0,75 ; 

0,5 et 0,25 kb. 
 

 Lorsqu’ils ne sont pas digérés, les deux plasmides se trouvent majoritairement sous forme 

surenroulée (migration à environ 5 kb pour pET11b-SAV et environ 4 kb pour le plasmide vide), 

quelques traces de plasmide circulaire ouvert apparaissent également à près de 10 kb pour le 

premier et vers 8 kb pour le second. Lorsqu’ils sont linéarisés par une simple digestion, les deux 

plasmides se trouvent à la taille attendue. De même, les bandes générées par les deux doubles 

digestions apparaissent à la bonne taille. 

 

1.2. PCR T7 - T7term ET PCR SAV-EcoF - SAV-BamR 

 Dans le plasmide pET11b-SAV, le gène de la streptavidine est inséré entre les amorces 

universelles T7 et T7term137. Deux autres amorces (SAV-EcoF et SAV-BamR) ont été dessinées 

par le Dr Andrea Zocchi au début et à la fin du gène pour le cloner dans un vecteur de levure 

(Fig. 3.4). 

  

T7-SAV 

T7 

T7term 

SAV-EcoF 

SAV-BamR 

Figure 3.4 : Positions des amorces utilisées pour amplifier le gène. 
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 La figure 3.5 montre les résultats des PCR effectuées avec différentes combinaisons de 

paires d’amorces sur les plasmides pET11b-SAV et pET3c. Lorsqu’il est soumis à une PCR T7 - 

T7term, le plasmide pET11b-SAV (piste n°1) ne donne aucune amplification (malgré un certain 

nombre d’essais notamment en faisant varier la température d’hybridation des amorces). Les 

mêmes amorces appliquées sur le pET3c (piste n°5) donnent une bande à la bonne taille (191 pb).  

 

Figure 3.5 : Gel d’analyse des PCR. Les combinaisons des amorces sur le plasmide 

pET11b-SAV sont T7 - T7term (piste 1) ; SAV-EcoF - SAV-BamR (piste 2) ; T7 - 

SAV-BamR (piste 3) ; SAV-EcoF - T7term (piste 4). Les combinaisons sur le plasmide 

pET3c sont T7 - T7term (piste 5) et SAV-EcoF - SAV-BamR (piste 6). 

  

 Les amorces SAV-EcoF et SAV-BamR génèrent une bande à 480 pb (soit la taille 

attendue) lorsqu’elles sont utilisées avec le plasmide pET11b-SAV (piste n°2). Aucune bande 

n’est observable avec ces deux amorces appliquées sur le plasmide pET3c (piste n°6). 

 La combinaison T7 - SAV-BamR sur le plasmide pET11b-SAV (piste n°3) permet 

d’obtenir un fragment à environ 630 pb, soit la taille attendue. Enfin l’amplification par SAV-

EcoF et T7term génère un fragment de faible intensité à environ 100 pb au lieu des 495 pb 

souhaitées (piste n°4). 

 Lors d’un séquençage effectué sur un séquenceur type Licor sur le plasmide pET11b-

SAV, l’amorce T7 donne une séquence totalement aberrante et l’amorce T7term permet d’obtenir 
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la séquence du T7-tag suivie de celle des 10-15 derniers codons de la séquence de la 

streptavidine. 

 Selon toute vraisemblance, le gène forme une structure secondaire stable à 72 °C au 

niveau de la zone d’hybridation de l’amorce SAV-EcoF. Lors d’une amplification T7-T7term, les 

polymérases de PCR (Taq Polymerase et Pfu Polymerase de Promega – Catalyst ; Turbo Pfu de 

Stratagene ou HF Polymerase de Roche) ou la séquenase ne détectent pas cette structure 

secondaire et amplifient un fragment tronqué. La séquence du gène est soumise au site 

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold spécialisé dans la prédiction de structures 

secondaires des acides nucléiques138. Les structures calculées à 72 °C sont montrées sur la figure 

3.6. Les structures proposées semblent plausibles, mais le résultat obtenu ne se borne qu’à des 

structures entre séquences voisines et non sur la totalité du gène. 

 

Figure 3.6 : Structures secondaires du gène de la T7-tag-Mature- Streptavidine calculées à 72 °C 

par le site http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold. 
 

 Deux molécules sont connues pour empêcher la formation de structures secondaires 

durant une PCR : le DMSO et le glycérol139-141. Un test de PCR en variant la température 

d’hybridation et la concentration en DMSO permet de déterminer que les conditions optimales 

d’amplification du gène par T7 et T7term sont : 45 °C d’hybridation et 5 % v/v de DMSO (Fig. 
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3.7). Malgré tout, cette amplification ne donne pas un résultat très satisfaisant, puisqu’une bande 

aspécifique apparaît aux alentours de 550-600 pb.  

 

Figure 3.7 : Criblage des 

conditions de PCR en utilisant les 

amorces T7 et T7term sur le 

plasmide pET11b-SAV.  

 

 L’ajout de 5 % de DMSO dans la réaction de séquençage de type Licor, permet d’obtenir 

une séquence complète du gène. L’amorce T7term donne de meilleurs résultats que T7, mais ce 

type de séquençage donne un trop grand nombre d’incertitudes pour être exploité. 

L’amplification aspécifique observée sur la figure 3.7 est probablement à l’origine de ces 

incertitudes. 

 

2. PRODUCTION DE LA STREPTAVIDINE PAR Escherichia coli 

2.1. SYSTÈME INITIAL 

 La multiplicité des projets utilisant l’avidine et la streptavidine dans notre groupe, 

nécessite une production de l’une et l’autre des protéines en grande quantité. Inspirés par les 

travaux de l’équipe du Professeur Santanbrogio (Université de Milan), nous avons tenté de 

produire la streptavidine dans la souche d’Escherichia coli BL21(DE3) dans le milieu TP à 25 

°C103.  

 En théorie, les cellules doivent croître en moins de 4 heures pour obtenir une densité 

optique de 0,800 et être inductibles. Malgré un certain nombre d’essais, les cellules ne poussent 

pas d’une manière satisfaisante et notre production ne dépasse pas les 8 mg de protéine par litre 
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de culture (soit un rendement d’environ 13 % en comparaison des 60-70 mg/L de culture obtenus 

par Santambrogio).  

 La figure 3.8 montre un exemple de croissance des cellules d’une culture de 1,5 L 

effectuée dans un fermenteur en utilisant les conditions de Santambrogio. La phase exponentielle 

n’est atteinte qu’au bout de 5 heures à une absorbance à 600 nm de 0,285 ; une heure après 

l’induction. A la fin de la culture, l’absorbance à 600 nm n’est que de 0,720. 

 

Figure 3.8 : Exemple de courbe de croissance lors d’une culture effectuées selon les paramètres définis 

par Santambrogio. 

Temps (h) DO 600 Induction + 
00:00 0.116  - 

01:05 0.133  - 

02:00 0.155  - 

02:30 0.159  - 

02:55 0.182  - 

04:00 0.210 00:00 

05:00 0.285 01:00 

06:00 0.526 02:00 

07:00 0.720 03:00 
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 Le gel d’analyse par SDS-PAGE de cette culture (Fig. 3.9) montre que la protéine (dont 

l’expression est cytoplasmique)103,137, se trouve sous forme de corps d’inclusion et que sa 

production est importante avant l’induction des cellules (contrairement à ce qui a été décrit103). 

De plus, la quantité de protéine par bactérie décroît à partir de deux heures après l’induction. Ceci 

suggère que les bactéries ayant perdu le plasmide commencent à se multiplier dès qu’il n’y a plus 

d’ampicilline dans le milieu. Les profils des autres bandes du gel étant à peu près les mêmes, on 

peut exclure une quelconque contamination. 
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Figure 3.9 : SDS-PAGE d’une culture de 1,5 L 

effectuée dans les conditions définies par 

Santambrogio. + = « Recombinant core streptavidin » 

commercial ; - = extrait d’une culture effectuée avec 

des bacréries transformées par le plasmide pET3c vide. 

1h – S = fraction soluble d’un échantillon prélevé au 

bout d’une heure après l’induction. 1h – I = fraction 

insoluble d’un échantillon prélevé une heure après 

l’induction. 
 

 Les corps d’inclusions sont connus pour être un moyen d’inhiber les protéines toxiques 

pour la bactérie137. La protéine toxique est agglomérée et inactivée. De part sa capacité à fixer la 

biotine et les protéines biotinylées d’une manière irréversible, la streptavidine s’avère être un 

véritable poison pour la bactérie par inhibition de la synthèse des acides gras et donc de la 

formation de la membrane plasmique de la bactérie52. Malgré tout, une faible partie de la protéine 

se trouve sous forme soluble avant induction et l’on peut penser qu’elle est active, ralentissant, 

voire inhibant la croissance des cellules déjà rendue difficile par la faible température de culture 

(25 °C au lieu de 37 °C pour une croissance optimale).  

 Cette expression basale provient probablement d’une dérégulation du système de 

production de la protéine. Ce système est basé sur l’induction indirecte du gène de la 

streptavidine137. La Figure 3.10 montre les différents niveaux de régulation de l’expression de la 

protéine dans le système pET11b / E. coli BL21(DE3). Le gène de la streptavidine est sous la 

dépendance du promoteur de l’ARN-polymérase du phage T7 couplé à l’opérateur de l’opéron 

lactose (lac o). Ce promoteur n’est reconnu par aucune polymérase endogène de la bactérie, seule 

l’ARN-polymérase du phage T7 peut le reconnaître. 
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Figure 3.10 : Régulation de la production de la streptavidine par E. coli BL21(DE3) au 

moment de l’induction.  

 Le gène ARN-polymérase du phage T7 est sous la dépendance du promoteur lacUV5, un 

promoteur dérivé de l’opéron lac insensible à l’AMP cyclique (= AMPc) capable d’activer le 

promoteur137,142,143. Le promoteur lacUV5 est régulé négativement par l’inhibiteur Lac I dont le 

gène est présent dans le génome de la bactérie et dans le plasmide. Cet inhibiteur se fixe sur 

l’opérateur lac O présent dans lacUV5 et en amont du gène de la streptavidine. Sa fixation est 

renforcée par la présence de glucose et est levée par la présence de galactose ou de galactosides 

tels que l’IPTG. 

 La forte production de la streptavidine avant l’induction des cellules indique une levée de 

la régulation de lacUV5 et du promoteur de la streptavidine par le répresseur Lac I. D’où vient 

cette levée de la répression ? Il est connu qu’en biologie cellulaire, le rendement de production 

d’une protéine par une cellule de mammifère varie considérablement selon l’origine des 

composants du milieu de culture (notamment le sérum de veau fœtal)144. On peut supposer qu’il 

en va de même chez la bactérie et que la balance galactoside/glucose soit différente dans les 

composants du milieu de Santambrogio par rapport au notre (d’où les différences de rendement), 
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bien que ses conditions et les conseils qu’il nous a donnés oralement lors d’une visite dans son 

laboratoire, aient été scrupuleusement suivies103.  

 Plusieurs améliorations peuvent être apportées pour obtenir une meilleure croissance des 

cellules et une production plus élevée de streptavidine soluble74,137 : 

i) Augmenter la température de culture pour accélérer la croissance des cellules. 

ii) Ajouter du glucose dans le milieu pour inhiber le promoteur de l’opéron lactose jusqu’à 

l’induction. 

iii) Utiliser une souche de bactérie adaptée à la production de protéines toxiques. 

iv) Cultiver les cellules dans un milieu plus riche que le TP. 

 

2.2. OPTIMISATIONS DU PROTOCOLE DE PRODUCTION DE LA STREPTAVIDINE 

 Différentes conditions de cultures sont mises au point et caractérisées par SDS-PAGE, 

par quantification d’extraits cellulaires (via la biotine-4-fluorescéine) ou par pesée de protéine 

pure lyophilisée (Tableau 3.1). En utilisant les conditions standards de Santambrogio (entrée 1), 

l’absorbance d’induction de 0,800 est obtenue dans le meilleur des cas au bout de 5h25 (ce temps 

pouvant aller jusqu’à 8 heures, non montré). L’absorbance finale n’est que de 1,800.  

 D’autres essais où le moment de l’induction est fixé à maximum 4 heures après le début 

de la culture (temps au bout duquel l’ampicilline est dégradée) ne sont pas plus concluants. Les 

bactéries ne poussent pas ou très peu que ce soit en présence ou non de glucose dans la préculture 

(entrées 2 et 3, Abs600 nm = 0,720 et 0,321 respectivement). De plus, la protéine se trouve sous 

forme de corps d’inclusions.  
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2.2.1. Effet du glucose et de la température 

 L’ajout de glucose dans la culture et surtout l’augmentation de la température de culture 

influent considérablement sur la croissance des cellules (entrées 4 et 5). A 25 °C en présence de 

glucose, les bactéries deviennent inductibles après 2 heures 30. La streptavidine dont la 

production est inhibée, n’empêche plus la croissance des cellules. 

 

Tableau 3.1 : Rendements et conditions de culture de cellules exprimant la streptavidine. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Souche de bactéries DE3a DE3 DE3 DE3 DE3 pLysS pLysS pLysS pLysS

Température (°C) 25 25 25 25 37 30 37 37 37

Présence de glucose (1 %) dans la 
boîte de Petri

Non Non Oui Oui Non Oui Oui Non Oui

Présence de glucose (1 %) dans la 
préculture

Non Non Oui Oui Non Non Oui Non Oui

% de glucose dans la culture 0 0 0 0,2 0 0 0,4 0 0,4

Volume de culture 1.5 l 1 l 1 l 1.5 l 1 l 1 l 1 l 10 l 10 l

Abs600 nm à l'induction 0.8 0.21 0.172 0.62 2.26 0.66 1.048 0.724 1.04

Moment de l'induction après le début 
de la culture

5h25 4h00 4h00 2h30 03:10 03:35 02:35 01:30 03:30

Abs600 nm finale 1.8 0.72 0.321 1.6 8.3 2.38 4.66 2.76 5.1

Durée de la culture 9h25 7h00 7h00 5h35 06:30 06:35 05:35 04:30 06:30

SDS-PAGEb Pas de gel 100 % CI 90 % CI 90 % CI 90 % CI 80 % S 80 % S 80 % S 80 % S

Rendement (mg / L de culture) 8.06 ND ND ND ND 20.1 59.13 19.6 54.82

Technique utilisée B4Fc B4F B4F pesée pesée
a : DE3 = Souche Bl21(DE3) ; pLysS = Souche BL21(DE3)pLysS.
b : CI = Présence de la protéine dans les corps d'inclusion ; S = Protéine présente dans la fraction soluble de l'extrait bactérien 
c : B4F = Quantification de l'extrait bactérien par la Biotine-4-Fluorescéine.

 

 Concernant la température, à 37 °C la croissance est optimale (Abs600 nm = 8,300), mais le 

rapport protéine soluble / protéine insoluble diminue. Ce résultat n’est pas surprenant, car un 

abaissement de la température de culture induit généralement une augmentation de la solubilité 

d’une protéine au sein du cytoplasme de la bactérie137. 

 

2.2.2. Utilisation de la souche BL21(DE3)pLysS 

 Bien que les problèmes de croissance de la souche BL21(DE3) puissent être résolus par 

l’addition de glucose dans la culture et/ou une augmentation de la température, la protéine se 

trouve très majoritairement dans les corps d’inclusion. Un changement de souche de bactérie 
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apparaît comme une possibilité pour obtenir une protéine solubilisée. Notre choix s’est porté sur 

la souche BL21(DE3)pLysS adaptée à la production de protéines toxiques137. Cette souche porte 

le plasmide pLysS codant pour le lysozyme, l’inhibiteur naturel de l’ARN-polymérase du phage 

T7 (Figure 3.11). En inhibant l’activité de la polymérase, le lysozyme inhibe ainsi la production 

de streptavidine145. 

 

Figure 3.11 : Régulation de la production de streptavidine par le système 

BL21(DE3)pLysS. 
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 Le lysozyme présente un autre avantage, il catalyse la digestion du peptidoglycane de la 

paroi bactérienne, permettant ainsi la lyse des cellules par simple congélation / décongélation146. 

Le plasmide pLysS apporte de plus, une résistance au chloramphénicol à la bactérie qui supplée 

l’action de la β-lactamase (résistance à l’ampicilline apportée par le plasmide pET11b) dont 

l’action est limitée dans le temps. En outre, il porte les séquences codant pour les ARNt des 

codons peu utilisés par la bactérie. Ces ARNt permettent la production de protéines en grande 

quantité quels que soient les codons que porte leur gène (y compris les protéines eucaryotes)137. 

 En l’absence de glucose, les cellules BL21(DE3)pLysS permettent d’obtenir une bonne 

solubilisation de la protéine et un rendement de 20 mg/L de culture quelle que soit la température 
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(30 °C et 37 °C), la croissance est logiquement plus rapide à 37 °C (Tableau 3.1, entrées 6 ; 7 et 

8). Malheureusement, une expression basale de la protéine est toujours observable. En présence 

de glucose (0,4 % w/v), la solubilisation de la protéine semble être la même, mais le rendement 

passe à 55-60 mg/L de culture (Fig. 3.12). Ce rendement est le même que l’on se trouve dans un 

fermenteur de 2 L (1 L de culture) ou de 15 L (culture de 10 L ; Tableau 3.1, entrées 7 et 9) 

 

Figure 3.12 : SDS-PAGE d’une culture effectuée avec la souche BL21(DE3)pLysS 

en présence de 0,4 % de glucose. Le temps est comptabilisé à partir du moment de 

l’induction.  

 La double régulation glucose / système pLysS apparaît comme étant la bonne 

combinaison pour éliminer l’expression basale de la streptavidine. Les cellules croissent alors 

sans la moindre gêne avant l’induction et produisent une grande quantité de protéine soluble. 

Toutefois, au delà de 3 heures après induction, les bactéries entrent en phase de saturation, leur 

croissance est dans un premier temps ralentie, puis dans un deuxième, elle chute rapidement (voir 

paragraphe suivant), suite à l’empoisonnement des cellules. 

 

2.2.3. Tests de milieux 

 De nombreux milieux de culture existent et il semble intéressant de comparer certains 

d’entre eux. De même, la concentration en glucose de 0,4 % w/v peut potentiellement être 
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optimisée74,137. Le milieu LB (Luria Bertani133) fréquemment utilisé en biologie moléculaire et 

pour la production de protéines, le milieu TP103 et le milieu TB (terrific broth) un milieu 

particulièrement riche lui aussi utilisé en production de protéine sont comparés133. Une 

augmentation de la concentration de glucose dans le TP est également testée. Enfin une culture 

dans le milieu TP en présence de 0,4 % de glucose mais dont la préculture est incubée en absence 

d’antibiotique est effectuée. Les courbes de croissance obtenues sont montrées figure 3.13. 

 

Figure 3.13 : Croissance 

des cellules lors des tests 

de milieux. 
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 Au regard des courbes de croissance, il apparaît que c’est dans le TP 0,4 % w/v glucose 

que les bactéries poussent le mieux, le maximum de cette croissance étant atteint au bout de 3 

heures après induction avant une chute significative. Le LB moins riche que les deux autres 

milieux donne un pic de croissance de faible amplitude à induction + 2 heures. Le TB (plus riche 

que le TP), le TP 1 % w/v glucose et le TP 0,4 % w/v glucose sans antibiotique dans la préculture 

donnent des résultats similaires, un maximum de croissance 3 heures après induction suivi d’une 

décroissance lente.  
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 Le gel d’analyse (Fig. 3.14) montre que dans toutes les conditions, la production de 

protéine par bactérie (le volume de reprise de l’échantillon étant basé sur son absorbance à 600 

nm, le gel traduit la quantité de protéine par bactérie) est la même et ce, dès 2 heures après 

induction y compris quand la quantité de cellules décroît. Il apparaît donc que les conditions de 

culture optimales sont celles qui permettent une croissance maximale des bactéries, c’est à dire, 

milieu TP, 0,4 % w/v de glucose, 37 °C dans BL21(DE3)pLysS. 

 

Figure 3.14 : Gels d’analyse des cultures de tests de milieux. 
 

 Lors d’une culture, la concentration de phosphate du milieu a été accidentellement 

changée. La décroissance des cellules observée après 3 heures est retardée avec ce nouveau 

milieu et la quantité de bactéries finale est plus importante. Nous avons appelé ce milieu MTP 

(modified TP), sa formulation est : 20 g/L Bactotryptone ; 1,3 g/L Na2HPO4, 1 g/L KH2PO4 ; 8 

g/L NaCl ; 15 g/L Bacto yeast extract. 

 

2.2.4. Choc osmotique des cellules 

  Le fermenteur utilisé permet son propre autoclavage avec le milieu de culture. Le temps 

d’autoclavage étant supérieur au temps d’autoclavage « classique » (respectivement 30 et 20 
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minutes), le glucose est stérilisé séparément puis ajouté stérilement au milieu autoclavé, pour 

éviter qu’il ne caramélise dans le fermenteur. Lorsque la préculture est mélangée au 20 % glucose 

avant d’inoculer le milieu de culture, le rendement passe alors de 50-60 mg/L de culture à 120-

160 mg/L. 

 Il semble qu’un stress osmotique des bactéries avant la mise en culture, ait un effet positif 

sur la production de la protéine. De plus, les courbes de croissance sont beaucoup plus 

reproductibles qu’en absence de ce stress (non montré). La forte concentration de glucose (∼ 11,4 

% w/v) à laquelle sont soumises les bactéries doit entraîner une inhibition totale du promoteur 

lacUV5, mais ce n’ai vraissemblablement pas la seule explication à ce doublement du rendement 

de production. Quels sont les phénomènes physiologiques ou métaboliques mis en jeu ? Nous 

n’avons à ce jour aucune explication. 

 

2.2.5. Choix du moment de l’induction 

 Comme nous l’avons vu, quelles que soient les conditions de culture, le rapport quantité 

de protéine / nombre de bactéries, est constant. Selon toute logique, plus les bactéries croissent, 

plus la production de protéine est élevée. En retardant l’induction, les bactéries sont plus 

nombreuses à la fin de la culture. La Figure 3.15 montre la corrélation entre la densité optique des 

bactéries au moment de l’induction et la quantité de protéine récupérée en fin de purification de 

différentes cultures de streptavidine wild-type. 
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Figure 3.15 : Corrélation entre le rendement des cultures et le moment de l’induction.  

 Il apparaît qu’avec ou sans choc osmotique en début de culture, il y ait bien un lien entre 

la densité optique des bactéries au moment de l’induction et la quantité de protéine récupérée. 

Toutefois, lorsque l’induction est effectuée à une absorbance de 4,000, le rendement est identique 

à celui d’une culture induite à 2,500 (200-210 mg/L de culture). Il est probable que la culture 

induite à 4,000 ait eu un rendement supérieur et qu’il y ait eu des pertes lors de la purification 

(cette dernière n’étant vraisemblablement pas adaptée à de trop hautes concentrations en 

protéine). Mais ce rendement est loin des 300 mg/L espérés et tout laisse à penser que la 

corrélation moment de l’induction / rendement de culture n’est linéaire que jusqu’à un maximum 

qui reste à déterminer. 

 

3. PURIFICATION DE LA STREPTAVIDINE 

3.1. TRAITEMENT DE L’EXTRAIT BACTÉRIEN AVANT PURIFICATION PAR 

COLONNE D’IMINOBIOTINE 

 Les différentes étapes de purification de la protéine ont dans un premier temps, suivi le 

protocole défini par Santambrogio103, auxquelles sont ajoutées deux dialyses contre l’eau et la 
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lyophilisation de la protéine. Une zone d’ombre apparaît dans ce protocole : les cellules sont 

reprises dans le tampon de resuspension 1 (20 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 1 mM PMSF ; 0,02 % w/v 

NaN3) mais la colonne d’iminobiotine nécessite que l’échantillon se trouve dans son tampon 

d’équilibration (50 mM NaHCO3 pH 9,8 ; 0,5 M NaCl) et aucune information n’apparaît sur la 

manière de passer de l’un à l’autre. Plusieurs conditions sont appliquées (Tableau 3.2) sur 

l’extrait protéique d’une culture de 1,5 L divisée en plusieurs parts égales, passées sur la colonne 

de 2-iminobiotine-agarose et quantifiées après élution. Le meilleur rendement est obtenu par 

dialyse de l’échantillon contre le tampon de la colonne. Les autres techniques utilisées 

occasionnent des pertes plus moins importantes. 

 

Tableau 3.2 : Conditions 

de basification de l’extrait 

protéique avant l’étape de 

chromatographie. 

Condition testée Rendement
Extrait brut sans traitement < 1%

Lysat à pH7,4 + 0,5 M NaCl 15%
Basification du lysat à la soude + 0,5 M NaCl 67%
Dilution 7 fois dans le tampon de la colonne 94%

Dialyse contre le tampon de la colonne 100%  

 Le passage de l’extrait brut sans aucun traitement donne un rendement nul. Un simple 

ajout de sel augmente ce rendement par le renforcement des liaisons hydrophobes streptavidine - 

biotine. La basification de l’extrait par la soude supplémentée de sel (0,5 M NaCl) conseillée par 

Santambrogio lui-même, semble être une manière rapide d’amener l’échantillon au bon pH et 

dans les bonnes conditions ioniques. Malheureusement, cette technique occasionne 33 % de 

pertes par rapport à la dialyse. 

 Une autre manière d’amener rapidement l’échantillon dans les conditions de fixation de la 

colonne est la dilution de celui-ci dans le tampon pH 9,8. C’est efficace, puisque les pertes sont 

très faibles (6 % pour une dilution d’un facteur 7), mais cela implique des volumes importants 

qui allongent la purification (augmentation du nombre de centrifugation, plus de temps pour 
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charger l’échantillon sur la colonne etc) et la rendent peu pratique. Néanmoins, la dilution de 

l’extrait s’avèrera très utile pour la purification de certains mutants (§  5.4.3). 

 La dialyse, puis finalement la diafiltration (pour des raisons d’économies de tampon) 

contre le tampon pH 9,8 sont choisies de part leur rendement et de part les volumes 

« raisonnables » qu’elles mettent en oeuvre, bien qu’elles occasionnent 24 heures de purification 

supplémentaires. 

 

3.2. COLONNE D’AFFINITÉ PAR 2-IMINOBIOTINE-AGAROSE 

 La purification de la (strept)avidine par affinité est basée sur la baisse spectaculaire de 

l’affinité des deux protéines pour l’iminobiotine que provoque la protonation du groupement 

imine de cette molécule (Fig. 1.41). La fixation de la protéine se fait à haut pH et haute force 

ionique (voir paragraphe précédent et introduction). Ces conditions assez éloignées des 

conditions physiologiques limitent probablement toutes interactions aspécifiques entre les 

différents composants de l’extrait bactérien et la matrice de la colonne. L’élution est quant à elle 

effectuée à bas pH et avec une force ionique plus faible (0,1 M Acide Acétique pH 2,9).  

 Le profil d’une purification par la colonne suivie par spectrophotométrie à 280 nm est 

montré figure 3.16. L’absorbance à 280 nm augmente au fur et à mesure du chargement, puis 

diminue lors du lavage jusqu’à obtenir une valeur égale à zéro. Une fois cette valeur atteinte, un 

temps de latence est laissé pour s’assurer que le zéro soit bien constant. Il s’en suit l’étape 

d’élution où la protéine apparaît à la fin du volume mort. La protéine est récoltée dans un tube 

contenant ∼ 1/20 de volume de Tris-HCl à pH 7,4 afin de neutraliser l’éluât. 
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Figure 3.16 : Profil d’une colonne d’iminobiotine de 36 mL. 
 

 Pour une raison inexpliquée, un pigment vert provenant d’une purification d’un milieu de 

levure (pour la purification de l’avidine) est fixé à la colonne. Malgré les variations de pH dues 

aux purifications à répétition, ainsi que quelques tentatives de nettoyage à l’éthanol (conseillés 

par le fournisseur de la résine), ce pigment ne semble pas éluable. Apparemment, il n’interfère 

pas avec la fixation de la protéine sur l’iminobiotine, mais présente un avantage : il permet de 

suivre la trace de la protéine durant son élution. En effet, lorsqu’elle est concentrée en front 

d’élution, la (strept)avidine forme une sorte de halo blanc visible à l’oeil nu (Fig. 3.17).  

 

Figure 3.17 : Colonne de 2-iminobiotine-

agarose au moment de l’élution. 
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 Bien qu’un peu anecdotique, ce halo permet de récolter la protéine au moment où elle 

commence à sortir de la colonne et donc de réduire au maximum le volume récupéré et de 

diminuer le temps de lyophilisation (72 à 96 heures). 

 

3.3. FIN DE LA PURIFICATION 

 L’éluât de la colonne est dialysé dans Tris-HCl (10 mM pH 7,4) afin de neutraliser la 

protéine, puis deux fois contre l’eau pour éliminer le plus de sels possibles. Pour finir 

l’échantillon est congelé et lyophilisé. Au final, la protéine apparaît sous forme d’une poudre 

blanche cotonneuse très légère (Fig. 3.18) présentant une certaine affinité pour le plastique et le 

verre. 

 

Figure 3.18 : La streptavidine une 

fois lyophilisée. 
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3.4. PROBLÈMES D’ACTIVITÉ DE LA PROTÉINE 

 L’activité de la protéine après lyophilisation est très variable d’une culture à l’autre (de 

1,12 à 3 sites actifs sur 4). Cette basse activité peut avoir plusieurs causes. Soit la protéine est 

endommagée, soit elle a fixé de la biotine ou des protéines biotinylées durant la culture.  

 L’analyse de la protéine par ESI-MS (Fig. 3.19) montre que la protéine a la bonne masse 

(masse mesurée = 16 424,96 ± 0,87 Da ; masse théorique 16 423,92 Da pour le monomère) et 

qu’apparemment elle ne subit aucune modification chimique durant la purification. De même, 

cette analyse montre que la protéine est seule dans l’échantillon. Tout porte donc à croire que 

c’est de la biotine fixée dans la protéine qui occasionne la baisse d’activité de la protéine.  

 

Figure 3.19 : Spectre de masse de la protéine purifiée. 
 

 L’élimination de cette biotine est possible par dialyse dénaturante de la protéine suivie 

d’une étape de renaturation. Comme le chlorure de guanidium (6 M ; pH 1,5) est fréquemment 

utilisé pour solubiliser les corps d’inclusion et dénaturer la streptavidine74,104,105, nous l’avons 

préféré à l’urée. Plusieurs dénaturations / renaturations contre le Tris-HCl (20 mM ; pH 7,4) 

effectuées sur la protéine pure à différentes dilutions montrent que la protéine est active à plus de 

3,5 sites sur 4 à condition d’être dénaturée à une concentration inférieure à 5 mg/mL, ce qui 

corrèle les résultats obtenus par Chilkoti et Stayton105.  
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 Pour la production, cette concentration est ramenée à l’échelle de la culture. Dans le 

meilleur des cas la masse totale de protéine (soluble et corps d’inclusion) produite est de 2 g donc 

la dénaturation doit se faire dans un volume minimal de 400 ml. Afin de récupérer la protéine 

occupée par 4 molécules de biotine et celle présente dans les corps d’inclusion, l’étape de la 

dénaturation / renaturation est placée avant l’étape de chromatographie par iminobiotine. 

 

3.5. AUTRES AMÉLIORATIONS DU PROTOCOLE DE PURIFICATION 

 Bon nombre d’étapes du protocole de Santambrogio sont modifiées, remplacées ou 

éliminées103. Les cellules BL21(DE3)pLysS sont lysables par une simple congélation - 

décongélation, la sonication des bactéries devient donc inutile137,146. La dégradation des acides 

nucléiques (initialement provoquée par la sonication) est assurée par l’addition de DNase I dans 

l’extrait bactérien. De même, la dialyse de renaturation et celle contre le tampon de la colonne, 

provoque la précipitation de beaucoup de matériel dans l’échantillon. L’étape de dénaturation 

thermique à 75 °C est donc supprimée. Le tableau 3.3 résume l’ensemble des modifications 

apportées au protocole de Santambrogio. 

 

Tableau 3.3 : Comparaison du système de production et de purification de la streptavidine mis au point 

par Santambrogio et celui mis en place. 

Système Santambrogio Système mis en place
Souche de bactéries BL21(DE3) BL21(DE3)pLysS

Température de culture 25 °C 37 °C
Glucose Non Oui, inoculé avec la préculture
Milieu TP MTP

Abs600 d’induction 0,800 2.500
Moment de la fin de la culture 3 h après induction 3 h après induction
Lyse des cellules et élimination 

des acides nucléiques
Sonication Congélation / décongélation                   

+ DNaseI

Purification avant colonne Dénaturation thermique Dénaturation / renaturation
Chromatographie 2-iminobiotine 2-iminobiotine

Traitement après colonne Mise en solution Lyophilisation
Rendement de culture 60-70 mg/L de culture 160-210 mg/L de culture
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4. OBTENTION DES MUTANTS DE LA STREPTAVIDINE 

4.1. MUTAGÉNÈSE DIRIGÉE 

4.1.1. Choix des mutants 

 En l’absence de structure cristallographique de la streptavidine complexée avec un ligand 

catalytique biotinylé, le « design » rationnel des mutants a été effectué par tâtonnement en 

suivant plusieurs lignes directrices. La première est de ne pas muter les acides aminés impliqués 

directement dans l’interaction biotine / streptavidine. En effet, la dérivatisation de la biotine par 

un catalyseur chimique entraîne une baisse significative de son affinité pour la protéine (Kd = 10-

7,2 M)99 ; voir en annexe Skander et al 2004). Il est donc préférable de ne pas diminuer plus 

encore cette affinité. 

 La seconde tient au choix de l’acide aminé de substitution. Nous avons choisi la glycine 

qui induit une grande flexibilité147 et la proline qui à l’inverse, rigidifie les structure protéiques et 

déstabilise les hélices α et les feuillets β148. 7 simples mutants, 4 doubles mutants et un triple 

mutant ont été désignés (Fig. 3.20). 

 

Figure 3.20 : Position 

des résidus soumis à la 

mutagenèse dirigée. 
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  Ces 12 mutants peuvent être classés en 6 familles : 

i) Les mutants proches du site actif : S112G et V47G.  La valine 47 est située dans la boucle 3,4 

qui se replie sur le site actif (à 3,34 Å de l’azote 1 de la biotine). Elle interagit directement par 

son squelette peptidique avec la sérine 45 qui elle, entre directement en interaction avec l’azote 

n°1 de la biotine92. La sérine 112 se trouve à l’extrémité de la boucle 7,8 (celle portant le 

tryptophane 120 impliqué dans la tétramérisation de la protéine et l’interaction avec la biotine du 

monomère adjacent)95,105 sa chaîne latérale est proche du site actif (le groupement hydroxyle de 

ce résidu est à 5,15 Å du groupement carbonyle de la biotine). La substitution de ces deux résidus 

a pour but de modifier la cavité hydrophobe de la protéine et ainsi de modifier l’emplacement du 

complexe catalytique par rapport à la protéine wild-type. 

ii) Les mutations visant à perturber l’interaction entre deux monomères (interaction 1-4) : K80G ; 

N85P et T123G. La lysine 80 est située dans la boucle 5,6 à coté du tryptophane 79 impliqué 

dans l’interaction de la protéine avec la biotine (Fig. 3.21A)95,105. Elle est de plus, très proche de 

la sérine 62 du monomère adjacent (4,05 Å). L’asparagine 85 semble interagir avec l’aspartate 61 

du second monomère (1,84 Å). La thréonine 123 quant à elle est positionnée dans la même 

boucle que la sérine 112 (à l’autre extrémité), mais elle se trouve de plus, à proximité de la sérine 

93 et de la glutamine 107 du second monomère (respectivement 4,95 et 6,19 Å ; Fig. 3.21B). Ces 

trois mutants ont été désignés pour obtenir des protéines monomériques. 
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Figure 3.21 : A. Interactions intermonomères possibles de la lysine 80 et de l’asparagine 

85. B. Interactions intermonomères possibles de la thréonine 123.  

iii) Les mutations visant à déstabiliser la boucle 5,6 : N81P. Comme la lysine 80 et l’asparagine 

85, l’asparagine 81 se trouve dans a boucle 5,6 sans toutefois entrer dans l’interaction monomère 

-monomère. Le but du mutant N81P est de déstabiliser la haute organisation de la boucle 5,6. 

iv) Une mutation visant à influencer le positionnement du ligand catalytique d’un autre 

monomère : P64G. La proline 64 est située dans la boucle 4,5 à l’opposé du site actif, mais est 

assez proche du site actif du monomère adjacent (interaction 1-4) Le carbonyle de ce résidu est à 

15 Å du groupement carbonyle de la biotine du monomère voisin (Fig. 3.22).  

 

Figure 3.22 : Position de la proline 64 par 

rapport à la biotine du monomère adjacent.  

v) Une double mutation accidentelle : S112G-N118T. Il s’agit d’un accident de commande 

d’amorce de PCR, mais il apparaît intéressant de par l’emplacement des deux mutations dans la 
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boucle 7,8. L’asparagine 118 est assez proche du tryptophane 120 mais ne semble pas entrer dans 

une interaction monomère – monomère. 

vi) Les doubles mutations et la triple mutation : V47G-S112G, P64G-S112G, S112G-T123G, 

P64G-S112G-N118T. Ces mutants ont été désignés pour déterminer si les mutations sont 

additives, indépendantes ou antagonistes les unes des autres en catalyse149. 

 

4.1.2. Stratégie utilisée 

 La plupart des mutants ont été obtenus par une technique dérivée du QuickChange-

Mutagenesis Kit développé au laboratoire du professeur Jean-Louis Reymond (Université de  

Berne) par le Dr. Zheng Lei150. Il s’agit d’amplifier la totalité du plasmide en utilisant des 

amorces divergeantes et partiellement chevauchantes (Fig. 3.23). La mutation désirée et une 

mutation silencieuse générant un site de restriction sont portées sur la zone chevauchante des 

amorces. L’insertion du site de restriction permet de cribler les positifs. Le plasmide muté porte 

le site de restriction, le wild-type non (Tableau 2.6).  

 I104 N105  T106  Q107  W108  L109 L110  T111  S112  G113 T114  T115 E116  A117 T118  A119  W120 
                                                            KpnI 
                      G CTG ACC GGC GGT ACC ACC GAG GCC AAC GCC TGG 
ATC AAC ACC CAG TGG CTG CTG ACC TCC GGC ACC ACC GAG GCC AAC GCC TGG 
TAG TTG TGG GTC ACC GAC GAC TGG AGG CCG TGG TGG CTC CGG TTG CGG ACC 
  G TTG TGG GTC ACC GAC GAC TGG CCG CCA TGG TGG  
Figure 3.23 : Amorces apportant la mutation S112G. Les bases mutées sont surlignées, le site KpnI 

généré est en gris.  

 Les mutants V47G, K80G, N81P, N85P et T123G sont générés à l’aide d’amorces 100 % 

chevauchantes, mais portant dans la mesure du possible un site de restriction pour le criblage des 

positifs151. 
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 Le choix du codon de substitution a été effectué en cherchant à modifier le moins possible 

le codon initial. Le plasmide pLysS, apportant les ARNt peu fréquents chez E. coli, il n’a pas été 

tenu compte des codons préférentiels de la bactérie137. 

 

4.1.3. Obtention des mutants 

 Comme il a été vu précédemment, l’amplification du gène de la streptavidine est 

problématique eu égard à la structure secondaire résistante aux hautes températures qui se forme 

au sein du gène (§ 1.2). Des tests d’amplification du plasmide avec les amorces Us112g et 

Ls112g (amorces apportant la mutation S112G) sans DMSO à différentes températures n’ont pas 

permis d’obtenir la moindre amplification  (figure 3.24). En revanche, en présence de 5 % de 

DMSO, un signal apparaît pour des températures d’hybridation supérieures à 50 °C, les 

meilleures amplifications étant obtenues pour des températures de 60-65 °C. 

 

Figure 3.24 : Test de conditions de PCR 

mutagène à différentes températures en 

présence ou non de 5 % DMSO. 
 

  L’effet cumulé du DMSO et d’une haute température d’hybridation est nécessaire pour 

déstabiliser la structure secondaire formée au sein du gène et permettre l’hybridation des amorces 

mutagènes. De par leur taille (35 bases en moyenne), ces amorces ont une température de fusion 

très élevée (> 69 °C, Cf. Tableau 2.6) et n’ont aucun mal à s’hybrider à leur séquence 

complémentaire à haute température. 
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 Les PCR mutagènes sont effectuées en présence de 5 % de DMSO et en appliquant une 

température d’hybridation des amorces de 65 °C afin d’éliminer le plus possible les hybridations  

aspécifiques. Ces conditions drastiques permettent d’obtenir une amplification satisfaisante du 

plasmide pour l’ensemble des mutants. 

 

4.1.4. Criblage des mutants 

 Le premier mutant obtenu est S112G-N118T. Pour tester la bonne insertion de la 

mutation, le plasmide est soumis à une digestion par KpnI. Mais, l’effet star de cette enzyme rend 

le résultat inexploitable (2 coupures à la place d’une seule, non montré)152. A contrario, une 

digestion sur un produit de PCR sur colonie effectuée avec les amorces SAV-EcoF et SAV-

BamR donne le résultat escompté (Fig. 3.25). Lorsque la mutation est insérée (80 % des 

fragments testés), les fragments issus de la digestion sont à la taille désirée (150 pb et 330 pb). 

L’insertion de la mutation est confirmée par séquençage du produit PCR des positifs.  

 

Figure 3.25 : Criblage des clones obtenus par mutagenèse. A. PCR sur 

colonie. B. Digestion par l’enzyme KpnI des fragments PCR. Les marqueurs 

de tailles sont respectivement le DNA Bench top ladder (Promega – 

Catalyst) et le 2-log ladder (New-England Biolabs). 
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 L’ensemble des mutations désirées est obtenu sans aucun problème et aucune erreur 

d’amplification n’est à déplorer. 

  

4.2. MUTAGENÈSE DE SATURATION 

4.2.1. Stratégie utilisée 

 Le mutant S112G permet d’obtenir une augmentation d’excès énantiomérique de 

l’hydrogénation catalytique de l’acide acétamidoacrylique ainsi qu’une augmentation du taux de 

conversion du transfert d’hydrogénation de l’acétophénone (voir Skander et al et Letondor et al 

en annexe), nous avons donc décidé d’effectuer une expérience de mutagenèse de saturation en 

position 112. 

 Plusieurs stratégies de saturation sont envisageables. On peut remplacer le codon désiré 

par la séquence NNN (N = A, C, G ou T), mais il est préférable d’utiliser une séquence type NNS 

(S = C ou G) ou NNK (K = G ou T). En effet, la stratégie « NNN » est parfaitement efficace, 

mais la probabilité d’obtenir une méthionine ou un tryptophane est de 1/64, quant au codon stop, 

il apparaît avec une fréquence de 3/64 (Tableau 3.4). En utilisant les codons NNS ou NNK, la 

méthionine et le tryptophane apparaissent avec une fréquence de 1/32 et il ne subsiste qu’une 

possibilité sur 32 d’obtenir un stop. 

 

Tableau 3.4 : Probabilités d’obtention des différents acides aminés par les différentes stratégies de 

mutagenèse de saturation. 

NNN NNS NNK NNN NNS NNK NNN NNS NNK
A 4/64 2/32 2/32 I 3/64 1/32 1/32 R 6/64 3/32 3/32
C 2/64 1/32 1/32 K 2/64 1/32 1/32 S 6/64 3/32 3/32
D 2/64 1/32 1/32 L 6/64 3/32 3/32 T 4/64 2/32 2/32
E 2/64 1/32 1/32 M 1/64 1/32 1/32 V 4/64 2/32 2/32
F 2/64 1/32 1/32 N 2/64 1/32 1/32 W 1/64 1/32 1/32
G 4/64 2/32 2/32 P 4/64 2/32 2/32 Y 2/64 1/32 1/32
H 2/64 1/32 1/32 Q 2/64 1/32 1/32 STOP 3/64 1/32 1/32
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 Une autre technique a récemment été développée en utilisant un mélange de 19 paires 

d’amorces (une paire par acide aminé de substitution). Ce protocole possède plusieurs avantages. 

Les codons utilisés pour la mutation peuvent être ceux que l’organisme utilise le plus 

fréquemment, aucun codon stop ne peut être généré et chaque acide aminé à une fréquence 

d’apparition de 1/19. En contre partie, cette technique est assez onéreuse puisque qu’elle requiert 

l’achat de 38 amorces (pour nous seulement 36 puisque S112G est déjà obtenu) de 34 bases 

chacun153. 

 Nous avons choisi la technique « NNS » en tablant sur le fait que la présence d’un G ou 

d’un C en 3ème position permet une hybridation plus forte des deux amorces. 

 

4.2.2. Obtention des mutants Sat-112 

 La PCR mutagène est menée dans les conditions habituelles de mutagenèse (5 % DMSO 

et 65 °C de température d’hybridation) et le résultat est conforme à nos attentes. Les échantillons 

sont traités de la même manière que les autres mutants. 

 Un crible par l’enzyme KpnI est effectué sur 63 clones (Tableau 3.5). 34 clones portent le 

plasmide wild-type sans site KpnI. Bien que le fournisseur du kit de mutagenèse précise que le 

rendement d’insertion des mutations n’est que de 80 %151, cela n’explique pas une telle 

proportion de négatifs. La fragilité des plasmides type pET est probablement à l’origine de ce 

résultat. Même conservé à –20 °C dans le tampon TE, le plasmide a tendance à se trouver sous 

forme circulaire-ouvert s’il est stocké plusieurs mois. Il est fort probable que lors de la PCR, les 

brins coupés se réhybrident sur la matrice permettant l’amplification d’une séquence ne portant 

pas la mutation. Ce phénomène n’est jamais apparu aussi flagrant lors de la mutagenèse dirigée. 

En effet, à chaque fois, seulement 2 à 4 clones sont séquencés et les négatifs sont rares. Dans le 
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cas de la mutagenèse de saturation, le nombre de séquençages est plus élevé et ce problème peut 

être mis en évidence.  

 

Tableau 3.5 : Résultats de la mutagenèse de saturation. 

Mutant Positifs Mutant Positifs Mutant Positifs Mutant Positifs Mutant Positifs
S112A 1 S112G 1 S112Ma 1 wt+KpnI 4 Autresb 2

S112C 2 S112H 0 S112N 0 S112T 0 Stop 0

S112D 1 S112I 0 S112P 4 S112V 1 wt sans 
KpnIc

34

S112E 1 S112K 1 S112Q 0 S112W 0 Total : 63

S112F 4 S112L 3 S112R 3 S112Y 0
a : Contient un décalage du cadre de lecture
b : Séquence dégénérée en position 112
c : Non séquencés

 

 Les séquences obtenues avec les 29 clones restants sont montrées sur le tableau 3.5. La 

séquence de 11 nouveaux mutants est mise en évidence. Les séquences les plus fréquemment 

obtenues sont celles de S112P, du wild-type avec le site KpnI (à chaque fois un codon différent 

du codon naturel) et S112F. Deux séquences sont dégénérées en position 112, il s’agit 

probablement d’un problème survenu lors de la PCR sur colonie. Les bactéries XL1-blue sont 

relativement petites lorsqu’elles sont nombreuses sur boîte de Petri et il n’est pas toujours facile 

de différencier à l’œil nu une colonie isolée et deux colonies fusionnées. 

 Aucun codon stop n’est généré, ni de mutation S112H, S112I, S112N, S112Q, S112T, 

S112W et S112Y. Par soucis d’économie (proportion de wild-type non muté trop importante) et 

pour éviter de perdre trop de temps, ces 7 mutants et S112M (dont la PCR a généré un décalage 

du cadre de lecture) sont finalement générés par mutagenèse dirigée. Une fois obtenus, ils sont 

traités de la même manière que les autres mutants. 

 



115 

 

5. CARACTÉRISATION DE LA STREPTAVIDINE WILD-TYPE ET DES 

MUTANTS 

5.1. RENDEMENTS DE PRODUCTION 

5.1.1. Streptavidine wild-type 

 La streptavidine wild-type a été produite 13 fois en culture de 10 litres et une fois en 

culture de 7 litres. Les rendements et quantifications de sites actifs sont montrés dans le tableau 

3.6. Comme observé précédemment, les rendements sont corrélés avec la concentration des 

cellules au moment de l’induction et ont plus que doublé à partir du moment où le glucose a été 

co-inoculé avec la préculture. 

 

Tableau 3.6 : Rendements et activités des différentes cultures de protéine wild-type. 

N° de 
culture

Durée de la 
culture

Abs600 nm à 
l’induction

Rendement 
(mg/L de 
culture)

Nombre de 
sites actifs par 

masse

Nombre de 
site par 

Abs280 nm

1 04:30 0.724 19.6 2,88 NDa

2 04:30 0.84 28.6 2,38 ND
3 04:50 0.68 7.77 1,28 ND
4b 05:50 1.49 20.9 2,00 ND
5 06:30 1.04 54.8 2,81 ND
6 05:50 1.45 52.3 3,77 3.93
7 05:25 2.25 50.5 3 3,37
8c 05:25 1.25 37 3,49 3,56

9 05:25 1.28 124 3,61 ND
10 05:20 1.97 160 3,75 3,96
11 04:50 1.6 118.9 3,00 3,51
12 06:15 2.5 200 3,38 4,04
13d 05:00 1.386 81.2 3,22 3,93
14 06:25 4

Inoculation 
du glucose 

avec la 
préculture

Evolutions

Utilisation 
du chlorure 

de 
guanidium

b : Perte d’une partie de la protéine durant la purification.

d : Purifiée par purification alternative (voir § 5.4.3).

c : Culture de 7 L.

a : ND = Non déterminé
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5.1.2. Cas des mutants 

 Tous les mutants sont cultivés et purifiés selon le protocole établi pour la protéine wild-

type. Les courbes de croissance des cultures sont très similaires à celles du wild-type. Les 

rendements et l’activité des protéines purifiées sont résumés tableau 3.7.  

 

Tableau 3.7 : Rendements et activités des cultures des différents mutants. 

Nom Rendement de culture 
(mg/L de culture)

Sites actifs /4 (mesurés par 
masse)

K80G 8 ; 15 3.41 ; 2,98 
N81P 0 -
N85P 0 -
P64G 120a; 64 ; 66 ; 81 3,75 ; 3,62 ; 3,89 ; 3,10

P64G-S112G 6 3,00
P64G-S112G-N118T 5a ND

S112A 83 3,49
S112C 83 3,00
S112D 130 2,64
S112E 120 3,38
S112F 77 3,76
S112G 0 -

S112G-N118T 15a 6,8 3,00 ; 2,80

S112G-T123G 0 -
S112H 100 3,03
S112I 65 3,32
S112K 95 3,39
S112L 62 3,00
S112M 115 3,69
S112N 42 2,70
S112P 3,8 1,31
S112Q 45 3,32
S112R 101 3,00
S112T 88 3,30
S112V 82 3,57
S112W 24 3,07
S112Y 46 3,03
T123G 0,7 ND
V47G 63a ; 113 ND ; 3,00

V47G-S112G 31 3,68
W120A 0.2 -

wt 160-200
a : Cultures de 1,5 L

 

 Les rendements sont très variables d’un mutant à l’autre. Ils sont nuls pour N81P, N85P, 

S112G et S112G-T123G, et très faibles pour K80G, P64G-S112G, P64G-S112T-N118T, S112G-
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N118T, T123G et S112P. L’analyse par SDS-PAGE des cultures des mutants N81P, N85P, 

K80G, T123G, S112G-T123G et S112P montre qu’ils sont présents très majoritairement dans les 

corps d’inclusion (Fig. 3.26) alors que les quatre autres apparaissent comme étant 

majoritairement solubles. 

 

Figure 3.26 : Gel d’analyse d’une culture 

du mutants T123G. Le temps est 

comptabilisé à partir de l’induction. + = 12 

µg de protéine wild-type ; - = extrait d’une 

protéine transformée avec le plasmide 

vide ; M = marqueur de taille Broad Range 

Ladder (New-England Biolabs). 
 

 Les mutants K80G, N81P, N85P, T123G et S112G-T123G ont été désignés pour 

perturber la tétramérisation de la protéine (§ 4.1.1). Apparemment, les mutants N81P, N85P, 

S112G et S112G-T123G sont totalement non fonctionnels, aucun pic d’élution n’est observé 

lorsqu’ils sont chromatographiés sur 2-iminobiotine. Aucun signal n’apparaît lors de la 

quantification par la biotine-4-fluorescéine des extraits bactériens des mutants N81P, N85P et 

S112G-T123G, par contre, S112G donne une courbe de titrage exploitable (non montré). Compte 

tenu des mutations apportées, le repliement des trois premiers mutants semble très difficile voire 

impossible. Pour S112G, on peut penser à une baisse importante de l’affinité de ce mutant pour la 

2-iminobiotine. Les faibles rendements observés pour les mutants P64G-S112G, P64G-S112G-

N118T, S112G-N118T semblent dépendre de la mutation S112G. A contrario, le mutant V47G-

S112G est obtenu avec un rendement de 31 mg/L de culture ; la mutation V47G semble 

contrecarrer l’effet de la mutation S112G. Il est fort probable que les mutants portant la mutation 
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S112G soient purifiables avec des rendements supérieurs en utilisant une colonne plus large et 

moins haute qui permettrait de limiter le temps de fixation de la protéine sur la matrice.  

 K80G, S112P et T123G sont peu fonctionnels et seule une faible quantité de protéine se 

fixe à l’iminobiotine (ou ne se décroche pas pendant le chargement ou le lavage de la colonne). 

Compte tenu de la position de la lysine 80 et de la thréonine 123, on peut supposer que les 

mutants générés ne sont pas tétramériques ou que leur affinité pour l’iminobiotine est très faible 

(Fig. 3.22 ; § 4.1.1). Toutefois, dans le cas de K80G, la perte de 4 charges peut également être à 

l’origine de la faible solubilité de ce mutant. 

 Concernant S112P, « l’effet proline » provoque vraisemblablement un mauvais 

repliement de la protéine147,148. 

 Des rendements de purification peu élevés mais suffisants pour être exploités à grande 

échelle sont obtenus avec, S112N, S112Q, S112W et S112Y. De part l’encombrement stérique 

apporté par un tryptophane ou une tyrosine, de tels rendement pour S112W et S112Y constituent 

une bonne surprise. Concernant S112N et S112Q, l’apport d’un groupement amide en position 

112 semble défavorable soit pour le repliement de la protéine soit pour l’affinité pour 

l’iminobiotine. Ces mutants apparaissent 50 % solubles, 50 % dans les corps d’inclusion sur gel 

d’analyse de culture (Fig. 3.27). 

 

Figure 3.27 : Analyse d’une 

culture du mutant S112Y.  
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 Pour l’ensemble des autres mutants, les rendements sont comparables avec ceux de la 

protéine wild-type (ils apparaissent plus faibles car nous n’avons observé la corrélation moment 

de l’induction - rendement qu’après la purification de ces mutants). Les gels d’analyse des 

cultures sont tout à fait corrélés avec ces rendements (Fig. 3.28). 

 

Figure 3.28 : Analyse d’une 

culture du mutant S112T.  

 

5.2. SPECTRE DE MASSE 

 Une fois la protéine lyophilisée, elle est envoyée au service de spectrométrie de masse du 

professeur Schaller à Berne. La Figure 3.19 (§ 3.4) montre le spectre de masse d’une protéine 

wild-type. La masse obtenue correspond à la masse théorique moins la méthionine n°1 

(respectivement 16 424,96 ± 0,87 Da et 16 423,92 Da pour le monomère). Le clivage de la 

méthionine n°1 fait partie du processus normal de maturation de certaines protéines chez E. 

coil154. L’absence de pic à 16 555 Da (soit la masse du monomère plus celle de la méthionine) 

montre que cette coupure est totale. 

 Cette analyse est effectuée de manière systématique à la fin de chaque production et à 

chaque fois, la masse mesurée correspond à celle du monomère. Le mutant V47G-S112G 
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présente toutefois une singularité notable : un pic à 16 348, 38 Da (soit la taille du monomère) et 

un à 65 432,13 Da soit la taille du tétramère (65 392 Da)  plus 40 Da (Fig.3.29).  

 

Figure 3.29 : Spectre de masse du mutant V47G-S112G.  

 C’est le seul mutant pour lequel le tétramère est observable. A ce jour, nous n’avons 

aucune explication à ce phénomène. Concernant l’excès de masse de 40 Da par rapport à la masse 

du tétramère, on peut penser à un ion potassium. En effet, cet ion entre en jeu dans les conditions 

expérimentales de la spectrométrie de masse et il est très fréquent d’observer un pic à M+40 Da 

lors de cette mesure. 

 

5.3. STRUCTURE CRISTALOGRAPHIQUE DE LA PROTÉINE WILD-TYPE 

 La structure de « T7tag-mature-streptavidine » a été résolue à 2,0 Å par le professeur 

Ronald Stenkamp (Université de Washington – Seattle, EU). Cette structure et celle du 

« recombinant-core-streptavidin » sont montrées figure 3.30. La forme globale des deux protéine 

est la même (β-barrel à 8 brins β), mais la T7tag-mature-streptavidine possède en plus une hélice 

α (résidus 136 à 145) dans la partie C-terminale exposée au solvant et située hors des zones 

d’interactions monomère - monomère. Cette hélice est suivie d’une boucle (résidus 146 à 159) 

venant s’enchasser dans le site actif. 
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Figure 3.30 : Comparaison de la structure du « recombinant core streptavidin » (A) et de la T7-

Mature-Streptavidine (B). Les brins β apparaissent en bleu, les boucles en blanc et les hélices α en 

rouge. 

A B 

 

 Cette partie C terminale est comme nous l’avons vu, naturellement clivée lorsqu’elle est 

sécrétée par Streptomyces avidinii suggérant une sensibilité aux protéases73. De plus, il été établi 

que cette partie C terminale provoque l’aggrégation de la protéine74 et gène l’accessibilité du site 

actif75,104. Selon toute vraisemblance cette perte d’accessibilité provient de l’encombrement 

strérique provoqué par la présence de la boucle.   

 D’autres légères différences peuvent être également observées, par exemple, la boucle 6,7 

apparaît un peu plus structurée sur la T7-mature-streptavidine que sur le « recombinant core ».  

 La boucle 3,4 n’est pas résolue sur la structure de Stenkamp (les résidus alanine 46 et 

valine 47 manquent), comme cela est observable en absence de biotine aussi bien sur la 

streptavidine que sur l’avidine49,78,81,82,155. Ceci suggère que la partie C terminale de la protéine 

n’a aucune influence sur son repliement. 
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5.4. ACTIVITÉ DE LA PROTÉINE 

5.4.1. Techniques utilisées 

 L’activité de la protéine est mesurée par la biotine-4-fluorescéine selon le protocole de 

Grüber135,156 ou par exclusion du HABA ((2-(4’-hydroxyazobenzène) Acide Benzoïque) 

développée par Green (Fig. 3.31)136. La première est un titrage direct par un fluorophore biotinylé 

dont la fluorescence est quenchée dans la poche hydrophobe de la (strept)avidine. La seconde est 

un titrage indirect par spectrophotométrie visible (506 nm), le HABA se fixe dans la cavité de la 

protéine avec une affinité de 10 M-1, la mesure est effectuée par ajout d’incréments de biotine qui 

déplacent le HABA de la cavité. L’absorbance à 506 nm diminue et la HABA absorbe alors à 346 

nm. 

 

Figure 3.31 : A. Formule de la biotine-4-fluorescéine. B. Formule du HABA. 
 

 La Figure 3.32 montre le titrage d’un même lot de streptavidine wild-type pure en 

utilisant les 2 techniques. Les activités déduites de ces deux mesures sont 3,52 et 3,48 sites /4 par 

masse et 3,92 et 3,95 sites par absorbance à 280 nm. Les résultats sont exprimés à partir de la 

masse pesée pour effectuer la mesure et en fonction de la densité optique à 280 nm de la solution 

à titrer. La comparaison de la concentration déterminée par masse et par l’absorbance permet de 

déterminer la teneur en sels (contre-ions des charges) de la protéine. Les activités obtenues sont 

très similaires et les deux techniques peuvent se substituer l’une à l’autre. Ce même lot a été 

soumis à une expérience d’ITC (Isothermal Titration Calorimetry) à l’université de Zürich. 
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L’activité déterminée lors de cette mesure est de 3,75 sites sur 4 (Julia Ahlskog, ETHZ, 

communication personnelle). 

 

Figure 3.32 : Titrage de la Streptavidine A. Par la Biotine-4-Fluorescéine ; B. Par exclusion du HABA. 

Le point d’équivalence des deux mesures est indiqué par une flèche. 
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 Bien qu’il nécessite plus de protéine que lors d’un titrage avec la biotine-4-fluorescéine (8 

µM vs 2 µM), le titrage par HABA présente deux avantages notables : il est rapide et la courbe de 

mesure est plus simple à exploiter. Le point d’équivalence se trouve en effet au croisement de 

deux droites et sa détermination ne présente aucune ambiguïté, alors que le point d’équivalence 

du titrage par la biotine-4-fluorescéine est plus subtil à déterminer (la courbe suit une équation 

d’ordre 3). 

 A contrario le titrage par la biotine-4-fluorescéine étant basé sur le quenching de sa 

fluorescence, il renseigne sur la profondeur ou la largeur de la cavité hydrophobe. En effet, la 

cavité de la streptavidine est plus profonde que celle de l’avidine et la courbe de titrage s’en 

ressent (Fig. 3.33)80,82. Le quenching par l’avidine est moins efficace et le point d’équivalence est 

plus flou à déterminer que celui de la streptavidine. 



124 

 

 

Figure 3.33 : Titrage de l’avidine par la 

Biotine-4-Fluorescéine. La flèche 

indique le point d’équivalence. 
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 La streptavidine wild-type a été produite 9 fois en dénaturant l’extrait cellulaire avec le 

chlorure de guanidium (Tableau 3.6), l’activité de la protéine est de 85 % ± 12 soit 3,40 sites sur 

4 par pesée et 94 % ± 10 par Abs280 nm, soit 3,76 sites sur 4. 

 

5.4.2. Titrage des mutants 

 Concernant les mutants, le nombre de sites actifs est bien souvent compris entre 3,0 et 3,8 

sites/4 comme le montre le tableau 3.7. Toutefois, un certain nombre d’entre-eux sont peu actifs 

malgré la dénaturation de la protéine à l’image de S112P dont le cas sera traité au paragraphe 

suivant. 

 Chaque mutant ayant des propriétés qui lui sont propres, il n’est pas surprenant 

d’observer des variations dans la forme des courbes de titrage par la biotine-4-fluorescéine. La 

figure 3.34 montre les différences les plus notables. La mutation la plus dramatique pour le 

titrage est P64G-S112G puisque la courbe obtenue équivaut à un titrage sans protéine. 

Apparemment, il n’y a aucun quenching de la fluorescence et il semble que ce ne soit pas un effet 

cumulatif des mutations P64G et S112G dont les courbes de titrage ressemblent à celle de la 

protéine wild-type. En revanche, P64G-S112G est parfaitement titrable par la technique du 

HABA. 
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Figure 3.34 : Titrage de certains mutants par la biotine-4-fluorescéine. A. Titrage de P64G-S112G et 

V47G ; B. Comparaison des courbes obtenues avec l’avidine, la streptavidine et le mutant S112F. 
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 V47G donne également un quenching très limité qui rend la courbe de croissance 

quasiment inexploitable. Là encore, le titrage par la technique du HABA permet une 

détermination claire du nombre de sites actifs. Assez curieusement, ce phénomène ne se répercute 

pas sur V47G-S112G.  

 S112F donne une courbe particulière qui semble être un hybride de la courbe obtenue 

avec l’avidine et de celle de la streptavidine. Au regard de la séquence primaire des deux 

protéines (Fig. 1.36), cet aspect hybride de S112F peut s’expliquer par le nombre de résidus 

phénylalanine présent dans l’une et l’autre des protéines. L’avidine en a sept alors que la 

streptavidine n’en possède que 2. On peut penser qu’un double mutant phénylalanine permettrait 

d’observer une courbe encore intermédiaire et qu’en cumulant les mutations phénylalanine on 

obtienne une courbe similaire à celle de l’avidine. Toutefois, il peut s’agir également d’un simple 

hasard et il est envisageable que la mutation S112F provoque une modification structurale de la 

cavité hydrophobe vers une forme proche de celle de l’avidine (bien qu’aucune phénylalanine ne 

se trouve dans cette zone dans l’avidine). 
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5.4.3. Cas du mutant S112P 

 Le rendement de production du mutant S112P est très faible (3,8 mg/L de culture) et son 

activité n’est que de 1,31 sites actifs / 4, soit une quasi-saturation de la protéine en biotine 

Tableau 3.7). Une expérience de dénaturation thermique telle qu’elle a été décrite par Bayer et 

Wilchek76 montre qu’à toutes les températures appliquées sur l’échantillon, la protéine se trouve 

à environ 50 % sous forme tétramérique et 50 % sous forme monomérique (Fig. 3.35). Le même 

genre d’expérience menée avec la protéine wild-type montre l’apparition du monomère à 72 °C et 

non 25 °C (§ 5.6.1). 

 

Figure 3.35 : Dénaturation thermique du mutant S112P. 
 

 Ce résultat laisse à penser que le mutant S112P est monomérique et qu’il ne se 

tétramérise qu’en présence de biotine. La courbe de titrage de ce mutant dénaturé puis renaturé  

est pour le moins surprenante (Fig. 3.36). Pas moins de 4 points d’inflexion apparaissent sur la 

courbe, comme si le titrage se faisait par étape. Cela peut suggérer deux choses, soit une 

coopérativité de fixation de la biotine-4-fluorescéine par ce mutant, soit une tétramérisation 

induite par la présence de la sonde biotinylée. 
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Figure 3.36 : Titrage à la biotine-4-

fluorescéine du mutant S112P dénaturé et 

renaturé. 
 

 Si l’on admet que la masse totale de streptavidine produite par les bactéries est la même 

dans le cas de la protéine wild-type et du mutant S112P (soit ∼ 160 mg/L de culture selon les 

paramètres de la culture S112P n°1) ; les 38 mg récupérés lors d’une culture de 10 L représentent 

2,37 % de la masse totale produite. La dialyse de dénaturation est effectuée dans un sac de 400 

mL placé dans un bain de 15 litres. Si l’on considère la dialyse comme une dilution d’un 

échantillon, la quantité de biotine restant dans le sac à la fin de cette dialyse représente 2,7 % de 

la quantité initiale (soit ∼ 2,37 %). 

 La biotine stabiliserait donc S112P sous forme tétramérique et permettrait sa fixation à 

l’iminobiotine lors de la chromatographie. La présence de monomère sur la figure 3.36 suggère 

que malgré tout, un faible pourcentage de protéine est capable de se retétramériser autour de 

l’iminobiotine durant son chargement sur la colonne. Mais il est plus probable qu’une partie de la 

biotine fixée dans les tétramères se soit décrochée lors des trois dernières dialyses de la 

purification, suggérant une faible constante d’affinité du mutant S112P pour la biotine. 

 Une tentative de la purification de S112P en ne dénaturant la protéine qu’après l’étape de 

chromatographie, permet d’obtenir 160 mg de S112P pur (pour 10 L de culture) soit 4,2 fois plus 

que lors de la première tentative de purification de ce mutant.  
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 Le même protocole appliqué à l’extrait bactérien des mutants les plus difficilement 

purifiables (K80G, S112G, T123G, S112G-T123G, P64G-S112G ; S112G-N118T ; P64G-

S112G-N118T rendement < 15 mg/L de culture), multiplie les rendements de purification de 

certains d’entre eux d’un facteur pouvant aller de 4 à 18 (Tableau 3.8). 

 

Tableau 3.8 : Rendement de production des mutants les plus difficiles à purifier en ne dénaturant qu’après 

chromatographie sur 2-iminobiotine-agarose. 

Mutant
Rendement par purification 

type wild-type (mg/L de culture)
Rendement par purification 

type "S122P" (mg/L de culture)
Augmentation du 
rendement (%)

S112P 3,8 16 421
K80G 8 - 15 39 487 - 260
T123G 0,7 2,8 400

S112G-T123G 0 0 0
S112G 0 128 -

P64G-S112G 6 78 1 300
S112G-N118T 7 - 15 128 1 830 - 853

 

  Cette nouvelle forme de purification n’apporte aucune amélioration avec le mutant 

S112G-T123G bien qu’il soit capable de fixer la biotine-4-fluorescéine (§ 7.2). Une 

augmentation de rendement est observable avec T123G, toutefois, les quantités récupérées sont 

trop faible pour que l’on puisse parler de réelle amélioration. L’affinité de ces deux mutants pour 

les analogues de la biotine est apparemment très faible et leur purification par la 2-iminobiotine 

est inefficace. Une résine de biotine-agarose a été décrite dans la littérature85 et de meilleurs 

rendements de purification pourraient être observés avec ces deux mutants en utilisant ce type de 

résine. 

 Pour les autres mutants, le nouveau mode de purification donne des résultats 

encourageants. Les mutants de « type S112G » qui se décrochent habituellement de la résine lors 

de l’étape de fixation ou de lavage, restent fixés en présence de la biotine endogène de l’extrait 

bactérien. De même, l’affinité de K80G pour la résine semble être augmentée par la présence de 

biotine (soit par une augmentation de la fonctionalité qui suggèrerait un phénomène de 
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coopérativité de la fixation de molécules biotinylées par ce mutant, soit par une meilleure 

solubilisation ou soit par une tétramérisation).  

 Cette méthode alternative de purification de la streptavidine sera prochainement 

appliquée sur le triple mutant P64G-S112G-N118T et probablement sur les mutants dont les 

rendements de purification sont moyens par rapport à ceux obtenus avec la protéine wild-type 

(V47G-S112G ; S112N ; S112Q ; S112W et S112Y ; Tableau 3.7). 

 

5.5. DÉTERMINATION DE LA STRUCTURE QUATERNAIRE DES MUTANTS 

 La totalité des mutants purifiés est chargée sur SDS-PAGE en conditions non 

dénaturantes (pas de chauffage des échantillons avant chargement, pas de SDS ni de β-

mercaptoéthanol dans le tampon de charge). La figure 3.37 montre le résultat obtenu.  
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Figure 3.37 : SDS-PAGE de l’ensemble des mutants purifiés en conditions non-dénaturantes et des 

mutants monomériques en présence de biotine. + ND : Protéine wild-type non dénaturée ; + D : 

Protéine wild-type dénaturée ; M : Marqueur de taille.  
 

 La totalité des isoformes de la streptavidine sont tétramériques dans ces conditions 

exceptées S112P et T123G. De légères différences de migrations sont observables entre les 

mutants tétramériques. 

 Le mutant K80G a toutefois un comportement électrophorétique particulier, non 

seulement il est tétramérique, mais sa migration est retardée par rapport aux autres, contrairement 

à ce que sa charge globale pourrait laisser penser (voir aussi § 7.2). Une modification structurale 

importante comme un élargissement de l’entrée du site actif pourrait être envisagée. 

 Concernant T123G et S112P, ils apparaissent sous forme de tétramère en présence de 

biotine soit totalement (T123G), soit partiellement (S112P). La présence de SDS dans le gel et le 
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tampon de migration pourrait être mise en cause pour la monomérisation de ces deux mutants. 

Lors de tests préliminaires de tamisage moléculaire effectués sur ces deux mutants (tests 

effectués avec le Prof. Schürmann), un pic de 16 kDa apparaît majoritairement (non montré). Le 

profil de tamisage moléculaire est proche de celui observé en SDS-PAGE, ce qui est en 

corrélations avec les données de la littérature76,88. 

 

5.6. STABILITÉ DE LA STREPTAVIDINE EN SDS-PAGE EN CONDITIONS 

DÉNATURANTES ET NON-DÉNATURANTES 

5.6.1. Cas de la streptavidine sans biotine 

 L’équilibre protéine native ↔ protéine dénaturée peut-être étudié de différentes façons. 

Pour la streptavidine, nous nous sommes inspirés des travaux de Bayer et Wilchek sur la stabilité 

thermique en SDS-PAGE76. La protéine wild-type est soumise 15 minutes à différentes 

températures en conditions dénaturantes (loading buffer contenant 1 % de SDS et 2 % de β-

Mercaptoéthanol) et non dénaturantes (loading buffer sans SDS, ni β-Mercaptoéthanol) puis est 

chargée sur SDS-PAGE. 

 La Figure 3.38 montre les résultats obtenus. La forme monomérique apparaît à 63 °C en 

conditions dénaturantes contre 72 °C en conditions non dénaturantes. Dans les deux cas, le 

tétramère disparaît à plus de 100 °C. La présence d’une bande à la taille du dimère suggère que la 

transition tétramère – monomère passe par le stade dimérique76.  
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Figure 3.38 : Dénaturation 

thermique de la streptavidine. A. 

En conditions non dénaturantes. 

B. En conditions dénaturantes. B 

A 

 

 Pour étudier la cinétique de la dénaturation du tétramère, la protéine est soumise à une 

température de 90 °C à différents temps en conditions non dénaturantes puis est chargée sur SDS-

PAGE. La Figure 3.39 montre les résultats obtenus. Une minute est nécessaire pour voir 

apparaître le dimère et le monomère et voir disparaître les formes oligotétramériques. A partir de 

20 minutes, le profil observé est le même, c’est à dire une trace de tétramère et de dimère 

(suggèrant la présence de biotine n’ayant pas été éliminée durant l’étape de dénaturation). La 

transition tétramère – dimère est totale en 20 minutes. 

 

Figure 3.39 : Cinétique de dénaturation de la streptavidine. 
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5.6.2. Cas de la protéine complexée avec la biotine et le ligand [Ru(bpy)2(Biot–bpy)]2+ 

 La biotine est connue pour stabiliser la streptavidine (et l’avidine) sous forme 

tétramérique lorsque la protéine est soumise à de hautes températures59,76. Nous avons voulu 

savoir ce qu’il en est avec le complexe [Ru(bpy)2(Biot–bpy)]2+ (Figure 3.40). 

 

Figure 3.40 : Structure des deux énantiomères du complexe [Ru(bpy)2(Biot-bpy)]2+.  

 Tout comme précédemment, le complexe streptavidine / biotine ou [Ru(bpy)2(Biot–

bpy)]2+ est chauffé 15 minutes à différentes températures, puis est chargée sur SDS-PAGE (Fig. 

3.41). Dans les deux cas, la température d’apparition du monomère est de 100 °C aussi bien en 

conditions dénaturantes que non dénaturantes. Aucune différence n’est observable entre les deux 

énantiomères du [Ru(bpy)2(Biot–bpy)]2+ bien qu’ils possèdent une constante d’affinité différente 

pour la streptavidine (Ka∆ = 107,22 M-1 et KaΛ = 107,50 M-1)99.  

 En présence de biotine, la protéine se trouve principalement sous forme tétramérique. A 

l’inverse, en présence de [Ru(bpy)2(Biot–bpy)]2+, la protéine se trouve très majoritairement sous 

forme d’oligomères. Ceci suggère que les résidus bipyridine du [Ru(bpy)2(Biot–bpy)]2+ 

interagissent entre eux d’une protéine à l’autre par empilement (stacking) ou que le complexe 

provoque une modification structurale de la partie C terminale qui augmenterait sa capacité à 

agréger la proténe75. 
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Figure 3.41 : Dénaturation thermique de la streptavidine en présence de 

biotine (A.) et de ∆-[Ru(bpy)2(Biot-bpy)]2+ (B.). 
 

 

5.7. CARACTÉRISATIONS EN COURS 

 Les constantes d’affinité des mutants pour la biotine sont actuellement en cours de 

détermination au laboratoire par M. Edy Rusbandi. Cette détermination est envisagée par une 

étude par dichroïsme circulaire de l’exclusion du HABA par la biotine. Par ailleurs, une 

collaboration avec l’équipe du professeur Dario Neri (ETZ, Zurich) est mise en place pour 

déterminer la constante d’affinité et la constante cinétique (koff) des différents mutants pour la 

biotine tritiée par dialyse à l’équilibre. De même, quelques essais de band-shift assay sur les 

protéines complexées à la biotine-4-fluorescéine donnent des résultats prometteurs. 
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 Par ailleurs, quelques essais d’isoélectrofocalisation montrent des résultats cohérents en 

fonction des charges, mais aucun point isoélectrique n’a été déterminé à ce jour. Ces expériences 

ont été effectuées avec l’aide du professeur Schürmann. 

 

6. CATALYSES ÉNANTIOSÉLECTIVES 

6.1. HYDROGÉNATION CATALYTIQUE DE L’ACIDE ACÉTAMIDOACRYLIQUE ET 

DE L’ACIDE ACÉTAMIDOCINNAMIQUE 

6.1.1. Résultats des catalyses 

 Ces catalyses ont été mises au point et optimisées au laboratoire par le Dr. Jérôme Collot,  

le Dr. Gérard Klein et Melle Myriem Skander. Les différents catalyseurs ont été synthétisés par le 

Dr. Jérôme Collot et le Dr. Julietta Gradinaru. Les diverses protéines ont été produites par le Dr. 

Andrea Zocchi, Anita Ivanova et moi-même. A titre personnel, j’ai effectué quelques catalyses 

sur le wild-type, S112P (dénaturé durant la purification et non dénaturé) et V47G-S112G en 

utilisant les ligands Biot-1, Biot-4meta-1, Biot-31-2, Biot-32-2 et Biot-4ortho-2. Les résultats 

obtenus sont montrés tableau 3.9 et figure 3.42. 
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Tableau 3.9 : Excès énantiomériques obtenus lors de l’hydrogénation catalytique de l’acide α-

acétamidoacrylique et de l’acide α-acétamidocinnamique. Les protéines testées sont la protéine 

wild type, V47G-S112G, S112P dénaturée et renaturée (S112P-D) et S112P non dénaturée durant 

la culture (S112P-ND). NB : - = forme (S) ; + = forme (R) des produits de la réaction. 

N° Ligand Protéine ee A. Acr conv A. Acr ee A. Cin conv A. Cin
1 Biot-1 WT 93 100 93 95
2 Biot-1 V47G-S112G 16 100 29 83
3 Biot-1 S112P-ND 31 100 87 96
4 Biot-1 S112P-D 25 100 85 83
5 Biot-4meta-1 WT -46 100 -51 97
6 Biot-4meta-1 V47G-S112G -25 100 -37 67
7 Biot-4meta-1 S112P-ND -36 100 -78 99
8 Biot-4meta-1 S112P-D -40 100 -75 90
9 Biot-31-2 WT 11 100 -18 27

10 Biot-31-2 V47G-S112G -30 100 -38 100
11 Biot-31-2 S112P-ND -16 100 -44 67
12 Biot-31-2 S112P-D -16 100 -43 48
13 Biot-32-2 WT -37 100 -42 51
14 Biot-32-2 V47G-S112G -10 41 0 5
15 Biot-32-2 S112P-ND -10 100 -12 43
16 Biot-32-2 S112P-D -10 100 -22 22
17 Biot-4ortho-2 WT -49 100 0 27
18 Biot-4ortho-2 V47G-S112G 20 100 -21 61
19 Biot-4ortho-2 S112P-ND 14 100 0 17
20 Biot-4ortho-2 S112P-D 19 96 0 7

 

 

Figure 3.42 : Schématisation des résultats de catalyse. L’hydrogénation de l’acide α-

acétamidocinnamique est au premier plan et celle de l’acide α-acétamidoacrylique au 

second. Les numéros correspondent aux conditions décrites tableau 3.9. 
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 Trois articles ont été publiés à ce jour sur les résultats du groupe sur l’hydrogénation 

catalytique. Ils sont présentés en annexes (Annexes 2, 3 et 4 : Collot et al 2003, Skander et al 

2004 et Collot et al 2004, voir aussi 157). 

 Concernant les catalyses présentées ici, les valeurs de l’excès énantiomérique de 

l’hydrogénation de l’acide α-acétamidoacrylique en acétamidoalanine obtenues avec V47G-

S112G, peuvent être comparées avec celles obtenues avec les deux simples mutants V47G et 

S112G (les valeurs de l’hydrogénation de l’acide α-acétamidocinnamique avec S112G sont en 

cours de détermination et ne peuvent donc pas être discutées ici). Avec le complexe Biot-1 dans 

le double mutant ee = +16 % (en faveur de la forme R) contre 96 % pour S112G et 26 % pour 

V47G suggérant une modification structurale suffisament importante pour diminuer de manière 

dramatique la sélectivité du mutant S112G (- 80 %) (Tableau 3.10). 

 

Tableau 3.10 : Comparaison des excès énantiomériques obtenus lors de l’hydrogénation de l’acide α-

acétamidoacrylique effectuée avec le double mutants V47G-S112G et les simples mutants S112G et 

V47G. 

Complexe ee V47G-S112G ee S112G ee V47G
Biot-1 16 96 26

Biot-4méta-1 -25 0 -50
Biot-31-2 -30 -31 7
Biot-32-2 -10 -8 -19

Biot-4ortho-2 20 -57 44

 

 En présence de Biot-4méta-1 et de Biot-4ortho-2, les valeurs obtenues avec le double 

mutant sont des valeurs intermédiaires par rapport à celles obtenues avec les deux simples 

mutants. Ceci laisse à penser que les deux simples mutations contrecarrent leurs effets respectifs.  

 Enfin en présence de Biot-31-2 et Biot-32-2, les valeurs obtenues avec le double mutant 

sont très proches de celles obtenues avec S112G. Il semble que la mutation S112G ait une 

influence prédominante sur le positionnement du métal par rapport à la mutation V47G. D’un 
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point de vue structural, cela pourrait vouloir dire que l’entité catalytique des complexes Biot-31-2 

et Biot-32-2 soit plus proche de la boucle 7,8 (portant S112G) que de la boucle 3,4 (portant 

V47G), mais il ne s’agit que de spéculations et cela reste à confirmer. 

 Les doubles mutants semblent être un outil intéressant pour analyser les résultats de 

catalyse. Les travaux en cours sur l’acide α-acétamidocinnamique devraient permettre d’aller 

plus en profondeur dans la compréhension de la catalyse d’hydrogénation. Néanmoins, si deux 

mutations permettent d’émettre des hypothèses, elles ne suffisent pas à expliquer ce qui se passe 

réellement durant la catalyse. Seule la  résolution de la structure des différents complexes insérés 

dans la protéine est susceptible d’apporter des éléments de réponse tangibles sur l’influence des 

mutations sur la catalyse.  

 Concernant les catalyses effectuées avec le mutant S112P, peu de différences sont 

observables selon que la protéine ait été dénaturée ou non, excepté le taux de conversion de 

l’hydrogénation de l’acide α-acétamidocinnamique. Toutefois, en termes de diversité, les excès 

énantiomériques observés diffèrent assez nettement de ceux obtenus avec la protéine wild-type, 

ce qui est  peu surprenant compte tenu de la mutation apportée. 

 Une question peut se poser, comment évolue la protéine durant la catalyse ? Est-elle 

modifiée ? Reste-t-elle tétramérique malgré les conditions auxquelles elle est soumise ? Un 

certain nombre d’expériences apporte quelques éléments de réponse. 

 

6.1.2. Analyse par spectre de masse de la protéine après catalyse  

 La propriété qu’a la streptavidine d’être dénaturable et renaturable permet d’envisager 

son recyclage après la catalyse. Le mutant S112F ayant subi la catalyse (processus comportant 24 

h d’hydrogénation et une extraction à l’acétate d’éthyle) est dénaturé et renaturé, lyophilisé et 
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analysé par ESI-MS. La figure 3.43 montre le spectre de masse du mutant tel qu’il a été obtenu 

lors de sa purification et le spectre de masse après la catalyse. Le spectre de la protéine tout juste 

purifiée montre un pic à 16 481 ± 3.21 Da (masse théorique 16 484.01 Da) avec un léger bruit de 

fond sur des tailles supérieures. Ce même pic est présent majoritairement après la catalyse, 

auquel se surajoutent un grand pic à 16 504,25 Da et quelques pics mal définis aux alentours de 

17 800-17 900 Da et entre 15 000 et 16 000 Da.  

 

Figure 3.43 : Comparaison des spectres de masse du mutant S112F fraîchement purifiée (A.) et 

après hydrogénation catalytique (B.).  

 L’origine des pics à 17 800-17 900 Da n’est pas expliquée. Apparemment, quelque chose 

est additionné à la protéine lors de la catalyse ou de l’extraction. Il semble peu probable qu’il 

s’agisse de la protéine portant encore le catalyseur biotinylé du fait de la dénaturation dans le 
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chlorure de guanidium et des conditions dénaturantes de la mesure (c-à-d CH3CN/H2O + 50 % 

HCO2H). 

 Concernant les pics entre 15 000 et 16 000 Da, on peut supposer que la protéine soit 

clivée en plusieurs endroits. Toutefois, les pics sont très diffus et mal définis, ils ne permettent 

pas de déterminer la nature du ou des clivage(s) que subit la protéine. Que se passe-t-il 

exactement ? A quel moment (durant la catalyse et/ou l’extraction) ? Il semble difficile de le 

déterminer. Toutefois compte tenu de la fragilité de la partie C-terminale de la protéine dans les 

conditions naturelles, il est probable que le clivage se produise dans cette zone. 

 

6.1.3. Etude de la structure quaternaire de la protéine dans les conditions de la catalyse 

 La streptavidine et plus encore l’avidine résistent à des conditions assez drastiques en 

particulier en présence de biotine58,59,76. Qu’en est-il dans les conditions de la catalyse (10 % 

DMSO, pH 4) ? Pour le déterminer, la protéine est chargée sur SDS-PAGE en conditions 

dénaturantes et non dénaturantes à différents moments de la catalyse (Fig. 3.44) : 

i) Lors de sa complexation avec la catalyseur [Rh(COD)(Biot-1)] dans l’eau (+ 10 % DMSO qui 

permet la solubilisation du complexe biotinylé). 

ii) Dans le milieu réactionnel (en présence du tampon, du substrat et du complexe 

[Rh(COD)(Biot-1)]) avant hydrogénation. 

iii) Dans le même milieu après 15 heures de catalyse. 

iv) Après extraction à l’acétate d’éthyle. 
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Figure 3.44 : Analyse de la protéine à différentes étapes de l’hydrogénation 

catalytique de l’acide α-acétamidoacrylique. 1 = Complexe [Rh(COD)(Biot-1)] 

/ streptavidine dans l’eau + 10 % DMSO ; 2 = Milieu réactionnel de la catalyse 

avant hydrogénation ; 3 = Milieu réactionnel après 15 h de catalyse ; 4 = phase 

aqueuse de l’extraction à l’acétate d’éthyle ; + = protéine seule. D = Conditions 

dénaturantes ; ND = Conditions non dénaturantes. 
 

 Il apparaît que la protéine est tétramérique à toutes les étapes de la catalyse et l’on peut 

penser qu’elle est fonctionnelle malgré les modifications chimiques qu’elle subit (voir paragraphe 

précédant). 

 

6.1.4 Dénaturation thermique du complexe streptavidine / [Rh(COD)(Biot-1)] 

 Dans l’article Skander et al (2004), une étude de l’évolution de la catalyse en fonction de 

la température est présentée. Le taux de conversion est de 100 % pour des températures 

supérieures à 20 °C. En revanche, l’excès énantiomérique décrit une gaussienne avec un 

maximum pour 20-30 °C (ee = 94 %). Deux hypothèses peuvent être formulées, soit le complexe 

biotinylé se dissocie de la protéine à haute température, soit la protéine subit une modification 

structurale provoquant un changement de position du rhodium et une plus grande accessibilité de 

celui-ci. 
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 Une étude de la cinétique de l’hydrogénation de l’acide α-acétamidoacrylique montre que 

la réaction est totale au bout de 20-25 minutes avec le complexe [Rh(COD)(Biot-1)] (Myriem 

Skander, communication personnelle). Une analyse de la dénaturation thermique de la 

streptavidine wild-type en présence du complexe  [Rh(COD)(Biot-1)] dans le milieu de catalyse 

avant hydrogénation, montre qu’au bout de 20 minutes, la protéine est tétramérique jusqu’à 90 °C 

(Fig. 3.45). Dans les mêmes conditions, la streptavidine seule apparaît sous forme monomérique 

à 72 °C (voir paragraphe 5.6.1). Ceci suggère une protection thermique de la streptavidine par 

[Rh(COD)(Biot-1)]. Autrement dit, le large groupement diphénylphosphine / rhodium / COD, 

n’empêche pas la fixation de la partie biotinylée du complexe et cette fixation reste effective le 

temps nécessaire pour que la catalyse soit totale quelque soit la température de la réaction. 

 

Figure 3.45 : Dénaturation thermique du complexe Streptavidine / [Rh(COD)(Biot-1)]. 
 

 L’évolution de l’excès énantiomérique ne s’explique donc pas par une dissociation 

complexe catalytique / protéine. L’effet de la température sur la catalyse est probablement du à 

une modification de la structure de la protéine induite par une agitation thermique. La seconde 

sphère de coordination du métal est donc changée. 

 



143 

 

6.2. TRANSFERT D’HYDROGÉNATION CATALYTIQUE 

 Ces travaux ont fait l’objet d’un article (Annexe 5 : Letondor et al, 2005), la synthèse des 

complexes et les catalyses ont été effectuées par M. Christophe Letondor. Tout comme pour 

l’hydrogénation catalytique, des analyses sur SDS-PAGE montrent que la protéine est sous forme 

de tétramère en fin de catalyse. De même, des expériences de dénaturation thermique en 

conditions non-dénaturantes ont montré que le monomère apparait à 82 °C et que le tétramère ne 

disparaît qu’au dessus de 100 °C (non montré). 

 

6.3. OXYDATION CATALYTIQUE 

 Un article a été publié sur ces travaux (Annexe 6 : Thomas et al 2005). La catalyse a été 

effectuée au laboratoire par le Dr. Christophe Thomas à l’aide de complexes catalytiques 

préparés par M. Christophe Letondor. Le gel d’analyse a été réalisé par moi-même.  

 

7. TESTS DE FONCTIONNABILITÉ DES MUTANTS PAR MINICULTURE 

7.1. NÉCESSITÉ DE CE TYPE DE TESTS 

 Comme il a été vu précédemment, les différents mutants de la streptavidine apportent une 

grande diversité dans les résultats de catalyse qui se traduit parfois par une augmentation du taux 

de conversion ou de l’excès énantiomérique. Malgré tout, lors du « design » d’un mutant, ses 

propriétés et notamment sa fonctionnalité sont difficilement prévisibles. En désignant certains 

mutants comme N81P, N85P ou S112G-T123G, nous ne nous attendions pas à obtenir une 

protéine dont les propriétés soient proches du wild-type, mais nous ne nous attendions pas non 

plus à obtenir deux mutants totalement non fonctionnels. De même, comment prédire qu’un 

mutant comme P64G soit aussi fonctionnel malgré la nature de la mutation qu’il porte ? 
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 A long terme, il est prévu dans le groupe de générer des librairies de mutants aléatoires 

obtenus soit par « error prone PCR », par DNA shuffling des séquences de l’avidine et de la 

streptavidine ou par insertion de cassettes de séquences dégénérées au sein du gène (voir § 9 et 

10). Il apparaît donc crucial d’obtenir un moyen de tester la fonctionnalité des mutants générés. 

De tels tests doivent pouvoir se faire sur un extrait cellulaire ou mieux à l’échelle de la colonie, 

dans la mesure du possible, ils doivent être rapide, simple et sans ambiguïté. 

 Dans un premier temps, nous avons développé un test sur l’extrait cellulaire de 

minicultures de 4 mL en utilisant la biotine-4-fluorescéine. L’avantage de cette molécule en plus 

de se fixer à la (strept)avidine, est d’être fluorescente et donc détectable directement sans 

nécessiter de systèmes de révélation « multi-étapes », long et parfois coûteux. Deux méthodes 

d’analyses sont envisagées : le SDS-PAGE révélé par un transilluminateur de biologie 

moléculaire et le lecteur de plaque ELISA. 

 

7.2. ANALYSE PAR SDS-PAGE 

 Ces travaux ont occasionné la publication d’un article dans le journal Electrophoresis 

(voir Humbert et al 2005 en annexe). Une analyse de protection thermique de la protéine par la 

biotine-4-fluorescéine, un comparatif de la limite de détection par UV ou par coloration au bleu 

de Coomassie de la protéine et l’analyse de minicultures y sont présentés. 

 Comme il a été précisé dans le texte de cet article, la nouvelle technique a été appliquée 

sur l’ensemble des mutants que nous possédons. La figure 3.46 montre un gel effectué sur un 

certain nombre de mutants impurifiables ou nécessitant la purification alternative (§ 5.4.3). Seuls 

N81P et N85P ne donnent aucun signal, confirmant ainsi qu’ils sont totalement inactifs. En 

revanche, S112G-T123G donne un résultat positif suggérant une faible activité de ce mutant (voir 
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§ 5.4.3). Les protéines ne sont pas dénaturées dans cette expérience, elles sont stabilisées par la 

biotine endogène de l’extrait bactérien et probablement par la biotine-4-fluorescéine. 

 

Figure 1.46 : Migration de minicultures de 

différents mutants en présence de biotine-4-

fluorescéine révélés par transilluminateur 

UV. + : protéine wild-type non dénaturé ; M : 

protein marker Broad-Range (New-England 

Biolabs). 
 

 La technique développée ici est efficace et relativement peu contraignante, malgré tout, 

elle ne permet pas d’analyser beaucoup d’échantillons à la fois. Aussi, avons nous tenté le même 

type d’analyses par plaque ELISA. 

 

7.3. ANALYSE PAR LECTEUR DE PLAQUES ELISA 

7.3.1. Mise au point de la technique 

 Le principe de cette technique est basé sur la quantification d’extraits cellulaires mise au 

point par Gruber135. On ne peut donc pas travailler avec un excès de biotine-4-fluorescéine 

comme en SDS-PAGE. Il est donc nécessaire de déterminer la concentration optimale de biotine-

4-fluorescéine pour titrer les échantillons, car si l’on obtient d’une manière à peu près 

reproductible 160 à 200 mg de protéine par litre de culture en utilisant un fermenteur, il est peu 

probable que ce soit le cas de bactéries cultivées dans 4 mL de milieu, dans un tube Falcon de 50 

mL et sans aération.  
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 Les extraits bactériens de 4 minicultures sont titrés avec des solutions de biotine-4-

fluorescéine de différentes concentrations. Les mutants choisis sont la protéine wild-type et 

S112G comme positifs, V47G dont le titrage par la biotine-4-fluorescéine est difficile (§ 5.3.2) et 

le plasmide pET3c comme négatif. La biotine-4-fluorescéine à différentes concentrations (1,6 

µM ; 3,2 µM, 8 µM et 16 µM) est ajoutée deux fois. Les courbes de titrage obtenues sont 

montrées figure 3.47.  

 

Figure 3.47 : Détermination de la concentration de biotine-4-fluorescéine à appliquer sur l’extrait 

bactérien des minicultures lors des mesures par lecteur de plaques ELISA. 
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 A faible concentration de biotine-4-fluorescéine (1,6 et 3,2 µM), les courbes de titrages 

sont peu ou pas distinctes et aucune réelle différence n’est observable d’un mutant à l’autre. A 

des concentrations plus élevées, (8 et 16 µM), le quenching de la fluorescence de la biotine-4-
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fluorescéine est parfaitement décelable y compris avec V47G. Par soucis d’économie, la mesure 

est effectuée avec une concentration de 8 µM de biotine-4-fluorescéine. 

 

7.3.2. Résultats obtenus 

 Le titrage par la biotine-4-fluorescéine en lecteur de plaque ELISA est effectué sur la 

fraction soluble de l’extrait cellulaire de l’ensemble des mutants. La figure 3.48 montre les 

courbes obtenues avec certains d’entre-eux (NB : dans tous les cas un contrôle positif est effectué 

avec de la protéine purifiée en large excès, de même, un puits ne contenant que du tampon de 

titrage fait office de contrôle négatif). Ces résultats sont conformes à ce que l’on pouvait attendre 

(y compris pour les mutants non montrés). Globalement plus un mutant est fonctionnel, plus la 

courbe obtenue est proche de celle obtenue avec la protéine wild-type.  
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Figure 3.48 : Analyse par plaque ELISA de minicultures de différents mutants par la biotine-4-

fluorescéine.  

 Cette technique est plus sensible que l’analyse par SDS-PAGE, les courbes obtenues 

semblent corrélées avec les rendements de production. T123G et S112P donnent des bas 

rendements de purification, leur courbe est proche de celle du plasmide vide. De même les 

mutants donnant un rendement de purification élevé ont une courbe proche de celle obtenue avec 
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la protéine wild-type. Une réserve peut toutefois être émise pour le mutant K80G, sa courbe est 

voisine de celle du wild-type, alors qu’il n’est purifiable qu’avec des rendements modestes en 

utilisant la technique alternative de purification.  

 Les deux techniques développées ici (SDS-PAGE et plaques ELISA) sont efficaces et 

permettent d’obtenir des renseignements sur la fonctionnalité des mutants de la streptavidine, 

elles sont faciles à mettre en oeuvre, mais nécessitent de cultiver les cellules en tube de 50 mL (et 

probablement dans des tubes de plus faible volume en réduisant le volume de culture à 1 mL) ce 

qui limite le nombre de clones testés. Il est donc indispensable de développer un crible à plus 

grande échelle. 

 

8. PRODUCTION DES MUTANTS DANS LES PLAQUES DE CULTURES 

 De nombreux protocoles de cultures cellulaires réfèrent aux plaques de culture, y compris 

avec les bactéries31. Dans le laboratoire quelques tentatives de cultures de levures dans ce type de 

plaque ont été effectuées127. Il parait donc intéressant de tenter de cultiver les bactéries exprimant 

la streptavidine dans ce type de boîte.  

 Les 20 mutants de saturation (y compris la protéine wild-type), N81P, N85P et T123G 

ainsi qu’un clone transformé avec un plasmide vide sont cultivés dans une plaque de 24 puits. 

Les conditions de culture sont identiques à celles utilisées en fermenteur en adaptant les volumes. 

L’induction a lieu arbitrairement au bout de 3 heures de croissance et la culture est stoppée après 

2 heures d’induction. Les cellules sont alors centrifugées, puis congelées jusqu’à l’analyse.  

 Une purification grossière est effectuée (reprise des cellules dans le tampon de 

resuspension 2 contenant de la DNase I), puis les corps d’inclusions sont éliminés par 

centrifugation. Un aliquote de la fraction soluble est transféré dans une plaque ELISA 96 puits et 
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les différents échantillons sont titrés par la biotine-4-fluorescéine diluée à une concentration de 8 

µM. Les résultats obtenus sont très similaires à ceux obtenus par la même mesure effectuée sur 

l’extrait bactérien des minicultures de 4 mL. 

 Ce crible présente plusieurs avantages : 

i) Il est à haut débit. 

ii) Il s’agit comme précédemment d’un test à révélation directe. 

iii) L’exploitation des données sous forme de courbes permet d’effectuer une quantification 

grossière de l’extrait cellulaire. 

iv) Seulement un quart de l’extrait est utilisé pour la mesure et l’on peut parfaitement envisager 

d’utiliser les trois quarts restants pour effectuer une catalyse « in vivo ». 

 La même expérience tentée en cultivant les cellules dans une plaque ELISA de 96 puits, 

ne donne pas de résultat satisfaisant. Les volumes mis en jeu (180 µL) sont trop faibles pour 

obtenir une agitation convenable des cellules. En effet, ces dernières ont tendance à rester au fond 

du puits plutôt que d’être en suspension homogène. De plus, ce type de plaque ne dispose pas 

d’un système d’aération ad-hoc comme c’est le cas dans les plaques de culture. Seul un mutant 

sur deux donne le résultat attendu. 

 En utilisant une plaque de 48 puits (850 µL de culture), les résultats sont meilleurs, mais 

pas aussi nets qu’avec une plaque de 24 puits.  

 

9. MUTANTS 24-25-26 

 Lors du « design » des différents mutants, nous nous sommes principalement concentrés 

sur les boucles adjacentes au site de fixation de la biotine. La mutagenèse de saturation en 

position 112 apporte des résultats intéressants en termes de catalyses et en termes de propriétés 
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biologiques. Malgré tout, aucune métalloenzyme ne permet d’obtenir une conversion et excès 

énantiomérique de > 99,9 %. Il paraît d’ailleurs peu probable qu’elle soit obtenue par une simple 

mutation, surtout en l’absence de structure cristallographique de la protéine complexée avec un 

catalyseur biotinylé. Il est donc nécessaire d’obtenir une librairie de mutants plus large. 

 L’« error-prone-PCR » le plus souvent complétée par la mutagenèse de saturation, a de 

nombreuses fois fait ses preuves en termes d’enrichissement énantiosélectif28,31. Cette approche 

présente toutefois quelques désavantages. Des insertions ou des délétions de bases peuvent se 

produire et générer des protéines totalement inactives par décalage du cadre de lecture, de même, 

les acides aminés importants dans l’activité de la protéine ou son repliement peuvent être 

substitués. Ces contraintes nécessitent un criblage à haut débit avec une faible proportion de 

positifs28,31.  

 Le remplacement des zones codantes pour les boucles adjacentes au site de fixation de la 

biotine (boucles 1,2 ; 3,4 ; 5,6 ; 7,8) par une séquence dégénérée, apparaît comme une solution 

alternative. Une telle substitution évite les problèmes de décalage du cadre de lecture et ne touche 

pas les acides aminés impliqués dans la formation du β-barrel. Toutefois, rien n’indique que cette 

stratégie puisse donner une bonne proportion de mutants fonctionnels. 

 La boucle 1,2 est constituée de l’asparagine 23, de la glutamine 24, de la leucine 25, de la 

glycine 26 et de la sérine 27. Ces 5 acides aminés interagissent soit directement avec la biotine 

(Asn 23 et Ser 27) soit indirectement via leur squelette peptidique (Glu 24, Leu 25 et Gly 26) 

(Figure 3.49).  
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Figure 3.49 : Interactions entre la boucle 1,2 et la biotine. A. A l’échelle du monomère. B. Détail de 

cette interaction.  

 La mutation de l’asparagine 23 et de la sérine 27 entraînent une très forte baisse de 

l’affinité de la protéine pour la biotine92. Ne voulant pas trop perturber cette interaction, nous 

nous sommes focalisés sur les résidus Glu24, Leu25 et Gly26. L’obtention d’une séquence 

dégénérée sur ces trois positions est effectuée par mutagenèse de saturation en appliquant les 

amorces U242526 et L242526 (Fig. 3.50) sur le plasmide pET11b-SAV. 

 U242526 : 
5’ CCGGCACCTGGTACAACnnsnnsnnsTCGACCTTCATCGTGACCGCGGGC 3’ 
 
L242526 :  
5’ CGATGAAGGTCGAsnnsnnsnnGTTGTACCAGGTGCCGGTGATGCCGGC 3’ 
 

Figure 3.50 : Amorces utilisées pour générer 8 000 mutants par saturation des positions 24, 25 et 26. 
 

 Les bactéries de production sont transformées par le produit PCR. Les clones obtenus 

sont repiqués sur milieu sélectif (en vue d’effectuer un glycérol stock des positifs) et mis en 

culture dans les plaques 24 puits. L’analyse est effectuée par lecteur de plaque ELISA et chaque 

clone positif est séquencé. 
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 A l’heure actuelle, seules la PCR mutagène et la transformation des bactéries 

BL21(DE3)pLysS ont été effectuées. Le produit de PCR apparaît à la bonne taille sur gel 

d’agarose et les plasmides générés sont transformants. 

 

10. « REDESIGN » DU GÈNE 

10.1. BUT DU « REDESIGN » 

 La substitution de la boucle 1,2 par une séquence dégénérée est rendue possible par une 

mutagenèse de saturation de trois résidus successifs, mais il semble plus difficile d’appliquer 

cette technique sur des séquences plus longues (en comptant large : 8 résidus pour les boucles 3,4 

et 5,6 en éliminant les sérines 45 et 88 ; 12 pour la boucle 7,8). De plus, nous désirons préserver 

l’asparagine 49 et le tryptophane 120 afin d’assurer un minimum d’affinité pour la biotine aux 

mutants générés. Il semble donc préférable de définir des cassettes délimitées par de sites de 

restriction au sein des séquences du gène codant pour les brins β plutôt que de tenter la 

mutagenèse de saturation. Ces sites doivent être uniques sur la totalité du plasmide pET11b-SAV. 

 

10.2. STRATÉGIE UTILISÉE 

 Dans un premier temps, la séquence du gène est soumise au site « web cutter » 

(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/index.html) spécialisé dans l’analyse de restriction des 

séquences d’ADN, en sélectionnant les enzymes ne coupant pas le plasmide pET11b vide (en 

l’occurrence AflII, AgeI, AscI, AvrII, BaeI, BseRI, BsrGI, Bsu36I, DraIII, FseI, KpnI, MunI, 

NcoI, NotI, NsiI, NspV, PacI, PmeI, PmlI, RleAI, RsrII, SacI, SacII, SalI, SexAI, SfiI, SgfI, 

SmaI, SnaBI, SpeI, SrfI, Sse8371I, StuI, SunI, SwaI et XhoI)137, à l’exception de SnaBI 
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fortement déconseillée pour les clonages (Dr Gabor Jakab, communication personnelle), et de 

BseRI dont la coupure est mal définie.  

 Par chance, 5 sites uniques sur les 8 requis pour encadrer les 7 boucles parmi les enzymes 

testées sont « naturellement » présents dans les séquences codantes pour les brins β (Fig. 3.51). 

SexAI est présent dans le brin β 1, SacII dans le deuxième, AgeI dans le n°4, PmlI dans le n°6 et 

DraIII dans le n°7. Il ne reste qu’à trouver un site à insérer dans les brins β 3, 5 et 8 (ou dans la 

partie N-terminale).  

 

Figure 3.51 : Sites de restriction naturellement présents dans le gène. La séquence du T7-tag apparaît 

en noir, les sites de restrictions sont surlignés en jaune et leur nom apparaît en italique, les acides 

aminés impliqués dans les boucles apparaissent en rouge, ceux dans les brins β en vert et l’hélice α 

apparaît en violet. 

 

 1                 T7-tag           10                                      20 SexAI                                30 
 M   A   S   M   T   G   G   Q   Q   M   G   R   D   Q   A   G   I   T   G   T   W   Y   N   Q   L   G   S   T   F   I   V   T    
ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CAG GCC GGC ATC ACC GGC ACC TGG TAC AAC CAG CTC GGC TCG ACC TTC ATC GTG ACC  
 
SacII                       40                                      50                           AgeI       60 
 A   G   A   D   G   A   L   T   G   T   Y   E   S   A   V   G   N   A   E   S   R   Y   V   L   T   G   R   Y   D   S   A   P   
GCG GGC GCC GAC GGC GCC CTG ACC GGA ACC TAC GAG TCG GCC GTC GGC AAC GCC GAG AGC CGC TAC GTC CTG ACC GGT CGT TAC GAC AGC GCC CCG 
 
            70                                              80                                      90  PmlI 
 A   T   D   G   S   G   T   A   L   G   W   T   V   A   W   K   N   N   Y   R   N   A   H   S   A   T   T   W   S   G   Q   Y  
GCC ACC GAC GGC AGC GGC ACC GCC CTC GGT TGG ACG GTG GCC TGG AAG AAT AAC TAC CGC AAC GCC CAC TCC GCG ACC ACG TGG AGC GGC CAG TAC 
 
            100                      DraIII         110                                     120 
 V   G   G   A   E   A   R   I   N   T   Q   W   L   L   T   S   G   T   T   E   A   N   A   W   K   S   T   L   V   G   H   D   
GTC GGC GGC GCC GAG GCG AGG ATC AAC ACC CAG TGG CTG CTG ACC TCC GGC ACC ACC GAG GCC AAC GCC TGG AAG TCC ACG CTG GTC GGC CAC GAC 
 
    130                                     140                                     150                                 159 
 T   F   T   K   V   K   P   S   A   A   S   I   D   A   A   K   K   A   G   V   N   N   G   N   P   L   D   A   V   Q   Q  STOP 
ACC TTC ACC AAG GTG AAG CCG TCC GCC GCC TCC ATC GAC GCG GCG AAG AAG GCC GGC GTC AAC AAC GGC AAC CCG CTC GAC GCC GTT CAG CAG TAG  

 

 Dans un deuxième temps, une traduction inverse (back-translation) de la séquence de la 

protéine est effectuée (Fig. 3.52). La séquence d’ADN obtenue est de nouveau soumise au web 

cutter. Les enzymes dont les sites déjà présents dans le gène sont exclues de la sélection. De plus, 

la présence de PmlI dont la coupure se fait en bouts francs, oblige d’exclure également PmeI, 

StuI et SwaI qui elles aussi, coupent en bout francs.  
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            NsiI                                            SexAI       MunI  
atggcnwsnatgacnggnggncarcaratgggnmgngaycargcnggnathacnggnacntggtayaaycarytn base pairs 
taccgnwsntactgnccnccngtygtytacccnkcnctrgtycgnccntadtgnccntgnaccatrttrgtyran 1 to 75 
                                                           KpnI             
                                                                            
                                                                        
   SalI KpnI                      SfiI SacI       KpnI                      
ggnwsnacnttyathgtnacngcnggngcngayggngcnytnacnggnacntaygarwsngcngtnggnaaygcn base pairs 
ccnwsntgnaartadcantgncgnccncgnctrccncgnrantgnccntgnatrctywsncgncanccnttrcgn 76 to 150 
    BsrGI                                         SunI                      
 
                                                                            
    SexAI                                                         Bsu36I    
    AflIII AflIII                      SacI             KpnI  KpnI          
garwsnmgntaygtnytnacnggnmgntaygaywsngcnccngcnacngayggnwsnggnacngcnytnggntgg base pairs 
ctywsnkcnatrcanrantgnccnkcnatrctrwsncgnggncgntgnctrccnwsnccntgncgnranccnacc 151 to 225 
    SpeI                                                          AvrII     
        BseRI                                                               
                                                                            
                                                                            
                                              SexAI                      BseRI 
acngtngcntggaaraayaaytaymgnaaygcncaywsngcnacnacntggwsnggncartaygtnggnggngcn base pairs 
tgncancgnaccttyttrttratrkcnttrcgngtrwsncgntgntgnaccwsnccngtyatrcanccnccncgn 226 to 300 
                                                                            
                                                                            
                               SpeI                                         
                              BseRI      KpnI        AflIII    SalI  SpeI   
gargcnmgnathaayacncartggytnytnacnwsnggnacnacngargcnaaygcntggaarwsnacnytngtn base pairs 
ctycgnkcntadttrtgngtyaccranrantgnwsnccntgntgnctycgnttrcgnaccttywsntgnrancan 301 to 375 
                               AflIII                    NsiI   BsrGI       
                                 Bsu36I                                     
                                                                            
        AflIII              NcoI         MunI             SfiI              
ggncaygayacnttyacnaargtnaarccnwsngcngcnwsnathgaygcngcnaaraargcnggngtnaayaay base pairs 
ccngtrctrtgnaartgnttycanttyggnwsncgncgnwsntadctrcgncgnttyttycgnccncanttrttr 376 to 450 
                            AvrII          NsiI                             
                                                                            
 
                  BsrGI          
ggnaayccnytngaygcngtncarcartrr  base pairs 
ccnttrggnranctrcgncangtygtyayy  451 to 480 
             

Figure 3.52 : Analyse de restriction du gène après traduction inverse. b = c,g,t ; d = a,g,t ; 

h = a,c,t ; k = g,t ; m = a,c ; n = a,c,g,t ; r = a,g ; s = c,g ; v = a,c,g ; w = a,t ; y = c,t.  

 Les enzymes AflII, AscI, FseI, NotI, NspV, PacI, RsrII, SgfI, SmaI, SrfI, Sse8387I, et 

XhoI ne coupent pas le gène quelque soit la combinaison des codons utilisés. Le tableau 3.11 

montre la position et la séquence reconnue par les enzymes restantes. Un certain nombre de sites 

est éliminé pour ne pas modifier la séquence du T7-tag de manière à pouvoir hybrider l’amorce 

SAV-EcoF sur le gène (Tableau 3.11, positions en gras et italique).  

 Enzyme Positions Séquence reconnue
AvrII                                        216 403 c/ctagg   
BsrGI 79 364 468 t/gtaca
Bsu36I 216 333 cc/tnagg
KpnI 6  59 80 125 206 212 341 ggtac/c

MunI 70 416 c/aattg
NcoI 403 c/catgg
NsiI 10  357 418 atgca/t

SacI 114 189 gagct/c
SalI 78 363 g/tcgac            
SfiI 109 433 ggccnnnn/nggcc
SpeI 154 331 369 a/ctagt
SunI 125 c/gtacg

Tableau 3.11 : Positions 

possibles des sites de 

restriction. Les sites situés 

dans le T7-tag sont en 

italique et en gras, les sites 

occasionnant un changement 

d’acide aminé sont barrés. 
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 De plus, le web cutter tient compte de la séquence dégénérée sans tenir compte de l’acide 

aminé codé. Ainsi, certains sites déterminés ne sont pas valables. La sérine est par exemple, 

codée par le codon dégénéré WSN (W = A ou T ; S = C ou G ; N = A, C, G ou T) et non pas par 

AGK (K = G ou T) + TCN. La séquence WSN inclue également les codons AGR (R = A ou G); 

ACN ou TGN qui coderont pour un autre acide aminé ou un codon stop (l’arginine pour AGR ; la 

thréonine pour ACN ; le tryptophane pour TGG ; STOP pour TGA ou une cystéine pour TGY ; Y 

= C ou T). La Figure 3.53 montre deux possibilités de générer un site KpnI, l’une respecte la 

séquence protéique, l’autre substitue la sérine 69 par une thréonine. Un certain nombre de 

positions est ainsi éliminé (Tableau 3.10, sites rayés), dont les sites NcoI. 

            KpnI    KpnI 
T66 D67 G68 S69 G70 T71 A72 L73 
            Thr 
ACC GAC GGC AGC GGC ACC GCC CTC 
  G   T   G   T   G   G   G   G 
  A       A TCG   A   A   A   A 
  T       T   C   T   T   T   T 
              A             TTA 
              T               G 
 

Figure 3.53 : Exemple de site générant un changement 

d’acide aminé dans la séquence. Le site KpnI générant 

une mutation est surligné en jaune, celui n’en générant 

pas est en vert. 

 

 La carte résultante du gène est montrée sur la figure 3.54. La séquence définitive porte les 

sites naturels. KpnI est éliminée à cause des coupures aspécifiques qu’elle peut générer152. SunI 

(= BsiWI) reste donc la seule possibilité en β3. L’enzyme AvrII étant déjà présente au 

laboratoire, est préférée à Bsu36I en β5. En β8-Cterminal, le choix de MunI (= MfeI) imposé par 

sa position (SpeI est trop proche de la boucle 7,8 ; SfiI et BsrGI en sont trop éloignées).  
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Figure 3.54 : Carte de restriction du gène après élimination des sites inintéressants. Les 

enzymes finalement sélectionnées apparaissent dans la partie du bas.  

 La Figure 3.55 montre l’alignement de la séquence initiale et de la séquence finale 

d’ADN. Il apparaît que seulement 4 mutations sont nécessaires pour générer les 3 nouveaux sites 

de restriction : une pour SunI, une pour AvrII et deux pour MunI. L’alignement des deux 

séquences de protéine est parfait, aucun changement d’acide aminé n’a été généré (non montré). 

Quant à analyse de restriction du nouveau gène, elle montre que les 8 enzymes choisies ne le 

coupent qu’une seule fois. 

                                                                                 SexAI 
 M   A   S   M   T   G   G   Q   Q   M   G   R   D   Q   A   G   I   T   G   T   W   Y   N   Q   L   G   S   T   F   I   V   T    
ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CAG GCC GGC ATC ACC GGC ACC TGG TAC AAC CAG CTC GGC TCG ACC TTC ATC GTG ACC  
ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CAG GCC GGC ATC ACC GGC ACC TGG TAC AAC CAG CTC GGC TCG ACC TTC ATC GTG ACC  
 
SacII                                  SunI                                                      AgeI 
 A   G   A   D   G   A   L   T   G   T   Y   E   S   A   V   G   N   A   E   S   R   Y   V   L   T   G   R   Y   D   S   A   P   
GCG GGC GCC GAC GGC GCC CTG ACC GGA ACC TAC GAG TCG GCC GTC GGC AAC GCC GAG AGC CGC TAC GTC CTG ACC GGT CGT TAC GAC AGC GCC CCG 
GCG GGC GCC GAC GGC GCC CTG ACC GGA ACG TAC GAG TCG GCC GTC GGC AAC GCC GAG AGC CGC TAC GTC CTG ACC GGT CGT TAC GAC AGC GCC CCG 
 
                               AvrII                                                                     PmlI   
 A   T   D   G   S   G   T   A   L   G   W   T   V   A   W   K   N   N   Y   R   N   A   H   S   A   T   T   W   S   G   Q   Y  
GCC ACC GAC GGC AGC GGC ACC GCC CTC GGT TGG ACG GTG GCC TGG AAG AAT AAC TAC CGC AAC GCC CAC TCC GCG ACC ACG TGG AGC GGC CAG TAC 
GCC ACC GAC GGC AGC GGC ACC GCC CTA GGT TGG ACG GTG GCC TGG AAG AAT AAC TAC CGC AAC GCC CAC TCC GCG ACC ACG TGG AGC GGC CAG TAC 
 
                                     DraIII    
 V   G   G   A   E   A   R   I   N   T   Q   W   L   L   T   S   G   T   T   E   A   N   A   W   K   S   T   L   V   G   H   D   
GTC GGC GGC GCC GAG GCG AGG ATC AAC ACC CAG TGG CTG CTG ACC TCC GGC ACC ACC GAG GCC AAC GCC TGG AAG TCC ACG CTG GTC GGC CAC GAC 
GTC GGC GGC GCC GAG GCG AGG ATC AAC ACC CAG TGG CTG CTG ACC TCC GGC ACC ACC GAG GCC AAC GCC TGG AAG TCC ACG CTG GTC GGC CAC GAC 
 
                                           MunI 
 T   F   T   K   V   K   P   S   A   A   S   I   D   A   A   K   K   A   G   V   N   N   G   N   P   L   D   A   V   Q   Q  STOP 
ACC TTC ACC AAG GTG AAG CCG TCC GCC GCC TCC ATC GAC GCG GCG AAG AAG GCC GGC GTC AAC AAC GGC AAC CCG CTC GAC GCC GTT CAG CAG TAG 
ACC TTC ACC AAG GTG AAG CCG TCC GCC GCC TCA ATT GAC GCG GCG AAG AAG GCC GGC GTC AAC AAC GGC AAC CCG CTC GAC GCC GTT CAG CAG TAG 
 Figure 3.55 : Alignement de la séquence initiale (en rouge) et de la séquence finale (en bleu). Les sites 

de restriction sont soulignés, les mutations à générer sont surlignées en vert.  

 Les 6 amorces dessinées pour insérer les 3 sites sont montrés sur la figure 3.56.  
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USunI : 
5’ CC GGA ACg TAC GAG TCG GCC GTC GGC AAC GCC 3’ 
LSunI : 
5’ GGC CGA CTC GTA cGT TCC GGT CAG GGC GCC GTC GGC 3’ 
 
UAvrII : 
5’ GGC ACC GCC CTa GGT TGG ACG GTG GCC TGG 3’ 
LAvrII : 
5’ CGT CCA ACC tAG GGC GGT GCC GCT GCC GTC GG 3’ 
 
UMunI : 
5’ GCC GCC TCa ATt GAC GCG GCG AAG AAG GCC GGC 3’ 
LMunI : 
5’ CGC CGC GTC aAT aGA GGC GGC GGA CGG CTT CAC C 3’ 

Figure 3.56 : Amorces permettant 

l’insertion des 3 sites de 

restriction, les bases mutées sont 

en minuscules. 

 

 Les PCR mutagènes ont été effectuées avec succès au laboratoire par Melle Anita 

Ivanova et l’insertion des séquences dégénérées est actuellement en cours.  
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CHAPITRE 4 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

 La catalyse asymétrique par une métalloenzyme artificielle nécessite une approche 

combinatoire et un grand nombre d’optimisations. La mise au point de ce type de système 

requiert une grande quantité de protéine et lorsqu’il est optimisé, il nécessite une grande variété 

de mutants. Le système biotine – (strept)avidine s’avère être un matériel de choix de part la haute 

affinité des deux protéines pour la biotine59 pour générer des métalloenzymes capables de 

catalyser des réactions énantiosélectives44,45,158. 

 Dans ce travail, la production et la purification de la streptavidine par E. coli ont été 

optimisées jusqu’à obtenir une protéine pure à plus de 95 %, active à quasiment 100 % et ce, à 

l’échelle du gramme. De telles quantités ont permis tous les criblages nécessaires à la mise au 

point et à la reproductibilité des catalyses. 

 30 mutants en plus de la protéine wild-type ont été générés, 2 sont complètement inactifs, 

8 sont peu actifs et ont nécessité de modifier le protocole de purification, 5 sont purifiables avec 

des rendements de purification modestes, mais suffisants pour être exploités à grande échelle en 

catalyse et les 20 autres ont des rendements de purification comparables à ceux de la protéine 

wild-type. La purification des mutants peu ou pas actifs peut être envisagée par des techniques 

alternatives (chromatographie d’affinité d’anticorps dirigés contre le T7-tag137 ou colonne de 

biotine-agarose85). 

 La caractérisation des mutants a mis en évidence certaines modifications structurales 

importantes (mutants monomériques) ou une baisse significative de l’affinité de certains d’entre 

eux pour la 2-iminibiotine. 
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 La diversité des mutants apporte également une grande variabilité des résultats de 

catalyse et permet d’entrevoir un début de compréhension des mécanismes mis en jeu. En termes 

biochimiques, cette diversité a permis le développement d’un certain nombre de criblages de 

fonctionnalité à haut débit des « biotin-binding proteins » en partant de culture de faible volume. 

Ce système est facile à mettre en œuvre, il est rapide et reproductible. Tout est prêt pour 

commencer des expériences d’évolution dirigée du gène de la streptavidine et de DNA-shuffling 

entre les gènes de l’avidine et de la streptavidine.  

 Par ailleurs, des études structurales de la protéine complexée avec un ligand de catalyse 

sont en cours. A terme, elles devraient permettre de mettre en évidence les acides aminés clés 

dans le positionement du métal et d’envisager un « design » rationnel des mutations à apporter à 

la protéine pour améliorer les systèmes mis en place. Une première évolution a d’ailleurs été 

effectuée au travers de l’obtention d’un « recombinant core streptavidin » (en insérant un codon 

stop dans notre séquence par mutagenèse dirigée) afin de mettre en évidence un éventuel rôle de 

la partie C terminale de la protéine sur la catalyse. Si cette partie s’avérait importante, le clivage 

de cette zone sur plusieurs sites choisis est envisageable. De même, l’obtention d’une avidine 

fusionnée à la partie C terminale de la streptavidine devrait apporter des données intéressantes. 

 En outre, l’ingénierie du système biotine – (strept)avidine se tourne vers l’obtention de 

protéines chimériques. Il peut s’agir de chimères avidine – streptavidine par insertion d’une 

boucle précise de l’une des protéines, à la place correspondante de l’autre protéine. Ce type de 

projet a occasionné un travail de diplôme (master) dans notre laboratoire127, mais des études 

équivalentes ont également été menées dans d’autres laboratoires129. Récement Kulomaa et 

Stayton se sont intéressés à l’obtention de chimères avidine – rAVD résistantes à de hautes 

températures et insensibles aux protéases159. Ce type de chimères ainsi que des mutants obtenus 
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par permutation circulaire86,89,90 permettent de mieux comprendre la nature de l’interaction 

biotine – (strept)avidine. Mais tout laisse à penser que ces « biotin-binding proteins » artificielles 

puissent offrir une grande diversité de résultats de catalyse. 

 Beaucoup de travail reste à faire en termes de caractérisation de la protéine et plusieurs 

études sont actuellement en cours, notamment la détermination du point isoélectrique des 

différents mutants, la détermination de leur constante d’affinité pour la biotine ou la biotine-4-

fluorescéine et leur profil de tamisage moléculaire.  

 En termes de catalyse, une réduction des quantités mises en jeu est à l’étude ainsi que 

l’exploitation du criblage à haut débit des mutants. De plus, la mise en place de métalloenzymes 

capables de catalyser de nouvelles réactions comme l’époxydation ou l’oxydation est en cours de 

développement. 

 Enfin, la rédaction de deux nouveaux articles est en projet, l’un portera sur la production 

de la protéine et la purification alternative ; l’autre sur la technique de criblage des mutants par 

microplaques de culture. 
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