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Chapitre 4 INTRODUCTION 1

1. |ntroduction

1.1 Avent-propos

Depuis prés d’'un demi-sidcle, I'évolulion conduit les sciences neturelies vers une plus
grande interdisciplinerité. Les nouvelles disciplines hybrides, comme la chimie
bicorganigue ou bioinargenique, ant une place de plus en plus grande dans le monde de
la recharche. Preuve en est le création de leurs prapres sociétés. Cea disciplines ont
comme offet positif d'abelir des barridres entre les domaines et d'en réunir les
chercheurs.

Elles mettent, entre autres, au profit de la synth&se chimique une partie de la batterie
enzymetique des systdmes vivants. Elles permettent d'epprocher le niveau maoléculaire
de procesaus aussi complexes que la phatasynthése, le phosphorylation axydative au la
fixation d'azote, etc...

Une approche fréquemment utilisée est basée sur l'emploi de modéles. Le sysiéme
neturel est en effat généralement trop compliqué pour qu'il soit possible d'en étudier une
propriété isolée. Des systémes ertificiala ou semi-artificiels -Intégrant un &lément neturel-
de structure simple sant synthétisés afin de reproduire une propriélé particulidra du
systéme naturel, dont 'étuds sera alars plus facile.

Suite au progrés du génie géndtique et paralldlement & I'emploi de modéles, ces
dernidres années volent la généralisation de l'ulilisation de mutants des systémes
naturels. Mutants et modéles semi-artificiels permettent une apprache combinée des
prablémes, en veriant & la fais la partie artificialle et naturelie du systéme &tudié.

1.2 Buts du travaif

1.2.1 Trensfort d'électren

Une des carectéristiquea les plus importantes des systdmes enzymatiques est leur
stéréosélectivité [1).

Ce projet concarne Pétude des inferactions chirales qui ont !iéu 3 linterface d'une
molécule de protéine et d'un petit réactif aptiquement ectif. La nature et 'impartance de la
reconnalssenca maléculaire sont é&tudides en mesurent le cinédtique du transfert
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d'électrons entre la plestocyenine, une protdine de cuivre bleu, et des complexes
métaliiques optiquement actifs.

La stéréosélectivité du transfert d'électrons se traduit par una différence dens les vitesses
de réduction entre los deux énantioméres selan les équations (1.1) et (1.1

k
PcCu(ll) +A ML ~—2—— PcCu(l) + A -M{HIIL (1.1)
PeCu(t) +A ML LI PcCu(l) +A -MOIBL — (1.19

L'évaluetion de cette stéréosélectivité est donnée par le repport ka / ka qui, & son tour

est une expression de la différence de I'énergie d'activation AG'. Le promier transfort
d'électron stéréosélectif 8 616 observé entre la plastocyanina et ies complexes de fer(N)
optiquement ectifs A-[Fe"(S,8)-alamp) et A{Fe"(R,R)-alamp] per Bemeusr ot Seuvein [2].
Les complexes formés é partir des ligends développés par le groupse Bemsusr ont montré
&gelement un tel comportement avec d'autres métalloprotéines. Le transfert d'électron est
en offet stéréosélectif lors de la réduction du cytochrome ¢ en présence des complexes
de fer(ll) formé per les ligands phemp, alamp et promp [3] ainsi que lors de l'oxydstion de
te ferrédoxine per les complexas de cobalt(!ll) formés par les ligends elemp et promp [4].
Pour cas trois systémes, des mesures en fonction de la température ont montrd un
phénoméne compensetoire dans las veriations de l'enthalpie et de I'entropie d'activetion.
En effet, I'énantiomére possédant la plus faible enthalpie d'activetion posséde &gelement
l'entropie d'activation ia plus négative. Par conséquent, la stéréosélectivitd est fortement
fonction de le température. Ce comportement a été interprété per un AH* éleva, signe
d'una bonne raconnaissence chirale ot d'una liaison plus forte de le peire redox, ca qui

conduit & une plus grende désolvetetion et donc 4 un AS"® plus positif.

Le présent projet se focalise sur l'influenca des modifications (par génle génélique) de le
chiralité de la protéine elle-méme. .

Le transfert d'électrons entre la plastocyanine et des réectifs neutres ou chergés
négéetivement prend placa, dans une poche hydrophobe (the remote aite) située eu
"sommel” de le molécule, & quelque 6 A de Fatome de cuivre, meis sens contect direct
avec ce dernier. Leucine 12, un des acides eminés localisé prés du centre de le poche et
qui est en contact avec ie photosystéme | (PS 1), sera remplecéd per génie géndtique.
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Le détermination des paremétres d'ectivation (AH# et AS#) des réactions de ftransfert
d'dlectrons avec des plestocyenines modifiées génétiquement et des réactifs optiquement
aclifs pourra donner un meilleur apergu des exigences énergétiques des réactions de
transfert d'électrons faisant Intervenir des biomolécules, spécialement en respectent
limportance du réarrangsment du solvant.

1.2.2 Stabilité du site de coordination du cuivre de la plastocysnine en présence
dimidezole

Le treveil de Verrardo a montré que la plastocyanine réagit en présence d'imidezole (im)
selon I'équstion (1.2), [5).

Pe(Cu™ + 2im ——— [Pe(Cu™(im);) +2im ——== ApoPc + Cu(im)¢ (1.2)

Le ligend imidazole prend la place des scides aminés lient le cuivre dens le
plastocyenine. Il en résulte un équilibre de répartition du cuivre entre I'epoprotéine et
l'imidazole.

Il g'egit Ici de déterminer I'impact des différentes mutations sur la stabilité de e
plestocyaning en présanca d'imidazole, ainsi que sur la cinélique des deux équilibres de
I'équetion (1.2).

1.3 Description du systéme

1.3.1 Plastocyanine

Permi les réactions biclogiquement importantes, le transferi d'$lectrons (TE) tient une
{rés grande place (photosynihése, phosphorylation oxydative...), car il est é la base de la
production de I'énergie, sens laquelle il n'y e pes de vie. Généralement, ces réactions se
composent d'une suite de TE en cascade, I'électron étent trensféré d'une protéing (ou
d'un complexe protéique) fixé dans une membrane 4 une autre protéing fixe (ou un
complexs protéique) par l'intermédiaire d’'une série de transporteurs d'électrons.

La plestocyanine est le mieux caractérisée de le classe des patites protéines bleues, qui
regroupe entre autre I'azuring, |a pseudoazuring et 'smicyanine [6]. Son nom provient de
sa couleur bleue st de sa localisetion dans le chloroplaste. Son réle spécifique est de
particlper, comme trensporteur d'électrons, & la photosynthése des plantes vertes [7],
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photosynthase dita oxygénique, libdrant de loxygéna par I'ection du photosystdma Il (PS
1) sur deux moléculas d'sau. '

La plastocyanine n'sppereit pes dens le pramiar processus pholosynthétique
{anoxygénique) élabord par les bactérias, ol la source d'électron pour le PS | n'est pas
'aau mais des composds organiques ou inorganiques rdduits, comme Pacide mallqus,
l'aclde acétiqus, la méthanol, 1a sulfura dhydrogéne (H.S) ou I'hydrogane (H,). Ca n'est
qua plus tard que les bactérias ont dévaloppé avec le PS 1l la capacitd d'oxydar I'sau.
Cetta capacité offre aux organismas photosynthétiquaa un plus large spectra da milleux
colonisablas, I'sau étant un composé ubiquiste.

Sulte & la premléne isolation at description de la plastacyanine de I'algus bleus Chiorella
affipsofdaa par Katoh en 1960 {8], ia structura primalre da la protéina a été déterminde
pour plus de trente espdces de plantes supérieures, d'alguas vertas et de bactérias
photosynthétiques. L’homologie antra ces différentes plastocyanines est astimée en
comparant fo nombra d'acldas aminés consarvés. Les simllitudes antra les plastocyaninas
das plantes gont trés nombreusae, La comparalson des plastocyanines de 67 plantes
montre B4 acides aminda consarvés sur un tofal de 99. Capandant, la séquance de I3
plastocyanina de trols algues est considérablamant moina consarvés. La forle homologia
et la présanca de nombreux acides aminés invariablament conservés indiquent que la
conformation doit 8tra essantlella pour la fonctionnemant da la protéina,

Boultar at al. (1977) [9] Guss at Freamann (1983) [10} Sykas {1985,1991) [11,12] at
Briggs et al. (1990} {13] ont compilé Pansembla da séquances connuas de plastocyanine.

1.3.1.1 Bdle biologique

Dans les plantas supérisures, les réactions primalres da la photosynthése ont feu dans la
mambrane du thylacolde & Pintériaur du chlgroplasta (Fig. 1). On appaile *réactions
primalras” los étapes lides & la production d'énargls, las “réactions ascondalres” étant
collas du processus de fixation du CO,. Différants complexgs protélquas aont enchaseés
dans la membrana thylacoidala, las trois principaux compiaxes sont la photosystéme Ui, ia
cytochrome bg# et le photosystéma . lis n'interagissent pas directemant maia via de
patits transporteurs d'élactron. La liaison antra la cytochroma et le PS [ ¢st assurée par la
plastocyanina, alors qua PS il at cytochrome sont raliés par des plastoquinonas (Fig 2).
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Membrang du
thylecolde

Membrane exteme

Espsce Intermembranefre

Fig. 1: Coupe echématique d’un chloroplaste.

Flg. 2: Schéma de la membrane d'un thylakoids.

La plastocyanine est une protéine hydroscluble localisée dans le lumen, comme fa
montré Hauska [14]. A laide de réactions d'inhibition, Il e &té6 proposéd que la
plastocyanine soit réduite par le PS |l ot oxydds par Is PS | [15). De plus, étant donné que
le potentlel redox de le plestocyenine est de + 370 mV [16], la position de la protéine doit
dtre trds proche du PS | {Fig. 3). Il ast actuallement établi que la plastocyanine est 1e
donneur d’électron spécifique du PS |, ef que son réducteur est e cytochrome f .
Cependant dans quelques alguss comme Chlsmydomonas et Scenedesmus et chez
plusleures souches de Chicrells, la plestocyanine est remplacée per le cytochrome ¢-553

soluble, st leur milieu est carencé en cuivre [17].
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Fig. 3: La chaine en Z, suite des réections redox de la photosynthése en fonction de E',,

Le centre réactionne! du PS | est organisé en complexes protéines-chlorophylle. Il est
formé de six polypeptides différents numérotés de | & VI selon feur teille (Fig. 4). Le P700
composé de deux sous-unilés | treverse la membrene du thyleccide de pert en pert
Chague sous-unitg contient un accepteur primeire des électrons et environ 20 molécules
de chlorophylles 3, organisées dans une forme semi-cristalline. Les polypeptides IV, V et
VI avec chacun un ¢entre 4Fe-48, servent de relai pour les électrons depuis I'accepleur
primaire jusqu'a la ferrEdoxine et sont situés du cOté externe de le membrene. Le
polypeptide Ill placé du cbté interne de l2 membrane joue, selon Wynn et Melkin [18}, un
réle important dans la reconnaissance du site da réaction pour le plastocyanine. En effat,
lorsgu'il est absent, le transfert d'élactrons enire la piastocyanine et le P70 n'a plus lieu.

Des éludes de réactivitt entre une plastocyanine medifidée (chimiquement ou
géndtiquement) [12,19] et ses parteraires redox (Cyt f et PS 1) ont montré le réle
prépondérant des interactions électrostatiques pour un trensfert d'électron efficece. Ces
études ont également démontré lexistence de deux sites de lizison (edjecent site et
remote site) pour les partenaires de le plastocyanine.
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Ferrédoxine

Extériour

Intérigur

Plastocyanine

Fig. 4: Moddle du centre de réaction du PS I, structure et fonction.

1.3.1.2. Structure

La plastocyanine est une protéine cuivre bleu (type 1) de 99 acides aminés (Fig. 5) soit
environ 10 kD [20] et 40 x 32 x 28 A.

VEVLLGGGDG SLAFLPGDFS VASGEEIVFK
NNAGFPHNVV FRDEDEIPSGY DAAKISMSEE
DLLNAPGETY KVTLTEKGTY KFYCSPHQGA
GMVGKVTVN

Fig. 5: Structure primaire de la Pc d'épinard:
En gras les ecides aminés ligands du cuivre.
Les résidus de la poche négetive sont soulignés deux fois,
ceux de le poche hydrophobe une fois.

La forme oxydée de la plastocyanina ast caraclénsée per une intense couleur bleua,
comme l'indique le spectre UV/Vis (Fig. 6). La bande d'absorption & 597 nm est
principalement due & un trensfert da charga du ligand sur le métal (S(p)-Cu(dx2-y2)) [21]
mals le forme rédulte n'absorbe pas dans la visible. Toutes les deux ont entra 240 et 300
nm des plcs ot des épaulamants, signature des résidus tyrosine et phénylalanine [11].
Dans catte région Fabsorbance de fa Pc (Cu il) est environ 70% de celle de la forme Pc
(Cul).
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Fig. 6: Spectre UV/Vis de le Pc d'épinard dens I'&tat oxydé a) et réduit b).

Une propriélé supplémenteire est son potentiel rédox. La valeur perticulidrement élevée
(E'g Pc - Cu(h/Cu(ll) = + 372 mV) [22], comparée & celle du cuivre en solution agqueuse
(Eq Cu(tyCu(ll) = + 170 mV) est due é la géométrie spéciala du centre de coordination du
cuivre. Le pH a une certaine influance sur les propriétés redox de la protéine. Dens le
domaine de pH de 6,5 a 9,5 le potentie! est constant (+ 370 mV) (Fig. 7). En dessous de
pH = 6,5, il augmente lorsque le pH diminue pour stteindre une valeur de + 420 mV 4 pH
= 5 [23) et si la majorité des plastocyanines se dénaturent 4 pH 4, c'est probablement di
4 la protonation des deux histidines 87 &t 37 [12].
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Fig. 7: Varistion du potentiel rédox de la plastocyanine isolée de Petrosefinum sp, (persil)
en fonction du pH.

La structure sux rayons-X de la plastocyanine est désormais établie avec une résolution
suffisamment fine paur pouvoir localiser tous les atomes des chaines letérales des acides
aminés el les liaisons hydrogéne. Cette structure a ét4 établie pour le plaslocyanine de
peuplier oxydée [24], réduite & six pH différents [25], pour I'apo-plastocyenine [26] et 2
Hg-plastocyenine (le cuivre est substitué per le mercure) [27]. Récemment la structure
crystelline de la plastocyanine de l'algue verte Enferomorpha profifere a 6té aussi
déterminée [28]. De plus la structure des apoplastocyanines de Senedesmus obliquus
[29] et du haricot [30] & été &lablie par RMN., La comparaison des conformations
crystallines et en solution montre qu'elles sont quasiment identiques. De plus elles ne
varient que trés peu entre les espéces. On peut se représenter le structure tertigire
comme un cylindre aplati, composé de huit brins {7 feuillets-f et 1 hélice-u) et sept
boucles de connection (B-tum), evec & lextrémité de e molécule un lon métallique (Fig.
8). La faible quentité d'nélices-a observée est en eccord avec le spectra CD (Fig. 9) [31).
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a} B)

Fig. 8: Stucture tertiaire de la Pc de peuplier:
8) Squelette avec mise en évidence des positions importantes pour ¢e travail: L12 et E68.
b} Représentation avec les structuras secondaires (feuillat-f ot hélice-a).

20

mdeg

300 400 500 800 700 800 A [nm]

Fig. 9: Spectre CD de ia plastocyanine d'éplnard native, a) P nt oxydéa (250 & 800 nm)
b) P¢ nt réduite (350 & 800 nm).
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Parml les acides aminés conservés (cf. 1.3.1), il en est quetre qui seé retrouvent dang
foutee les séquences de plestocyanine. Ce sont eux qui ccordonnent le cuivre: Histidine
37, Cystéine 84, Histidine 87 et Méthionine 92 & une distance respective de 0.204, 0.213,
0.210 ot 0.280 nm (Fig. 10). i est remarqueble que ces acides eminds ee eituent dens
seulement daux régions de la structure primeire, positions 37 ot 84 & 92, ce qui Impose
une géométrle Irréguliére au site de coordinetion du cuivre. Elle dérive d'une geométrie
tetraddrele evac une lisison exceptionneiiement longue entre Ie Cu(li) et ls S (Met 92)
[10]. Cette conformetion, responsable des propriétés de la plastocyenine, est stabilisée
per un pont hydrogéne entre le groupe amine de l'ecide aminé conservé Asperegine 38 et
la 8 de la Cystéine 84 {10},
H
N
.\
N
: His 87
Cu »--~ g—Cys84

F/ \s — Met 82

HN
ZF T His 37

Fig. 10 : Schéma du site actif de |a plastocysnine oxydée & pH 7.0.

Le centre métellique est situé dana une poche formée de trois boucles (Fig. 8 b)),
composées en majeure partie d'acides aminés conservés hydrophobes. Au centra de
cette poche hydrophabs, un bord du cycle imidezole de I'Histidine 87 est exposéd au
soivent. C'est le seul résidu du site de coordination qui s'étend su-dassus de le surface et
le site e plus probeble pour un trensfert d'électron. L'électron est alors transféré sur une
distance de 6 A Par ailleurs une séquence conservée de quetre résidus eromatiques
semble perticiper & la suite du transfert des électrons. Elle s’étend & [llintérieur de la
molécule depuis le cheine iatérele de Méthionine 92 ligand ie cuivre jusqu'd le surfece
situde & l'opposé du centre métallique [10]. Le demier résidu de cetfte séquence, Tyrosine
83, ost exposé & Ia surface et entouré de résidus acides (4245, 58, 61) forment einsi une
réglon hydrophile. Des études suggérent qus la transferf des électrong pourralt avalr lisu
de ce site jusqu'a 'atome de cuivre [32] avec comme site de reconneissence le région
hydrophile {négative) {33].
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La compréhension de I'effet d’'un pH bas sur [a structure et !e fonction de la plastocyanina
ast Importante, étant donné que la plestocysnine est locelisée dens le umen du
thylacolds, ou le pH attaint des valeurs d'environ 5, aprés l'illuminetion des chloroplestes
{34). La structure crystalline de la plestocysnine oxydée ne veria pas dans le domaine de
pH de 6 & 4,2 [32]. Par contre, le plestocyening réduite a deux formes [25), qui
prédominent, 'une & pH bas (pH 3,8) &t lautre & pH é&levé (pH 7). A des veleurs
intermédiaires de pH, il existe un mélenge équilibré de ces deux formes. La conformetion
de la forme & pH élevé est presque identique 4 celle de la plasiocyanine oxydée. Le
goométrie tétraddrique distordue el le longue distance Cu-Met 92 sont conservées,
Cependent, dens la forme 4 pH bas, le lisison Cu-His 87 est rompue st I'Histidine est

tourné de 180° eutour de la liaison CP - CY. Celte rupture est le résultet de la protonstion
de 'Histidine 87. Les pK pour Histidine 87 ont élé déterminds par RMN [35] et sont
dépendants des aspéces, Par exemple, le pK de H87 est 4,9 pour I'épinerd et 5,7 pour le
persil. La géométrie de coordinetion du cuivre est elors trigonels plenaire. Elle favorise
fortement I'étet réduit Cu(l), rendant de ce fait celte forma inactive lors des réactions
d'oxydoréduction [11].

Le structure de I'spoplastocyanine [26] indique que seuls cing résidus se repositionnent
par rapport & la structure de I'holoplastocyanine, PCu(ll). Le chengement la plus
intéressent est celui de I'Histidine 87. Bian que se position scit pretiquement la méme

que dens PCu(ll}, le cycle imidazole est tourné de 180° autour de la liaison CB - C7. Le
description de ¢& cycle comme une “porte {ournante” suggére que lincorporation du
Cu(ll) dans I'apoplastocyenine se déroule en deux étepes: tout d'sbord coordination
réversible du cuivre sur 'azote du cycie imidazole en contect avec le eolvant, suivie de la
rotation de ce cycle et de la formation des trois autres lieisons coordinetives. Un tel
mécenisme en deux tepes e &4 indiquéd pour deux protéines bleues similaires, [a
stallacyanine [36] et azurina [37).
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1.3.1.3. Aspects réactionnels

Les études de la rdaction de transfert d'électron impiiquant la plastocyanine ont &6
effoctuées avec plusiours partenaires. Les réactifs utilisés étaient d'une pert des
protéines, partenalres physiclogiques comme le cytochrome f ou ie P700 ou non
physiologiques comme ie cytochrome ¢ [38,39], l'azurine [40] ou fa flavodoxine [41],
d'sutre part de petites molécules inorganiques "modales”.

1.3.1.3.1, Réaclivité avec les partensires physiologiques:

Les partenalres physiclogiques de la piastocyanine sont le Cyt f et le P700 (PS I). Basé
sur la structure de ia protéine et sur ia locallsation des résidus conservés, Colman (1978)
[33) a suggéréd deux chemins possibles pour le TE dans la plastocyanine: un via His 87 et
'autre via Tyr 83, Les résidus conservés au volsinege de ces daux positions composent
deux poches digtinctes: hydrophobe et hydrophile (négative) et suggdrent deux sites de
réaction avec les pareneires physiologiques.

Fig. 11: Modale plein de la poche hydrophile de ia Pc de peuplier.
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La poche hydrophile ast localisée sur le cdté "est” de la moléeule (Fig. 11} et borde le
résidu conservd Tyr 83 [9,12), ce qui limplique dans un des deux chemins du TE
133,42,42]. Elle est composde de deux séries de résidus conservés: Asp 42, Asp 43, Glu
44 ot soit Asp soit Glu en position 59, 60 et 61. Des différences apparaissent avec les
plastocyanines de cyanobactéries et deux plestocyanines sucaryotiques (persil et orge).
Elles ne présentent pas de résidus chergés eux pesitions de la poche hydrophile des
plastecyanines eucaryotes [13]. Cepandant Tyr 83 est conservéd, ce qui indique que le TE
a bien lieu par ¢ette poche mais sans réaction de reconneissance du partensire dirigée
par des charges négatives. Parmi les protéines cuivre bleu, seule I'amicysnine semble
evoir une ella poche negative [44]

La poche hydrophobe est localisée eu "nord" de la molécule et borde His 87, le saeul
ligand du cuivre exposé eu solvant et I site le plus probable du TE (Fig. 12). Elle est
composée d'eu moins huit résidus conservés dans les plestocyanines suceryoliques: Leu
12, Ala 33, Gly 34, Phe 35, Pro 86, Gly 89 et Ala 90 {passés en revue par Sykes, 1991
[12]). I n'y a pas d'acides eminds chargé ou polaires dans cette région de la protéine.

Des différences apparsissent avec les plastocyanines des cyanobacténies, ol le résidu
33 est une Lys et dans una des séquences, la résidu 35 ast polaire. La nature de la
poche hydrophobe est donc différente chez les cysnobacténes. Toutes les protéines
cuivre bleu connues contiennent une poche hydrophoba, bordant I'His ligand du cuivre
axposé au solvant [45].
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Fig. 12: Moddle plein de le poche hydrophobe de le Pe de peuplier.

Les interactions evec e Gyt f et le P700:

Blen que la poche hydrophile soit impllquée dena les interactions evec les deux
pertenaires Cyt fet P700, la preuve de linteraction du Cyt f dens le voisinege de Tyr 83
est le plus forte. En effet, Beoku-Betts et al (1985) [46] montre que des composés
inorgsniques chergés positivernent, spécifiques pour le TE en Tyr 83, sont des Inhibfteurs
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spécifiques de loxydstion du Cyt f par la Pc, ce qui confirme la lieison du Cyt f dans le
poche négative prés de Tyr 83 et suggérs un sita chargé positivemant sur le Cyt £,

Sur la base d'étudas da modifications chimiques par I'éthylénediemine des groupes
carboxyl de la poche négative, Andarson et al (1987) [47] euggéra que la poche négativa
(incluant les résidus 42-45 et 59-61) de la Pc d'épinard est impliquée dans lintarection
avec la Cyt f . Las modifications aux positions 42-45 n'ont pas d'effets sur la réduction du
P700 mais, da maniére intéressante, las modificetions de résidus 59-861 stimulent cetta
réaction. En ralation avec ces résultats, Redinbo at al {1993) [45] suggérent una
association du Cyt f via las résidus 42-45 et 5361 de la poche négative &t une
association du PS | via une interaction dsvec las résidus 53-61. Cette damniére interaction
n'est pas incompatible avec un TE vie His 87 pour la réduction du P700. En effet,
Nardling et al (1991) (48] ont trouvé que e mutant P¢ Leu12Glu montra une affinité trés

réduita pour las particules du PS | et un TE réduit vers le P700*. Ce travail est la
meillaura preuve da la réactivité du PS | avec la Pc au nivau ds le poche hydrophobe, De
plus I'dtude du mutant Tyr83His par Sigfridsson conclua & ce que Tyr83 na prand pas
pert au TE vers le P700 [49].

1.3.1.3.2. Réactivité avac da petites moléculas jinorganiques

C'ast avec des comploxes métalliques qu'il e été possible d'établir la présence de deux
sitas da transfert d'électron dans la plastotyanine. Ces études ont &té rassemblées par
A.G. Sykas, dans daux revues, an 1985 [11] et en 1991 [12].

Les détails da cas dtudes sont repris dans la thése de Varardo. Rappelons tout de méme
que las deux couples rédox las plus utilisés dans las premidras investigations sont
[Fe(CNYI* ' * (410 mV) et [Co{phen)y]™ ' ** (370 mV) (phan = 1,10 phénentrolina). Le
constanta dae vitassa obseérvéa an fonction da le concentration du complaxe cetioniqua
montre un phénoména de saturation, s'expliquant per una association préalsble du
compléexe avec la protdine. Ce r'ast pas @ cas avec le complexa anionigqua. Deuyx autres
études comoborant ce résultat. D'una part, cette association augmente, lorsque le force
lonique diminue, at dispareit dans NaCl 0,5M et d'eutre part un pH ecide bloque f'acchs
per protonstion pour la complaxe cationique sans influencar diractament la réactivité avec
le complexe anfonique. L'utilisation d'un complaxa cationique rédox inactif da chroma(lll)
influance négativament la vitassa du TE avac [Co(phan)y]** sans parturber celui avec
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(Fe{(CN)sJ*. Co qul confirme encore l'existence de deux sites. Des spectres RMN ont
locellsé les complexes rédox inactifs da chromia(lll) & des endroits différents selon al Iis
sont cationiques ou enioniques. La localisation de ces sites par RMN n'ast pas précisse.
Le complexe de Cr™ cationique se locelise aux environs de la poche hydrophile et la
complexe de Cr™ anionique aux environs d'His 87 dans la pache hydrophobe.,

Une localisalion précise du site cationique a &té éteblie per séquencage de la
plastocyanine aprés réduction par un equocomplexe de Cr™. Ce sont les résidus 42 6 45.
Les trevaux de Verardo ont prouvé que I'His B7 aest impliqué dens le TE eve¢ las
complexes Co™(alamp), per des mesuras CD suite eu TE.

1.3.2. Complexes utilisés
D'eprés la thése de Sauvain (50] et cella de Vererdo [5].

Les ligands ulilisés dans ce travail dérivent tous du N,N'-[(pyridine-2,6-diyl} bis
(mathylene)] bis {emino ecid]. Leurs structures, elnsi que celles des complexes qu'ils
forment avec le cobalt{ll}, sont Indiquées dans le figura 13.

8) = l “
Y Sy
H H H H
H;,CINH HNiCHa [ I N N? | ‘3
o0 o/ o) O/ e} O/ 0
glamp promp
b)
H Ry CH j
3 0"--. 3 O o] NY
N
/ | /4 I
(Co'(elemp)] [Co"(promp)]

Fig. 13: a) Structure des ligands alamp ot promp &t b} structure spatiale des complexes
utilisés dens ce travail,
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Pour tablir les ratetions axistant entra le réactivité et ia structure d'un réactif, il feut que
ce darnier eit une structure unique et connue. Or les ligends panedentés utilisés eont
diastéréosélectifs, c'ast-a-dire qu'ils possédent une symétrie C, avec un cycle pyridine
central, qui favorise un errangement fof (fecial-périphérique-facial) pour les trois paires
de cycles condensés (Fig. 14).

T M G @

fif fip fpf fpp

N N D
SN

Fig. 14: Schéme indiquant les quatre possibilités de coordinetion d'un ligend pentadenté

autour d'un centre métallique.

Cetta diastéréosélactivité est trés importante, car elle permet d'attribusr une configuration
absolue a partir de la chiralité du ligand. Ainsi les structures, déterminées par Pousez
[51] et Sauvain montrent que le résidu porlé par le cerbone o de l'unité amino-
carboxylete est toujours orienté en position exo, c'est-a-dire en direction de Iz sixidme
position de coordination,

La fixation de le configuration de base ainsi que celle de la position des substituents
permet d'edmettre que futilisation d'un ligand optiquement ectif conduit & un seul
disstéréoisomére des complexes mételliques, et ceci eussi bien pour les complexes
inertes du cobalt({lll) que pour les complexes lebiles de fer(ll) et de cobelt{ll). Avec les

ligands utilisés dens ce travail, ce diestéréoisomérs possédera le corfiguration A pour les

ligands da structure (R,R) at [a configuretion A pour les ligends de structure (§,S).
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Fig. 15: Structure de la forme axo, indiguant que les restes R sont toujours dirigés du coté
de la sixiéme position libre.

Comme l'a mentré Seuvain, Ia taille du résidu R - per son encombrement autour de le
sixiéma position libre (Fig. 15) - feit varier 1z distance sur laquelle I'électron est échangé.
Plus les restes sont voluminaux, plus la séparetion antre les deux centres métalliques
augmente at plus la réaction se ralentit. Or les modifications per génie génétique de
Iencombrement aux alentours du site du transfert d'électron (His87) et plus
particuliérament de |a position Leucine 12 permettront une approche combinde de ces
résultets.

On trouvera plus d'informations sur la synthése, 1a structure, |a formation et les propriétés
rédox de ces ligands ou complexes dans la thése da Sauvain [50) et celle de Vererdo [5).
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1.4. L'ADN recombinant et te génie génétique des protéines

Au début des anndes 60, le premier pas décislif dans le domeine de la biologle
maléculaire est fait avec la découverte de Importance de I'ADN comme support de
linformetion génétique. Appersissent alors de nouvelles opportunités d'essayer de
comprendre la vie. Les premiéres recherches s'cccupent de systdmes simples comma les
bactéries ou les virus. Il feudre aitendre les anndes 70 et les techniques de
recombinaison de I'ADN pour approcher des domsines plug complexes, lea cellules de
plantes ou d'animeux. De telles techniques permettent de travailler eur 'ADN, de P'extraire
de la cellule, de le modifier et de I'y replacer.

Si I'on peut techniquement modifier un géne, on peut par conséquent modifier son
"produit” ; les protéines, Ce qui est un eventege certeln pour la compréhenslon des
fonctions de ces polyméres impliqués dans de muftiples fonctions des cellules: catelyss,
régutation, structure, mabllité, efc ...

Pour obtenir une protéine mutée, il est premidrement nécessaire d'isoler le géne qui la
code. || existe pour cela plusieurs méthodes (purificetion de la banque cDNA contenue
dens un virus; PCR) meis pour les génes courts et de séquence connue, le méthode de
cholx ast la synthése in vitro.

Deuxidmement, {l faut créer le mutetion. Les méthodes actuelles sont reletivement
simples et deviennent de pius en plus efficaces.

Troisidmement il feut cholsir un systdme dexpression conveneble pour la protéine
désirée, Parmi les différentes possibilités, le systdme feisent intervenir £. coli est ls plus
commun et souvent le premler envisagé. Il est souvent efficace, si la protéine & produlre
ne nécesslte pas de modifications post-treductionnelles, comme i'ajout d'un sucre ou d'un
Hipide, au quel cas il faudralt faire eppel & un systdme d'expression plus complexe: des
cellules sucaryotiques,
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1.4.1 B oldculaire de la plas ineg;

La géne da ia plestocyaning de 'dpinard est un géne nucléaire ininterrompu, c'esi-&-dire
sens Intron [52] {un intron ast une portion d’ADN inséréa dans un géne at qui na perticips
pas & ca géne, ni comme pertie codanta ni comme zone de réguletion.)

Le feit qu'une protéine chloroplastique soit Ebdée par la noyeu, perait aurprenant lorsqua
l'on salt qua la chioroplasta posséde sa propre information génétique (la chromosome
chloroplastique - circuleire comma celui des bectérias |11} et son propre systéme da
production de protéina (rlbosome da typa bactérian [li), réminiscences de son origine
proceryotique. En effat da nombreuses indications en plus das deux citées, montrent una
origine de procaryate symbioctiqua pour le chloroplasta at la mitochondria (organite de la
raspiration). Meis su cours de I'évolution la symbionte est devanu organite cellulaire at
qualquas-uns da ses gdnes ont migrés dens la noyau da la cellule hdte. On na e'étonna
donc plus das ressamblancas du géna de la plastocyaning avac cerains génas
baclérians surtout an ca qui concama la paptida signal [53), qui est utilisable pour la
produstion da la plastocyanina dans E. coli [54]. La peptida ast alors comectement
raconnu at coupéd par una protdesa lors du passage da la mambrana bactérianne par le
plastocyaning, das simifitudas axistant en affat antra las machinariae da transport das
thylacoidas at das bactérias [55]. La plastocyanina est donc codéa dans la noyau at
traduita dens la cytoplasme sous la forma d'un précurseur, la pré-plsstocyening,
contenant un péptida signel. En affet, la plastocyanina fonctionnalla étant localiséa dans
la luman du chloroplasta, alla doit s'y rendre depuls la cytoplasma. A l'aida ds la partia N-
tarminal du paptida signel, alle franchit 'anvaloppa du chloroplasta. Amivé dans la strome,
catta partie ast coupde per una protdasa. Puis le partia C-tarminel feit passer la
plastocyanina A travers '& mambrene du thylacoida. Arrdvé dens ls luman, alla est coupés
(Fig. 186).
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Transcrdption du gine do le Pc
et formation d'tm ARN messager N, ¥

Traduction de FARNM par les
ribosomes et (ormetion de Ia préPc 5

1* Passzge da in membrans du chioropiaste grice & Is partfe NHemmina) du paptide signal: s
2* Passage de ta membrane du thylakoide griice & la perle C-ferminel: e

Flg. 16: Schéme da production de le plastocyanine dens I'épinard.
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Le géne complet de la plestocyanine compte 1000 nucléotides [52] (Fig. 17). Toue ne
sont pes transcrite en un ARN messager; Iui-m&ms n'sst pas tradult dans son ensemble.
Les nucléotides 1 & 184 contiennent les éléments de réguletion de le trenscription.
Les n°185 & 844 canstituent 'ARNm primeire - le plus fréquemment produit - {de 185 &
918 'ARNm eltement): de 248 & 250 : RBS (slte d'attachement de ribosoms)

de 251 & 754 : 1a pré-Pc (ecides eminds: -69 4 99)

de 251 & 457 ; la peptide signel (acides aminds: -69 & -1)

de 458 & 754 : l]a Pc mature (acides eminds: 1 4 99)

de 755 & 844/918 sur les ARNm et jusqu'é 1000 sur 'ADN :

différents éléments de terminaison de la trenscription.

1 GAGCACAACC AATGAAAAAC TAGATAATAC CCTTTATIGGE CCCACACATC
51 ACAAATCCTT TAATCCAATG CCACTAMAAA TCCCACAAAT GAAAACCACA
101 CAAAACCATG TARACAGACA TCACCTCATC TATCCTCCAT TTTATCACCT
1591 COTTATTAAAT CCCATCCTCG CTCTCAGCAC TCTTTGGCAA TTGTCATITC
201 TTAATTGCAT TCCACTTARA CCCCTCCAAM ATCCTCCTCC TTCCATTACA
251 ATGGCCACCE TOGCTTCCTC CGUTGCUGTA GCCGTCCCUT CCTTTACCGG
301 CCTTAAGCCC TCAGGATCCR TCAAGCCTAC CACCGUAMAA ATCATCCCAA
351 CQCACCACCGC COTCCCAAGA TTGTCTGTCA AGGCTTCCTT GAAGAATGTC
401 GGAGCCGCCSG TGOTAGCAAC CGCAQCCGCC GGACTTCTAG CCGGAAACGC
451 CATGGCCGTT GAGGTGTTGC TCGGAGGGGGE TGACGGATCA TTGACATTCC
501 TTCCAGGAGA CTTCAGOGTA GCCTCGGGCG AGGAGATCGT ATTCAAGAAC
551 AATGCCGGAT TCCCCCACAA CGTAGTGTTT GACGAGGACG AGATTCCCTC
601 CGATGTOGAC GCCGCQAAGR TTTCGATGTC CGAGGAGGAT TTGCTGAATG
651 CACCAGGGGA AACTTACARA GTTACCCTTA CTGAOAARGG AACTTACAAG
701 TTCTACTGCT CACCCCACCA GGGTGCTGGT ATGGTGGGAA AAOTAACTGT
751 CAACTAATAT TTTAATGAAMA AATTGAATTT TTATTTATAT GACTTTGTIG
801 TAGAGCTATT TATATAAACG ATCTCATCAA TTGGTACGTT TAGCACATTT
BS1 GTGTAGAGCT ATTTATTCGA AATTTGGTTT AGATTTGATC TCATAAATCA
901 TAATCCARAA TTGGATTATA CCUGGTTTAGA TTTGAATTGA ACTACAGTAC

951 TACACTCCTA AGATAAAATG CCACCATTCA ATCTTTATCT GAAAGAATTC

Fig. 17: Séquence compléte du gane de la Plastacyanine.
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1.5 L'azurine; structure, fonction at génétique:

Da nombrausas études ont &té menées sur l'ezurine, protéine cuivre blau bactérienna de
14 kDalton. On connatt ectuellement las séquences en acides aminés da dix azurinas
différantas avac 47 résidus conservés sur 129. Mais saulamant 9 résidus sont
invariablas. Parmi aux se trouvent las ligands du sita actif: His46, Cys112, His117 at
Mal121 laurs distances au Cu sont semblablas é celles da 1a plastocyanine. La structura
crystalline da Fazurine a ét6 déterminéa pour Pseudomonas aeruginose et Alcaligenss
danitrificans référances ciléas an [11]. Ses huits fauillats-p forment una structura an baril,
avec une topologie samblebla & celle de la plastocyanine. Mais l'azurina n'e pas da
région fortement chargée, la plupart des résidus chargés étant neutralisés par un résidu
voisin da charga opposéa. Son pl, égala & 5.6, est compatibla avec la faible charge
négative 4 pH ~ 7. Una poche hydrophoba ast aussi présente dans I'azurina, elle borda
FHis117, seul ligand du cuivre exposé au solvant, c'ast le meilleur sita pour le transfert
d'élactrons. Le cuivra y ast un peu plus enfoncé (~7A) que dans |a plastocyanine {~6A).

L'azurine semble impliquéa, comme transporteur d'électron (E,' = 280-339 mV), dans la
dénitrification ou respiretion nitrate. Ce procassus est le fait de certalnas bactérias, qui
"respirent" sans oxygéne, l'eccepteur final das électrons n'étent pas loxygéne mais i
nitrate (Fig. 18).

NOy
A
NOy ) SH,
) \ / cytoplasme
déhydrogénese membrana
D |onien| o2, o8
réductase 4_:??:!.10 LN complexe
.’
NGOy No, *NO,
ducteso rédu
aspece péripleamigue

e e

Fig. 18: Organisation hypothétique des enzymes de la respiration nitrate de Ps.
geruginosa et rola da 'azurine.
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Le géne de l'azurine de Ps. eeruginose a é1é caractdrisé per Lundberg puls complété par
Nordiing [58). A peine plus grand que celui de la plastocyenine (1284 nucléotidas), il
contient en plus de différents élémants de réguiation, le pertie codent pour 'azurine avec
un peplide signal (Fig. 20). Ce peptide signel emméne la protéine du cytoptasme, ol elle
st produite, jusque dans I'aspace périplasmigue, ol elte fonctionne (Fig. 18).

/ espace périplasmique

{ . }/ - w
b
[ l |~ membrane axteme
; G) L, muréine
{ \ |~ membrang ceiluigire
. N AN /
\. Ne \\ pll
p|asm|de chromosems

Fig. 19: Représentation schématique des compartiments d'une bactérie Gram négative.
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51
101
151
201
251
301

351

951
1001
1051
11401
1151
1201

1251

CTGCAGGCTC
GGCGTCOGCC
GGGTCAGGCC
TGGTAGACCG
ACGCAAGGTC
TAGCGGLTGE
GCGTCGTAGG
AGTAAACGCC
TTTGACCTGA
CAGGATTCAT
TCGCTGCGGT
GAGTGCTCGG
TGCCATCACT
ACCCCGGCAR
ACCGCOGCCE
GGACARGGAT
AGCTGATCGG
CTGAAGGAAG
CGCGCTGATS
GCATGAARAR
CTCAGCGCGET
CCGGGTCGGA
AGGCCGGGCG
ACCAGGACCAT
ATGGTCGARC

GCTGGATCGG

TACOGEATGA
ACGGTGCCCA
GCECTCGACC
GGGARGCGEC
ATGATCGACT
GAGLGCTTCG
CGCGAAGCGG
GGGCAGATCC
ATCAGTGGAR
CGCCCARCCT
ATCCCTGCTG
TGGACATCChH
GTCGACARGA
CCTGCCGAARG
ACATGCAGGG
TACCTGAAGC
CTCGGGCGAG
GCGAGCAGTA
RAAGGGCACCC
GCCCGGrCaEl
AGCGTGCCGEC
TGCCACTCGT
GACGCTGEGC
AGCGCGCLGE
CAGCTCAGCT

CAGGCTGGCG

TCCCGATCAC
TCAGACCGAC
AGGTGCCGGEC
GGGGCTGGCG
CCTGTCGGGAE
ACCAAGCCGT
CACATCTGTG
CGCTCGATGE
CTCGETGCCC
GCCTAGGAGG
TCCCTGCTCA
GGGTAACGRC
GCTGCAAGCA
ARCGTCATGG
CGTGGTCACC
CCGACGACAG
AAGGACTCGG
CATGTTCTTC
TGACCCTGAA
TGCCGGGCTT
CATCGCCTCG
CCCAGAAGTA
TGEGETCGGCT
GTTGCGCCGC
CCAGGCCGCG

TTGACTGCCT

TTCGCCEICG
CGCECCGLCA
CGAGAGCCAC
CCACAGRATA
GTGGARAANG
GCGARGCATT
CTAAANCAGG
CCCECCACGT
GATCGGGCAG
CTGCTCCATG
GTGCECCECT
CAGATGCARGT
GTTCACCGTC
GCCACAACTG
GACGGCATGGE
CCGCGTCATC
TGACCTTCGA
TGCACCTTCC
GTGATGCGCG
TTTCATGAGC
CCGGECCAGTT
GTACTGGTCC
GGCAGGGCGC
AAGTGGCGGC
GCTCTTGCGC

GCAG

CGGCCAATGC
CCGTAGACCA,
GECGGCTTCC
CGCAGACGGA
GCACACAGHS
GCCGGACGTT
AGTTCCCOGT
CCOQTTCGGEG
TCTGCTCTTT
CTACGTAAAC
GCTGGCTGCC
TCAACACCAR
AACCTGTCCC
GGTACTGAGT
CTTCCGGCCT
GCCCACACCA
CGTCTCCARG
CGGGCCACTC
ACGATCCGCT
feluclaclaaielels]
GGTGCACGCS
GAGTTGGCGC
GTCCAGCTCC
TGAAGGTGAG

AGGGCGGCGA

Fig. 20: Séquence campléta du ghnse ds I'azurine:
488 & 547 . peptide de transit (acides aminés -19to -1)
548 4 931 : ezurine malurs (acides aminés 1 - 128)

nucléctides:
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2 Techniques d'/ADN recombinant et génie des protéines

2.1. Généralités

Lorsque l'on veut produire une protéine de séquence connue, on a besoin tout d'abord
d'une source de son géne et de lisoler de cette source, puis de l'introduire dans un
systéme d'exprassion, ce systéme dans une bactérie et finalement de purifier la protéine
produite,

2.1.1 Librairies génomiques

Une iibrairie'génomique est une collection de génes en nombre suffisent pour contenir
une copie de chacun d'eux. Clle est établie en digérant "'ADN total des cellules par un
enzyme de restriction, les fragments ainsi optenus sont clonés dens un vecteur adepté,
En ce qui concerne les plantes une librairie compléte contient un si grand nombre de
génes différents quiil faut souvent considérer une autre librairie plus ciblée, par exemple
sur le degré d'expression des gbnes dans telle ou telle partie de l'organisme. C'est la
quantité ' ARN messager (ARNm) qui refléte le degré d'exprassion du géne.

La méthode consiste & convertir FARNm en un ADN complémentaire (ADNc) par l'enzyme
transcriptase inverse, d'origine virale, et de le ¢clonar dans un vecteur, Une telle librairie
construite & partir de I'ADNc représente FARNm présent dans ia préparetion de départ.
Outre le fait de restreindre le nombre des génes & ceux exprimés, ['avantage de
l'utilisetion de I'ADNc pour ie clonage est qua Information génétique est continue, les
infrons étant excisés au niveau de 'ARNm.

Pour ce qui est des bactéries, leur genome est beaucoup plus patit, il n'ast pas
nécessaire de réduire le nombre des génes inintéressents. De plus leur inrformation
génétique ne contient pas d'introns, elle est continue. L'ADN total constitue pour les
techniques de PCR une librairie suffisente, sans qu'il soit ulile de le digérer ot de le
cloner,

Certains génes oucaryotiques n'ont pas d'introns, per exemple le gbne de la
plastocyanine d'dpinard. Dans ce cas, 'ADN total das feuilies d'épinard, constitue une
librairie adéquate, comme pour les bactéries.
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2.1.2 Una méthade de choix pour lisolement de génes: la PCR

Récemment mise au paint, la PCR {Polymérase Chain Reaclion) consiste en la
polymérisation in vitra de 'ADN & partir d'une amarce {primer) par une ADN polymérase
bactérienne en fonction d'un simple brin matrice. San principe est simple, 1l découle de la
duplication de I'ADN in vivo. Alors que dans une celluie toute une battarie de protéines
est impliquée dans le déroulement, |a séparation et le -mainliant $éparé de le dauble
hélica d'ADN, in vitro c'est la seule éiévetion de températura qui assura &
I'ADNpalymérase I'accessibilité eu simple brin matrice. Ce qui nécassite Futilisation d'un
enzyme thermarésistant, an en trouve dans des bactéries thermaphiles comme Thermus
aquaticus, d'od le nom de Taq dornnéd & un des enzymes commercialisés. De plus la
possibilité de synthétiser des emorces de séquence choisie permet en fonction de
I'hybridation G/C et A/T des nucléotides et du T. (température critique d'hybridation
ADN/ADN pour une séquence dannde) de lacaliser une région précise permi un trés
grend nombre de nuciéotides.

Démarche (Fig. 21):

La séquence intéressante est barnée par deux primers complémentairas & checun des
deux brins et arientds I'un conire 'autre, Aprés dénaturation thermique de I'ADN template
(dénaturation), les primers peuvent s'hybrider & 'ADN simple brin (hybridetion) et sont
ensuite allongés en présence de nucléatides triphasphate et de la Tag polymérase
{élongation). La répélion du cycle: dénaturation, hybridation et élongation conduit & une
amplification de la séquence désirée.
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ADN template:

51 YTz ¥

Y EIFITTN ) &
l Dénaturation

& sy ¥

Y EEeSees 3 5
l Hyhridation

il Ehoeaeny ¥

k)

£ I Y

¥ BRSNS ] §
l Elongation

- 1w rrrrrili]

ESSSESS  zone complémentalre eu primer

| primes

oowmE  brin néoformé
Fig. 21: Schéme de déroulement dﬁ premier cycle de la PCR.

2.1.3 Expression dans £ coli

2.1.3.1. Vecteurs

Un trés grand nombre de vecteurs ont élé développés pour le surexpression de protéinas
dans E. ¢cofi . Tous contiennent certains éléments de base:

1. Le plasmide utilis& comme vectaur d'expression doit étre présent dens la callule en un
trés grand nombre de copies (50 - 100).

2. Une origine de réplication doit étre présente.
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3. Ls vecteur doit contenir un marqueur de sélectlon {géne de résistence & un
entibictique), pour prévenir la présence dans le cuiture de cellules sens plasmide.

4, L'expression du géne doit tre contrdiée par un promoteur fort.

5. Une séquence complémenteire & la sous-unité 165 du ribosome [la séquence Shine-
Dalgamo (SD)), site de lisison du ribosome.

6. Un codon d'initiation, préférablement AUG. La distance entre SD et AUG peut étra
optimalisée.

7. Le codon stop du géne doit étre suivi par une séquence de terminaison de le
transcription,

2.1.3.2. Promoteurs

Le promoteur est la région spécifique de 'ADN ol se lie FARN polymérase, enzyme
principel de la trencription. Cette séquence d'ADN est reconnaissable par deux régions
consensus; les régians -10 et -35. La puissance d'un promoteur ast définie per l'efficacité
avec laquelle il lie 'ARN polymérase et conduit 4 une bonne trenscription du géne.

Pour contrdler la franscription, un promoteur inductible est nécessaire, spécislemant
lorsque le produit du géne est toxique pour la cellule. Les promoteurs inductibles les plus
répandus sont les promoteurs fac, facUV5, rp et Ip . Des promoteurs plus puissents en

sont dérivés: fre ot lac, ce sont das promotewrs hybrides entre /ac et frp, ce qui change
c'est la distance entra les deux régions consensus, pour una optimelisation du systéme
[57].

Si ces promoteurs sont lergement utilisés, c'est dfi en partie & ce qu'ils sont faciles &
induire avec un inducteur artificiel I'PTG (isopropyi-B-D-thiogelectopyranoside),
n'intervenant pas dans le catabolisme des cellules,.

En plus de cas promoteurs, de type bactérien, on & également recours au trés pulssent
promoteur du bectériophage T7. Dens ce systéme le T7 ARN polymérase est codée sur
un plasmide séparé ou sur le chromosome de la cellule hite. Cette enzyme est trés
spécifique au promoteur T7 et ne se lie pas eux autres edquences. De plus, elle ast cing
fois plus repide qua 'ARN polymérase de E. coli. [58]
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2.1.3.3, Stabilits des ARN messagers

Les ARNm de bactérie ont une durée de vie trés variable allent de 30 s & 20 min. Les
verigtions dens la durée de vie des ARNm sont considérées comme des moyens de
répondre eu chengements de 'environnement du microorganisme. i est cartsin qu'une
telle différence de durée de vie effecte la quantité de protéine produite. Ce sont das
endo- et exo- ribonucidese qui dégradent 'ARNm, or cartsins ARNm montrent des
stebilitdés différentes suivant si la vitesse de croissance des bactéries st forte ou faible,
suivant la source de carbone ou d'azote. |l y a donc toute une série de paremétres &
considérer lors de la surexpression de protéines.

2,1.3.4. UUsage des codons

Pour un méme acide eminé il existe parfois plusieurs codons et bien qus toue soit
reconnus par 'ensemble des étres vivants, certeins ont &tabli des préférences pour le
codon X plutdt que le VY [59). Ces préférences se traduisent par une population FARNt -X
plus grande que calle de 'ARNL-Y (ARN! = ARN de {ransfert), ainsi la treduction de 10
codons X est plus rapide que celle de 10 cadons Y. I} serait donc important de considérer
la composition en codon du géns que I'on veut exprimer dans E. cofi, si celui-ci ast issu
d'un autre organisme.

2.1.3.5. Protéolyse

L'introduction de protéines &trangéres dans E. coli ne passe pas loujours inapergus pour
la cellule. On peut slors détecter une quantitd reisonnable d'ARNm, avoir une situstion
favorable é lg traduction el un bon choix de codon sens pour autant constater
Feceumulation de la protéine. En effet, des proléases peuvent attequer (a protéine das se
formation, Bien qu'il y ait des protéases dans tous les compartiments de ls cellule, leur
spécificité différe, einsi une protéine dégradée dans le cyloplasme peut étre stable dens
I'espace périplesmique. La sécrétion dans le milieu de culture, le formetion de corps
d'inclusion, I'ajout de peptide en C- ou N-terminel ou |'utilisetion de souches d'E. coff
déficienles en certaines protéeses peuven! sider & contoumer le probléme de Ia
protéolyse,

Remarquons tout de méme que pour séparer un peplide signal d'une protéine mature on
compte sur une activité protéolytique dans la membrane d'E. coli.
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2.1.4. Purification des protéines

Le chemin de purification dépend des propriétés de le protéine visée (thenmostabilits,
solubilitd, teille, charge en fonction du pH, hydrophabicité...). De nombrauses tachniques
sont & notre disposition. Généralement on procéde tout d'abord 4 des fractionnements
grossiers, comme la déneluration thermique des contaminents ou la précipitetion au
sulfate d'emmonium, puis & différentes techniques chromatographigues.

2.2 Méthodes générales de génie génélique

2.2.1 Préambule

Le plus grende partie des méthodes utilisées dens ce trevail sont tirées du recuel! de
profocoles de Sambroock, Frilch el Maniatis (1989) [60], evec quelques rmodifications
mineuras. Les aulres référances seront citées au fur et & mesure de leur description.

2.2.2 Souches et vecteurs

Pour les sdquencages, sous-clonages, mutagénéses at expressions des protéines, Jai
utilisé le méme vecteur: le systéme d'expression pTrc 99A (Pharmacia) (carte ¢f. Fig.
22), répliqué par les bactéries £ colf IM 105 (génotype: thi, rosL, endA, sbcB15, hsdR4,

SUpE, Alfac-proABYF' [traD36, proAB'Lacl® LacZ AM15] en présenca de 50 ug/ml

d'ampiciline. On peut trouver |la séquence compiéte de ce vecteur dans [61].

Neod EocR I Seel Kpnl, Smal BamHs. Xbal. Sall. Pet). Sphi. HindI !

orl

Fig. 22; Carte génélique simplifiée du vectreur pTrc 99A.
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Deux eutres systémes d'expression ont 8té testés pour la production de la plastocyenine;
Le vecteur pET 3d et la celiule E. coli BL21(DE3) {58), un don de J.-P. Jacquot, Orsay
France.

Le vecteur pKK 233-MTTL, fourni par I. Kopetzky, Boeringer Penzberg, et le cellule £, cofi
BN 103, un don de N. Mdller de Funiversité de Beme.

2.2.3 Amorces (primers) utilisées dans ce travail

L'ensembie des emarces utilisées dans ce travail sont commandées chez Microsynth
(Balgach, Suisse). Le tableau 1 de 1a pege suivante les reprend tautes.

2.2.4 Sources d'’ADN matrice {DNA template) utilisées dans ce fraveil

a) ADNc d'épinerd: Young spinach leeves polyA puried cDNA expression libraines in Uni-
zap Stratagene, don de W, Gruissem, département de biologie végétale, universitd de
Califarnie, Berkeley.

b) ADN total d'épinard, extreit de jeunes feuilles selon [60].

¢) ADN chromosomique de Pseudomonas seruginosa, extrait selon [62]

2.2.5 Source des anticorps a-plastocyaning

Les anticorps utilisés pour la détaction de la plastocyanine, contenus dans un sérum de
lapin ont é16 géndreusement fournis par R. Malkin, département de biologie végélele,
université de Celifornie, Berkaley.



PARTIE BIOCHIMIQUE

Chaplire2.

UL UopCcS 0] seub ue ‘seinw siswi {t
‘suunze eiyed ai onbi(ey us ‘epugAy Jawud (g
|H weg 9)is 8] 510} xnep eubinos 1@ |0oN SYs 9] 510} aun gubiinos (z

“euAjod 9] JuBpioq 's9snn sinejsea xne saidosd siewud (L IIEARI) 80 SUEP S9SN SJawld sep oSy 1l neelqel

AR £-0L000IVDIVYYODIYYDOVYIONLID-S
AZL: £-2L903L¥DLONODDLYYDOYYDDLOD-S
ezl £-0190D2LYD 1090094V VIOVYOOLI0-S
6Z11: £-0100204YDL220094YYDOVYIDNLI0-§
gge . £-9910000LLLOYYIDL LI oYY LOOD-S

}odze | £9VOIIVIODD02IVIOVII0D / DYEILIITONYIOVIIILIDD-S

Hziad
AZV12d
¥Zi12d
oZad
3899 2d
:0gbUIp esguabeinus By unod (¢

I8P I /Od BIBP FN US
BIZUNLD B] ©p UORSTUISUOD B| JNod (£

JBULe-T) U
JEUILLISN U
(zy) suunze | ap uonedyldwe) INog

‘JeunileD us
‘feuiiue)-N U3

{24) suiveAoo)sed g) op uopeoyduwe | snod {Z

ZZe! L-D09Y0L09DYOLIOVILIOIVYDOLDD0-S

-ze ! £-D0YI99LYOILDDLD9OVID-S

Zod: £-01OYYYIVYOVIOINOD0LTIDIODD-§

}-od : £-2I99¥DLID029DIVO000YY-S
inapEuuns) ] L0090 19D WY LYYOIYD DG
inapowosd /] ¢ L£-D2OVINIL DD LoDV IYY LI~ &
Z-=ond L£-099Y0ILYIDLOIYYLILIVOLDLID LS

p-ond ; £-09900I90IYVYILIVYOYDLL S

PE 13d ;napan

V66 241d Jnapaa

sInawea sep ued B uoneosydwe ) yo ebeduanbgs oy anod (|

WON :souanbgg

uonesian



Chapitre 2 PARTIE BIOCHIMIQUE 37

2.2.6 Digestio i sous-clonage de ts dAD

2.2.6.1 Digestion de 'ADN

Pour l'utllisation des enzymes de restriction, j'el respecté les indications des fournisseurs
{New England Biolabs, Gibco-BRL, Stretagene, Boehringer Mannheim, Promega) quent
au rapport quantitdé d'enzyme / quantité d'ADN, & le durée et & le température
d'incubetion ainsi qu'au choix du tempon de réaction epproprié.

22.6.2 Elution des ents §'ADN

Selon la taille et la quantité du metériel & éluer, plusieurs procédés d'élution ont &té
employés:

- gystdme d'dlectrodlution de Schleicher st Schilll, spécielement pour I'dlution de grende
quentité C’ADN ou de petits fragments (<200 peires de bese (pb))

- systéme de résine d'adsorption des ADN « Elu-Quick™ » de Schielcher et Scholl pour
des fragments de teille >200 pb, destinés & étre sous-clonéds ou pour la purification de
plasmides digérés.

- systéme "maison” d'électrodlution rapide pour les fragments de pelite teille (<200 pb).
Dans ¢o cas, 'ADN est séparé sur un gel d'egerose, aprés une bonne séparation, une
poche est directement creusée devant la bande & éluer et remplie de tampon
d'électrophorése stérile (0,5x TBE: 45mM Tris-borate, 1mM EDTA, filtré & 0,22 um) puis
on laisse migrer I'ADN jusque dans la poche en suivent la migretion evec une lampe UV.
L'ADN en solution est, soit utilisé directement, soit précipité et récupéréd dans de 'esu ou
du TE (10mM Tris-HCI pH B, 1mM EDTA). Ce systéme e su ma préférence pour Pélution
des mégeprimers,

2.2.6.3 Préperetion des vecteurs pour le clonaqe ou e sous-clonage

L'uilisetion de deux sites de restriction pour le clonege d'insert limite considérablement la
proportion de vecteurs refigués.

Aprés digestion d’une bonne quantité (0,5 & 1ng) de plasmide en deux aliquots, I'un avec

le premier enzyme, l'autre avec le second, l'intégralité de la digestion est vérifiée sur ge!
d'egarose. Les deux aliquois sont extraits au chloroforme, précipités é I'éthanol et repris
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dans l'aau, La premiar aliquot est alors digéré par la second enzyme et le dauxiéme par
la premier enzyme. Aprés incubation at analysa sur gal las daux sliquots sont réunis et
purifiés sur gel d'agarosa. Cetle démarche préviant les digestions incomplétes. Si une
das digestions reste incompléle méme epras avoir eugmentd |a quantité d'enzyme ou la
duréa da I'lncubalidn, la frection digéréa da |'aliquot ast purifiée sur ge! d'agarosa avant
I'étape suivanta.

2.2.6.4 Prépatation das fragmants PCR pour le sous-clonaga

Les freagments PCR sont purifiés sur gal avant d'étra digérés, Les deux digastions sont
réslisées successivamant dens le méma mélange avac un tampon commun aux deux
enzymes. Le raccourcissamant du fragment par digastion ast confirmé sur gel d'ageross
pour checuna das daux étapes.

2.2.8.5 Ligation at transformation

Le repport molaire antre 'ADN du vactaur at da I'insert a toujours &t de 1.3 & 1:6, lors
das ligations. Deux méthodas ont été utilisées.

Le premidra, classique, suit fes Instructions das foumisseurs relstives & 'ADN ligese du
phage T4 (Gibco-BRL) at |a durée ds I'incubation veria de 12 & 24 haures & 14°C.

La deuxiéma procéda par ultrason, la mélange réactionnal rasta Ja méme gque pour la
pramiéra, seula la maniéra d'incubar changa: 15 minutas aux ultrasons & 14°-16°C {63].

Las transformations suivant la protocole établi par Hanahan {64], en ce qui concarna le
transformation de bactérias par un produit da ligation.

Certaines modifications da fa méthoda ont été apportées pour (a trensformetion de
bactéries per une grands quantité d'un seul typa da plasmidas: ~10ng de plasmide sont
gjoutés 4 100-200ul da cellufes compétantes toul fraichamant dégaléas at directamant
plongédes pour 2 minutas dans un bain-maria 4 42°C suivi de 2 minutes & 4°C, dans da la
glace et finalement le mélange est étalé sur boita da Pétri. Cetts méthoda convient
parfaitamant pour la transformation das celiules avant una cultura pour la production da
protéine.
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2.2.6.6 |solement ’ADN de plasmides

Que se soit pour de petites ou de grendes quentités dADN les protocoles de lyse
elcaline puis de purification décrit par Sambrook et el. [60), ont té euivis en omettant
toutefois 'dtape de purification au polyéthyléneglycol, car il peut provoquer des
inhibiticns &ventuelles lors des digestions.

2.2.7 Polymérisation en chaine (PCR}

Les ADN polymérases utilisées proviennent de différentes sources: Réplitherm, Teq
(Stretegene}, SuperTeq.

a) Utilisstion avec des primers simple brin <30 nucléotides (pour P'amplification de
fragments et la production de mégaprimers)

ADN matrica 10-50 ng
primer-1 ZuM
primer-2 2 uM
désoxynucléolides triphcsphats 0,2 pM
tempon de réaction ix
Taq-polymérase 1 unité
volumae finel 100 pl

Tampon de réaction 10 100mM Tris-HC! pH 9, 500mM KCI, 15mM MgCl,, 1% Triton-X
100, 0,1% gélatine.
Aprés une déneturetion initiale & 94°C pendant 4 minutes, le progremme suivent est

lancé:
Dénaturstion: 30 secondes & 94°C

Hybridation: 30 secondes & 50° - 65°C {selon le composition des primers)
Elongetion: 60 secondes 6 72°C
Nombre da cycles: 20430

b} Utilisetion evec un mégaprimer double brin 120 & 300 nucléctides et un primer simple
brin < 30 nucléctides (pour 'essemblege de fragments et le mutagénése dirigée). Pour
chaque construction trois quantités eléatoires (5 4 50 ng/ul) de mégaprimer sont testées”
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ADN matrice 10-80ng
primar-1 T 2uM
mégaprimar 510,20 "
désoxynucléctides triphosphata 0,2 uM
tampon 1x
Taq-polymérase 1 unité

HzQO mill-Q stérila ad 100 wl

Aprés una dénaturation initiala da 4 minutas & 94°C pendant laquefle les deux brins de
rADN matrice at du mégaprimar sont séparés, le programme suivant est lancé:

Dénaturation: 30 sacondas § 94°C
Hybridation; 30 secondas & 50° - 65°C (selon la composition du primer)
Elongation: 60 sacondas § 72°C

Nombre de cyclas; 204630

2.2.7.1 Marguaga tarminal d'oligonucléotidas par [a T4 polynucléatide kinasa

Pour les réactions de séquengage, ['ai utilisé das primars marquées radioactivemnant par
un échange isotoplque du phosphata an §' gréce & la polynucléotidas kinase du phage
T4. 10 pmoles de Poligonucléotide sont incubées dsns une solution 50mM Tris-HCI pH
7.5, 10mM MgCl;, 5SmM DTT, 100nM spemidine contenant 10 pmoles de [y-2P] ATP ou
(=P} ATP (3000 Ci/mmol) at 5 unités de kinasa pendant 30 minutas & 37°C. La kinase
ast ansuita Inactivéa é 95°C pendant 3 minutes et !a primer ast directament utilisable
pour le séquengage,

2.2.7.2 Séqu a d’ADN double brin

Les séquences réaliséas dans ce trevail ont toutes été effectuées 4 I'eide du kit "fmol™
DNA Saquencing systam” da Promaga (1992} [65].

500ng & 1 pg du plasmide sont dilugs dans 16 ul d'una solution S0mM Tris-HCI pH 9,
1mM MgCl, contanant 1.5 pmot da 'amorce de séquangaga marquéa au 2Pr™p (2.2.7.1),
5 unités da Saquancing Grada Tag DNA polymarasa {Promega) sont ajoutéas puis 4 pl
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da ce mélenge sont aliquotés an 4 tubes, contenaml 2 pf dune solution de
désoxynucléotides triphosphate et didasoxynucléotides triphosphate respectivement
ddGTP, ddATP, ddTTP et ddCTP. Le progremme PCR suivent a &té utilisé, aprés une
déneturation initiale de 5 minutes & 94°C:

Dénaturation:. 20 secondes 4 94°C

Hybridstion: 20 secondas &4 45°C

Elongation: 40 secondes 4 72°C

Nombre ds cycles: 35
2-3 pl des réectlons sont finalement anelysés sur gel pelyacrylemide dénaturant de
composition suivante:

urée 288g¢g
acrylamide (40%) aml
TBE 10x (pH 8,7) 6 ml
Eau Mili-Q 20,5 ml

Aprés dissolution de I'urée dans un bain merie & ~40°C, agjouter 240 i d'une solution
10% APS {(ammenium persulfate) et dégazer 3 minutes aux ultrasons. Juste avant de
couler le gel sjouter 60 pl de TEMED (N,N,N' N'-tétreméthyl-éthylénadiaming) ou [1,2-

Bis(dimathylamino)ethene].

2.3. Stretégie générele:

L'expression de la plastocyanine a fait fobjet de nombreux travaux [13,54,66,68)]. lis
montrent que la plastocyanine n'est pas exprimée, si le seule partie codente est utiliséa.
Isabslle Maillat, dans notre [aboratoire, a elle aussi tanté lexprassion da (a plastocyening
an utibsant que la partie codante dans E. colf, sans succas.

Nordling & apporté une solution en 1990 [69]. Il faut créer une chimére en essociant le
peptide signal de l'ezunne & la partie codante de la Pc. Elle & exprimé également
'ezurine de cette maniére [66).
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2.3.1 Stratégie de g!dnage:

La séquence des gbnas (plastocyanine et azurine) & emplifier &tant connue, j'al choisi 12
PCR pour leur isolemant et leur smplificaticn.

Les primers utiisés pour l'amplification des deux génes: plastocyanine et azurine
cantiennent des sites de restrictions pour le sous-cloenage dans les vecteurs et sont
répertoriés dans le tableau 1.

Aprés amplification et digestion des deux g&nas, ils sent ligués dans le vectaur pTre 994
3 partir ges sites Nco | et Bam Hi.

2.3.2 Censiruction de la chimére:

Basé sur les travaux de Orgel et Mc Phersan [7C] et en utilisant un primer hybride "azpc-
1", mssaciant |a séquence C-terminal du peptide signal de lazurine & le séquence N-
terminal de |a plastocyenine (tebesu 1), j'ai construit 1a chimére selon le modéle suivant:

) fars de la premiére PCR, les primers az-1 et azpc-1 servent § 'ampiification d'un mege-
primer & partir de 'ADN total de Ps. aaruginosa. La séguence de ce mégaprimer est celle
du peptide signal de 'ezurine evec en 3' les premiers nucléotides de ia plastocyanine.
Lors de la deuxidme PCR 3 pertir d'une librairie d'ADNc d'épinerd, les premiers
nucléotides de la plastocyanine (la'partie "pc") du mégaprimer s'hybrident au géne de la
plastocyanine et la chimére ast constituée (Fig. 23).
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5 primet fybride
e T S A e SR ) o een
[
primer az-1
l Premlara PCR
I3 eégaprimer (doublo biin)
Ny, magaprmer (sknple brin)
R AT TP Y o TS LT I FIRELTSES Y M e
. [ ] i
primer pe-2
Osuxidma PCR
T I T et todend 1% v L L e[

Chimare: paptide signal de l'azurine et partle codant la plastocyaning

Fig. 23: Méthode de construction de la chimére AzPc,

2.3.3 Mulagénase dirinée:

La méthode de mutagénése dirigée que jai appliquée se base sur le PCR [71]. On
procéde en deux élapes, tout comme pour la construction de la chimére. Le premiére
étape consiste en une amplification partielle du géne, sous-cloné dens le vacteur pTre
99A, avec un primer contenant le mutation désirée. On a efors la formetion d'un
mégaprimer, contenent le mutation mais seulement une partie du géne de la chimare. La
deuxiéme PCR aboutit 3 I'emplification compléte en utilisant le produit de le premiére
comme primer, voir figure 24,
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qi* ad

AzPe-pTre GBA

Premiére PCR
(synthasa du migaprimer)

e ™geprimer mutant

{dotibhe brin)

2 fraprtr mutant
{s¥rrple brin)

10

AzPo-pTre 88A

Baundéme PCR
({reconstruction du gne)

Chimérs AzPe mutenta

Fig. 24: Utilisation de Fampilification par PCR pour la mutagénése dirigée {le mutation est
symbolisée par une pointa).
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2.4 Méthodes généreles pour le génie des protéines

Metériels et méthodes sont ici présentés dans l'ordra de leur utilisation lors de la
production de plastocyanine. L'ennexe 1 décrit pas é pas la production de la

plastocyanine recombinants.

2.4.1 Milieux de culture

Plusisurs miliaux de cultures ont 6té testés, les plus utilisés se composent de tryptone st
d'extrelt de Iavur_e an plus ou moins forte concentration; TB, XB, LB

TB: Tryptone 12 g tampon; KH:PO, 23149
Yeast extract 24 g K:HPO, 1254¢g
Glycarol 4 m Eau 50 ml

Eau désionisée 900 mi

Aprés autoclavage séparé, les deux solutions sont réunies stérilemeant.

XB: o Tryptone 25 g
Yeastextract 7.5 g
NaCI 59

Eau désionisée 1 litre
LB: Tryptone 10 ¢
Yeast extract 5g
NaCl 10 ¢

Eau désionisée 1 litre

Ce milieu de routine est &galement utilisé pour la croissance des bectéries destindes & le

production de plesmides.

D‘autres milisux spécifiques & certaines souches d’E. colf (BL21 [58]) a)ou &

Pseudomonas agruginosa b) ont été utilisés;

8INZCYMG: NZ emine A (Difco) 10 g
Yeast extract 5¢g
NaCl 549 Ajusté & pH 7 at autoclavé
Casamino acid 19
Eau désionisée 930 ml



Chaplire 2

PARTIE BIQCHIMIQUE

les solutions suivantes stérilisées par filtretion & 0,22 um y sonl ajoutées:

+ MgS0, 1M
+ Glucose 8%
+ CuSQ, 100mM

MSgZB: NZ amine A (Difco}
NaCl
NH,CI

Eau désionisée

+ tampon phosphate”
+ Glucose 8%
+MgSQ4 1M

+ CuS0, 100mM

10 ml
50 mi
10 ml

10 g
549
19
880 mi

50 mi
50 mil

10 ml
10 ml

Ajustéd & pH 7 et autoclavé

cas solutions sont stérilisés

" tampon phosphate pH 7: KH:PO, 3g + Na;HPO, 6g + Esu désionisée 50m

b} Milieu pour la croissence de Ps. 2eruginosa en métabolisme de dénitrification:

Na citrate
Yeast extract
NaNQ,

KH,PO,

MgSQ;

Cus0,

FeCl,

Eau désionisée

2.4.2 Fermenteurs

S5g
4g
Sg
1o
05 g
4 mg
3 mg
1 litre

Les cullures-tests de feible volume ont é&té réalisées dans des erlenmeyers da 250ml

pour les cultures de 50ml et de 250mt a chicanes pour les cultures de 100ml, afin

d’assurer une aéretion conveneable du milieu.

Les cuiture-tests de plus grand voiume (1 & 1,5 litre) ont été menéaes dans un fermenteur

de type Multigéne, New Brunswick Scientific, d'une capacité de treveil de 1,8 litre, avec

aération active 4 débit unigue et constant, thermostatisation et egitation.
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Les cultures de production (10 litres) ont &t6 menées dans un fermenteur de type L 1523,
Biosngeeniring, d'une capacité de trevail de 12 litres, avec une adration active 4 débit
réglable, thermostatisation, agitation et possibilité de suivre le pH.

2.4.3 Conditions de culture

Quelque soit le type de culture, la température est maintenue a 37°C. L'agitation pour les
cultures en erlenmeyer est de 250 rpm et en fermenteur de 500 rpm. L'aération des
cultures en erlenmeyer est optimelisée en veillant & un haut repport surtacefvolume ou
par ['vtilisation de récipiants & chicanes, en petit fermenteur elle est fixée par le débit de
la pompe 4 ~ 4 litres/minute, dans le grand elle est réglée a 16 8 20 litres/minute.

En régle générsle, l'inoculum est une culture saturée de 1/20 de volume du méme milisu
que la culture.

La croissance des cellules est suivie & intervalles réguliers en mesurant la densité
optique (D.0.) é 550nm, en prenant garde de diluer les prélévements afin que la valeur
mesurée soit comprise entre 0.03 et 0.3 (domaine de linéarité pour de telles mesures)

Les cellules sont induites & une D.O. 6§ 550nm de 1 4 2 avec 1 & 5 mM final d'IPTG
{isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside).

2.4.4 Centrifugstion en continu

La sédimentation des grands volumes de culture (10 litres) est menéde avec le systéme de
cantrifugation en continu de Sorvall® (Cf. Operating instructions, Sorval(® KSB continuous
flow system, ivansorvall Inc., Norwalk Connecticul 06852 USA 1969). Ce systéme permet
de centrifuger n'importe quel volume en une seule opération. Les conditions de
centrifugation pour une récupération optimale et des culats le moins compect possible {ce
qui est important pour une resuspension aisée lars du choc osmotique) sont: température
10°C, vliesse 12'000 rpm, débit ~300 ml/minute.

La purification est suivie su spectrophotométre et le plestocyanine est dosée selon un
coefficient d'extinction moléculaire de 4800 M'cm™ & 597nm.
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2.4.5 Choc osmotique

Le culot est repris dans 800mi de tampon 30 mM Tris-HCI pH 8 et 20% de saccherose. La
suspension est leissée sous agitation lente (150 rpm) pendant 20 minutes & température
smbiante. Les cellules sont récupérées par centrifugation 8 6500g pendant 15 minutes 4
4°C, Le surnegeent est décanté et les cellules resuspendues rapidement, & la manlére
d'un shaker, dans 800m! de 0,5 mM MgCl, et 1mM CuSQ, froid (4°C). La suspenslon est

laissée sous agitation (150 rpm) pendent 20 minutes dens la glace. Le sumnageant est
récupéré par centrifugetion 11500g pendant 20 minutes & 4°C, ii contient la fraction
périplasmique.

Plusieurs esseis de purificetion de la plastocyanine ont été feits sur le sumagesnt de la
premiére centrifugation. Durant ces essais, aucune trece de plastocyanine n's été
masurée. On peul donc se débarrasser de ce sumageant et admettre I'efficacité de cette
méthode.

Celte méthode de récupération de la fraction périplasmique se base sur les échanges
osmotiques des callules. En effat, les bactéries, dens 1a premiére solution (hypertonique:
20% saccharose), se vident de leur eau afin d'équilibrer les concentrations de part et
d'sutre de la membrane celluleire et dans la deuxiéme (hypotonique) c’est l'inverse qui se
produil. Ces mouvements de contraction et décontraction des cellules libérent la fraction
périplesmique voir figure 25, Cette méthode est égelement utilisée pour récupérer
certains enzymes du cytoplasme [72].
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Cang un miley Isctonique:

H2Q

firalamant

Fig. 25; Principe du choc osmotigue.

2.4.6 Précipitation au sulfete emmonium

La solubilité des protéines dans un tempon aqueux dépend des inleractions entre les
protéines et 'eau. La solubilité peut &tre modifiée de trois maniéres:

- Per I'ajustement du pH. Une protéine est le moins soluble & son point isoélectrique, car
iIn'y e plus de forces électrostatiques répulsives entre les molécules de protéine.

- Par des solvants organiques, ils ebaissent le constente didlectrique du milieu et
favorisent les interactions de charges protéines-protéines au détriment des interactions
protéine-eau, ce qui feit précipiter 1es protéines.
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- Par l'dlévetion de la force ionique en ajoutant du sel, en pratique du sulphate
d'ammonium [(NH.)2S04] car il est trés soluble dans l'eau et qu'il n'a pas d'effets
détériorant sur les protéines. Une protéine donnée précipite normalement & une faible
concentration de sel. Caci rafléte que les eggrégations protéinas-protéines (par les
régions hydrophobes - riches en résidus hydrophobes) dominent brusquement las
interactions protéing-sau et protéine-sel. Les protéines précipitéss sont élimindes per
cantrifugation.

On peut dés lors utiliser cas principes de deux fagons;
- s0it on cherche & précipiter la plus sélectivament possible la protéina & purifier
- solt on précipite un maximum de contaminants,

Dans le chemin de purification de la plastocyanine recombinante j'ai choisit la deuxiéme
fagon. La fraction périplasmique, aprés adjonction de 1/20 de volume de 1M Tris-HCI pH
7.3, ast précipitée par 70% de saturetion de sulphate d'ammonium (436mg/ml), le
précipité est &liminé par centrifugation: 12'500 g, 10 minutes, le sumagsant contient -
entre autres - la plastocyanine.

247 E-cellulose (DiEthyl-Amino-Ethyl-callulose

La résine DEAE-cellulose provient de Whetman, la structure du groupe fonctionnel ast
présantée dens la figure 26.

@ CHeH,
Ce:llu|cnse——--c>-—ca-fz—ct-i,—fit’\(%c|_l2

H

Fig. 26: Structure de groups fonctiornat de la DEAE-celiulose.

Cette résine avec un pK, de ~10 est une échangeuse d'anions. Cependant les résidus
éthyl, en présence d'une forte concentration de sulfate d’ammonium, interagissent avec
les régions hydrophobes des protéines [73], il s'egit elors d'une chromatographie
d'interaction hydrophobe, comme evec les matricas octyl- ou phenyl-sepharose.

Environ 200 m! de résine sont équilibrés avec 5 volumes de colonne d'un tempon 50mi
Tris-HCI pH 7,3 & la méme concentration de sulphate d'ammonium que le fraction
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périplasmigqua {436mg/ml). Aprés un lavags da deux volumes de colonne, les protéines
sont éluées par un tampon 50mM Tris-HCl pH 7,3 et 30% de saturation de sulfate
d'ammonium (138mg/ml), la plastocyanine migre evec le front de 'éluant.

Les proprigtés physiques de cette résine assurenf un grand flux et permettert une
régénération vigoureuse avec 0,5M HCI et 0,5M NaOH, Ceci est important, car on peut la
contaminer avec des particules insolubles sans que le flux ne soit par trop perturbé et
que |a résine soit irémédiablament déteriorée.

2.4.8 Tamisage moléculaire

Les fractions issues de la DEAE sont réunies et concentrées par ultrafiltration (Cf.:
2.4.10), jusqu'a un volume <iOm| et chargées sur une colonne 2,6 x 95cm de tamisage
moléculaire de type Sephadex (G-50F, Pharmacia) avec comma tampon d'élution. 20mM
Tris-HCl pH 7,3 ot 50mi NaCi.

2.4.9 Echangeur d'ion sur FRLC

L’appareillage FPLC (Fast Protein Liguid Chromatography) et la colonne sont de chez
Pharmacia. La demiére étape de purification est une chromatographie d'échenge
d’anions avec une colonne Q Hidoad Sepharose 26 x 10mm, éve¢ commea groupe
fonctionnel une amine quaternaire. La colonne est équilibrée avec le volume nécassaire
de 20mM Tris-HCI pH 7,3. Les fractions issues de G-50 contenant la plastocyanine sont
chargées et la plastocyanine est éluée par un gradient de NaCl de 0 4 350mM, L'apnexe
2 décrit précisément 1a méthode.

Les fractions de plastocyanine pure (avec le rapport Absqs/Absser ~1) sont récoltées,
concentrées jusqu'a une Absse; ~2 ot dialysées dans 100mM tampon phosphate pH 7.0,
finalement aliquotées et conservées & -20°C.

2.4.10 Systéme de concentration des solutions de protéines

Le systéme d'ultrafiltration pour la concentration des protéines provient de chez Amicon.
La solution & concentrer est placée dans une celluie avec au fond une membrane filtrante
de porosité choisie et une pression d'azote gazeux est appliquée par dessus le liquide.
La membrane est choisie de maniére & retenir toutes les tailles de protéines supérieures
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ou égales & le plastocyanine, J'utilise le modéle YM3 (> 3'000 Da). Le modéle YM10
(>10'000 Da) bien qu'dtent théoriquement adapté (la messe moleire de la ptastocyenine =
10°'330 Da) laisse passer trop de plastocyenine lorsque (a selution est tr&s concentrée.

2.4.11 Le purification de l'azurine recombinante

La premiére étspe est un choc osmotique sur les cellules £ cofi La fraction
périplasmique ast acidifiée 4 un pH de 4,1 avec un tampon acélate, les contaminants
dénaturés sont &liminds par centrifugation 20 minutes 4 19500g 3 4°C. Le sumageent est
chargé sur cclonne de CM-ceflulose (carboxyméthyl-cellulose, f. Fig. 27) et I'ezurine est
éluée avec un tempon ecétate 20mM pH 5,1. Les fractions contenant l'azurine, présante
sous forme d'apoazurine, sont révélées par 2 ul de CuSQ, 1M, elles virent au bleu. Ces

fractions sont concentrées jusqu'é un faible volume {<5ml) et chargées sur G-50F.
L'azurine ast elors pura.

Cellulose Q -~ CH;-— C%

Fig. 27: Structura du groupe fonctionrel de la Cid-cellulose

2.4.12 Technjgues d'¢lectrophordse pour les pratéines

L'analyse des é&tepes de purification, de le pureté des échantillons s'effectue par des
meéthodes d'électrophorése. La premiére (SDS page: Sodium DodecyiSulphate
polyacrylamide gel glectrophoresis) est une technique trds utilisée pour l'analyse de
routine. Les protéines sont dénaturées dans un tampon de charge (contenant du SDS et
du mercaptoéthanol} et en chauffant 3 minutes 4 100°C, avant d'étre chargées sur gel.
Ainsi la structura tertieire est perdue et les protéines sont recouvertes de SDS, en
moyenne 1,4g de SDS par gramme de protéine, ce qui a pour effat d'annuler toutes les
éventuelles charges propre & la protéine La charge globale du complexe SDS-protéine
est donc seulement déterminde par la quantité de SDS recouvrant la surface de la
protéina, donc per le taille de le protéine.
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La séparation du mélange de protéines dans un champ électrique aménera les plus
petites plus loin dans les mailles de polyacrylamide que les grandes.

Le systéme utilisé (Minige!, System Laemmli [74], Mini Protean I} est commercislisé par
Biorad.

Le sysléme se compose de deux gels de concentration différente. Un gel de séparation
d'une concentration en acrylamide de 12%, surmonté d'un gel d& concentration dune
teneur en acryl amide de 4%. Ce deuxiéme gel a pour effet d'amener toutes les protéines
en méme temps au début du gel de séparation (stacking) et dempécher fa diffusion
pendant lg "stacking”.

Composition du tampon de charge et des gels:

a) Tampon de charge:
Tris-Cl 1M pH 8.8 1,2 ml
10%8DS 2 mi
87% Glycérol 1 m
1% Bleu de bromophénol 0,05 ml
Mercaptoéthanol (14M) 0,05 ml
Eau Mili-Q 5,25 mi

b) Gel de séparetion:

Tempon Tris-Cl 1M pH 8,8 2 ml
30% acrylamide 32 mi
10% SDS 0,08 mi
Eeu Mili-Q 2,68 ml
Dégazer 15 minutes aux ultrasons, puis ajouter:
10% APS 0,04 mi
TEMED 4 W

Temps de polymérisation: 45 & 60 minutes
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¢) Gel de cancentration:

Tampaon Tris-Cl 0,5M pH 6,8 1,25 ml
30% acrylamide 0,65 m!
10% SDS 0,05 mi
Eau Mili-Q 3,02 ml
Dégazer 15 minutes aux ultrasons, puis ejauter:
10% APS 25 W
TEMED 5 W

Temps de polymérisation: 30 & 45 minutes

Une autre technique d'électrophorése se base sur les variations de la charge glabale
d'une protéine en fonction du pH, c'est I'électrophorésa de focalisatian iscélectrique
(paglF: polyacrylamide gel_Isnslectric Focusing)

La matrice de polyacrylamide contient das ampholytes avec différents pK, da maniére &
couvrir un domeine de pH donné. Ces ampholytes sont alars titrés en plagant sur l'anode
une solution acide et sur la cathode une solution basique, le champ élactrique établit
glors un gradient de pH dans le gel.

L'utitisation de cetlte technique pour la plastocyanine nécessite une modification. En effet
la plastocyanine précipite 4 un pH~5, or son point isoélactrique se situa & ~4,2, L'ajout
d'un détergent non chargé comme e Triton X-100 résoud pertiellement le probléme.

Les échantillans daivent &tre complétemeant désalés paur éviler tous problémes dans lo
migration et optenir des bendes droites.

Compasition des solutions:

8} Acrylamide: acrylamide 489 g
bisacrylamide 02 g
Eau Mili-Q ad 00 ml

Ajouter ~1 g d'Ambaeriite et agiter falblement pendant une heure, afin
d'éliminer tous [es ions et filtrer la solutian sur papier.
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b) Gel: Acrylamide 18 ml
ampholytes (pH 2,5-5) 1,9 ml
glycérol (87%) 4 ml
Triton (10%) 6 ml
Eau Mili-Q 100 pl

Dégazer 3 minutes aux ultrasons et ajouter:
APS (22,8 mg/ml) 0

TEMED 25

Temps da polymérisation; 8 & 12 heures.

¢) Solution da titration:

solution acide: 0,04M d'acide aspartique
solution basiquse: 0,1M de NaOH.

2.4.13 Méthode rapide de coloration des gels SDS

1. Tremper la gel dans {a solution de fixation & tampéreture ambiante et plecer le tout au
four & micro-ondes 4 450 Watt pendant 5 minutes.

2. Tremper l& gel dans la solution de coloration au bleu de Coomassie & température
smbiante et cheuffer eu four 4 micro-ondes 4 450 Watt pendant S minutes.

3. Retremper lo gel dans la solution ds fixation et placer au four & micro-ondes a 450
Watt pendent 5 minutes.

4. Tramper le gel dans la solution de décoloration & température ambiante avec un
morceau de mousse synthétique pour trapper le colorant st plecer le tout au four & micro-
ondes & 450 Watt pendent 10minutes.

Solution de fixation: 625 ml d'isopropanol
250 m! d'acide acétique
compléter & 1000 ml avec de l'eau Mili-Q.



Chapitre 2 PARTIE BIOCHIMIQUE 58

Solution de coloration:  2,5¢g - de bleu de Coomassie R-250
500 m! de méthanot
100 mi d'acide acétique
compléter 1000 ml avec de I'eau Mili-Q.

Solution de décoloration: 50 ml de méthanol
70 ml d'acide acétique
compléter & 1000 mi avec de 'eau Mili-Q.

2.4,14 Méthode repide de coloration des gels IF

Le coloration des gels IF suit le méme protocole que pour ies gels SDS, seule la
composition des solutions change.

Soluticn de fixation: 57,5 g dacide trichloroacétique
17,25 g d'acide sulphosalicylique
gjoutés & 500 ml avec de I'eau Mili-Q.

Solution de coloration: 0,46 g de bleu de Coomassie R-250
400 m! de solution de décoloration.

Solution de décolaration: 250 mi de méthano!
80ml d'acide acétique
complétar & 1000 ml avec de 'esu Mili-Q.
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3 Résultats de la partie bigchimique

3.1 En biologie moléculaire

3.1.1 Construction de la chimére AzPc

La construction menée selon le procéds décrit dans le chapitre 2 e nécessité 'isolement
per PCR du géne de I'azuring, L'amplification du g&na de Fazurine par PCR st la
saquence sont correctes {voir Fig, 28).

:rcccrmchTr;c:rccmscmccwmcwcscmcccrmcccrccrsrcccrscrc
T 1T Oy U PR R S 529
Acscmcc-rccmcmscmccmccanruaccnccccamec;cnccacmccmccns

HetValArglysLeunls

AGTCCGCCGCETGLTGEC TGCCGAGTGC TCGGTGGACATCCAGGGTMC GACCAGATGCAG

TTCARCACCAATGCLCATCACCGTCGACARGAGE TGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCC
T OToe A oA T aCA G TOTTO T NGO TCOTe ARG TGO AT TOACAGE
PheAsnThrAsnAlalleThrValAspLysSerCyslysGinPheThrvalAsnLeuSer
CACCCCGECAACCTGCCGAAGAACGTCATGGGCCACAALTGGGTACTGAGCACCGCCGCC
¢ GTGGGGCCGTTGGACGGC'I'TCTTGCAGTACCCGGTGTTGACCCATGACT;GTGGCGGCG;;
HisProGlyAanLeuProLysAsnvValMetGlyHisAsnTrpValleuSerThrAlaila
GACATGCAGGGCGTGGTCACCGACGGCATGGCTTCCGECCTGGACAAGGATTACCTGARG
oA OO COCACON oG TaC A AN AC T ST IO TANTRATTE
AspMetGlnGlyValValThrAspGlyMetAlaSerGlyLeuRspLyshapTyrLeulys
. CCCGACGACAGCCGCGTCATCGCCCACACCARGC TGATCGGL TCGGGCGAGAAGGALTCG
O ST S S e g
ProAsphapSerArgValIleAlaHisThrLysLeulleGlySerGlyGluLysAspSer
GTGACCTTCGACGTC Tt MGCTGMGGMGGEGMCAGTACRTGTTCTTCTGCACCTTC
[l e e AR e ot ———— B89
CACTGGMGCTGCAGMGTTCGJ\CTTCCTTCCGCTCGTCATGTACMGMGACGTGGMG
ValThrPheAspValSerLysLeuLysGluGlyGluGlnTyrMetPhePheCysThrPhe
CCGGGCCACTCCGCGCTGATGMGGGCACCCTGACCCTGMGTGAWGG
B S S

ProGlyHissSerhlaleuetLysGlyThrLeuThrleuLys2nd

Fig. 28: Séquence de la parlie codante de 'azurine {le peptide signel de 'azurine es!

souligné an pointillé, te site Ncol en plein et le site Bam HI deux fois.)
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Le géne de 'azurine est sous-clonéd dans le vecteur pTre 99A vie les sites Neo | et Bam
HI. 11 a servi de template pour 'lamplificatian du mégaprimer hybride contenant le peptide
signal de l'azurine.

Avec ce mégaprimer, le primer pc-2 et comme ADN template pour le géne de la
plastocyanine un ADNc de jeunes feuilles d'épinard, j'ai oblenu une chimére de 431
paires de base (pb). Cetie chimére est sous-clonée dans le vecteur pTrc99A et
séquencée par PCR. Le séquence esi correcte 6 une base prés. En effet, le nucléotide
275 (en gras dans la figure 29) est un "G" le codon initialement GAA est devenu GGA et
un acide aminé Glycine remplace la Glulamate en position 68.

GGAGGCTGCTCCATGGTACGTAN\CTL'.GCTGCGGTATCCCTGCTGTCCCTGCTC&GTGCG
lo=cr-v-mafrrnmrerr= D il B L TR B e ] +60
CCT(.CGACGAGGTACCATGCATTTGAGCG}\CGCCATAGGGM‘GACAGGG}\CGJ\GTCACGC

MetValArgLysLeuRlahlaval$exLeuLeuSerLeuleuSerhla -

CCGCTGCTGGCTGTTGAGGTGTTGCTCGGAGCGGGTGACG"ATCATTGGCATTCCTTCCA 0
flemrmmcaaa [ " fomm—————— Fmm—rmuummt e rmne——— e m - +12
GGCGT-\CGACCGACMCTCCACMCGAGCCTCCCCCACTGCCTAGTMCCGTMGGMGGT

GGAGACT TCAGCGTAGCC TCGGGLGAGGAGATCGTATTC M\GMCMTGCCGG.RTTCCCC
L e B ettt B R 4oetasdt e ———— +180
CCTCTGN\GTCGCATLbGJ\GCCI‘:GC'l'CCTCTJ\GC}\TMGTTCT‘PGTTACGGCCTM.GGGG

GlyRspPheServalAlaSerGlyGluGlulleval Phel.yshsnhsnAlaGlyPhePro -

CACMCG‘J‘AGT GTTTGACGAGGACGAGATTCCCTOCGGTGTCGRCGCCGCGAAGATTTCG
18l-mm~evmccfecccccnan 4rmmmmmanan frmmm——— fommeee——— D +240
GTGTTGCANACAMCTGCTCCTGCTCTAAGGGAGGT CACAGCTECGGCGCTTCTARAGE

HisAsnvailvValPheAspGluAspGlulleProSerGlyvalAspAlaAlaLysIleSer -

ATGTCCGAGGAGGATTTGCTGN\TGCACCJ\GGGGGMCTTACAMGI‘TACCCTTA.CTGAG
24l-----veccndnacacacna dremmn . e ————— pummm - fommmmm——— +300
TACAGGC‘[‘CCTCCT}\MCG}\CTTACGTGGTCCCCCTTGMTGTTTCMTGGGMTGACTC

HMetSerGluGluAspleuleuAsnAlaPreGl yGlyThrTyrLysvalThrleuThrGlu -

mcsmrmcmrrcmcmcrcaccccaccmc;cmcrccmrccmscma
301 emfm e s S PO +360
-r-rcc'rTcmmncmcnmccmrscc;smcrcccnccacc;\mccacccnﬂcma

LYSGlyThrTyrLysPheTyrCysSerProtlsGlinGlyAl aGlyMetVvalGlyLysval -

Acm'rcmcrmnrrrrmrcmmmsmm'rmnxrnmncrnmmm
13 R —— R —— sl $rmmmcm e jussesesmebrmm————— +420
TGACAGTTGJ\TTJ\TAMM‘TACTTTTTMCTTJ\AI\J\ATAI\AT n-mcmmcmcmcrc

ThrvyalAan&nd
CSGATCCACGG
$21-—-——-—-—4-431
GECTAGGTGCC

Fig. 29: Séquence de la chiméra AzPc (le peptide signal de I'azurine est souligné en
paintilld, te site Ncol en plein et le site Bam HI deux fois, en gras |a faute en pasition 68.)
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J'ai ranouvellé cette démarche plusieurs fois avec plusieurs types d'ADN polymérase et &
chaque fois la méme erraur c'est glissée. C'est glors posée la question de l'intégrité de
I'ADNc servent de template. L'ADNe contient-il une erreur ? Ce qui est possible, I'enzyme
transcriptase inverse utilisé pour la conversion de 'ARNm en ADNc n'a pas d'activité
"oreof reading”. Jai donc choisi un autre ADN templete, 'ADN chromosomique de
I'épinard et les primer pc-1 et pc-2. La séquence du géne einsi amplifié contient
égalerment la méme erreur!

Et il s'agit donc bien d'une erreur de la séquence de ma chimére et non pas de la
séquence publidée de la plastocyanine [33]. La perte d'une charge (l'acide aming
Gluteméte est remplecé par Glycine) modifie le pl de la plastocyanine: 4,26 pour la native
contre 4,20 pour la Pc E68G. Cette différence est visible sur paglF, 0,025 unité pH/mm
(Fig. 30).

PH4.26__\ w'w%.' '

/""ﬁ' ““&»‘*

pH 4,20

Flg. 30: Gel IF des plestocyanines E68G, native at wild type.
1 Pcnt, 2 Pc EGBG, 3 Pcwt, 4 Pcnt +wt, 5 Pc nt + EESG, 6 Pc wt + EGBG,
7 Pe L12G, 8 Pc EBBG L12A.
Les traces sont dues 4 l'instabilité de ta plastocyaning & de tels pH.

le faute serait elors commise par 'ADN polymérase (Taq) utilisée lors de Famplification
du géne. ll est connu que les ADN polymérases commettent des fautes. Les fréquences
d'erreurs figurent dans leurs caractéristiques fournies par le fabriquant. Quelque chose,
une structure secondaire de I'ADN p.ax., pourrait provoquer ce comportement de le Teq.
Ce qui ast cependant curieux, c'ast que cetle erreur soit toujours la méme, comnmise eu
méme endroit. Une situation similaire s'est produite lors de 'emplification de la sous-unité
b} de la FTR (ferrédoxine thiorédoxine réductase) dans notre laboratoire [75]. La
camparaison des séquences de cetle sous-unité et de la plastocyanine n'a pas montré de
similitudes évidentes qui permetteraient de déduire la reison du comportement de la Tag.

C'est par mutagénése dirigée que j'ai corrigé cette erreur.
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3.1.2 Mutagénése dirigée

La correction de Ferreur en position 68 aevec le primer 668 a abouti el |'ai ainsi obtenu une
chimére contenant le géne correct de la plaslocyanine, St FADN polymérese n'a pas
rétablit la faute lors des PCR de cette mutagénése et des suiventes, je suppose que c'est
dl eu fait que las templates utilisés sont beaucoup plus courts que I'ADNc ou ADN
chromosomique d'épinard. La probabilité de Is formation d'une structure secondaire est
glors plus faible

En plus de AzPc wild type, la mutagénése dirigée a produit six autres clones. Deux
contiennent également la faule en position 68; AzPc 112G E68G et AzPc L12A E68G, car
I'ADN ayant servi de template est la chimére AzP¢ fautéds. Quatre sont mutés en une
saule position: AzPc L12G, AzPc L12A, AzPc L12V et AzPc L12F (Fig. 30).

Powi L12G L12A Lzv LIZF
G A TCGATCGATECGATCGATEC

- —.--‘_‘- - Lo ] - ?.:& -'-‘%';. Loy

Codon 12 : e : g

wt: TTG k i

L12G: GGG \

L12A: GCG gy oy ,

L12V: GTG : '

L12F: TTT %ﬂ'\-ﬂ.‘ ...... 7
k gy i -ﬂ:‘:;

Fig. 31: Autoradio des séquences de Pc wi et des mutants de la position 12.

J'ai donc & exprimer en plus de i'Azurine, huit plastocyanines différentes: P wl, Pc EG8G,
Pc L12G EB8G, Pc L12A ES8G, Pc L12G, Pc L12A, Pc 12V et PoL12F.
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3.2, En biochimie

3.2.1. Produglion de Pezurine

Deux systémas d'exprassions ont &t& testés pour la production d'szurine. Le vecteur pET
3d avec E. cofi BL 21 {DE3) et le vecteur pTre 99A st £ coff JM 105, Le premisr systéme
est inadéquet, I'ezurine n'est pas produite. En effet, aucune trace d'azurine n'est décelée,
quetque soit la concentration d'IPTG (0,5 ou 5mM) et le milieu utiliséds: NZCYM, M9g2ZB,
LB ou TB, bien que tous assurent une bonne croissence des cellules (Tableau 2).

Le deuxiéme par contre fournit une bonne quantité de proté&ine pure: ~75mg par litre de
culture, Les cellules sont cultivées dans un fermenteur de 1,5 | et le milieu TB. Tg st e
moment de I'inoculation. L'induction avec 1mM d'IPTG alieu Aune D.O. A550nm =14 T,
+ 1heure environ. La culture est stoppée 4 heures aprés linduction 4 une D.O. do ~15 &
To + 5 heures . L'extrait total des protéines cellulaires avant et 4 heures eprés l'induction
montre sur gel SDS une nette surexpression de l'azurine (Fig. 32 ot Tableau 2).

Delton

Azurine

13700 —

Fig. 32: Gel SDS des protéines totales avant et eprds induction.
1 Margeur de taills, 2 et 4 protéines totale event induction, 3 et 5 eprés induction
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Tableau 2: Résultets quelitetifs des tests de conditions de production de l'azurine.
Le teux de croissanca est établi & un temps To+ 5 heures.
* indiquent des cultures de 1,5 litre.

Vecteurs Cellules Milieux et teux de croissance Azunne
NZCYM M8gZB L8 XB T8 (SDS)

PET3d  BL 21(DE3) ey -

+4 -

++4+° -
pTrc88A  JM 105 ' +H+* ++++

- : résultats négatlfs

Le purification de I'azurine e suivi le protocole décril dans [66] en omettant le deuxiéme
passage sur CM-callulose. [l serait cependant intérassant d'optimaliser la purification.
L'utilisation d'une résine sulfopropyl-Sepherose et d'un gradient de pH serait préférable.
Le flux & travers la callulose aest trés tent, elors que le Sepharose assure un meilleur
débit, ce qui est important lorsque le volume & charger atteint plus d'un litre. De plus, le
groupe fonctionnel de !a sulfopropyl est un ecide fort, son affinité pour les cations ne varie
pas en fonction du pH, contrairement eu groupe carboxyl,

Paraliélement, j'ai tenté d'extreire 'azurine native & partir d'une culture de Pseudomonas
aeruginosa. Deux cultures en fermenteur de 1,5 litre avec le milieux de culture pour Ps.
eeruginosa ont t6 mende, 'une en condition sérobie, I'autre en ansérobie (un flux
d'ezote remplagait I'eir). La purification de le protéine a suivi le méme chemin que la
recombinente. Je n'ai capendant pes détectd d'azurine dans ces extraits. Le fait que
l'expression de l'azurine recombinante fonctionnail et que Ps. aeruginose est un
organisme pethogéne e conduit & ce que je ne renouvelle pas catte expérience.
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3.2.2, Produgtion de |a plastocyanine

3.2.2.1 Tesis des conditions d'expressian

L'établissement des conditions de production a été menéd avec le clone AzPc EGBG,
premier en ma possession.

Suite aux conclusions de Chang e al. [67], ['ai chaisi d'ajouter & tous les milieux de
culture 1mM de CuSQ,. Ce qui favorise Jg formation, 4 pertir de I'epoplastocyanine, de
I'holoplastocysnine, qui est plus résistante sux proiéasas.

Une série de tests a td réalisée en culturas "ministyias” (50 4 100ml). Ces cultures-test
visaiant & établir les conditians {milieu, concentration en IPTG, vacteur et bactérie) pour
obtenir une surproduction de |a plastocyanine & l'image de celle oblenue pour I'azurine
(Fig. 32). Ces tests sont complétés par des cultures en fermenieur de 1,5 litre, dans les
cas ou une confirmation & plus grande échelle &tail nécessaire. L'esiimation de la
croissance cellulaire a 8té faite par des mesures de D.Q. & 550nm. Lea production de le
plastacyaning a &té visualisée sur gel SDS et le cas échéeni, la quentité a &té estimée
par une mesure & 597nm de le frectian périplasmique en présence de KFe{CN)s.

Las tests "ministyles” sont toutefois & considérer avec certaines réserves: une petite
culture en erlenmeyer n'est pas proportionnelle 4 une culiure en fermenteur, les
conditions d'aération et d'agitation sont trop différenies. Cette manidre permet néanmoins
de comparer les systdmes entre eux, sans pour sutant prédire des résultais quantitatifs
pour les cultures en fermentaur,

Les fentatives d’expression ont &té menéas avec le vectaur dexprassion pET 3d, dans las
celivles E. coli BL.21 (DE3). Ce vecteur n'a danné aucun résultet pour Is preduction de la
plastocyanine. Une série de cultures-test "ministyle” associe ce systdme 4 différants
milieux sans autre résultat que d'étsblir fe miliau TB comme fe meilleur pour le croissance
das cellules (cf Tablesu 3). Une confirmation est abtenue avec une culture de 1,3 litra de
TB an fermenteur avec une induction 4 5 mM IPTG. La fraction périplasmique a subi une
précipitation ay sulfate d'ammoniumn et une DEAE. Dans ces conditions, aucune
expressian n'est décelée ni sur gel SDS, ni aux anticorps contre la plastocyanine, ni au
spectrophotométre.
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L systéme assaciant le vecteur pTrc 99A el les cellules JM 105 assure une expression
de la plastocyanine, Elle est peu visible sur gel SDS avec une coloration au bleu da
coomessie, mais est claire aux anticorps malgré de nombreuses réactions croisées.

Ce systéme a &té testé avac différents milieux: LB, XB et TB (cf Tableau 3). C'est dans le
TB que les JM 105 poussent lo mieux et la production de piasiacyanine y semble la
meilleure. Si le vecteur pTre S9A est associé aux bactéries BN 103, la vitesse de
croissence dans le milieu TB diminue et la production de plastocyanine n'est pas
visiblement meilleura. '

Avec le vecteur pKK at les cellules BN 103 dans le milieu TB, l'expressian est taujours
présente mais légérement plus faible et la taux de croissance diminue. De plus te vecteur
est connu pour étre en faible nombre de copies dens les cellules. L'expression n'est pas
meilleure si on l'associe aux JM 105 et le taux de croissance est encore plus bas
(Tableau 3).

Tablesu 3: Résultets qualitatifs des tests de production de la plastocyanine.
Le teux de croissance aest établi 4 un temps To + 5 heures.
Dans la production de plastacyanine seules les mesures
spectrophotométriques permettent une estimstion qui peut étre comparée.

Vecleurs Cellules Milieux et taux de crolssanca Production de I3 plastocyaning
NZCYM  M8pZB LE X8 B SDS  Anticorps  Agginn

pET3d BL2A ++ . . .

o+ - - -
- - . -
++ - - -

44 B - -

pTrc 88A JM 105 + + » ++
+ l‘+ + ++

44 + + 44

BN 103 +H4 + + -+

pKK-233 BN 103 4 + + ++
JM 105 ++ + + -+

- : résuitats négetifs.
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Les derniers tests ont permis d'établir la concentration d'IPTG 2 utiliser pour l'induction,
En cultures-test "ministyle” da 50mi TB avac le vecteur pTrc 99A et les celiules JM 105, il
n'y & pes de différencas visibles 2 utiliser 1 mM ou 5 mM final ¢'IPTG. Pour des raisons
économiques el dong choisi pour induire les cultures 1mM d'IPTG.

Aucune des situations étudiées ne montrent une surexpression 2 [image de celle de
Fazurine. A défeut d'evoir pu mattre en place un tel systéme, j'ai chaisi les conditions
suivantes pour lé production de la plastocyanine:

Vectaur; pTrc 99A

Souche: JM 105

Milieu: TB + 1mM CuSO,
IPTG: 1 mM
Température: 37°C

Ces conditions ont &t& retenues pour essentiellement deux raisons:

- La vacteur pTrc 83A 2 un meilleur taux de réplication que la pKK 233,
- Elles assurent le meilleur couple: vitesse de croissance - praduction de la
plasiocyenine, &tabli selon des mesuras qualitatives.

Dans cas conditions la croissance des cellules suit une courbe classique (Fig. 33). La
phase de latence dure environ 100 minutes, el atleind une D.0. ~1. C'est alors la moment
de linduction. Puis une phase exponentielie d'enviran 5 heures précéde le debut de la
phase stationnaire.

Tout au long de la culture le pH varie systématiquement de la manigre suivante: tout
d'abord uné 1égére diminution de pH 7 4 6,8, qui s'accenlue jusqu'a pH 6,6 4 |a fin da la
phasa exponentialle. Une alcalinisation du milieu suit jusqu'd la phase stationnaire avec
un pH de 7,5. Celte alcalinisetion s'associe & I'apparition dune abondante mousse dans
la culture, toutes deux dues a l'aclatement de bactaries Il faut stopper la culture, les
cellules sont elors récoltéas, ~ 6 haures aprés I'induction.
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1 d‘p« siationnalre

D.o.

«4— Inductlan

Temps

Fig. 33: Courbe théorique de |a croissance des bactéries.

Le recul me permet de remarquer certaines lacunes dans le déroulement des cultures-
test. Un travail ayant pour bul de déterminer précisément le systéma fe plus efficece pour
'expression de |a plastocyenine devrait atre conduit de maniére plus précise.

Le volume des cultures-test ne doit pes étre inférieur 4 100ml dans un erlenmeyar &
chicanes de 500ml, pour une bonne aération. Aux mesures de la D.O. doivent s'ajouter de
masures de poids sec des cellules. La quantité de plastocyanine preduite doit étre non
plus &stimée per 'absorbance & 597nm sur la fraction périplasmique oxydé meis 8ur les
fractions réunies eprés DEAE. Le signal est alors plus imporiant et =ort nettement du bruit
de fond. Cette mesure permettant d'estimer également le quantité de protéine fotala &
278nm, 'échantillon étant débarrassé des acides nucléiques.

It serait également important de tester d'aufres vecieurs, comme le pSBET qui contient le
géne d'un ARNt rere chez E. coli [76]. Ainsi que dautres milieux, dont certaing sont
cangus de maniére spécifique & favoriser le réplication de I'ADN, 1a transcription ete...

I est également possible de réduire la phase de latence de Ia culture en Finoculant avec
une préculture dont les cellules sont en pleine phase de croissance exponentielle et non
avec une préculture saturéde,
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3.2.2.2 Résultets des expériences &tablissant le chemin final ds purification

La resuspension des cellules dans la solution A du choc osmotique, doit étre soigneuse
pour éviler de casser les cellules. L'utilisation d'un tube de Potter eccélére le
manipufetion mais un usage prolongé éléve le nombre de cellules cassées et par
conséquent la quentité d'ecides nucldiques libérés est plus importante quavec une
pipette pasteur.

La centrifugation avant la solution B donne l'occasion de voir la proportion de cellules
cessées. Elies sédimentent plus lentement et constitusnt une couche distincte au dessus
du cutot, La resuspension dans le solution B est énergiqus, ce qui conduit au choc.

A pertir du choc osmotique, deux voles ont été lestées. a) Le premiére consiste &
concentrer par ultrafiltration la frection périplasmique pour la charger directement sur G-
50F. b) Le deuxidme comprend avent le tamisage, une précipitation su sulfate
d'ammonium st une chromatogrephis sur DEAE.

a) L'efficacité de la séparation est faible. La résolution est mauvaise: les fractions
contenant |a plastocyanine sont confondues avec les grendss protéinss.

De plus la concentration de la fraction périplasmique pose trois problémes; les particules
en suspension beuchent le filtre, les acides rucléiques présents augmentent la viscosité
enfin le grand volume (800 m!) nécassite une longue concentration.

Deux de ces trois points ont leur solution. Une centrifugation prolongée et/ou plus
puissante ou une filtration peuvent débarasser la sclution des particules en suspensicn,
Un traitemant 4 I'ADN/ARN nucléases fractionne les acides nucléiques et diminue la
viscosité de la sclution, mais une incubation 4 37°C pendant une heure est nécessaire.

Cas solutions sont longues & eppliquer et I'incubation de la deuxiéma peut étre néfaste
pour la plastocyaning, qui n'est pas thermostable,

b) La deuxidme voie s'inspire largement du début de la méthode de purification de la
plastocyanine d'épinard établie par Schirmann. |l s'agit de précipiter le choc osmotique
avec uns concsntration de sulfale d'ammonium correspondant 4 80% de saturation et de
le charger sur DEAE. Suil un lavege 4 60% de saturation et enfin I'¢lution & 30%. La
plastocyanine migre avec le front du tampon.

Quelques modifications onl été apportées & ce protocole, La quantité de sulfete
d’ammoenium pour précipiter le choc osmotique est ramenée & 70%. J'ai en effet constalé
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que trop de plastocyanine précipitait & 80%. J'ai égelement constaté que le lavage & 60%
faiseit migrer la plastocyanine, je I'ai ramenéd & 70% et finalement eupprimé, car il
n‘apporte pas de sansible amétioretion dans Ja purification de 1a protéine recombinante.

L'utilisetion d'un gradient de 70 & 0% de sulfate demmenium a été testd pour I'élution. Ce
type d'élulion, nacéssitant la mise en place de tout un appareillage, n'eméliore pes
sensiblament le rapport da pureté (Azs/Asy) mais augmenta la voluma das fractions
contanant la plestocyanine. Etant donné que Pétape suivante est une ultrafiltration,
['utilisation d'un gradient a é16 abandonnée.

La solution issue de DEAE est limpide, exemple d'acide nucléiques et de volume 5 foig
plus petit que calui chargé. La concantration est alors plus facile el plus courte - melgré 1e
forte leneur en sulfete d'ammonium,

Le tamisage sur G-50F ast alors plus efficaca, les fractions cantenant la plestocyenine ae
détachent das grandes protéinas, Jai tanté d'optimaliser les conditions d'&lution, Le NaCi
contenu dans ie tampon vise & atténuer les interections de charge entre les protéines.
L'éiévation de sa concantration de 50 mM & 250 mM ou 500 mM, n'eugmente pes
f'efficacité de catte chromatographia. Da plus une concantration plus élevé que 50 mM an
NeCl paserait un probléme pour ['étape suivante, I'dchangeuse d'anions.

Das lests avac Mono-Q 1ml (Pharmacie, Annexe 5) ont éfebli que I'dlution de la
plastocyanine evec un gradient de 0 é 350 mM était optimal. Avant le gradient, la colonne
est lavée par un volume de colonna da tampon sans NaCl, ce qut élue les protéines
chargées positivemant au pH utilisa.

Pour les productions & granda échella le choix s'ast porté sur une colonne Q Hiload (60
ml} qui permel de séparer en un passage l'ensemble d'une préparation en conservant les
aventagaes de rapiditd, de maniabilité - notamment au niveau du collecteur de fractions-
de le FPLC {(Annexe 2).

Cette daernlére &lape canduit & une plastocyanine pure. Elle sépare les formes ogcydée
(pic A) et réduites {pic B) (Fig. 33). En fait, le pic 8, dit de plastocyanine réduite, est une
gojution incolore, qui vire eu bleu 4 I'ajout de farricyanure, qui n'stteint cependeant jemeis
un rapport de puretd (Axmf/Assr) Gquivaient & le plastocyenine du pic A. Néanmoing, le
specire CD o! le spectre UV {250 & 300 nm) de cefte solution correspond bien & le
plestocyenina, La teilie de ou des protéines de cette solution est égele & celle de la
plasiocyanine. 1| s'aglt sans doute d'un mélange de plastocyanines mal formées n'eyant
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pas de cuivre, ou eyent incorporé un autre ion métallique présent en trace dens les
tampons utilisée tout eu long de la production, et de plastocyanine réduite.

plcA I q

108

T 0.8

M NaCl
1 0.4

1 0.2

0 250 - 500 750
mi

Fig. 33 Profil d'élution de |2 plestocyanine recombinante aprés G-50, sur Q-Hiload
(FPLC), tampon: 20mM Tris-HCI pH 7.3, élution avac un gradient 0 & 350 mM NaCl (----),
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3,2.2.3 Détails des résultats de le praduction d'une plasiocyenine

Cette description concerne ta plastocyanine wild type
a) La culture

La culture des E. coii M 105 contenant le plesmide AzPc wt-pTre89A a poussé selon
unse courba classique jusqu'a une D.Q. de ~ 30 (Fig. 34). Le pH a varié selon le schéme
habituel at eu pH 7 4 les cellules ont été récoltées J'ai optenu 160 g de bectéries, poids
frais,

30

25

10 4

0 120 240 360 480
temps {min]

Fig. 34: Variation de la D.0. et du pH en fonction du temps.

b) Le choc osmotique

¢ Dans le cas de 1a Pc wt, j'ai eu un volume de fraction péripiasmique de 830 ml evec une
Asg; = 0,2178. La quantité totale de plastocyenine est alors de 383,3 mg. Celle solution
conlient beaucoup d'acides nucléiques, Azs ~2,5. Iis peuvent 8tre génant pour la suite et
interdisent un passage direct sur G-50F pour des raisons de viscosité,



Chapitre 3 PARTIE BIOCHIMIQUE |

¢) La précipitation au sulfate d'ammonium

La précipitation au aulfate d'ammonium 70% de saturation laisse la plastocyanine en
solution tout en éliminant une partie des contaminants, Elle ne débarrasse cependant pas
la solution das acidas nucléiques.

« La surnageant de la précipitetion a un volume da 1000 ml, une Asy = 0,1655 et une
quantité totale de plastocyanine égale 4 350,89 mg.

d) La chromatographle sur DEAE

Outre ['élimination de contaminants protéiques, celte chromatographie débarrssse la
solution deg acides nucléiques, Cetta étape tienl liau de concentration, la voluma &lué
contenant la plaslocyanina ne représente en moyenna qua 1/5° du volume chargd. De
plus elle sart de filtration. En effet le surnageant issu da la précipitation n'est pas
compladtemant limpide, ce qui nécessiterait une centrifugation beaucoup plus longua. Or
cette résine parmat un flux important, qui n'est pas sansiblement géné par les particules
on suspensions et sa robustasse permet une régénération aisée avec HCI et NaOH.

* La volume élué de la DEAE contanant la Pc wt est de 125 ml avec une Agy = 0,8757 ot
una quantité totale de plastocyanine égele & 232,13 mg. Las acidas nucldiques ont
disparus. :

o) Lo tamisage moléculaire sur G-50

Sans pour autent offrir une séparation 4 la tigne de basae, celte étape débarrasse la
piastocyanine de la majorité des conleminants de grande taille. Le tamisage moléculaire a
un avantage important, il W'entraine pas de pertes importantes.

¢ Lo volume &lué de la G-50F contenant la Pc wi est da 71 ml avaec une Aser = 1,3974 et
une quantitd totale de plastocyenine égate 4 210,37 mg.

f) La chromatographie sur Q Hi-load

s Lo voiume du pic A da la Q Hi-load conltenant la Pc wi est de 96 ml avec une Agy =
0,8837 at une quanlitd totale de plastocyanine &gale & 179,90 mg.

g) Résumé des différentes &tapes.

¢ La purificetion dea ia Pc wt étape par étape est résumé dana le tableau 4 et la figure 35.
La quantité de plastocyanine totale pour la fraction périplasmique et le surnageant de la
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précipitation su sulfete d'ammonium sont & considérer avec réserves tant le signal du
spectrophotométre ast feible et les volumes grands. Les figures 36 et 37 donnent une
bonne vision de 'effet des différentes étapes de le purification.

Teblesu 4: Le rendement des différentes étapes do purification de la Pcwi.

Choc
Etape osmotlque Préciplitation DEAE G-50F Q Hiload
Voluma (mi) B30 1000 128 "M 98
Rappon UV/Vis 83.56 4528 8.38 182 1.08
Pc wt tolala (mg) 383.30 350.80 232.13 210.37 176.80
Pcwi relelive (%) 100 92 3l 55 47
Pertes relative (%) 8 34 10 15
100 - -
1 .62 1 .Oﬂ
238
75 1
% Pc SO Aorr | Aser
.26
25 - /
83;;
0 + t + + T
choo précipltation DEAE G-50F Mono Q

Fig. 35: Visualsation graphigue ds l'efficacité des différentss étapes de purification da
la Pcwt
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= apras choc osmotique
= aprés précipitation

= n0rds DEAE

= gprds G-50F

= aprés Q Hiload {Pc pure)}

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 AmM

Fig. 36: Superposition des spectres UV/Vis das différentas étepes de la purification de
la Pc wt. Les veleurs des spectres ont 6t normalisées & Azry = 1 pour étre
compsrables.

Delton
60000

28000

13700

12500

T
A

Fig. 37: Gels SDS des différentes étapes de s purification de la Pc wi.
1: marqusur, 2; protéines totales avent induction, 3: aprés Induction,
4: fraction périplesmique, 5: aprés précipitation au sulfate d'ammenium,
6: aprds DEAE, 7: aprds G-50F, 8: aprds Q Hiload, 9: plastocyenine pure
d'épinard. (L'image numérisée de ce gel a 614 ratouchéa dans las contrastes et
la luminositd pour une meilisure vue.)



Chapitre 3 PARTIE BIOCHIMIQUE T4

3.2.2.4, Résullats globaux de le praduction des différents mutants de le plestocyenine

Remarques générales sur |e productian de |a plastacyanine:

Au fur et & mesure des cullures s'acquiert Pexpérience de Texpressian de e
plastocyanine. Cette expérience, complétée par des échanges de point de vue enfre
collégues, conduit & plusieurs eméliorations. Les optimalisatians de le productian n'ont
pour le plupart pes été testées de meniére rigoursuse et siriciement comparative,
cependant elles sant efficaces,

Jai ainsi remarqué qu'il faut purifier la fraction périplasmique rapidement, I'idésl est
d'enchainer les étapes jour gprés jour (¢f snnexe 1). Il feut impérativement &viter de
congeler et décongeler le produil des différentes étapes ou de les conserver 4 4°C eu
deld de 72 heures. Mais si une étepe est reportée il est tout de méme préféreble de
stacker @ solution 4 4°C plutdt que de le congeler. La plestocyanine pure dait dtre
conservée & -20°C en aliquots concentrés Assy ~ 2, d'un volume correspondant 4 une
utilisatian journaligre. Il faut éviter de devoir recongeler un aliquat,

Pour un bon rendement les bactéries doivent étre transfarmées fraichement. L'idéal est
une transformation la veille de la préculture. il est en effet possible qu'avec le temps les
bactéries rejettent le plasmide ou ne e réplique plus de maniére optimale. De plus, le
conservation das cellules an milieu liquide ou solide entreine un vigillissement, une
"fatigue” des bactéries.

Résuitats de ia production des plastocyenines:

Le systéme utilisé assure la production de checune des plastocyeninas, & l'exception de
Pc EBBG L12G (Tableau 5). Deux cultures en fermenteur de 1,5 at 8 litres nfont pas
abouti & l'expression de cetté protéine sous une forme fonctiannelle. L'enalyse par
immunoblot de Ta frection périplasmique montre que l'apoplastocyanine est produite. Le
stabilité_ du complexe Cu®* - epapratéine est-elle trop faible au F'apoprotéine nlincorpore-
P'elle pas le Cu™ ? Taujours est-il que cette situation semble étre eu dels de la limite de
fonctionnalité de le plastocyenine. En effet Pc EEGBG L12A est fonctiannelle.
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Tableeu 5; Résultats des productions des plastocyanines recombinantes.

Protéine exp. voluma da rapport mg pctotal mg pe/litre da

n? culture UVivis culture
Pc wild typa 1 1,51 1,27 12 8
2 10! 1,16 g5 9,5
3 101 1,08 180 19
PcL12G 1 151 1,1 3 2
2 101 1,32 13 1,3
3 101 1,2 5 06
Pc L12A 1 1,51 1,16 9 6
2 101 1,07 50 5
3 101 1,1 70 7
4 1014 1,11 58 58
PclL12v 1 1,51 11 9 6
2 101 1.1 77 77
3 101 1,05 56 56
PcL12F 1 151 11 3 2
2 101 1,32 22 2,2
3 101 1.07 53 53
Pc EGBG 1 81 1,2 80 8
2 8t 1,6 8 08
3 B 1,2 21 21
PcEGBG L12G 1 1,514 - - -
' 2 Bi - - .
Pc EGBG L12A 1 Bl 1,77 24 3
2 10t 1,9 10 1
3 101 1,14 25 2,5
4 101 1,17 41 41
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4 Le transfert d'électron

4.1 Introduction

L'approche théorique et mathématique du trensfert d'élactron en général et impliquent des
métalloprotéines sont présentdes en délails dans !a thése de Vererdo [5).

La réduction de le plastocyanine ast ici considérée sous deux angles. Le premler est
rétude de la cinélique du trensfert d'lectrons {4.2), le second est la mesura du taux de
fixation du complexe da cobalt oxydé sur le protéine réduite suita au transfart d'élecirons
{4.3). '

4.2 Les cinétigues du transfert d'électrons

Le systéme étudié ici présente des vitesses moyennes, les demi-vies se situent entre 5 et
15 minutes. Ces réeactions sont suffisamment lentes pour pouvair étre suivies en ulilisant
un spectrophotomélre ordineire an mesurant la veristion de 'absorbance 4 597nm. Dens
les condilions expérimenteles, le plastocyenine oxydée est la seuls composante du
mélange réectionne! qui absorbe de fagon significative & cette langueur d'ande (Fig. 38 et
39).

a[M? cm"]
8000 -

5000 —
4000 -
3000 -

2000 ~

1000

T 1 | 1
3040 4aa $0q 800 700 A [am]

Fig. 38: Spectra UV/Vis de le plestocyanine oxydéa.
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s(M N |
20 -
a)
15 -
10 -
5 -
-0 T 1 T T T
300 400 500 600 700 A (am}

Fig. 39: Spectre UV/Vis de a) I'equa-complexe [Co"(alamp)] et b) I'aqua-complexe
[Co'(promp)].

Toutes les mesures cinétiques de réduction de la plastocyenine sont réalisées dans des
conditions de pseudo-premier ordre, la concantration en complexe étent au minimum 20
fols supérieure & celle de la protéine. La loi de vitesse se raméns ainsi &

v = -d[P(Cuidt = ky - {[Pc(Cu™] -{complexe) = Kes - [Pe(Cu™)]
Aprés intégration:

INfPe(Cu"}} = IN(PC{Cu")p - Kebs - t

et donc:
[Pe(Cu")l = (Pc(Cu"))o - exp~Fobs -8

La constante de vilesse k.. ost déterminée avec le logiciel d'epproximation de fonction
KALEIDAGRAPH. |l permet de celculer les paramétres correspondent au mieux & une
fonction methémetique donnée Y = F(X). Dens nos mesures, [Pc{Cu")}, est proportionnelle
4 l'absorption mesurée § 597nm E, - Ew et [Pc(Cu")}; proportionnelle & E; - Ew (Fig. 40).
Pour fPenalyse d'une réection de pseudc-premier ordre, la fonction utilisée par
KALEIDAGRAPH ast done:
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Y = (Eo - Exe) - oxp~Mobs D 4 £y

La constanta bimoléculaire k. ast alors égala & la conslante obsarvée diviséa par e
concentration en complexe initialement présente dans la cellule de mesure,

Y2 G B Jopik,0 4 E,
E  02- Velaurs Erreurs
' E- 018477 |  5.90736-05
K 0.0020401 2.856-08
0.15 -
E 0.018428 | 4.38540-05
R 0.06007
0.1 -

0.05

0 1 i T 1 ] [) 1
0 200 400 800 800 1000 1200 t{s]

Fig. 40: Fonction axponantialla calculéa par Kalaidagraph superposée 4 e traca cinétiqua
axpérimantala (pointilld). Las résultats numériquas da Paxampla choisi sont donnés dans
ancart.

Las masuras en fonction da la tempéreture parmattant la détarmination das paramétras
d'sctivation AH" et AS”. En effet, salon la ralation da Eyring, on a:

_kg-T -AG']
k= ®ART

k ast Ié'wnstanta da vitassa da la réaction 4 la tampérature T. AG" est la différance da
i'énergie d'activation entre I'étet de trensition et I'élat initisl. R est is constante des gaz
parfaits, ke la constanta da Boltzmann at h la constante de Plank. En introdulsant
I'équation AG* = AH® - TAS” dans la ralation da Eyring, on obtient la relation (2) qui relia Ia
constante de vitessa k da réaction é I'enthalpia d'activation AH® et & I'entropie d'activation

AS",
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Ko T -AH* AS']
= . p|,___ 2
k h ART TR (2)

Cette refation, établie pour des réactions an phase gazeuse est couramment utilisée pour
les réactions en solution.

Les peramétres d'activation peuvent se déduire per régression lindaire de le
représentation In (k/T) = f(1/T). Le valeur de AS* wvue le feible domaine de
température accessible, est alors souvent entechéa d'une grande imprécision, cer elle est
obtenue par 'extrapoletion de la représentation de Eyring & 1/T égele &4 0. Le valour de
AH" est obtenue & partir de le pente de cette méme régression lindaire.

4.2.1 Soutions de mesures

Toutes les mesures de TE sont effectudes dans un tempon 0,1M phosphate 2 pH 7.0,
préparé per pesée de Ne,HPQ, et NaH,PO, (purum p.a. ou qualité supériaure) et dissout
dens de I'eau bidistillée dégazée, Les solutions de complaxe ont une concentretion de
tordre de 10™ M. Elies sont préperées en ajoutant 1,2 équivelent de ligand alemp ou
promp 4 un volume précis d'une solution aqueuse de sulfata de cobait(ll), dont le
concentration exacle est déterminée par titration complexométrique. Le pH est ajusté & ~7
par NaOH dilué puis le volume complété par le tempon phosphate de pH 7.0 dont le
concentration permet égelement de fixer la force ionique.

Les salutions de complexe [Co"(etamp)] doivent &tre purgées sous ezote ou argon jusqu'é
disperition de la coloretion jaune due & la présence de complexe oxygéné [77] et
mainterues constamment scus atmosphére inerte. Pour &viter toule contamination par
foxygéne, les menipulations de ces solutions ont Jieu dens un sac & gents sous azate.

Les solutions de complexe [Co"(promp)] ne farment pas de produits d'eddition evec
l'oxygéne.

La solution de plastocyenine est préperée & partir d'un échantillon concentré en la diluent
4 une concentration de l'ordre da 10° M aevec le tampon phosphate 0,1M & pH 7.0. Pour
les mesuras avec [Co'(elamp)), ia solution de protéine est préalablement dégazée sous
vide et meintsnue sous etmosphére inerte pour éviter 'oxygénetion du complexe lors du
mélenge des deux solutions. Le concentration de Pc{Cu") est déterminée par 'absorption

& 507nm en utilisent une valeur da £ = 4300 M" cm™. Le quelité de I'schentillon est
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contrblé par le rapport des absorbance Agxrr ! Asgr, tout au long de la journde de mesure,
Le volume des échantillons concentrés est d'ailleurs ajusté pour étre utilisé en une seule
joumée. '

La stabilité thermique de le plestocyanine n'sutorise qu'un domeine relativement restreint
de températura d'étude. Nous avons choisit une gamme de tempéreture sllant de 15° &
40°C, avec des intervelles de 5°,

Chaque série de mesures couvrant lensemble du domaine de température est effectuée
deux fois en utilisant chaque fois des solutions fraichement préparées et de le protéine et
des complexes. ‘

4.2 2 Réections avec A-JCo"(R.R}-promp] et A-[Co"(S.S)-promp]

Las cindtiques menées en fonclion de la température avec tous les mutants de fa
plastocyanine ont permis d'établir les valeurs des paremétres d'activation (Tebleau 6) e
pertir des représentations de Eyring données dans les figures 41 6 47.

kT 4
4.5
-5 =

5.5 -

-e_-

8.5 ] T 1 i
3.1 32 3.3 3.4 3s
177 ued )
Fig. 41: Représentetion de Eyring de la réduction de Pc wt per A-{Co"(S,S)-promp) et A-
{Co"(R,R)-promp]. [C0% =10"M; [(R.R)- ou (§,5)-promp] = 1,2 - 10° M; [Pc(Cu")) = 10°M;
tampon phosphate pH = 7.0; | = 0.12M.
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Nk /T 45—
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3 a2 13 a4 a5

WT [0° K"
Fig. 42: Représentation de Eyring de !a réduction de Pc L12G per A{Ca"(S,S)-prompj et
A-{Co"(R,R)-promp). Conditians voir figure 41.
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Fig. 43: Représentation de Eyring de la réduction da P L12A par A{Ca"(S,$)-promp] et
A{Co"(R,R)-promp]. Conditions vair figure 41.
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Mk /T 4o
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Flg. 44: Représantation da Eyring da la réduction da Pc L12V per A{Co"(S,S)-promp] at
A-{Co"(R,R)-promp]. Conditions voir figure 41.

Ink /T 45
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3t 32 13 34 35
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Fig. 45: Représentetion de Eyring de la réduction de Pc L12F par A-[Co"(S,S)-promp] et
A-CO"(R.R)promp). Conditions voir figura 41,
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Fig. 46: Représentetion de Eyring de le réduction de Pc E68G par A-[Co"(S,S)-promp] et
A{Ca"(R R)-promp]. Conditions volr figure 41,

Ik /T  _4-
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Fig. 47: Représentetion da Eyring de la réduction de Pc E68G L12A per A-[Co"(S,S)-
promp] et A{Co"(R,R)-promp). Conditians vair figure 41,
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Tableau 6. Valeurs des paramétras d'activations pour les réactions de réduction des
différents mutents de la plestocyanina par [Co"(promp)).

protéine  énentiomére AH® (k) mole™] AS* [J mole™ K]

Pc native' A 394 111
Pc native’ A 39.7 -107
Pcwl A 41.1 -106
Pcwi A 38,0 -113
L12G A 43.9 97
L12G A 457 -89
L12A & 441 96
L12A A 42,2 -102
L12v & 47.3 83
L12v A 437 95
L12F 4 423 -102
L12F A 42.3 -100
E68G A 449 87
EB8G A 42.8 92
E68G L12A A 46.7 -85
E68G L12A A 44,2 93

T Valeurs établias par Verardo dans sa thése

Tsbleau 7: Teblesu comperatif des constantes de vitessas moyennes ke M s ] de la
réduction des différents mutants de la plastocyanine par [Co"(promp)] & ~ 25°C.

protéine Kuta kets relatif  Kan  Kearolatif  Kag £ e

Pcnstive!  1.35 1.73
Pewt 1.20 1 1.70 1 0.7
L12G 1.14 0.93 1.40 0.83 0.79
L12A 1.03 0.83 112 0.66 0.92
L12v 1.41 1.18 1,68 0.99 0.84
L12F 1.08 0.90 1.31 0.77 0.82
EB8G 2.39 1.99 310 1.82 0.77
E68G L12A  1.22 1.02 1.55 0.91 0.79

1Valeurs établies par Verardo dans sa thése
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4.2.3 Discussion

Les valeurs des pareméires d'activation (Tebleau 6} montrent que les mutations
introduites & proximité du site actf présumé ne modifient pas de meniére sensible les
conditions thermodynamiques du TE. Ces veleurs se situent pour AH® & environ 40 kJ *
mole™! et pour AS* & environ -100 J * mole™ * K. Les valeurs de le stéréosélectivité sont
égelement dens le méme ordre de grandeur, avec pour AAH® < 5 kJ * mole™ et pour AAS*
<10 J *mole™ * K' el dans le méme sens, en faveur de 'énantiomére A. Ces veleurs sont
comperables & celles de le plestocyanine native et wild lype, avec toutefois la tendence
d'une enthalpie d'activetion lépérement plus élevée, compenséde per une entropie
d'activation mains négative. Ce qui tend & montrer que le TE avec A-{Co"(R,R}-promp] et
A-{C0"(S,5)-promp] n'a pas lieu & la foute proximitd du site actif présumé ou que
{'epproche du complexe lors du TE n'est pas suffisante pour étre influencée
significativement per les mutations.

En e qul concorne le vitesse des réections avec A- et A-{Co"(promp)] 4 25°C, les
mutants L12G, L12A, L12V, L12F et EG8G L12A ne mantrent que de faibles variations per
rapport & la Pc wt, elles sont un peu plus marquées pour I'énantiomére A. Seule
excoption, le vitesse de E68G est environ deux fois plus grande. Cette vitesse plus
grande peut s'expliquer par une meilleure accessibilité au site actif. En effet les mesures
de eéquestration (Chapitre 5) ont montré que le site ectif de ce mutant est plus facile
d'accés que celui de la Pc wt. L'augmentation de I'accessibilité est un trait commun de
tous les mutents, elors pourquoi ne présentent-ils pas aussi une eccélération du TE? La
réponse pourreit étre contenu dans limportance du résidu Leucine 12 dans le
positionnement du complexe de cobalt lors de la formation de FKimtermédiaire. Les
interactions entre leucine 12 et le complexe de cobalt pourraient étre de type
hydrophobes avec le résidu cyclique de proline ou la cycle pyridine du figend. L'exemple
d'une accessibilité eccrue compensée par une perte des interactions avec leucine 12 est
le cas de E68G L12A.
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4.2.4 Réactions avec A-[Ca"(R.R}-alamp] et A-[Ca"(S.S)-alamp)

Paur les réactions de TE avec [Co"(alamp)], fas cinétiques avec Pc wi, L12G, L12V et
L12F ont permis de déterminer les valaurs das paramétras d'activations (Tebleau 8)
grace aux représentations de Eyring {figures 48 4 51).

Tableau 8: Valaurs des paramétres d'activations pour |as réactions de réduclion des

différants mutants de la plastacyanina par [Co'"(alamp)].

pratéine  énantiomére AH" [kImale] AS* [ male™ K')

Pc nativa' A 576 -50

Pc native' A 73.7 5
Powt A 64.0 -29
Pc wt A 71.1 6
L12G A £8.5 -3
L12G A 78.7 H
L12v A 74.5 18
L12v A 808 35
L12F A 67.2 24
L12F A 64.8 -32

T Valeurs établies par Verardo dans sa thése
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Fig. 48: Représentation de Eyring de la réduction de Pc wt par A{C0"(S,S)-alamp] et A-
[Co"(R,R)-elemp]. [Co"] =10°°M; [(R,R}- ou (S,S)-alemp] = 1,2 - 10°M; [Pc(Cu™)] = 10°M;
tempon phosphete pH = 7.0; | = 0.12M
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Fig. 49: Représentetion de Eyring de la réduction de Pc L12G per A-{C0"(S,S)-alemp) et
A-{Cc"(R,R)-alamp]. Conditiens voir figure 48.
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Fig. 50: Représentation de Eyring de la réduction de Pc L12V per A-{Co"(S,S)-alamp)] et
A4{Co"(R.R)-alemp). Conditions voir figure 48,
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Fig. 51: Représentation de Eyring de Ia réduction de Pc L12F par A{Co"(S,S)-alamp] et
A{Co"(R,R)-alemp). Conditions voir figure 48.
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Les mutants L12A, EGBG et E6GBG L12A montrent un comportement tout & fait surprenant.
D'une part, les réeclions de ces mutants avec [Co"(alamp)] montrent des cindtiques
biphesiques ot d'sutre par, la diffdrence enlre les deux énentiomares est
oxtreordinsirement plus grende dens ls deuxidme phese et opposée & celle de la
premigre. Vu (e fait que ces observations sont sbsclument inattendues, les expériences
avec e mutant L12A ont ét§ effectuées avec quatre préparetions de protéinas différentes
ot espaches de plue dune ennée. Les résultets sont psrfsitement reproductibles.

Les figures sulvantes représentent ces cinétiques 4 25°C.

%Pc({CL")100 =
80
60 -

40 - A

1 1 1
0 500 1000 1500
Tamps [s]

Fig. 52: Traces cindtiques de la réduction de Pc EB8G par A{Co"(S.S)-alamp)] et A-

[Co"(R,R)-slamp] & 25°C. [Co"] =10°M:; [(R,R)- ou (S,8)-alemp] = 1,2 - 10°M [Pc{Cu™)] =
10"°M; tampon phosphate pH = 7.0: I = 0.12M.
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Fig. 53: Traces cindtiques de la réduction de Pc L12A par A{C0"(S,5)-elamp] et A-
[Co"(R,R)-alamp] & 25°C. Conditions voir figure 52.
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Fig. 54: Traces cinétiques de la réduction de Pc E68G L12A par A-[Co"(8,S)-alamp] et A-
[Co"(R,R}-alamp] & 25°C. Conditions voir figure 52,
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Le suivi de Ia réaction de P¢ L12A avec A-{Co"(R R)-alamp] ne permet pes de détecter un
intermédieire ayant un spectre d'ebsorption différent (Fig. 55).

E 025+
0.2
0.15

01 -

0.05 =3

500 550 600 650 700 nm

Fig. 55. Evolution du specire d'absorption de Pc L12A lors de la rdaction avec A-
[Co"(R,R)-alemp]. At = 1 min., autres conditions comme indiquées dans le figure 52.

Pour les trois mutents montrent ce comportement particulier et représenté dans les
figures 52 & 54, Yes réactions ont galement 6té mesurdes en fonclion de le température.
Pour faciliter la comparaison &t la discussion ces mesures sont groupées dans les figures
56 é 58, séparément pour chaque &nantiomére et pour chaque mutant.
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a} ,
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Fig. 56: Traces cinétiques de le réduction de Pc EB8G par a) A-{C0"(S,S)-alamp] et b) A-
[Co"(R,R)-elamp] en fonction de ia tempéreture. Aulres conditions comme indiquées dans
ia figure 52.
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Fig. 57: Tracas cinétiques de la réduction de Pc L12A par 8) A-{Co"(8,8)-elemp) et b) A-
{Co"(R,R)-alamp] en fonction de la température. Autres conditions comme indiquées dans
la figure 52
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Fig. 58: Traces cinétiques de la réduction de Pc EE8G L12A par a) A-{C0"(S,S)-alamp] et
b) A{Co"(R,R}-atamp] en fonction de la température. Autres conditions comme indiquées
dans |a figure 52.
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Les constentes de vitesse des réactians de TE entre [Co(elamp)] et Pensemble des
plastacyanines recombinantes sant réunias dans le tablaau 9. Les valaurs des mutents
mantrant un comportemant biphasique ne concernent que la premiére phase. Dans ces
cas, las constantes de vitesse sont détermindes & l'aide de le vitesse initiale V, en
suppasant que la concentretion de protéine réagissant & celte vitesse sait égele & la
concentration totale. En plus des valeurs de stéréosélactivitd (ks ! k,), le tableau contient
également une compareison des vitesses de chacun des mutants par rapport & le
pratéine wild type.

Tabloau 9: Tableau camparatif des constantes de vitessas moyannes ke [M”' s'] de la
réduction de différants mutants de la plastacyanine par [Ca"{alamp)} &4 ~ 25°C.

pratéina Kas  Keta relatif  Wan  kaa relatif  Kes £ Kea

Pcnative' 117 1.39

Pc wt 1.14 1 1.38 1 0.83
L12G 4.5 3.95 45 333 0.98
L12A 10,2 895 8.9° 50" 1.48*
Li2v 46 404 31 2.25 1.48
L12F 0.53 0.46 0.53 0.38 1
E6BG 4.0* 3.51 3.8* 275 1.05*

EcaGL12A 93" 8.16* 6.0" 4,35+ 1.55*

*Indlque les clnétiques hiphasiques, pour lesquelles ke est établie sur fa partie inltiale de la cinétique,
'Vateurs établias par Verardo dans sa thése,

4.2.5 Discussion

Si les réactions entra lgs différentes formes de plastocyanine {native et recombinante) et
[Ca"(promp)] sont trés semblables {¢f. 4.2.2) aussi bian an ce qui concarne les constantes
de vitesse - ot en conséqueance la stéréasélectivitd - gua las paramétres d'activalion, ce
n'est plus le cas pour {Ca"{alamp)]. En effet, des différences impartantes sant abservées
4 plusiours niveaux. Le signification du compartemant particuliar observé paur les
protéines mutantes est encore soulignde par fe fait que [es vitesses réactiannelles & 25°C
des protdines native et wild type, détermindes de manidre indédpendante et & des
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moments diffdrents, sont parfaitemenl les m&mes. Si une 1égére différence s'observe pour
I'isomére A dans lJes paramétres d'activation, elle peut étre attribuée 8 l'imprécision de la
mesure & 40°C. En effet, en ne considérant pour Pc wt que les mesures entre 15 et 35°C
(cf. Fig 48), qui s'alignent correctement sur une droite, des valeurs de AH® = 59.5 kJ"' et
AS* =-43 J K'mote™, sont obtenuss. Ces valeurs correspondant dens les limites d'erreur
a celles obtenues pour Pc nt dans le méme domaine de temparature (Tableau 8).

Parmi les plastocyanines présentant une cinétigue de premier ordre, une stereosélectivité
significative & 25°C est observée pour Pc nt, Pc wt et Pc L12V, cependant la
stéréosélectivité est faible pour L12G st inexistante pour L12F. !l faut pourtant relstiviser
ces valeurs étant donné qu'elles se composent de deux contributions: AH® et AS®. Leur
contribution relative § AG* peut varier et provoquer ainsi méme une inversion de la
stéréosdlectivitd. L'interprétetion d'une telle inversion n'est donc possible gu'an
conneissant les différences de chacune des contribution séparément. Ceci est indiqué
dans le tableau 10.

Tableau 10; Valeurs des difféarences entre les paramétres d'activation, pour les deux
énantioméres A st A6 T =25C.

Protéines: AAH®,., T*5A8%% AAG 4
Pc nt -16.1 -16.4 +0.3
Pc wt 1.6 14.7 +3.1
PclLi2v 5.9 438 1.1
PcL12G -10.2 -10.16 -0.04
PcL12F +2.44 +2.38 0.0

Ce qui est important, c'est que le signe de AAH' et de AAS® (d&fini par convention comme
AH's - A", 6t AS*, - AS%) soit le méme pour les quatre premiéres plastocyanines. Ainsi
la starédosdlectivité de L12G est trés faible & 25°C car le croisement das droites de Eyring
s8 frouve tout prés de cette tampératurs.

En comparant les valeurs des constantes de vitesse de tous les mutants & celles de Pc nt
et Pc wi, on constate que - & I'exceplion ds L12F - tous réagissent pour lisomére A4 & 9
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fois at pour isomére A 2 & 5 fois plus rapidement. Ceci en ne considérant que la
premiére phase dans las cas paur lesquels una réaction biphesique est observée. Celte
accélération pourrail dtre la conséquence d'une meilleure accassibilitéd eu site
réactionnsl, due vraisemblablement 4 l'action conjugude de plusieurs effets, dont une
variation de l'encombrement stérique et de I3 rigiditd structurelle des protéines.
L'hypothése d'une mailleure eccessibilitd au site réactionnel est soutenue par les
mesures da fixation sur le centre métallique, suile su TE ot de le séquestration du cu®,
masuras décritas dans les chapitres 4.3 et 5 respactivement,

Le cas de L12F demande & étre discuté séparément. En effel, deux observations le
distinguant da tous les autras: d'une part |a vitesse réactionneile 4 25°C est plus de deux
fois inférieure & celle de Pc nt el d'autra part on n'observe pius de stéréosélectivité
cindtique sur l'ansemble du domaine de tampérature (voir Fig.51; las différences des
velaurs calculées, données dans le tebleau 10 se trouvent dans les limites d'erreur), Ces
observations suggérant que I'étape déterminant 1a vitesse globale n'est pas le réaction de
TE. U'hypothésa la plus probable est que la protéine est présente principalement sous
une farme non réactiva, &tant donné la position du cycle aromatique de phénylelenine. La
vitasse réactionnalle serait ainsi détarminéa par la vitasse de formetion d'une forme
réactiva par un changement de confarmatian selon 'équation 1.

Equation 1

Ky Ket
Pe(CUML12F + [Co'(alamp)] —--— & Pe(CUYLIZF + [Col'(alamp))

Po(Cu)L12F ——@

k.1

En eppliquant fapprache de 'état stationnaire (d[B]/dt = 0 ; B = forme active), valable pour
autant qua le concentration de le forme ective sait taujours petite (k + << k .4), 1a loi
cindtique s'exprime sous le forma suivante:
oo dAL Ko [C]A]
dt  k,+k,[C]

A = forme non active; C = complexe
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Sienplusk.s << Ky [C], la loi cindtique se réduit &:

244l
ve-BA i o)

Ce qui explique labsence de stéréosélactivitd puisque la vitesse de la réaction est
indépendents de la concantration du réactif optiquament actif,

Une derniére observation marquente. Contrairement é ce que l'on observe dans les
réections avec [Co'(promp)] et [Co"(alemp)] vis-a-vis de Pc nt et Pc wt, certains mutants
présantent des cinéliques biphasiques. Il s'agit des réections de L12A, EG8G et EGSG
L12A evac les deux énantioméres de [Co"{alamp)} (Fig. 52 & 54). Un tel compartement
suggére la présence de deux formes interconvertibles de plastocyanine réagissant ¢ des
vitasses différentes. De plus chaqus énentiomére du complexs peut montrer une
réactivité différente envers I'une ou l'autre des deux formes. Les systémes sont ainsi
représentés par le schéma réactionnel suivant;

Po{ox) + A-ou A-{Co'(alamp)]

Ky k4 Po{réd) + A- ou A-[Ca"(alamp) "

Schéma 1

Pci(ox) + A-pu A-{Co"(alamp)]

* Pour la définition da X volr chapitre 4.3.

L'spparition et l'importance du comportement biphasique dépend des valeurs relatives
des constantes d'isomérisation (k | et k J) et des différentes constantes de trensfart
d'électrons. Ce comportemant biphesique est observé pour la premiére fois evec le
mutent ‘E68G. Dans ce cas, la différence entre les deux dnantioméres st feible mais
visible (Fig. 52), avec un minimum & 25°C, c'ast-4-dire proche de le température du
croisement des droites da Eyring pour Pc nt ou Pc wi. La différence entre les deux
énantioméres devient cependant dramatique, forsque l'acide aminé leucine 12 est
remplacé par alanine. En effet, avec les mutents L12A el E68G L12A, ls réaction avec
I'énantiomére A correspond é une réection monophasique, alors que la réaction evac
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'énantiomére A est légérement plus repide dans une premiére phese (ks ot k, = 1.48
resp. 1.55; voir tableau 8) pour ralentir trés fortament aprés 50% de réaction {Fig. 53 at
54). Basée sur le schéma 1, les conclusions suiventes s'imposent:

a} Le comportement de I'énantiomére A n'est possible que si l'interconversion entre les
deux formes de plastocyenine est lente,

b) Vue la condition sous e) P'énantiomére A réagit avec les deux formes de plastocyanine
a des vitesses comparables.

¢} Le ralentissement de la réaction evec I'énantiomére A dans le deuxiéme phase paut
s'axpliquer de deux fagons:

- 8l la réection d'isomérisetion est plus rapide que le TE avec f'une des deux formes, ¢'est
la réaction d'isomérisation qui est limitante pour la vitesse de |12 deuxidme phese. Toute la
réaction de TE se dérouls alors via une seule forme da le protéine.

- Si la réaction d'isomérnisation est plus lente que e TE avec f'une el l'autre des deux
formes, ¢'est le TE qui est alors limitant pour la vitesse des deux pheses.

Sur la bese des Informetions données jusqu'a ce polny, il n'est pas possible de distinguer
ces deux fagons. Néanmoins, le vilasse de le deuxidme phase de le rdaction avec A-
[Co"(R,R)-elamp] ne dépendant peu ou pas do la tempéreture (Fig. 56 4 58), on peut
pencher pour une limitation par 1a réaction d'isomérisation.

Des informetions supplémentaires, permettant d'epprofondir cetfte question, ont &té
obtenues par les masures da fixetion du centre métallique sulte eu TE. Ces mesures sont
décrites dens le chapitre suivant,
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4.3 Eixation des complexes de Cao" pendant |a trensfert d'électron

Dens létude des mécenismes réactionnels de TE, IUtilisation de Cr™ a permis
lidentification de mécanismes de type sphéra interme. Pendent la TE I'aqua-ion labile de
Cr* se transforme en une espace inerte de Cr* et reste ainsi ettaché au groupe eyent
servi de pont pour la TE {78]. Si cette technique est utilisée pour des réactions feisent
Intervenir des métalloprotéines, lidentificetion du résidu 1ié au Cr* nécessite un difficile
séquencage du polypeptide {79,80]. Une nouvelle technique récemment développée
utilisant des complexes optiquement actifs [81] permet une analyse directe et non
destructive par dichrolsme circulaire (CD}.

La plastocyanine réduite n'ayant pas d'activité CD dans le domaine visible {Fig. 9), le
spectre CD du complexe inerte de Co"

TE ast de type sphére interna via le cycle imidazole de 'HisB7, ce cycle sera coordonng
i1}

formé suite 2u TE peut se trouver facilement. Sile

eu complexa de Co

détermination guantitative du taux de fixation [5). Si le mécanisme est de sphére externe,
10

. L'hydrolyse successive est suffisamment [ente pour permetire une
le complexe de Co™ ne se fixe pas 4 la protéine, une molécule d'eau occupe alors la 6™
position. De plus, Vererdo a montré qu'aucune fixetion subséquente au TE n'a lieu. Les
spectres CD relefivement différents de 'aqua-complexe et de 'histidino-complexe (Fig. 59
et 60) permettent d’oblenir de précieuses informetions sur les sites de e réection.
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Fig. 59: Spectres CD de A-{Co"((R,R)-promp)-H;0]" (----) et da A-[Co"{(R,R)-promp) L-
his]’ (——).
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Fig. 60: Spectres CD de A-{Co"{(R R)-alemp)-H;0]' (----) et de A{C"((R.R)-alamp)L-
his]’ {=——).
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Les solutions de plastacyanine et de complexes sont prépardes comma pour les mesures
de TE (4.2.1). La concentration en plestocyanine dans la cellule de mesure est de Fardre
de 10 M et celle en complexa de 2-10° M. Toutes les mesures ont &té effectudes & 25°C
et dans un tampon phasphate 0,1MépH 7.

Des volumes &quivalents d'une salution de plastacyanine et de complexe sont mélangés
dans une cuve speactropolarimétrique de 2 cm thermostatisée. Les spectres CD de 350 &
650nm sont enregistrés & des intervalles de temps réguliers. Lorsque la raction est
terminée, un spactre final est enregistré de 350 4 650nm en 3 accumulations et cormrigé en
soustreyant le contribution de l'excés de Feque-complexe de Ca". Cette contribution est
celculée en cannaissant les concentratians initiales précises en Pe{Cu™ et en complexe
réducteur. Le spectre CD résiduel ainsi déterminé correspand eu complexe de Co" total
formé lors du TE. Suivant las cas ce spactre est la somme du signal da l'aqua-complexe
ot de I'histidino-complexe de Co". La détermination de la part du signal d & Ihistidino-
complexe donne le taux de fixatian. Le mélange réactionnel est ensuite dialysé contre 2
litres de tampan phasphate 0,1M 4 pH 7.0 (1 litre/ml de mélange). Seule la partie fixée &
ls protéine du complexe de Co™ est retenue. Le spectre CD du dislysst est elare dd au
seul histidina-complexe, l'analyse de I'amplitude du signal donne une deuxiéme mesure
du teux de fixation.

4.3.1 Essais de fixatian avec A-{Ca"(R.R}-promp] et A{Co"(S,.S)-prom

Pour taus les mutants &tudiés, les résultats sont identiques et dgaux aux résultats avec la
Pc nt. A pH 7 et 25°C, aucun des deux énantioméres ne se fixent & 'His 87. En effet, le
specire CD résiduel correspand 4 celui de 'aqua-complexe de Co" ot se confond avec la

ligne de base aprés la dialyse (Fig. 61 et 62).
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Fig. 61: Spectre CD de la solution réactionnelia de Pc L12G avec a-<{Co"(R,R)-promp]
aprés dialysa {----) 8t spectre de référence da A-[Co"((R,R)-promp)-H,0]" correspondant

& 100% de la concentration initiale de plastacyanine (—).

20

mdeg

T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 nm

Fig. 62: Spectre CD de la soiution réactionnelle de Pc L12G evec A-{C0"(S,S)-promp]

aprés dialyse (----) et spactre de référence da A-{Co"((S,5)-promp)-H;0)’* correspondant

4 100% de ia concentration initiale de plastocyanine (——).
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Las résultats montrent qua la TE n'a pas liau via Fhistidina 87. Tout du moins pas per
association diracte du complaxa avac azote da l'imidazola da histidine 87 et ¢ela pour
tous las mutants étudiés.

4.3.2 Essais da fixstion svec A-{Co"(R.R)-alamp) et A-{Cq"(S.S)-alamp]

Les résuitats obtenus evec A-{Co"(S,8)-azlamp] et les différents mutants de Is
plastocysnina sont aux erreurs de masures prés égeux, & 25°C et é un pH de 7.
L'énantioméra A se fixa quentitativamant & la plastocyanina {Tablasu 11). Las figures 62
et 62 illustrant, & titra d'exemple, le cas de L12F. Etant donnd qua Ia caleu! da lintansits
précisa du spectre résiduel est difficile, l'interprétstion de ce spactra (Fig. 62} ast besée
sur las intarsections avec la ligna da basa et les positions des maxima. Par cantre dans
las cas das spectras aprés dialysa, an plus da la forma du spactra, c'ast l'intansité ralative
qui ast la critéra pour la caleul du taux da fixation.

Tablaau 11: Valaurs das taux da fixation (%) du camplaxa da Co™ suita & 1a réduction de

différents mutants da (a plastocyanina par A[Co"(alamp)H:C).

protdéina  essain® selon larésidual (an %) selon le dialysé (an %)

Pec wt ] ~100 80
2 ~100 74

3 ~100 86

4 ~100 101

L12G 1 ~100 117
2 ~100 97

L12A 1 ~100 82
2 ~100 a3

Li2v 1 ~100 97
L12F 1 ~100 99
2 ~100 94

E6BG 1 ~100 110
2 ~100 a3

ESBG L12A 1 ~100 99
2 ~100 89
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Fig. 63: Suparposition du spactre CD résidual da la réduction da la Pc L12F par A-
[C0"(S.S)-alemp] b} aux spectras da référance da A-{Co"((S,5)-alamp)L-his]* a) et da A-
[Co™((S,S)-elamp)-H,0]" ¢) corraspondant & 100% da la concantration initiala an
plastocyanine.
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Fig. 84: Superposition du spactra CD aprés dialysa da la réduction de Pc L12F avec A-
{C0"(S.S)-alamp] d) at au spectra da référence de A-{Co™((S,S)-atemp) L-his]'
correspondant @ 100% da la concentration initiele da plastocyanina a).
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Les mesures avec A-{Co"(R,R)-alamp] montre des taux de fixation qui veriant avec les
mutations (Tableau 12).

Tableau 12: Valeurs des taux de fixation {%) du camplexa de Co({lll) suite & la réduction
de différents mutants de fe plastocyanine par A-[Co"(R,R)—alamp].

protéine  essain® selon le résiduel (en %) selon le dialysé (en %)

Pc wt 1 50 55
2 50 54
L12G 1 ~100 100
2 ~100 98

L12A 1 75 &7
2 75 81

L12v 1 60 59
L12F 1 70 69
2 60 66

EGBG 1 80 81
2 80 84

E68G L12A 1 a0 87
2 80 83

Le premier essai avac Pc L12F est représentatif de ces résultats (Fig. 65 et 66).
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Fig. 65 Supserposition du spactra CD résidusl de la raduction de la P¢ L12F par A-
[Co"FR.R)-alamp] c) aux spactras da raféranca da A-[Co"((R,R}-alamp) L-his]" a} at da A-
{Ca"((R,R)-alamp}-H;0]" b) comaspondant 4 100% de Ja conceniretion initiala an
plastocyanina. La fit f} corraspond & 70% du signal a) at 30% du signal b).
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Fig. 66: Suparposition du spactra CD epras dialyse de la raduction de Pc L12F avac A-
[Co"(R.R)-alamp] d) at au spacire da référance da A-{Co™((S,S)-alamp) L-his]'
corraspondant a 100% de la concentration initiale de plastocyanina a}.
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4.3.3 Discussion

L'ensemble des résultats dennés dans ce chapitre - en y incluant également ceux obtenus
par Verarde pour Pc nt - montrent qu'au meins deux sites pour le TE doivent exister dans
la pertie hydrophobe {adjacent site) de la plastocyanine. Un de cas sites fait intervenir
histidine 87, identifié par la formation de complexes binucléaires: A- ou A-{Co"

Pe{Cu"), alors que le(s) autre(s) sita(s) ne peu(ven)t pas étre localisé(s) avec précision.

(alamp)-

Alors qulaucune fixation n'a été observés pour les complexes de promp, A4{Co"(S,$)-
alamp] ast attaché quentitetivement & 1a protéine native salon le schéma donné dans la
figure 67 ol, selon toute vraisemblanca, également pour Pc wt et I'ensemble des mutants,
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Fig. 67: Schéma du mécanisme possible de réduction de Pe{Cu") par [Co"{alamp)].

Les réactions avec I'énantiomére A par conire ont lieu sur plusieurs sites et les résultets
avec les mutants montrent que l'accessibilité au site de TE via I'His 87 pour 'dénantiomére
A est l'objet d'un fin contrdle par |e résidu de la position 12 de la protéine. En effet, & la
réduction de la taille de ce résidu correspond une augmentation des taux de fixation de
I'énantiomére A, Le résultal avec L12G est ¢cohérent avec les cinéliques de TE, la grande
accessibilité au sile ne permet plus une distinction significalive entre les énantioméres,
les deux se fixent quantitativament. Avec L12A el L12V les taux de fixaticn de 75 resp.
60% se situenl entre celui de L12G et la protéine wild type et traduisent ainsi
lencombrement stérique relatif des résidus. Le cas de L12F est intéressant puisque la
vitesse de la réaction est contrdlée par un changement de position du cycle aromatique,
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conduisant é une forme sctive de la protéing. Celte derniére réagit ensuite d'une meniére
similgire & Pc wi, evec 100% de fixation pour I'énantiomére A et de 65% seulement pour
I'énentiomére A. Ceci indique que dans lg forme nan-ective de ce mutant, le résidu
phénylelanine ralentil le réaction avec lensemble des sites utilisds par [Co’(alamp)] mais
pas le réaction avec celui {ou ceux) utilisé(s) par [Co"(promp)].

Ce n'est pas seulement la position 12 qui est responsseble de le sélection su site His 87
d'autres parties de lg protéine peuvent é&ire impliquées. En effel, la modificetion en
posltion 68, ol une glycine remplace un glutamete, & une influence sur le taux de fixetion
de l'énentiomére A, ce taux passe de 50 & B0%, indépendamment du fait que le résidu
Leu 12 soit modifié ou non.

4.3.4 Expériences d'interruption de réactions (quenching)

4.3.4.1 |ntroduction

Au chapitre 4.2.5, ncus avons décrit le comportement biphasique observé pour certeins
mutants. Ce comportement est pariculidrement prononcé pour les réactions du A-
[Co"(R,R)-elamp] avec L12A et E68G L12A. Etant donné que les mesures de fixetion ont
égelement monté un comportement particulier de A-{Co"{R,R)-elamp), il devensit
intéressant de suivre le taux de fixation en fonction de l'avancement de ia réection
biphesique. Afin de réaliser une telle expérience il s'agissait d'éteblir d'abord une
technique eppropriée d'interruption de la réaction et d'analyse du mélsnge n'ayant réagi
que partiellement.

Le réaction étudide est la réduction de Pc L12A par A-[Co"{R,R)-slemp).
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4.3.4.2 Résulists

Trois méthodes ont &té utilisées, la premiére arrdta la réaction par séparation des réactifs
au moyen dun tamisage moléculaira, la!seconde par é&limination d'un des réactifs:
Pc(Cu") est réduit rapidement par un trés large excéds d'acide ascorbique, La troisidme
méthode est una combinaison des deux premifres, 4 savoir quaprés tamisage
moléculaire, lexcas de plastocyanine ast réduit avec 'acide ascorbiqua.

Pour le tamisage moléculaire (G-255F et FPLC, méthode décrite en annexe 3) les
conditions sont les suivantes: T = 22.5°C (RT); [Pc{Cu™)] = 2.10°'M; {Co"] = 4-10°M;
tampon phosphate pH 7.0; | = 0.12M. 1 ml de mélange réactionnel est chargé sur la
colonne, aprds un temps de réaction choisi ot &lué avec le tampon phosphate, Les
fractions contenant la plastocyaning sont amendas & un volume préeis ot le spactre CD
esl enregistré de 350 & €50nm en 3 accumulations. La conlribution de la plastocyanina
non réduits, dont la concentration est déterminge par spectroscopia UV/VIs, est déduile,
donnant ainsi le spactre CD du produilt binucidaire {Fig. 68).
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Fig. 68: Signal CD du mélange réaclionnel aprés ~40% de réaction. Réaction arrétée por
tamisaga moléculaire, aprés corraction de la contribution de Pc L12A non réagie.
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Pour la méthode avac acide ascorbique, les conditions sont les suivantes: 7 = 25°C;
[Pe(Cu")] = 10M; [Co"} = 2-10°M; tampon phosphate pH 7.0; 1 = 0.12M; fac. escorbique]
= ~10°M, amené & pH 7.0 avec NaOH dilué. A trois mélanges réactionnels (500ul de
Pc(Cu") + 500ul de complexe) sont ejoutds 100ul de la solution d'ac. sscorbique &
différents temps réectionnels précis, Le report de cas temps sur une trace cinétique
ételon effectuée dans les mémes conditions (Fig. 69) permet d'établir le moment de
Farrst. Les échantillons sont alars dialysés comme pour ies mesures de fixations et le
spactre CD est enregisiré de 350 & 550nm en 3 accumulations,

% Pe(cu’) ]
- %
75% -
W
- -‘
§0%
T T T T 1
3" 60" " 480" Tamps [s]

Fig. 69: Cinétique étalon de la réduction de Pc L12A par A-[Co"(R.R)-alamp] et
détermination de l'avancement de la réaction par report des lemps t de l'arrét de Ja
réection,
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Fig. 70: a) Spectre CD du mélange réectionnel: Pc L12A et A[Co"(R R}-alamp] dialysé
(réaction errétée & t = 30"). b) Spectre de référence de A-[Co"{(R,R)-alemp) L-his]"
carrespondent 4 |a concentration de plastocyenine réagie.

mdeg O

=5 ' ]

-10 i | | I ) 1
350 400 450 500 560 €00 650 nm

Fig. 71. @) Spectre CD du mélange réactionnel: Pc L12A el A{Co"(R,R)-alamp)) dielysé
{réection srrédtée & t = 90"). b) Spectre de référence de A{Co"((R,R)-alamp) L-his]®
correspondant 4 la concentration de plastocyanine réegie.



Chapitre 4 PARTIE CHIMIQUE 14

10

mdag 0 F\'}\“ Y/ Ry

-10 - It !

15 A

-20 T T 4 T T 1
350 400 450 500 550 800 850 nm

Fig. 72: a) Spactra CD du mélange réactionnel: Pc L12A et A-{Co"(R,R})-alamp]) dlelysé
(réaction arrétée & t = 480"). b) Spectre de référance de A-{Co"((R,R)-alamp) L-his]'
correspondant & la concentration da plastocyanina réagie.

La troisiéma méthede utilise les mémes conditions que la premiére. Une mesure 4 587nm
au spectrophotométra sur la fraction G-25SF contanant la plastocyanine permet d'établir
le moment da I'intarruption de I3 réaction, Le signal da Pg(Cu'") ast ensulte supprimé par
réduction en Pc{Cu'} evec 5l d'una solution d'ecide ascorbiqua, amanéa & pH 7.0 avac
NaOH. La spectre CD est enregistré de 350 4 650nm en 3 accumulations avant et aprés
cetta réduction,
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Fig. 73: Profil d'élution du mélange réactionnel sur G-25SF (FPLC) per tampon phosphata
100mM, pH 7.0. a} la fraction protéique et b) l'excés de A{Co"(R,R)-alamp].
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Fig. 74: a) Spectra CD du mélange réectionnel aprés 46% de réaction, emétde par
tamisage moléculaire, déduction faite du si?nal da la plastocyanine non réagie par
réduction. b) spectre de référence da A-{Co"((R,R)-alemp) L-his]’ correspondant 2 la
concenfration da la plastocyanina réagie.
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Fig. 75: Spectra différantiel de la fraction protéiqua avant at aprés réduction avac l'ac.

ascorbiqua. En pointillé, spectre de Pc L12A comrespondant & une concentrstion
équivelente & la plestocyanine non réagle.
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4.3.4.3 Discussion

Ces mesures préliminaires posent d'emblée un probléme important par le quantitd de
protéine engegée. Le quantité de plastocyanine utilisée ne permet d'obtenir qu'un faible

signel CD, déja entaché d'une erreur de + 10-15%, duse 3 lg précision de linstrurment. !
feudrait utiliser une cancentration initiale de plastocyanine de l'ordre 2-10™M pour Ia

méthode de l'ecide ascorbique et da 4-10°M pour Is tamisage moléculsire. De telles
quentités sont laborisuses 4 obtenir.

Les expériences de lamisage moléculaire pose en plus le probléme de Vinterprétation du
signal (Fig. 68). Ce signal est la somme de Pc{Cu)-A-[Co"(R R}-alemp] et d& Pc(Cu") et
la soustraction de ce dernier est difficile. Un autre désavantage est que la méthode
nécessite un déiai d'environ 90 sscondes avant de commencer la séparation, le tamps de
remplir le réservoir de chargement et do porter I'échentition sur la colonne. Avac cette
méthode, on ne peut donc pas analyser les 90 premiéras secondes de la réaction,
Cependant l'evantags est de connaitre le faux de réaction, sans pour autant que l'on
puisse e choisir précisément. On peut en effet mesurer au spectrophotométre dans la
frection protéique la concentration de plastocysnine n'ayant pas encore réagie. Notons
encore que pour une bonne séparation il faut charger 500l de mélange sur la colonne,

Les expériences avec I'acide ascorbiqua sant faciles 4 réaliser mais pose |s probléme de
la déterminetion du taux de réaction. En effet, la détermination faite en reportent le tamps
ty do I'arrét sur uno rédaction dtalon suivie 4 597nm est peu précise.

La combinaison des deux méthodes, le tamisage moléculaire sur G-25SF et |a réducticn 4
l'ac. ascorbique répond aux problémes des deux méthodss. Le réduction ds la frection
contenant la Po{Cu") rdsout d'une part e probléme de linterprétetion du signal aprés
temisege moléculaire, d'sutre part Ja mesure de la concentration en Pc(Cu") non-réagis
parmet de déterminer avec précision le taux de réaction.

Paur des mesures plus précises, il faudra toutefois améliorer les méthedes en prenant
garde d'uliliser des concentrations suffisamment importantes de plastocyanine et en
meitrisent misux le taux de réaction. Uns telle msilrise peul &lre aobtenus en absissent Iz
température de le réection, ce qui pose pour la méthode de lamisage maléculaire ls
problémas de la thermostatisation du réservoir de chargement et de Is colonne.
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Néanmoing, les résultats obtenus lors des essais préliminaires avec G-25S5F el I'acide
ascorbique spportent des informetions qualitatives {Fig. 70 & 72 ef 74), qui seront
discuiées dans la discussion générale,

4.4 Tentatives de caractérisation de |'quilibre eptre Pc ot P¢

Permi toutes les possibilités d'équilibre entre Pe et Pc', nous en avons envisegé trais.
Si it g'agit d'un équilibre de formation d'un dimére, an sursil alors:

Pc + Pe  =wo=m=m=  (Pe)y

Qu slors l'équilibre réside entre une forme incompidtement repliée ( Pc ' . mois
fonctionnelle - et une forme complétement repliée (Pg), on a alors:

(Pc’ e (Pg)

Enfin c'est un chengement de confarmetion lent, dépendsnt du pH, qui établit le
différence entre Pc et P¢', on aurait alors:

P¢  s=meceae P
pHa “ ﬂ pica'
Pc ., +H' P M4 +H*

Les deux premiéres possibilités d'équilibre sonf analysables par {amisage moldculaire sur
Superdex (FPLC, méthode en annexe 4). Cette méthode permet en effet de distinguer des
protéines différant d'un fecteur 2 dans leur poids moléculaire, ainsi que les deux formes
pliée et nen pliée d'une méme protéine. La figure 76 mentre que I'hypcthése de s
formatien d'un dimére et ceile d'un pliage impeortant sont & rejeter. Le pic de la
plastacyanine est unigue ot parfaitement symétrigue. Si an peut réfuter 'hypothdse d'un
équilibre basé sur un important repliage de le piastocyanine, on ne peut cependent pas
exclure avec celte méthade des varlations plus fines de 1a structure secondeire ou
tertiaire du polypeptide. Ces fines varigtions pourraient &tre importentes aux vues de

l'accessibilité au site pour te TE.
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Fig. 76: Profil d'élution de Pc L12A sur Superdex 75 par tampon phosphate 0.4M, pH 7.0

L'hypothdse d'un équilibre de conformation dépendant du pH nous a &té suggérée par le
résultet d'un gel de focalisation isoélectrique. La résolution de ce gse! a été poussée &
0.0125 unité pH / mm. On remarque elors un dédoublement des bendes & pH ~4.20 (Fig.
77). Ce résulitat n'a cependant que la valeur de suggérer une hypothése. En effet, il n'e
6té effectué qu'une fois et comple tenu des difficultés d'une teile menipulation, dues au
feit que le plastocyanine peut précipiter & de tels pH (cf. chapitre 2.4.12), il doit étre
considéré avec toutes réserves.

Afin d'éprouver cette hypothdse, plusieurs tentalives de séparation des deux formes
dépendantes du pH de la plestocyanine ont été mendes per chromatographie
échengeusa d'enions (Mono Q, FPLC, méthode en ennexe 5). Les chromatogrephies ont
été offectuées 4 trois pH différents: 6 (bis-Tris-HCI, 50mM), 7 (Tris-HCI, 50mM) et 8 {Tris-
HCI, 50mM) mais sucune n'a permis la mise en évidence de deux formes différentes.
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Fig. 77; Agrandissemant & 150% d'un gel IF de pH 2.5 & 5 sur 200mm, A catte échellg, la
résolution est 0.01875 unité pH/mm 4} Pc nt, 2) Pcwt et 3} Pc L12A.

En résumé, cet quilibre ne tient ni da la formation d'un dimére, ni d'un rapliage importent
de la protéine el il n'e pas été possible de mettre an évidence avec cartitude un équilibre
ecido-basique. Liinvestigetion de cel équilibre reste donc un domaine largement ouvert.
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45 Discussion comparative des cinétiques de transfert d'élactron et des mesuras de

fixation pour les différants mutants

Suite eux résultets obtenus lors des essais de fixation des complexes de cobalt aprés ie
TE, décrits dens le chapitre précédant, il est intéressant de voir si ils epportent des
informations supplémentaires eux résultats cinétiques et eux mécanismes proposés. A ce
sujet, il feut se rappsler trois hypathéses formulées:

a) Deux formes da plastocyanine sont en équiiibre Pc et Pc'.

b) La transformation entre les deux formes est relativement lente comparde aux vitasses
de TE.

c) I exista eu moins deux sites de TE iocalisés dans la région hydrophobe, dont i'un fait
intervenir le groupe imidazole de ['histidine 87,

Afin de faciliter le comparaison, tous les résultats de cinétiqgue ef de fixation sont
reproduits encore une fois dans le tabisau 13,
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Tableau 13: Constantes de vilesse des différantes réactions de réduction de la
plastacyanine par 3} [Co'(pramp)] b) [Co'(slamp)} & 25°C, stéréosélactivité pour les
réactions & 25°C st taux moyens de fixation du complexe correspondant de Co(lll} suite &
1a réduction.

a) [Co"{promp)]

ko [M'sY Stéréosélactivité Taux de fixation
Mutants 425°C 425°C moyens 8 25°C
ko!A kai.ﬁ kel.’.\ 1 kolt\ A A
Pc wt 1.20 1.70 0.74 0% 0%
L12G 1.11 1.40 0.79 0% 0%
L12A 1.03 1.12 0.92 0% 0%
L12v 1.41 1.68 0.84 0% 0%
L12F 1.08 1.31 0.82 0% 0%
E68G 2.39 3.10 0.77 0% 0%
E6BG L12A 1.22 1.55 0.79 0% 0%
b) [Co"(alamp)]
Kata Keta Keta f Kata A A
Pc wt 1.14 1.38 0.83 50% 100%
L12G 45 46 0.98 100% 100%
L12A 10.2* 6.9* 1.48* 75% 100%
L12v 45 3.1 1.48 60% 100%
L12F 0.53 0.53 1 65% 100%
E68G 4,0 3.8 1.05* 80% 100%
E68G L12A 9.3 6.0° 1.55% 80% 100%

*indigue les cinétiques biphesiques, pour tasquelles kK« est établl sur la padtie initiele de le cinétique.
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Vu les résultats de fixation evec A-[Co"(R,R}-alamp), il devient évident que le schéma 1
doit &tre modifié. En effel, la réaction globale est composée da deux réactions peralléles,
'une de type “inner sphera” conduisant au procuit binucléeire (ks) et 'autre de type
“outer sphere” conduisant 4 'eque-complexe de Co™ (kes). En admetient que les deux
mécanismes solent possibles sur les deux formes, la réaction est ainsi caractérisée per
quetra canstantas de vitesse:

k" = k"0 + k"2 09 et K*s = K™ 05 + K3 05y

Bien que la réaclion avec {'énantioméra A epparalt suivre quantitativement le mécanisme
sphére interne, la possibilité d'une réaction sphére extarme ne peut pas &ire exclue:

de = k.t.h - + de ©% Bt kl.t,o\, - k‘“,\ - + k“‘j\ ©9

Le schéma réactionnel modifié se présente alors de le manidre suivente:

Kaqs) (Po(réd)- & ou A-Co™ ()] L
— O - &~ OU
Polox)  +4-ou MCO"L] Ka 5y _____‘
ks (osy
—  Pcfréd)
Kh(0s)
Ko § Kieo Kot ] Kigred)] + 4- ou A-{C0"(L) HaOP*
K
--,:fi)- Pe'(réd)
A (O5)
Pci(ox)  + A-ou AfCe''L] Kars "
.—ﬂ)’ [Po(réd)- &~ ou A-Collqy)] E—— |
Ka g5}
L = glamp
Schéma 2.

En combinant les résultets des mesures cindtiques et la fixation du Co™ nous pouvons
distinguer cing comportements différents:

1) La réaction suit une loi cinélique de pseudo-premier ordre et le réactif est fixé & 100%.
Ce comportement est obsarvé pour la réaction de Pc nt, Pc wt, L12G, L12V et L12F
aves A-[Co(8,8)-alamp] et de L12G avec A-{Co"(R, R)-alemp].

2) Lo cindtique est de pseudo-premier ordre et il n'y a aucune fixation de Co" sur la
protéine: toutes les réactions avec [Co"(promp)].
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Ll

3) Une cindtique de pseudo-premier ordre et une fixation pertielle de Co™ sont observées:

réactions de Pc nt, Pc wi, L12V et L12F evec A-[Ca(R,R)-alamp).

4) Les systémes maontrent une cinétique biphesique et conduisent 4 une fixation
quantitative: réactions de L12A, E68G st L12A ES8G avec A-{Co"(S,$)-elemp)].

5) Cinétique biphasique et fixation pertielle: réactions de L12A, EGSG ot EESG L12A avee
A{Ca"(R,R)-alamp].

Aucun cas de cinétique biphesique sans fixation n'a été observé,

Le comportement 1) peut étre expliqud par trois hypothéses:

a) Il n'existe qu'une forme de plestocyenine,

b) La réaction d'isomérisetion entre Pc el P¢' est plus repide que le TE.

¢) Pendant la réection les deux formes se trouvent 4 I'4quilibre. L'isomérisation est lente
et le TE se déroule & des vitesses comparebles avec les deux farmes.

Lo comportement 3} peut §gelement étre expliqué par trois hypothéses;

ejune seule forme de plastocyenine meis A-{Ca"(R,R}-alemp] réagit sur deux sites
différents.

b) Deux formes de plastocyenine, une réagit par fixetian, I'autre pas.

c) Deux formes de plastocyanine et sur chacune la réaction peut avoir lisu sur deux sites.

Le comportement biphasique 4) et 5) ne peut étre expliqué qu'en edmettent un équilibre
entre deux formes de piastocyanine. || est intdressant de consteter que les vitesses de la
premidre phase sont entre 3 et 10 fuié plus grandes que celles des réactions avec Pc wi.
Le deuxidme phase sereit alors délerminde, soit par le vitesse d'isomérisetion, soit par
une réaction avec la deuxibme forme plus lente que celle avec le premiére. Une
distinction entre ces deux solutions devrait étre possible par la mesure du teux de fixation
en fonction de Pevancement de le rdection. Les expériences réalisdes & ce sujet ont &té
décrites dens le chepitre 4.3.4 et ont donné les résultats repris dans le tebleeu 14.



Chapitre 4 PARTIE CHIMIQUE 125

Tableau 14: Taux de fixation an fonction de l'avancement de la résciion L12A +
A-[Co"(R.R)-alamp] & 25°C.

% de {'avancement de ie réactian

25 ‘46"| 50 ] 80 |100**

Taux de fixation {en %) 50 ‘ 40 I 33 I 40 ’ 75

* Méthoda par tamisaga moiéculaire

** Résultat séparé
Ces valeurs mantrent, que le taux de fixation pendant le premiére phase correspond
approximativement & celui de la Pc wt. Pendant [a deuxiéme phess, ce faux ne semble
pas diminuer, Comparé au résultat de fixation final, il devrait plutdt augmenter, ce qui
permettrait 1a conclusion suivante: la vitesse limitente dans le deuxiéme phase est cealle
du TE avec la deuxidme forme et qu'il ne s'effectue que par le mécanisme sphére interne.

Il faut cependant relever quil s'agit d'une seule série de mesures et qu'elles sont trés
déiicetes. Les résultats obtenus demandent donc confirmation.

Le cas du mutent L12F, qui a &8 discuté en détails précédemmaent, ne maontre pas de
stdréosalectivité cindtique dens les rdactions svec [Co"falamp)]. Néanmains une sélection
se manifaste dans Ie chaix du sile réactionnel {¢f. taux de fixation, tebleau 14). Ceci n'est
possible que si la sélection conduisant & des praduits différents s'epére dans une rdaction
rapide, consécutive 5 l'interconversion des daux formes nan-activa et active.

Hypothéses de mécanismes réactionnels

Contrairement aux réactions avec [Co"(elamp)] les mutations ne modifient que
relativement peu la vitesse et les paramétras d'activation des réactions evec les deux
énantioméres de [Co"(promp)], en plus aucune fixation n'a lisu. On peut ainsi formuler
deux hypothéses de mécanisme réactionnsl;

a) Dens la premiére, un sita spacifique est supposé pour les réactions avec [Co'(prdmp)),
site utilisé par les deux énantioméres de [Co'(promp)] mais différent des daux utilisés par
[Co{alamp)]. En plus des similitudes des vitesses et des paraméires d'activation pour les
résctions de Fensemble des plestocysnines avec [Ca'(promp)], I'srgument principal en
faveur de cette hypothése est donné per le comportement de L12F. En effet, il est apparu
que dans la réaction de ce mutant avec [Ca"(alamp)] un changement de position du
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groupe phény! &tait nécessaire et cela aussi bien pour la réaction de sphére inteme que
de sphére externe et que la vitesse de ce changement était limitente. Or, le réaction avec
[Co'(promp)) et L12F se déroule deux fois plus vite quavec [Co'(alemp)) et les
paramétres d'activation sant fortement différents. La vitesse de cette réaction n'est donc
pas limitée par le chengement de confarmation.

Des trais sites supposés, un est connu. En effet, le site conduisant & le fixation de
[Co"(alemp)) oxydé a &t& déterminé sur la base de la veriation du taux de fixation de
lénentiomére A sur la Pc nt en fanction du pH [5]. Il s'egit de ['unité dépratonée de
i*histidine 87.

En ca qui concemne le site conduisant 3 l'aqua-complexe comme produit de la réectian
avec [Co'"(alamp)], an peut envisager plusieurs possibilités.

¢ Le TE a lieu également par l'intermédiaira du groupe imidazale de rhistidine 87 mais
sous forme protonée, par un mécanisme de sphére externe (schéma 3)

Sphére EXTERNE Sphire INTERNE
- CofL s <j\/ <@\/=c&‘twﬁ<~@j\/ —_—
—_ Cu\\\ — Cu\\t - C"\\~
Schéma 3

Le TE sphére interne serait alors de plusieurs ordres de grandeur plus repide, étent
donné le faible propartion de le forme dépratonée 3 pH=7.

¢ Des études concernant un TE entre dsux complexes ont mentré que le centre
métallique du réectif labile peut s'associer avec un groupe carbonyl du pertenairs,
formant ainsi 'intermédiaire pour le TE [82]. On peut elors admettre dens notre cas un
site de type carbamide d'une liaisan peptidiqus, proche de Fhistidine 87 (schéma 4):
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Schéma 4

Il ne s'agirait plus alors d'un mécanisme sphére externe mais bien interne ne conduisant
pas & un produit binucléaire stable.

Comparé & ce site, celui utilisé par [Co"(promp)] serait de méme nature mais localisé
ailleurs dans ta poche hydrophobe, suffisamment loin de Leu 12 pour ne pas étre

influencé par les mutations de cette position.

b) Dans la seconde hypethdse, on admet un site commun pour les réactions conduisant
aux aqua-complexe de [Co"(pramp)] et de A-[Co"(R,R)-alamp). Ce site serait slars utilisé
avec des officacités différentes par les cocmplexes cités. Cas différences pourraient
~ s'expliquer par les possibilités pour chague complexe dapprocher le  site,
L'encombrement stérique de [Co"(promp)], di aux cycles de proline, lempéche de
s'appracher taut prés du sile commun, Par contre [Co'(alamp)] plus petit peut s'approcher
davantage. Dans cette situation la réduction de I'encombrement en position 12 fecilite
{approche de [Co"{(slamp)], expliquant ainsi 'augmentation de la vitesse réactionnelle,
mais ne serait pas suffisante pour favoriser celle de [Co"(pramp)].

Tout comme dans Ihypothése discutée sous a), la nature de ces eiles n'est pas
clairement définie. Il feut pour cette deuxidme hypothése considérer les mémes
possibilités que dans la premiére.
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Sens qu'il ne soit possible de réfuter avac certitude I'hypothése du site commun, il faut
remarquer gu'slle est peu probable. En effet, ¢'est donner trop dimporiance a
l'encombrement stérique que d'appuyer sur lui seul l'explication d'eutant de différences
entre les réactions avec [Co'{promp)] et [Co(alamp)]. Il est donc plus raisonnable
d'admetire eu moins trois sites, un conduisent au produit binucléaire avec [Co'(alamp)],
un autre conduisant & l'aqua-complexe A-{Co"((R,R}-alemp)H.0]" et le dernier conduisant

aux eque-complexes A- ou A-[Co” (promp)H,0]
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5 La stebilité de la plestocyanine dans un tampon imidazole

5.1 |ntroduction

Le site actif de la plastocyanine est un atome de cuivre Iié sous forme tétraédrique
distordus & deux résidus histiding, une méthionine el une cystéine. Plusieurs métaux
peuvent remplacer le cuivre, mais lui seul conduit & une protéine dont le potentiel rédox
corraspond eux exigences physiclogiques. L'incorporation du cuivre lors de la
biosynthése ast encore mal connue, elle peut intervenir aprés la polymérisation du
polypeplide, comme dans le cas d'aulres métalloprotéines [83,86). Bien que plusieurs
facteurs peuvent avoir leur imporiance (processus de transport, abondance relative des
ions métalliques dans le milieu, potentiels redox), lincorporation sélective d'un ion
perticulier s'expligue finalement par des facteurs cinédtiques ou thermodynamiques [87].
Des mesures in vitro d'incorporaticn du cuivre dans des protéines de cuivre bleu ont été
menées pour 'apoazurine et |'apastellacyanine {une description plus détaillée se trouve
dans la thédse de Voerardo). Des réactions de TE dans un tampon imidazole avec la
plastocyanine native ont montré que ta présence d'imidazole provogue une décoloration
{5). L'ajout de KsFe{CN)s ne restaure pas la coloration bleue de la protéine oxydée,
contrelrament & I'epport de cuivre(ll), ce qui démontre qu'il ne s'agit pas d'une réduclion
mais d'un équilibre de répartition du cuivre(ll) entra l'epoprotéine et limidazole. L'étude
des cinéliques & 25°C et 3 pH = 7.0 de cette déccloration en fonction de la concentration
en imidazola (im.} a permis & Verardo de proposer le mécanisme suivant:

ki
(PcCu) + 2im ———* [PcCu(im)]
K1
K
[PcCulim)] + 2 im ——-,: apoPc + [Cufim}y]
O]

Schéma §
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5.2 Séaquestration du Culll} des plastocyanines par limidazale

Les différentes salutions tampon ont été préparées par dilution d'une solution a pH = 7.0,
dont la concentration en imidazole non protoné est connue précisément par titration
acidimélrique. La forca ionique de ces solutions est fixée & 0.5M par NaCi. Las solutions
de protéine sont préparées par difution dans NaCl 0.5M de i'dchantiflon concentrd, de
sarte & obtenir une concentration dans le mélange réactionnel de ~10™M (E *ssroe ~0.2).

Les mesures cindtigues sonl réalisées su spectrophotométre UVIKON 930 dans des
cuvaes tangem (Hellma) de 1 cm lhermostatisées & 25°C. Ces cuves permstient de
mesurer précisément la valeur de I'absorption initiale avant le mélange das réaclifs.

°/°E 597nm
100 qane_ n
N — 0
& + fmidazole Ibre]m
7)0.025 M
60 ;'g 8) 0.0825 M
. 5) 0.075 M
: 4H0.125M
40 4} 3) 0.156825 M
3 2)0.1875 M
j 1)0.25M
20 J
3)
a —
O 1000 2000 3000 4000 5000 eooo 7000 anoo
Temps [s]

Fig 78: Tracas cinétiques de Pc wt pour différentas concentrations d'imidazole.
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Fig. 79: Traces cinéliques de Pc L12G pour différentes concentretions d'imidazole.
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100

80 [Imidazole libre]uee
8)0.025 M
7)0.05 M
8) 0.0825 M
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3)0.125M
2)0.1875 M
1)0.25 M

80 .
a0}

20}

3
O T T T T 1 2
0 1000 2000 3000 4000 5000 &S000 7000 6000
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Fig. 80: Traces cinétiques da Pc L12A pour différentes concentrations d'imidazole.



Chepitre §

PARTIE CHIMIQUE

132

%E so7am
100 -

‘\K
i ' .y

)
5)
4

—— 3

e —— L

Q

¥
1000 22

00 3000 4000 5000 8000 7000 8000
Temps [s]

[imidazole librelyme

7)0.0375 M
€) 0.05 M
5)0.0825 M
£0.075M
HOIM
20125 M
1)0.25 M

Fig. 81: Treces cinétiques de Pc L12V pour différentes concentrations d'imidazole.
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Fig. 82: Traces cinétiques de Pc L12F pour différentes concentrations d'imidezole.
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Fig. 83: Tracas cinétiques de Pc EB8G pour différentes concantrations d'imidezole.
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Fig. 84: Traces cinétiques da Pc E68G L12A pour différentes concentretions d'imidazole.
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Fig. 85 Treces cindtiques des différentes plestocyanines pour 0,125M [im. librelsae.

%E 587rm
100
80 13 Pc¢ mutante:
i
K 3 YPewt
801 \ 2) PcL1ZF
: 3) e L12A
A 4 PeLi2v
40~ iy —_ 5) Pc £68G
::‘-‘ T 4 8Pcl12G
r, 7) Pc E88G L12A
20 4
o- - & 7)
T |3 I [} | | T o [}
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Temps [s]

Fig. B6: Traces cindtiques des différentes plastocyanines pour 0,075M [im. librelmase.



Chaplire & PARTIE CHIMIQUE 135

%E sarnen
100 4
80 | e 2)
Pc¢ mutenta:
80~ \ 4 DPew
2) PcL12F
3 PcLi2A
40 = 4 Pcli2v
5) Pc EBEG
8y PcL12G
20 7) PcEBSG L12A

a7

1 I 1 I | 1 I 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Temps [s}

Fig. 87: Tracas cinétiques des différentes plastocyanines pour 0,0625M [im. librelrmae.

Les figures 78 & 84 suggérent que le compartement des six mutents est quelitativement le
meéme que celul de Pc nt ef Pc wh correspondant eu schéma 5 Des différences
quentitatives importentes dans les vitesses réactionnelles sont néenmoins epparentes.
Caes résultets permettent de discuter les carectéristiques suivantes:

- La situation de l'dquitibre finale.

- La vitesse initiale de la premidre phase.

- La vitessa réactionnelle pendant la deuxidme phase.
- Las coefficients d'absarption de Fintermédiaire

Les veleurs de Fabsorption & t ., (Tablesu 15) permettent de calculer les constantes
canditicnnelles de I'équilibre global;

. K Fad
PcCu® + 4im ——==  Pc¢" + [Cu(im)]

[Cu(lm) JPe~]
[PcCu"‘”’" Jlim]*
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La tableau 15 raprend las valaurs da %E, .y pour différantes concentrations d'imidazole.

Tableau 15; Valeurs 41 , en % de I'absorbance initiala.

{im. libra] M [im. libre] M  Pc L12G  L12a  L12v L12F E6G8G E68G

calculéa titrée wi L12A
025 0.248 o* - a* o o o -
0.188 0.185 15 - 1 - 6.8 - -
0.156 0.155 2 - - - - - -
0.125 0.122 32 o 6.6 23 30.3 25 o
0.1 0.102 - - 1.7 9 327 - .
0.075 0.0816 53 46 27 243 4748 8.8 42
0.0625 0.0612 74 €8 36 3| 4 706 29 6.8
0.05 0.0488 - 104 B804 605 - 207 9.3
0.0375 0.0408 - 17 - 73.7 834 515 12
0.0313 0.0306 - 277 - - - €84 23
0.025 0.0245 B9S 376 848 - - 79.4 286
0.0188 0.0204 - - - - - - 40.7
0.0125 0.0122 - - - - - - 44.6

* définis comme &tant égale 4 0%.

Las conslantas K calculéas selon la concentration nécessaira an imidazola pour enlever
50% du Cu’™":

Co

K=
2 [im]*

Cp = 10*M

at las valeurs AAG®, celculdas selon la refation:

AAG® = -RT In (Kentert  Kot)

ains| que la log das constentes de stabllité conditionnelles & pH = 7 (Keona) s0Nt dofnées
dens la tebleau 16.
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Etablissamant des constantes conditionnelles Ko

Koo P
PoCu™. T pet 4 K= oodl
[Pc][Cu’*]
Kim Cu(im)*
Cu® + 4im +—— [Cufim)* = [ u(imJs ]

|<t,‘,,,,,=1<'-<"L Kim =4 - 10"

Sur la base de ces résultats, il est possible d'attribuer une stebilité relative & la série des
mutants:

L12F 2 Powt > L12V > L12A > E68G >> L12G > E68G L12A

Cette stabilitd relative est en accord avec I'observation qua |8 mutant EGBG L12G ne soit
pes exprimé sous une forme fonctionnelle, En effet, la stabilité de E68G L12A, qui
représente vraisemblablement une limite correspond & une constante conditionnelle 4 pH
=7 de 10 *®, veleur en dessous de lequelle le Cu® ne peut plus étre retenu dans le site
actif.
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Tableau 16: Valeurs des constanies K de I'équilibre giubal pour toutes les plestocyanines
recombinantes, du log. des constantes de stabilitd conditionnelles (log Kene) 6t des AAG’
{kJ male™] par rapport & Pe wt.

proféine:  Pont  Powt 1126 L12A L1V LI2F  EGBG  Lyop
K: 23 1 238 794 501 114 218 545
o9 Kams 122 12 102 147 128 125 113 99
AAG. - (004 04 006 002 01 D15 D48

“CaicIIE SRion AAG = -RT I (Kut/ KoY

Au moyen des figures 85 & 87, on peut dvaluer el comparer les vitesses de |a 1*™ et de la
2'™ phase des réactions de chacune des plastocyanines. Dans celte évalustion, |8
premidre phase est ceractérisée par fa vitesse initiale v'o, étabiie selon ia reistion
suivante: v'o = ([BPe(Cu"u- [%HPS(CU L )/ {t - ) , avect = 34" et ty = 0". Ces valeurs
{tableau 17} indiquent que le vitesse de cetle premiére phase est proportionnelle au cerrd
de la concentration d'imidazofe, conformément & la premiére réaction du schéma 5. Le

comparzison des vitesses réactionnelles 4 une concentration diimidazole permet de
calculer un coefficient d'accélération a relativement & Pc wi. Il est intdressant de
constater que ces accélérations suivenl dans les grandas lignes le méme série de
mutants que celle observée pour 1a stabilité globale, a savair:

Powt < L12F < L12A « L12V < E6BG < L12G < EGEG L12A

Tableau 17: Variation de la vitessa initiale v'g en fonclion des mutetions pour 0,125; 0,075
et 0,0625 M d'imidezole libre final.

[im. 115 S heate 0.125 M 0.075 M 0,0625 M
protéine  vio[%s'] o vig  Vol%sT v, vel%s] g,
Pcwt 0.192 1 0.107 1 0.065 1
L12F 0.317 1.65 0.124 1,13 0.085 1.31
L12A 0.370 1.93 0.060 0.56 0.102 1.57
L12v 0.743 3.87 0.233 218 0.202 3.03
E68G 1.327 6.91 0.736 6.87 0.568 9.1
L12G 1.586 8.26 0.837 7.82 0.702 10.7

E6EG L12A 1.748 9.10 0.914 8.54 - 0643 284
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La vitesse de la deuxiéme réaction est plus difficile & caractériser. En effet, d'une part elle
dépend de la situstion d'dquilibre de lintermédiaire - en fonction de k, et de k , - et
d'autre part elle-méme conduit & un équifibre. Ainsi la délermination de la vilesse de la
deuxiéme phase n'est possible que si elle est suffisamment différente de celle de le
premiére. Il semble pourtant que, & une exception prés, ta vitesse de la deuxiéme phase
dépendent de |la concentretion d'imidazole & la quatriéme puissance. Ce résultat est
obtenu en comparant par exemple les pentes des tangentes aux traces cinétiques de le
figure 79 & 30% d'absorption. Ce comportement est conforme au schéma réactionnel
(schéma 5) pour sutant que 'équilibre de formation de l'intermédiaire se situe du cbté des
réactifs (ky / K1<1). L'exception est le cas de L12F. Alors que la premiére phase ne se
distingue pas de celle de P¢ wt, le comportement pendant la deuxiéme est cleirement
différent. Le vitesse sembie en effet indépendante de la concentration d'imidezole. Selon
les valeurs du tableau 17, L12F forme aussi un intermddieire comprenant deux molécules
d'imidezole. Cet intermédiaire doit ensuite subir une réaction conduisant & l'apo-protéine
ot & [Cu(im)*, dont la vitesse ne dépend pes de la concentration en imidazole. Comme
pour la réaction de TE, il semble reisonnable d'admettre un changement de position du
cycle aromatique de la phénylatanine, permettant 'extraction du cuivre. Il faut toutefois
mentionner que I8 résction dans ce cas est nettement plus lente que celle contrdtant le
TE.

Etant denné le difficulté de déterminer la vitesse de la deuxiéme phasse, les vsleurs du
coefficient d’ebsorption & de l'intermédiaire (tableau 18), obtenues par extrepolation de la

trace cinétique de cette phase au temps zéro, n'ont qu'une significetion semi-quantitstive.
On notera pourtant que ces valeurs se trouvent dans le méme ordre de grandeur que
celle de la Pc nt obtenue par un traitement mathématique complet de lensemble des
traces cindtiques [5). Cette ressemblence se comprend aisément car le chromophore
n‘est pes modifié par les mutations.

Tableau 18: Valeurs du ceefficient d'absorption & 597nm & [M'cm™} de l'intermédieire
pour les différents mutents de la plastocyanins.

protéine: Pent Pewt L12G L12A L12V L12F EE68G EG8G L12A

e[M'em”) 2040 2450 3283 2773 2989 2058 3234 3185

1 8tabii par Varardo dans sa thése
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5.3 Discussion

Selon la schéma 5, |a réaction conduit pendant la pramiére phasa & un intarmédiaire dont
nous supposons qu'll comprend deux molécules dimidazola, PcCu(im).. Cetle hypothésa
esi fondée, d'una part sur la loi cinétique obsarvée da la réaction de formation;

- d[P:tCu] =k [PeCu][im]’

d'eutra part sur le fait que nous pouvons astimer une constanta da formation Ky, de
I'intermédiaire par extrapolation da lg dauxiéma réaction au temps zéro (tablaau 19):

k, [PcCu(im),]

K. [PoCu]lim]

La pante da la figure 88 montra un exempla da détermination du nombra (n) de molécula
d'imidazole impliquéa dans ca premier équilibra, pour le cas da EE8G (Fig. 83). La valeur
oblanua proche de 2 donna la composition da lintarmédiaire PcCu(im),. Ce résultat est
identique & calui obtanue pour la protéina native (5},

Tableau 19; Velaurs utiliséas pour la détermination graphiqué du nambra (n) da molécula
d'imidazola impliquée dans la pramiar équilibra {(schéma 5)

fiml fogliml AL ™ logr—
0.0375 -1.43 87.4 -0.273
0.05 -1.30 81.9 0
0.0625 -1.204 78 +0.191
0.075 ~1.125 74.8 +0.360
© 638

* %E";y valeurs finales d'absorption da Is premiére réaction détermindes par axtrapoistion de ia trace
cindtique da ta dauxiéme phase pourt = 0.
* a = [PcCu(im).] relative
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log af1-a
0.4 ~

0.3

0.2 4 pente: n =2.07

3 425 A2 45 -4 log(m)

0.3 -

Fig. 88: Détermination graphique de n.
Du point du vure du mécanisme, on peut discuter les trois possibilités suivantes:

8) Une réaction trimoléculeire edmettant une interaction simultanée de deux molécules

d'imidazola avac la protéina:
ka
PcCu +2im __’c—k— PeCu(im);
-3

) Une réaction lente suivie d'un postéquilibre rapide:
k2 K
PcCu 4+ im ———— PeCu(im) + im ———= PcCulim),

¢) Un prééquilibre rapide suivi d'une réaction lente :
K Kz
PeCu + im .&—=——— PcCu(im) + im —— PcCufim),

Le possibilité e) est en accord avec la dépsndance su camé de la vitesse initiale et
égelement avec la fait que la formetion de l'intermédiaire peut élre caractérisée par une
constante d'équilibre dens lequells la concantration dlimidezcle intsrvlent égelement eu
carré. Cette possibilité est cependent peu probeble du fait de la rareté des réections
trimoléculaires.
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La possibilité b} peut 8tre exclue car, blen qu'expliquant la situation d'équilibre, elle ne
tient pes comple de ce que Ia vitesse dépend du carré de la concentration en imidazole.

Concernant la possibilité c), Ja loi cindlique s'exprime de la maniére sulvante:

d[PcCu]

————aT— =K, [PCCU(I.ITI)][N'I'I]
o [PeCutimy)] e [PcCu(im)]
de plus: K'= W et si [im] = Gy, Ona: K'= c ~[PcCu(im)]).Ch“

d'olr: [PeCu(im)] = .'%ugk"f—cgﬂ
im

P 1, N ot
ot 20U K'Can-CE,
a 1+K'C,,

On constate elors que cette loi cinatique davient identique & la loi expérimentale si
155K " Cim.

Ces relations quantitatives permetteni maintenant d'oblenir une image plus précise du
déroulement de la réaction de séquestration du cuivre. En effet, on observe que le
spectre de l'intermédiaire PcCu{im): a une forme pratiquement identique a celui de PeCu
et que seulement son intensité diminue de 40% environ (Tebleau 18}, Ce qui suggdre que
le chromophore responsable de 'absorption & 597nm n'est que trés pau modifié, c'est-a-
dire que His 37 et His 87 sont remplacés par une molécule d'imidazole checun. La
deuxidme réaction, nettement plus lente sereit alors carectérisée principalement par la
rupture de la liaison Cu-S-Cys 84, ia liaison entre e cuivre et Mat 92 étant beaucoup plus
faible.

Commenit elors expliquer d'un point de vue structurel tes influences des mutations?

L12G, L12A et L12V montrent que l'accessibilité au chromophore st un critére important.
La réduction de I'encombrement favorise 'accés pour Fimidazole.

Le seul encombrement eux environs du chromophore n'explique cependant pas tout. En
effet, E6BG, dont le poche hydrophobe est identique & celle de la P¢c wi, monire des
différences trés importantes, de l'ordre d'une réduction compléte de I'encombrement en
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position 12, comme avec L12G. Le résidu glycine (-H) ne présentant pes
d'encombrement, déstabilise le polypeptide, ce qui entraine une molndre rigidité. Cette
mutation gssacide & une réduction de i'encombrement an positian 12 condult & la protéine
la moins stable de toutes; E68G L12A. Remarquans que d'une meniére générale c'est le
remplacement d'un ecide aminé par glycine qui creuse les écarts de slebilité (Fig. 85 &
87). On peut einsi distinguer deux groupes des mutents: les relativement stables {L12F,
L12A et L‘12V) et les peu stables (E68G, L12G et E6E8G L12A) contenant tous une
mutation en glycine. Ce n'est pas le seul cas ol une mutation en glycine entraine une
perte de la structure et donc de lectivité d'une pratéine. Le remplacement de la cystéine
73 de la thiorédaoxine f d'épinard par glycine entraine une trés importante perte de
l'ectivité de |'enzyme, elars que lé mutatian en alanine ou sérine conserve l'activité [88).

Le stabilité de la plestocyanine en présence d'imidazole est donc régie per eu mains deux
paramétres impartants: I'encombremant au sile d'action de I'imidazole et le meintient de [e
structure de l'epoprotéine,
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6 Conclusion

Les modifications apportées & la plastocyenine ont été riches d'informations.

La position 12 & montré toute son importance dans le transfert d'électrons, comme fin
contréleur lors de la réduction de la plastocyenine avec les complexes [Co'(alamp)].

Les mutations semblent faciliter l'accas au site actif, ce qui est démontré par les mesuras
de stabilité en présence d'imidazole, et meltent en évidence l'impartance de la géométrie
des réactifs dans I'approche conduisant & la farmation du précurseur qui précéde le
passage de l'dlectron,

Tous les résultats (transfert d'électrons, mesures de fixation et stabilité en présence
dimidazole) ont montré qu'une protéine doit étre considérée dans son ensemble. La
maodification d'un résidu ne peut étre disculée pour elle seule. Il faut prendre en
considération non seulement la mutation du résidu meis aussi ses conséquences sur
lensemble du polypeptide. |l devient alors plus délicat d'attribuer evec précision ['effet
d'une mutation 4 un seul résidu plutdt qu'é ses conséquences sur [a protéine.

Il faudra tenir compte de ce point paur la suite des investigations au sujet de la réduction
de la plastocyanine. |l reste en effel plusieurs questions & éclaircir, Parmi celles-ci, jo ne
reléverai que celles qui ont été soulevées par le présent travail.

Quelle est e nature de I'éguilibre entre Pc et Pc'? L'investigation de cet équilibre est
délicate avec les moyens spectrophotométriques utilisés jusqu'éd présent. D'autres
méthodes, comme la RMN, seront peut-étre plus appropriées mais plus lourdes & utilisée.
Reste que, si il s'avére possible de séparer par des méthodes chromatographiques les
deux formes en équilibre, leur étude par les moyens ulilisés jusqu'd présent sera
suffisante.

Quelle est au cours de la réduction la participation des difiérents sites de TE? Les
masures d'intarruption de le réaction peuvent appartar beaucoup dinfarmations, si elles
sont optimalisées.

Quel est le rdle de la positon occupée par Leucine 127 Les faibles veriaticns de ia vitesse
du TE avec [Co(promp)] en fonction des multations en cetle position, me fail penser & un
rble de suppart. La nature de la reconnzissance entre leucine 12 et {Co{promp)] est selon
moi de type hydrophobe. Le résidu isobutyl de leucine s'esscciersit avec le cycle profine
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du ligend, La remplacement de leucine 12 par un acide eminé polaire, comme sérine ou
thréoine, devrait influencer négeativament le TE avac [Co(promp)].

Quen est-il des deuxiéme et troisidme sites de TE? Sont-ils vralment deux? Le
mutagénése dirigée paut, en tentent de e modifier, situer le résidu responsebie pour cos
éventuels sitas de TE. On paut envisager le mutation d'un bon nombre de résidus mals |
ne feut pas pour eutant négliger la veriebilitd des complexas que ['on peut utiliser pour la
réduction de la plastocyanine. En effet, localiser un site ce n'est pas encore établir par
quel mécanisme le complexe Futilise. L'usage de différents complexes peut spporter les
réponses & nos questions, Admetlons par exemple un site sromestique, comme
phénylalenine 35. Le complexe peut Fuliliser en se fixent via la sixiéme position & un
groupement carbenyl d'une ligison peptidique ou en s'essociant diractement au résldu
phénylalenine via la cycle pyridine du ligand par recouvrement des orbitales .
L'utilisation d'un complexe, dont le cycle pyridine du ligend serait remplacé per le cycle

pipéridine, pourrait appuyer I'une ou l'autre hypothése de mécenisme,

Reppelons enfin que c'est en poursuivant une étude, faisent verier protéines et
complexes, qu'une epproche combinéa des questions est maintenue et c'est elle qui est la
plus susceptible d'spporter des réponses (cf. Introduction).
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7 Résumé

Le but de ca travail est de clarifier au moyen de la mutagénése dirigée le mécanisme des
interactions stéréosélectives dans le transfert d'électrons entre la plastocyanine et des
complexes optiquement aclifs de cobali(ll).

Ce travail de thése comprend donc deux parties. La premiére parlie - de biologie
moléculeire of de biochimie - décrit Ja créstion de mutants de la plastocyenine. La
deuxiéme partie - chimique - comprend les études cinéliques de transfert d'électrons et de
stabilité des protéines produites vis-a-vis |'imidazole.

Le chapitre 1 présente une introduction générale sur la plastocyanine, son rdle
biologique, sa structure et ses propriélés physico-chimiques, et donne des informations
gy sujel de la biclogie moléculaire de la plastocyanine et de I'azurine. Dans le méme
chapitre se trouve la description des ligands et des complexes de cobal{ll) utilisés
camme réactifs dans les réactions de transfert d'électrons.

Le chapitre 2 présente les lechniques de génie génétique et de génie des protéines;
d'une maniére générale d'ahord, plus délaillée ensuite pour les techniques utilisées dans
co travail.

Les résultats de mutagénése dirigée, de I'expression et de purification des plastocyanines
recombinantes forment e contenu du chaepitre 3. Il y est montré que l'expression de la
plastocyanine dans un systéme procaryotique nécessite 'sjout du peplide signel de
l'azurine au géne de la plastocyanine, Le réunion des deux fragments d'ADN (le premier
codant pour le peptide signal {Az) et le second pour Ia plastocyanine (Pc)) a é1é effectué
par PCR et megaprimer. Cette méme technique a été utilisée pour la mutagénése dirigée,
huit ¢clones ont été ainsi synthétisés. AzPc wi, AzPc L12G, AzPc L12A, AzPc L12V, AzPc
L12F, AzPc EGBG, AzPc E68G 112G et AzPc EGBG L12A. A partir de ces clones, sept
protéines ont éte produites: Pc wt, Pc L12G, Pc L12A, Pc L12V, Pc L12F, Pc E68G et Pc
E68G L12A, en offet le clone AzPc EGBG L12G n'a pas donné de protéine fonctionnelle.
Le peptide signal conduit la protéine dans Fespaca périplasmique d'E. cofi et est ensuite
détaché. Dés lors la purification de la plaslocyanine débute par un choc osmotique,
séparant la fraclion périplasmique du resle de la bactérie. La suite de le purification
s'appuie consécutivement sur trois critéres: Fhydrophobicité, 12 taille et la cherge de la
plastocyanine. Ce chemin de purification conduit 4 une protéine pure (rapport Azr f Asgr =
1) et une perte relstive globale d'environ 50%.
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Le chapitre 4 est consscrd & l'dtude des réactions de trensfert d'électrons enlre les
différentes plastocyenines et les complexes de cobalt(ll): [Co"(promp)] et [Co"(atamp)]. Il
en résulte que l'ensemble des mutetions n'effecte que trés peu le comportement evec
[Co"(promp)] alors que des différences importantes sont observées avec [Co'(alemp)].
Ces dernléres ont permis de discuter l'importance de la position leucine 12 dens le
contrdle de l'accds au site de transfert d'électrons. Cetle impoertance est corroborée per
“telamp)}’ suite au transtert d'électrons.
Ces mesures confirment I'existence de deux sites de irensfert d'électrons comme pour l2

protéine native, 'un via histidine 87 suivant un mécanisme sphére interne, 'autre auivent

les mesures du taux de fixation du complexe [Co

un mécanisme sphére axtene par un chemin encoré inconnu. Le comportement
biphesique tout & feit particulier des mutants P¢ L12A, Pc EE8G et Pc E68G L12A lors du
transfert d'électrons evec [Co"(alemp)} e permis de supposer un équilibre entre deux
formes de plastocyanine Pc et PS. Le cas particulier de Pc L12F leisse supposer
l'existence d'au moins trois site pour le transfert d'électrons. En effet, si les réactions de
trensfert d'électrons avec [Co"(promp)] ne sont pas influencées par cette mutation, celles
avec [Co"(elemp)] ne montrent plus de stéréosélectivité cinétique, bien que la répertition
des deux énantioméres, sur les deux sites utilisés par ca complexe, n'est pas égele. On
en déduit donc la possibilité que trois sites se trouvent dens le poche hydrophobe de la
plastocyenine. Un est connu, ¢'est celui qui par un mécanisme sphére interne conduit 4 la

fixetion du complexe oxydé [Co™

{alamp)] sur I'histidine 87. Un deuxiéme, utilisé par A-
[Co"(R,R)-alemp)] et qui doit se trouver relativement proche du premier, conduit & un
produit non fixé: A-{Co"(R,R)-alamp)H;0]'. Le trolsidme site, plus éloigné, est utilisé par

[Co"{promp)] et conduit & Faqua-complexe de cobalt(ill): [Co™(promp)H,0]".

Par analogie aux &tudes cinéliques de ['extraction du cuivre per des paetits ligands comme
l'imidazole, 'influence des mutetions sur la stabilité des plastocyanines recombinentes est
décrite dans le chapitre 5. On trouve que la perte du Cu® suit globalement le mé&me
mécanisme que calui trouvé pour le protéine netive, meis que le stabilité des mutants est
réduite. Ceci est perticuliérament le ces pour les mutants contenant un résidu glycine,
L12G, E68G, E68G L12A, expliquant alnsi pourquoi le protéine double mutde EE8G
L12G, bien qu'elle soit exprimée dans E. coli, n'est plus en mesure de lier un Cu®.
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Protocole sur cing jours de la production de le plastocyanine dane E. colf,

Transformer les bectéries compétentes evec le plasmide pes plus de 48 heures event la
préculture.

1" Jour Lancer préculture dans 500ml de milieu:

TB: Tryptone Gg tampon: KH,PC; 1.1559
Yeast 12p K:HPO: €21
Glycéral 2ml Eau Soml
Eau 450 ml & autoclaver séparémant |

+ 1000 pl Ampiciline (50 mg/ml) & 37°C et 250 rpm, over night.

Préparation du milieu de culture dans le fermenteur:

TB: Tryptona  120g tampon: KH:PO, 231p
Yeast 2409 K.HPO,  1254g
Glycérol 40 mi Eau 1000 mi
Eou 9litres & autoclover séparémaent |

Stérilisation de 'ensemble in situ: Agitation 1000 rpm
ATTENTION: ajouter 1 ber de surpression
dans la sonde a pH (svec la pompe é vélo),
§ minutes & ~100°C, puis fermer les vannes.
30 minutes & 121°C,
puis & ~100°C ouvrir le venne de sortie d'air.

2% Jour  Culture: 10! TB+ 20 ml Ampiciline (50 mg/ml)
+ 10 ml CuS04 1M
Conditions: température; 37°C; agitation: 500 rpm et aéretion: 15 litres/min.
D.0. =1-2: induction avec ~ 2,5 g IPTG (= 1mM final)

Croissance jusqu'a une D.O. de 20 & 30, 6 4 8heures apras lnduction
ou lorsque le pH remonte jusqu'a 7.5 - 8.

Montage de I centrifugation en continu dans la centrifugeusa Sorvall,

Centrifugstion: vitesse: 12'000 rpm (rotor 55-34)
temparsature: 10°C
débit: ~ 300 ml/min

Egouter et nettoyer les tubes, déterminer le masse poids frais des cellules et
les conserver & 4°C

Couler une colonne DEAE de 200 ml de résine tassée. Faire une suspension
claire de résine afin de ne pes trapper de bulles d'slr et avant de couler
décanter pour éliminer les fines particules.
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3* Jour

8)

Equilibrer evec 1-2 litres {(~ 5 volumes de colonne} de tampon 50 mM Tris-Cl
pH 7.3 et 70% de saturetion en (NH.)280, (436 g +1] de tampon).

Choc osmotique: 800 mi de Solution A: 20% Saccharose (160 g)
30 mM Tris-Cli pH 8 (24 mi de 1M)
dans H2O Mili-Q

800 mi de Solution B:- 0,5 mM MgCl; (400 pl de 1M)
1 mM CuS0, (800 wl de 1M)
dens HO Mili-Q 4 ~ 4°C

Resuspendre & 'eide d'un tube de potler délicatement et de maniére
homogéne les callules dens le solulion A. Placer cette suspansion dens un
erlen d'1litre avec un gros barreau magnétique et une faible agitation a
{empérature amblante pendant 20 minutes.

Centrifuger &4 7000 rpm (rotor GSA) 15 minutes a 4°C,

Resuspendre repidement & 1a maniére d'un shaker le culot dens la

solution B, jusqu'd une suspension homogéne.

Placer celte suspension dens un erlen &'1litre avec un gros barreau
magnétique et une faible agitetion dans un bac de glace pendant 20 minutes.

Centrifuger 4 12'000 rpm (rotor GSA)20 minutes & 4°C.
Récupérer le surnegeant dans un cylindre gradud:

Ajouter 4 la fraction périplasmique: 1/20 da 1M Tris-Cli pH 7,3 (~50mM final) et
ralever le volume.

Précipitation au (NH.).S04 70% : 436 mg / mt de frection périplasmigque.

Cenfrifugation: GSA 13'000 rpm (rotor GSA), 10 min, 4°C, fiitrer sur 4 couches
de gazel

Charger DEAE sur la paillasse en chambre froide et lever avec 1 | de
(NH280, 70%.

DEAE sur Frac 300: Elution avec un saut § 30% de (NH,).S0¢
Programme:. Rack mode et Volume

1% rack: tube 3; X pulses; 1 fraction (un bac = volume mort moins 10mi)
2
L= (r' = L)-10
0.44
L = longueur de résine {cm)
r = rayon de I3 colonne {cm)
0.44 = volume enml! d'une pulse, selon les conditions de la
pompe P-1 (Cf, page suivante).

= nombre de pulsas du 1% rack

2% au 4" rack: tube 2; 24 pulses; 20 fractions (50 tubes au total)
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4* Jour:

§* Jour

Pompa P-1: 125 mih: tuyau de © 2.1 mm, x10, satting 4.
Moniteur UV: Absorbante de 2 (trace blaus)
Tracaur: défilement 0.17 pulse / cm ; Absorbence de 1 {trace rouge)

b) DEAE sur LKB Ultrotrack: Elution evec un seut & 30% de {NH,);SOy;

100 mit: Perpex 3/10, tuyau & 1,3 mm;
3 minffraction, 80 fractions
fraceur W+W: dem/h.

Equillbrer G-50 evec 1 litre de 20 mM Tris-Cl pH 7,3 {20mi/ de 1M) + 50 mM
MaCi (2.88 gy,

Ré&unir les fractions issues de le DEAE, contenant la plestocyanine an fonction
de la couleur bleue,

Spectre UVVis de 250 é 700 nm, noter le volume.
Concentrer sur YM 3, jusqu'é moins de 10 ml. Tras longue concentration |

Centrifugetion: 30 min, 20'000 rpm (rotor §8-34), 4°C et filtration 2 0.22pm
svec un filtre MILLEX

Charger colonne G-50; LKB Ultrotrack
25 mim: Perpex 3/100, tuyau @ 1,15 mm;
12 minffraction, 80Q fractions
traceur W+W: 1cm/h.
ou:
Frac 300 Reck mode et Volume
Pompe P-1: 10x setting 2.5, tuyau @ 1,3 mm

tube 2, 38 pulsss, 80 fractions
traceur 0.085 pulsefcm

Monter et équilibrer Q-Hiload sur FPLC

Raunir les fractions G-50, contenant le plestocyenine en fonction ds la coutsur
bleue.

Spectre UV/Vis de 250 & 700 nm, noter le volume.

Concentrer sur YM 3, jusqu’'a moins de 50 ml.
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Centrifugetion: 30 min, 20'000 rpm ({rotor $8-34), 4°C et filtrer & 0.22 um avec
un filtre MILLEX.

Q-Hiloed: methode Q-HILOAD (Cf. Annexe 2)
Solutions: A 20mM Tris pH 7.3 (tempon A}
11 20mM Tris pH 7.3 + 1M NeCl (tampon B)

500mi  20mM Tris pH 7.3 + 2M NaCl (cleaning)
500ml  20mM Tris pH 7.3 + 20% EtOH {storage)

Réunir les frections du 1% pic en fonction du rapport Agrz/Aser = 1 10,2,
Noter e volume et spectre UV/Vis de 250 & 750 nm.

Concentrer jusqu'a Asgy = 2-5 et diafiltrer sur YM 3 avec un tempon phosphate
100 mM pH 7,0 (KH,PQ, st KzHPO,).

Spectre 25Q a4 700 nm, dans les cuvettes de 1mm.
Aliquoter X m!/ ube:

. Sml-04

" , pour evoir 5ml de Pc & Assy = 0,4

X

39T concenks fs

et congeler é - 20°C.
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Pharmecie LKB Biotechnology FPLCmaneger™

METHOD Q-HILOAD

COLUMN: Q-Sepherose High Performance HiLoad 26/10
Sample preparation:centrifugeted 12k 15' and filtered through MILLEX

Eluent A- 20 mM Tris-Cl pH 7.9 (FPLC)
Preperation: filtered through Q.22 micron, degassed

Eluent B: 20 mM Tris-Cl pH 7.8, 1 M NaCl
Preperation: filtered through 0.22 micron, degassed

CONFIGURATION

Control unit; LCC-500

Column attached between VALVE #5 1 and direct on the UV optical unit

Semple in SUPERLOOP 50ml

Replace constriction tube with larger dismeter tubing between monitor and FRAC-100

CONTROL: LCC-500 monitor1: UV-1
monitor2: GRADIENT

PUMPS A,B: P-500
C: for sample loading into the SUPERLOOP

MONITOR: UV-1 wavelength : 280nm  cell; 1 cm
AUFS :2

RECORDER: 482 channel 1: ABSORBANCE
channel 2: GRADIENT

FRAC-100: Mode 13; Fraction Vol.-12 ml; Peek Volume 10 mil;
Deley 0.22, Leval5 %

CALIBRATION

Base ML

PumpAB : 11000 (Pulses/0.1ml, K 0.1dl)
Pump C ; 285.00 (Pulses/0.iml, 0.1dl)
Recorder : 200.00 (Pulses/0.1cm)
Chromatogram parameters:

renge monitor 1 : 10 {mV/100% )
monitor 2 ;1000 (mV/100%)
aguisitionrete : 1500 (Points/min)

Default start LCC-500 method 1
Stert data acqusition at : 3.00 (ML)
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LCC-500 methods

Name = EQUILIBRATE Number =0

Set pressure limit to 0.3 MPal

mi Instructions Comments
0.0 VALVEPOS 2B
0.0 VALVEPQOS 1.3
0.0 VALVE.POS 53
0.0 CONC%B 0
0.0 ML/MIN 1
1.0 VALVEPOS 5.1
60.5 MUMIN 5 Increass flow rate
300.0 CONC%B 0
END METHOD

Name =SEPARATE Number =1

Set pressure limit to 0.3 MPal

mi Instructions Comments
0.0 VALVEPQOS 28
00 VALVEPOS 1.3
0.0 VALVE.POS 5.3
0.0 CONC%B 4]
Q.0 MLU/MIN 1
1.0 VALVEPOS 51
11 ML/MIN 5
2.9 MLUMIN 1
30 VALVEPOS 5.2 Injectsample
3.0 CM/ML 0.02 Start recorder, 50 mifcm
3.0 CLEAR DATA
30 MONITOR 1
3.0 LEVEL% 5
3.0 MLMARK 50 Plotter 50 mifcm
3.0 INTEGRATE 1
3.1 MUMIN 3
47.1 ML/MIN 1
522 VALVEPOS 5.1
52.3 ML/MIN 5
59.2 CONC%B 0
208.2 PORT.SET 6.1
749.2 CONC%B 30
749.2 PORT.SET 6.0
749.2 CONC%B 100 Strip
809.2 CONC%B 100

END METHOD
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Neme = CLEAN-EtOH Number=2

Cleaning run with 2 M NaCl (Buffer B in Pump B). Buffer in Pump A. Storage in 20%

E{OH.

Set pressure limit to 0.3 MPal

m! Instructions Comments
0.0 VALVE.POS 28
0.0 VALVEPOS 1.3
0.0 VALVE.POS 53
0.0 CONC%B 0 Rinse with Buffer A
0.0 MLMIN 1
0.2 WASH A.B 0.1 Chenge with 2 M NaCl
1.0 VALVEPOS 5.4
1.5 MLMIN 1
2.0 CONC%EB 100 Cleen with 2 M NaCl
300.0 CONC% B100
300.0 CONC%B 0 Equilibrate
400.0 CONC%B 0
400.0 VALVE.POS 53
400.0 PORT.SET 4.1
400.1 WASH AB 0.1 Change with 20% Ethanol
400.1 VALVE.POS 5.1
400.1 ML/MIN 0.5
400.1 CONC%B 100 Store in Ethano!
460.1 CONC%B 100

END METHOD
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Pharmeciz LKB Biotechnology ‘ FPLCmensger™

METHOD G25SF

COLUMN: Sephadex G-25 Superfine 10/10
Sample preparation; CENTRIFUGATION 10" 12 K, of the reagent befor the réaction.
Eluent; 100 mM phosphate buffer pH 7.0

CONFIGURATION
Control unit: LCC-500

CONTROL: LCC-500 monitor1:Uv-1
monitor2: GRADIENT

PUMPS A,8: P-500
C: FOR SAMPLE LOADING INTO LOOP

VALVES: 2.8 Flow to injection valve

1.1 Injection valve

3.6 Flow from G-25SF to Uv-1
MONITOR: UV-1 wevelength: 280 nm  cell; 1 cm
AUFS: 1 timeconstant:

RECORDER: 482
channel1; ABSORBANCE

CALISRATION

Base : ML

PumpAB 110.00 ( Pulses /0.1ml, 0.1dl)
Pump C : { Pulses /Q.1ml, 0.14d1)
Recorder 200,00 ( Pulses /0.1 ¢cm)

Chromatogram parameters:

renge monitor 1: 10 (mvV/100% }
menitor 2. 1000 {mV/100% )

equisition rete: 120.00  { Points / min )

Default start LCC-500 methed ;1 in benk: #

Stert data acqusition at ; 000 (ML}
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- ethod

Name = SEPARATION

Number = 1

Set pressure limit to <1 MPa and daactivate pulse compensation!

ml

Instructions

NNO@AAA LA
coovooooOoQOoOOOO=

7.
27.0

Name = CLEANSTORE

CONC%B 0.0
ML/MIN 0.20
VALVEPOS 13
VALVE.POS 28
VALVE.POS 36

MUMIN 20
VALVE.POS 1.2
CM/MIN 0.50
CLEAR DATA

MONITOR 1
LEVEL% 20

MINMARK 1.0
INTEGRATE 1
PORT.SET 6.1
VALVE.POS 1.4
MINMARK 0.0
PORT SET 6.0
ML/MIN 2.00
CM/MIN Q.10
CONC%B 0.0
END METHOD

Number = 2

Set pressure limit to <1 MPa and deactivete pulse compensation!
Pump A= 0.1 M NaCH, Pump B = Milli Q + 0.05 % NaAzida

ml Instructions Comments
0.0 CONC%B o}
0.0 MLU/MIN 05
0.4 VALVEPOS 1.3
0.1 VALVE.POS 28
0.1 VALVEPOS 53
0.2 WASH A.B 1.1
03 VALVE.POS 36
03 VALVE.POS 1.1 Cleen with 0.1 M NaOH
0.4 ML/MIN 1.0
20.0 CONC%B 0
20.0 CONC%B 100 Equitibrate with H20 + Azida
20.0 MUMIN 2.5
400 CONC%B 100

END METHCD
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Pharmacie LKB Bictachnology FPLCmenager™

METHOD SUPERDEX.75

COLUMN: Superdex 75 HR 10/30
Eluent: 100 mM phosphete buffer pH 7.0
Sample: 200 pl injected through MILLEX

CONFIGURATION
Contro! unit. LCC-500

CONTROL: LCC-500 monitor1: UV-1
monitor2: GRADIENT
PUMPS A,B: P-500
C: FOR SAMPLE LOADING INTO LOOP
VALVES: 2.8 Flow tainjection valve
1.1 Injection valve
3.2 Flow from Sup-12 to Uv-1

MONITOR: UV-1 wavelength : 280 nm  celi: 1 cm
AUFS: 0.1

RECORDER;: 482
channel 1: ABSORBANCE
channe! 2: GRADIENT

FRAC-100: Fraction 1.0 ml, Peak 1.0 ml, Level 2%, Mode 12,
Delay 0.16, Cal 109.3

CALIBRATION

Base ;ML

PumpAB : 110.00 {Pulses/0.1ml, 0.1dl)
Pump C 1 285.00 { Pulses/0.1mt, 0.1dl )

Recorder : 200.00 {Puises/0.1cm)

Chromatogram parameters

range monitor 1: 10 (mV/100% )
monitor 2. 1000 (mV/100% )
aquisition rate: 120.00  ({ Points / min )

Default start LCC-500 method: 1 in bank: #
Stert deta acqusition at:  2.00 (ML}
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LCC-500 methods

Name = EQUILIBRATE

Number = @

Set pressura limit to 1.5 MPa end disable pulse compensation|

ml Instructions Comments
00 CONC%B 0
0.0 ML/MIN 0.5
0.1 VALVEPOS 1.3
0.1 VALVEPOS 53
0.1 VALVEPOS 28
02 WASHAB 0.1 Buffer change in pump A
0.9 VALVEPOS 3.2
0.9 VALVEPOS 141
1.0 ML/MIN 10
50.0 CONC%B 0
END METHOD

Name = SEPARATE

Number = 1

Set presure limit to 1.5 MPa and disable pulse compensation !

ml Instructions Comments

0.0 CONC%B 0

0.0 MLU/MIN 0.5

0.0 VALVEPOS 13

0.3 VALVE.POS 28

03 VALVEPOS 232

05 ML/MIN 1.0

20 VALVEPOS 1.2 Sample injection
20 CLEAR DATA

20 MONITOR 1

20 LEVEL% 2

20 INTEGRATE 1 Start date aquisition
30 VALVEPOS 11

7.0 CMML 0.50 Start recorder
70  ML/MARK 1.0 and printer
28.0 CM/ML 0.00 Slop recorder
26,0 INTEGRATE 0 Print results
27.0 CONC%B 0

END METHOD



Annexe 4

167

Name =CLEANSTORE

Number=9

Set pressure limit to 1.5 MPa end dissble pulse compensation|
Pump A=0.5M NaQH, Pump B1 =H,0 Milli Q, Pump B2 = 20% EtOH

mil Instructions Comments
0.0 CONC%B 0.0 (0.5M NaOH)
0.0 ML/MIN 05
0.1 VALVE.POS 1.3
0.1 VALVEPOS 53
0.1 VALVEPOS 28
0.2 WASH A.B 1.1 Buffer change in pumps
05 VALVEPOS 3.2
05 VALVEPOS 1.1
25.0 CONC%B 0.0
25.0 CONC%B 100 (H20 milli Q}
50.0 PORT.SET 41 20%EtOH
50.0 VALVEPOS 1.3
50.1 WASH AB 0.1 pump B: change 20% EtOH
50.2 VALVE.POS 1.1 =20%EtOH
100.0 CONC%B 100

END METHOD
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Pharmacia LKB Biotechnology

METHOD MONO-Q.MET

FPLCmaneger™

COLUMN: Mono Q HR 5/5
Sample preparstion;centrifugated 12k 15 end filtered through MILLEX

Elusnt A: 20 mM Tris-ClpH 7.3
Preparation: filtered through 0.22 micron, degassed

Elusnt B: 20 mM Tris-ClpH 7.3, 1 M NaCl
Preparation: filtered through 0.22 micron, degassed

CONFIGURATION
Control unit: LCC-500
Column atteched between VALVE #1.3 and #3.3

Replace constriction tube with larger diamster tubing between monitor end FRAC-100

CONTROL: LCC-500 monitor1: UV-1
monitor2: GRADIENT

PUMPS A,B: P-500

MONITOR; UV-1 wavalength : 280nm  cell: 1 cm
AUFS 2

RECORDER: 482 channel 1: ABSORBANCE
channel 2. GRADIENT

FRAC-100: Mode 13; Fraction Vol. 40 ml; Peak Volume 3.0 ml
Delay 0.18 ; Level 5 %

CALIBRATION

Bese ;ML

PumpAB : 11000  (Pulses/0.1m!, 0.1dl}
Pump C ; 2B5.00 ( Pulses /0.1ml, 0.1d)

Recorder : 20000 (Pulsas/0.1cm}
Chromatogram peremsters:

range monitor 1 : 10 {mV/100% )
monitor 2 : 1000 {mv/100% )
equisitionrate : 15.00 { Points /min)

Default stert LCC-500 method 1
Start data acqusition at D 01 (ML)
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LEC-500 methods

Name = EQUILIBRATE Number =0

Remove 20% EtOH and equilibrate with start buffer.

ml Instructions Comments
0.0 CONC%B 0.0
0.0 ML/MIN 0.50
00 VALVEPOS 13
0.0 VALVEPOS 28
0.0 VALVEPOS 33
0.0 VALVE.POS 53
0.1 WASH A.B 1.1
0.2 VALVEPOS 51
0.3 MUMIN 2
5.0 CONC%B 0.0
50 CONC%B 100

15.0 CONC%B 100
15.0 CONC%B 0.0
20.0 CONC%B 0.0
END METHOD
Name = SEPARATE Number =1
General Separation Method

ml Instructions Comments
0.0 CONC%B 0.0
0.0 ML/MIN 0.50
0.0 VALVE.POS 1.3
0.0 VALVE.POS 28
0.0 VALVEPOS 33
0.2 ML/MIN 2
1.0 CM/ML 0.50
1.0 PORT.SET 6.0
1.0 VALVE.POS 52
1.0 CLEAR DATA
1.0 MONITOR 1
1.0 LEVEL% 50
1.0 MLU/MARK 1
1.0 INTEGRATE 1
30 VALVEPOS 5.1
5.0 CONC%B 0.0

450 CONC%B 40
450 CONC%B 100
47.0 ML/MIN 2
47.0 cML 0.00
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47.0
47.0
500
50.0
560

PORT.SET 6.0
ML/ MARK 0.0
CONC% B 100

CONC% B 0
CONC% B 0
END METHOD

Name = ISOCRATIQUE Number=2

Isocratique Gradient Separation Method

ml Instructions Comments
0.0 CONC%B 0.0
0.0 ML/MIN 0.50
0.0 VALVE.POS 1.3
0.0 VALVEPOS 28
0.0 VALVE.POS 3.3
0.2 ML/MIN 2
1.0 CMIML 0.50
1.0 PORT.SET 6.1
1.0 VALVEPOS 52
1.0 CLEAR DATA
1.0 MONITOR 1
1.0 LEVEL%

1.0 ML/MARK 1
1.0 INTEGRATE 1
3.0 VALVE.POS 5.1
5.0 CONC%B 0.0
20.0 CONC%B 15 Start of Isocratic Gradient
450 CONC%B 15
45.0 CONC%B 100
47.0 MLUMIN 2
47.0 CM/ML 0.00
47.0 PORT.SET 6.0
47.0 ML/MARK 0.0
50.0 CONC%B 100
50.0 CONC%B 0
55.0 CONC%B 8]

END METHOD



