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Résumé

La y-glutamyltranspeptidase (GGT) est une enzyme hétérodimérique
hautement glycosylée présente dans toutes les espéces du regne vivant. Elle est
impliquée dans le transport des acides aminés griace au cycle du y-glutamyle, la
détoxication cellulaire et ’homéostasie du glutathion. Elle joue également un role
dans des désordres physiologiques tels le diabéte, les maladies cardio-vasculaires et
Pinhibition de I’apoptose. Son substrat donneur ir vivo, le glutathion, est clivé entre
les entités y-glutamyle et cystéinylglycine dans une étape d’acylation afin de former
un intermédiaire acyl-enzyme. Par la suite, elle transfére cette entité y-glutamyle sur
un substrat accepteur, typiquement un acide aminé ou un dipeptide, dans une étape de
désacylation menant & la formation d’un composé¢ avec un lien isopeptidique, ou sur
une molécule d’eau dans une réaction d’hydrolyse menant a I’acide glutamique. Le
mécanisme proposé est donc de type ping-pong modifié. Cependant, trés peu
d’informations sont connues quant au mécanisme exact de cette enzyme, malgré
I’'importance de la GGT au niveau physiologique.

Pour débuter, des études quant & Dexistence réelle de I’intermédiaire acyl-
enzyme doivent étre faites. En effet, le mécanisme ping-pong proposé est fondé sur
des évidences indirectes obtenues avec de I’enzyme partiellement inhibée. La preuve
de I’existence de cet intermédiaire démontrerait hors de tout doute la pertinence du
mécanisme. Des expériences en état pré-stationnaire ont été réalisées avec le
D-y-glutamyl-p-nitroanilide comme substrat donneur et de I’eau comme substrat
accepteur. Un graphique biphasique pour la libération de la p-nitroaniline en
fonction du temps a été obtenu, démontrant ’accumulation de 1’intermédiaire acyl-
enzyme. Le méme type de graphique a été observé en présence de L-méthionine
comme substrat accepteur, confirmant la présence de cet intermédiaire dans la
réaction de désacylation. Ces expériences effectuées avec de I’enzyme non modifiée
et de maniére directe ont donc permis de démontrer que la GGT fonctionne bien

selon un mécanisme de type ping-pong.
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Ensuite, I’étude de 1’étape de désacylation par aminolyse, trés peu étudiée
dans la littérature, a été effectuée. Des substrats accepteurs dérivés de la
L-méthionine possédant divers pK, au niveau du groupement ci-ammonium ont été
synthétisés et caractérisés. Ils ont été utilisés dans des études cinétiques avec le
D-y-glutamyl-p-nitroanilide comme substrat donneur. Un graphique de type
Brensted a été obtenu et a indiqué qu’une charge partiellement positive est
développée a I’état de transition de I’étape limitante. De plus, des études de pH et
d’effet isotopique de solvant ont montré qu’un proton était en vol a I'état de
transition. Celui-ci a été attribué a une base générale nécessaire a la déprotonation du
substrat accepteur. L’étape limitante dans la désacylation par aminolyse a été
proposée comme étant 1’attaque nucléophile du substrat accepteur sur I’intermédiaire
acyl-enzyme concertée avec la déprotonation du substrat. Ce mécanisme permet
également de comprendre la faible réactivité d’autres classes de composés comme
substrat accepteur et de proposer que la transpeptidation catalysée par la GGT est
plus importante que I’hydrolyse au niveau physiologique.

Enfin, peu de systémes efficaces d’expression de GGT recombinante
permettant de faire de la mutagénése dirigée et d’obtenir de I’enzyme en grande
quantité existent. Un systeéme d’expression de GGT humaine recombinante exempte
d’ancre transmembranaire et liée a une séquence de six histidines (« His-tag ») a été
mis au point. Ceci a nécessité la fabrication d’un plasmide contenant le géne de la
GGT humaine modifiée, un facteur de sécrétion et le « His-tag ». Ce plasmide a
ensuite été transformé dans des levures P. pastoris. La GGT sécrétée dans le milieu
de culture a été exprimée efficacement et purifiée par précipitation au sulfate
d’ammonium et chromatographie d’affinité grace au « His-tag ». Les caractéristiques
de cette GGT sont trés similaires a celles de ’enzyme purifiée a partir d’organes. Ce
systeme d’expression s’avere meilleur que ceux existant déja et sera utile pour

étudier en détail le mécanisme de la GGT et son importance au niveau physiologique.

Mots-clés : enzyme, y-glutamyltranspeptidase, études en état pré-stationnaire,

cinétique, désacylation, aminolyse, levure, expression, purification.



Summary

y-Glutamyltranspeptidase (GGT) is a highly glycosylated heterodimeric
enzyme found in every species in the living world. It is implicated in amino acid
transport through the y-glutamyl cycle, in cellular detoxification and in glutathione
homeostasis. It plays a role in physiological disorders such as diabetes,
cardiovascular disease and apoptosis inhibition. Its in vivo substrate, glutathione, is
cleaved between the y-glutamyl and the cysteinylglycine moieties through an
acylation step to form an acyl-enzyme intermediate. Then, this y-glutamyl moiety is
transferred to an acceptor substrate, such as an amino acid or a dipeptide, through a
deacylation step to form a compound containing an isopeptide bond, or to a water
molecule through an hydrolysis reaction to give glutamic acid. A modified ping-
pong mechanism is thus proposed for the enzyme. However, very little information

is known about the exact mechanism of this enzyme, despite its broad physiological

importance.

First, studies about the existence of the acyl-enzyme intermediate must be
done. In fact, the modified ping-pong mechanism proposed for the enzyme is based
on indirect evidence obtained by using a partially inhibited enzyme. Thus, a direct
proof of the existence of this intermediate would show the pertinence of this
mechanism. Some pre-steady state experiments were done with D-y-glutamyl-p-
nitroanilide as the donor substrate and water as the acceptor substrate. A biphasic
curve for the p-nitroaniline release as a function of time was obtained, indicative of
the acyl-enzyme accumulation. The same type of curve was observed in the presence
of L-methionine as acceptor substrate, confirming the acyl-enzyme intermediate in
the deacylation process. These experiments, performed with the native enzyme using

a continuous assay, confirmed the ping-pong mechanism for GGT.

Studies on the deacylation of the acyl-enzyme intermediate by aminolysis, not

extensively studied in the literature, were performed. Some acceptor substrates
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derived from L-methionine with different a-ammonium pK,s were synthesized and
characterized. They were used in kinetic studies where the donor substrate is
D-y-glutamyl-p-nitroanilide. A Brensted plot was obtained and showed that a
partially positive charge is formed at the transition state of the rate-limiting step. A
pH-rate profile and some solvent kinetic isotope effect experiments were also done,
showing a proton in flight at the transition state. This proton was ascribed to a
general base necessary to deprotonate the acceptor substrate. The rate-limiting step
in this aminolysis reaction was proposed to be the advanced nucleophilic attack by
the acceptor substrate on the acyl-enzyme intermediate at the transition state
concerted with the deprotonation of this substrate. This proposed mechanism also
explains the low reactivity of some classes of compounds as acceptor substrates. It

shows that GGT-catalysed transpeptidation is more relevant physiologically than

hydrolysis.

Few efficient expression systems for recombinant GGT are available that
allow site-directed mutagenesis and access to a large quantity of enzyme. An
expression system of recombinant GGT without any transmembrane anchor and
linked to a sequence of six histidines (« His-tag ») was obtained. The first step was
the formation of a plasmid containing the modified human GGT gene, a secretion
factor and the « His-tag » sequence. The Pichia pastoris yeast was then transformed
with this plasmid. GGT secreted extracellularly was expressed successfully and
purified by ammonium sulfate precipitation and affinity chromatography with the
« His-tag ». The characteristics of this recombinant GGT are similar to those of the
enzyme purified from tissue. This new system is better than the existing ones and

will be very useful to study in more detail the GGT mechanism and its physiological

importance.

Keywords : enzyme, y-glutamyltranspeptidase, pre-steady state studies, kinetics,

deacylation, aminolysis, yeast, expression, purification.
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Le corps humain est constitué en grande partie de macromolécules dont les
fonctions sont notamment de maintenir l’intégrité cellulaire, de perpétuer les
informations génétiques et de catalyser diverses réactions dans le métabolisme. Les
enzymes, membres de la famille des protéines, sont des macromolécules formées
d’acides aminés et agissent en tant que catalyseurs d’une ou plusieurs réactions
chimiques. La transformation des aliments en énergie ou le processus de la

respiration serait impossible sans leur existence.

Les enzymes sont notamment trés importantes lors de réactions chimiques
cruciales. L’hydrolyse de monoesters et de diesters de phosphates en est un exemple.
En présence de la phosphatase alcaline de E. coli, la vitesse de la réaction est
augmentée par un facteur de 10" 4 10" par rapport a ’hydrolyse spontanée’. Ceci
serait principalement dii a la stabilisation de I’état de transition de la réaction par
I’enzyme’. Il s’agit donc d’un des meilleurs exemples de I’efficacité enzymatique.
Les enzymes permettent également d’accélérer les vitesses de réaction dans des
conditions assez douces de température et de pH, peuvent étre précisément régulées
et sont trés spécifiques par rapport aux substrats, évitant ainsi les réactions
secondaires. Les études de la structure, de la fonction et du mécanisme détaillé d’une

enzyme sont donc nécessaires pour mieux comprendre le fonctionnement du corps

humain’.

Les enzymes sont la plupart du temps identifiées en fonction de leur structure
ou d’un substrat utilisé. Cependant, afin d’éviter toute ambiguité, un systéme de
classification selon le type de réaction catalysée a été créé. Ainsi, chaque enzyme
porte un code de quatre chiffres séparés par des points et précédé par les lettres EC
pour Enzyme Commission’. Le premier chiffre correspond au type de réaction

catalysée. Le Tableau I contient la signification de ce premier chiffre.
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Tableau I. Classification des enzymes selon le type de réaction catalysée’.

Premier Classe d’enzyme Type de réaction catalysée
chiffre

1 Oxydo-réductase Oxydation-réduction

2 Transférase Transfert de groupes fonctionnels

3 Hydrolase Hydrolyse

4 Lyase Elimination de groupes

5 Isomérase Isomérisation

6 Ligase Formation de lien liée a I’hydrolyse

d’ATP

Le deuxiéme chiffre correspond a une sous-classification de la réaction
catalysée. Par exemple, dans les réactions de transfert de groupes fonctionnels, il y a
le transfert des groupements acyle, alkyle, phosphate, etc. Ensuite, un troisiéme
chiffre correspond a un autre sous-groupe et le quatriéme chiffre est purement donné
selon un ordre numérique dans cette catégorie. Ainsi, la y-glutamyltranspeptidase
posséde le code EC 2.3.2.2, donc il s’agit d’une transférase d’un groupe acyle a partir
d’acides aminés. Cette classification permet de faire des études comparatives entre
diverses enzymes ayant les mémes « chiffres » au début de leur code, pouvant ainsi
offrir des informations intéressantes quant au mécanisme et a la structure. La classe
des transpeptidases (EC 2.3.2.-) a été peu étudiée jusqu’a maintenant, malgré
I'importance au niveau physiologique de ce type de réaction. L’objet de cette thése
consiste 4 mieux connaitre et comprendre le mécanisme de la

y-glutamyltranspeptidase.

1.1 La yglutamyltranspeptidase

1.1.1 Localisation

La y-glutamyltranspeptidase (GGT) est une enzyme présente dans plusieurs

organismes vivants. Ainsi, il est possible de la retrouver dans les bactéries (E. coli’



et N. meningitidis’ par exemple), la levure S. cerevisiae®, les plantes™® et les
animaux’. Le pourcentage d’identité¢ au niveau des séquences primaires de la GGT
de ces différents organismes est montré au Tableau II. Une grande différence entre

les séquences des mammiféres et des micro-organismes est observable.

Tableau II. Pourcentage d’identité entre les séquences primaires de la GGT de

différentes especes®'”.

Type de GGT GGT humaine GGT de rat GGT de S.
cerevisiae
GGT de E. coli 31% 31 % 27 %
GGT de S. 32% 30 %
cerevisiae
GGT de rat 79 %

La GGT est normalement constituée de deux sous-unités différentes dont la
masse varie selon ’espéce. Ainsi, chez le rat, selon la séquence primaire de la
protéine, la petite sous-unité posséde un poids moléculaire de 20 kDa et une grande
sous-unité de 42 kDa'', mais chez la GGT de E. coli, les poids sont respectivement
de 20 et de 39 kDa'*'?>. La différence n’est pas trés grande au niveau du poids
moléculaire, mais une faible homologie existe entre les séquences primaires de ces
especes. Des valeurs tres différentes de celles-ci ont été reportées dans la littérature,
mais la variation est probablement due au protocole de purification utilisé pour
obtenir I’enzyme'’. La grande sous-unité est encodée par la partie N-terminale de la

protéine et la petite sous-unité, par la partie C-terminale.

La GGT est le plus souvent liée 4 une membrane grice a une ancre

. o, i . .14 .. .
transmembranaire située sur la grande sous-unité’®. En position N-terminale se
trouvent quelques acides aminés hydrophiles, puis environ 20 acides aminés
hydrophobes qui forment une ancre transmembranaire simple. Le reste de I’enzyme
(environ 90 % des acides aminés qui forment le reste de la grande sous-unité et la

petite sous-unit€) est situé de ’autre c6té de la membrane. Selon I’espéce,



’orientation et la membrane ou est liée la GGT sont différentes. Le Tableau IlI

résume les diverses informations quant & la localisation de la GGT.

Tableau III. Localisation, orientation et présence de I’ancre transmembranaire de la
GGT dans diverses espéces'>'6!718,

Type de GGT Localisation Orientation® Ancre
transmembranaire ?
GGT de E. coli Espace --- Non
périplasmique
GGT de V. Membrane Surface interne Oui
meningitidis plasmidique
GGT de S. Membrane des Intérieur vacuole Oui
cerevisiae vacuoles
GGT de rat Membrane Surface externe Oui
plasmidique
GGT humaine Membrane Surface externe Qui
plasmidique

a Ayt ., < . ..
Coté vers lequel se retrouve la majorité de la grande sous-unité et la petite sous-unité.

Dans le cas de la GGT de rat, ’extrémité N-terminale de la protéine est dans
le cytoplasme et le domaine catalytique est entiérement situé a ’extérieur de la
cellule. Des exceptions existent, telles la GGT de E. coli qui constitue la seule forme
de GGT native soluble et la GGT de N. meningitidis qui posséde une orientation
unique. Aussi, tous les types de GGT, sauf celle de bactérie, sont hautement
glycosylésg, mais quelques différences dans la nature des sucres sont présentes selon

I’organe ot la GGT est retrouvée’.

Chez les mammiferes, la GGT est retrouvée principalement dans les reins,
mais également dans le pancréas, le sérum, le cerveau' et le foie”®. Cela explique

pourquoi la GGT a longtemps été purifiée a partir des reins de rat et d’humain®'.



1.1.2 Réles physiologiques

La GGT joue plusieurs roles physiologiques qui sont reliés en grande partie a

la nature de son substrat naturel, le glutathion (y-glutamylcystéinylglycine, GSH,

Schéma 1). Ce tripeptide est impliqué dans plusieurs réactions de protection contre

les agents oxydants grace a la présence du soufre de la cystéine?

. La dégradation et

la formation du glutathion chez les mammiféres sont régulées par la GGT grace au

cycle du y-glutamyle qui est représenté au Schéma
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Schéma 1. Représentation du cycle du y-glutamyle dans une cellule. Les enzymes

sont la y-glutamyltranspeptidase (a),

la y-glutamyl cyclotransférase (b),

la 5-

oxoprolinase (¢), la y-glutamylcystéine synthétase (d), la glutathion synthétase (e) et
une protéase intracellulaire (f). R représente une chaine latérale d’un acide aminé.
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Ce cycle est présent dans la plupart des types de cellule®. La GGT (a) est la
seule enzyme extracellulaire de ce cycle et dégrade le lien amide en position y dans le
GSH pour transférer 1’entité y-glutamyle sur un acide aminé. Cette réaction forme le
dipeptide Cys-Gly et un y-Glu-acide aminé. Par la suite, ces deux composés
pénetrent a Dintérieur de la cellule ou le premier sera dégradé par une protéase (f)
pour donner la Cys et la Gly séparément pendant que le deuxiéme subira des
transformations a la suite de [’action des y-glutamyl cyclotransférase (b) et 5-
oxoprolinase (c¢) pour donner le Glu et ’acide aminé. La synthése du GSH est
possible grice a la y-glutamylcystéine synthétase (d) et la glutathion synthétase (e).
Le glutathion joue par la suite son rdle au niveau intracellulaire et peut se retrouver a
I’extérieur de la cellule. Ainsi, grice a la GGT, le glutathion a pu étre dégradé a
Iextérieur de la cellule et étre reformé a I’intérieur tout en faisant pénétrer a la fois

un acide aminé. Le cycle du y-glutamyle permet donc également le transport

. e . .. 2
d’acides aminés a I’intérieur des cellules® .

Le glutathion est souvent couplé par son soufre a des composés chimiques
pouvant étre €liminés du corps par des isoenzymes de glutathion-S-transférase’. La
GGT clive le lien y-glutamyle de ce nouveau composé glutathion S-conjugué, puis la
glycine est clivée et une acétylation & la position N-terminale de la cystéine est
effectuée, permettant ainsi I’élimination dans I’urine de cet acide mercapturique. La
GGT joue donc un réle dans la détoxication cellulaire. Cette méme réaction est
également réalisée par la GGT dans la conversion des leucotriénes C,4 en D, 1l est
possible d’utiliser cette enzyme pour activer des prodrogues, comme il a déja été fait

. 6 Y L .
avec la dermorphine®, I’acivicine?’ et des dérivés du phénol™®,

L’enzyme est aussi couramment utilisée comme marqueur hépatique. Des
études poussées ont été réalisées afin de promouvoir son utilisation dans le
diagnostique du cancer. Cependant, il semble que les changements apportés a la

GGT au niveau du foie soient seulement au niveau des sucres présents sur I’enzyme
29

et qu’il soit difficile de relier la nature des isoenzymes & une maladie précise

Puisque la GGT est capable de créer un nouveau lien amide en position y, comme il a



été montré au Schéma 1, certains groupes de recherche ont déja utilisé la GGT pour
synthétiser des dipeptides utiles en alimentation®® et des prodrogues en ajoutant une

entité y-glutamyle a la dopamine’".

Le rdle exact de la GGT de bactérie est cependant plus difficile a définir.
Dans le cas de la GGT de N. meningitidis, il a déja été démontré que I’enzyme était
nécessaire a la croissance de la bactérie dans le fluide cérébrospinal chez I’humain
infecté’. Il semble que la GGT servirait a fournir la bactérie en cystéine grice a son

role dans ’hydrolyse du glutathion.

La GGT est également impliquée dans des désordres physiologiques. Cette
enzyme hydrolyse rapidement les complexes formés entre le glutathion et le
cisplatine, ce qui a pour effet de les éliminer rapidement du corps humain®® et de
créer une résistance aux médicaments’. La GGT semble aussi impliquée dans
diverses maladies impliquant des désordres oxydo-réductifs telles la maladie de
Parkinson®, I'inhibition de I’apoptose®*””, le diabéte et les maladies cardio-
vasculaires’®. D’une part, le glutathion est reconnu pour jouer le réle d’un
antioxydant dans la cellule. Ainsi, une augmentation de I’activité de la GGT pourrait
se traduire par la formation d’une plus grande concentration de GSH intracellulaire’.

D’autre part, il semble que la GGT, en présence d’ion ferrique, puisse former des

espéces oxygénées réactives, comme il est montré au Schéma 2°°.
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Schéma 2. Série de réactions provenant de l’hydroljy_se du glutathion par la GGT et
menant a la formation de peroxydes dans les cellules™.

&
O

Ainsi, la GGT catalyse le clivage du GSH, menant a la formation de Cys-Gly.
Ce dernier peut réduire I’ion Fe’* afin de former I’ion ferreux Fe* qui peut réagir a
son tour avec de 'oxygéne pour former une espéce oxygénée hautement réactive
radicalaire. Celle-ci va réagir avec de I’eau pour former du peroxyde qui peut
sévérement endommager les cellules® grace 4 la formation de radicaux hydroxydes®’.
Ces radicaux peuvent créer des dommages irréparables 4 I’ADN. Cependant, pour
faire ces réactions, la présence de fer est nécessaire. Il a déja été démontré que la
quantité de fer augmente avec I’age®® et est impliquée dans des désordres tels les
maladies neurodégénératives®®, le diabéte™ et I’athérosclérose*'. De plus, le foie
contient de grandes réserves de fer'”. Le Schéma 2 pourrait donc expliquer
'importance de lactivité de la GGT dans tous ces désordres physiologiques qui
serait dG a son role dans le clivage du glutathion menant a la formation d’espéces

oxygénées réactives.
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1.1.3 Réactions catalysées

La GGT catalyse le bris du lien amide en position y du glutathion (appelé
substrat donneur) et transfére l’entité y-glutamyle ainsi formée sur un substrat

accepteur. Les diverses réactions catalysées par I’enzyme sont indiquées au Schéma
3.
TRANSPEPTIDATION

-

Glutathion + acide aminé —~ v-Glu-acide aminé + Cys-Gly
AUTOTRANSPEPTIDATION
Glutathion + glutathion — — v-Glu-glutathion + Cys-Gly
HYDROLYSE
Glutathion + H,O > Acide glutamique + Cys-Gly

Schéma 3. Différentes réactions catalysées par la GGT.*

Dans le cas de la réaction de transpeptidation, I’entité y-glutamyle est
transférée sur un acide aminé ou un dipeptide comme substrat accepteur pour former
le y-glutamyl-acide aminé (ou dipeptide) contenant un nouveau lien amide en
position vy et la cystéinylglycine. Lorsqu’une deuxiéme molécule de glutathion agit
comme substrat accepteur, une réaction d’autotranspeptidation a lieu et conduit a la
formation du y-glutamyl-glutathion et de Cys-Gly. Enfin, lorsque le substrat
accepteur est une molécule d’eau, le GSH est hydrolysé de maniére irréversible pour

mener 4 ’acide glutamique et a Cys-Gly’.

Il est possible de changer les conditions réactionnelles afin de privilégier une

réaction par rapport a une autre”*’.

Ainsi, si la réaction de transpeptidation est
¢tudiée, une concentration assez €levée de substrat accepteur doit étre utilisée afin
d’éviter la réaction d’autotranspeptidation. Pour étudier la réaction
d"autotranspeptidation, le substrat accepteur doit étre omis du mélange réactionnel,
mais la réaction d’hydrolyse subsistera, modifiant ainsi un peu les résultats des

cinétiques enzymatiques. Pour étudier la réaction d’hydrolyse, il est nécessaire
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d’utiliser un substrat donneur de configuration D ou une trés faible concentration de
substrat donneur*’. Comme il sera vu un peu plus tard dans la section 1.1.4, la GGT
reconnait aussi bien les substrats donneurs de configuration D et L, mais seulement
les acides aminés de configuration L sont reconnus comme substrats accepteurs.
Ainsi, I’absence de substrat accepteur aminé et I’utilisation d’un substrat donneur de

configuration absolue D permettent I’étude de 1’étape d’hydrolyse seulement.

Il est difficile de connaitre la nature exacte de la réaction physiologique
privilégiée par la GGT. Ainsi, certains croient que 1’hydrolyse est la réaction la plus
importante catalysée par la GGT au pH physiologique et que cette enzyme agit donc
comme une glutathionase in vivo”. Cependant, ces études ont été effectuées in vitro
en présence de la L-méthionine comme seul acide amin€é agissant en tant que substrat
accepteur, ce qui ne ressemble pas aux conditions physiologiques. Un autre groupe
de recherche a montré que la transpeptidation est la réaction la plus importante en
considérant la concentration de tous les acides aminés pouvant se trouver dans le rein
pres de la GGT*. Par contre, selon I’état métabolique, une modification dans la
nature et la concentration des acides aminés présents au niveau du rein est possible.

De ce fait, il est difficile de connaitre la réaction privilégiée in vivo’.

Avec toutes ces informations, plusieurs mécanismes catalytiques ont été

proposés pour la GGT, dont le plus plausible est de type ping-pong modifié. Celui-ci

est représenté au Schéma 4.



RC(O)NH-R" E-X(H) RC(O)NHR'
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Désacylation
RCO2H
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E xcor Hydrolyse )
H20
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Schéma 4. Mécanisme ping-pong modifié¢ proposé pour la GGT. E représente la
GGT libre. X est le nucléophile non identifié. R, R’ et R’’ sont des chaines alkyles.

Ainsi, 'enzyme libre (E) se lie au substrat donneur (par exemple le
glutathion) pour former un complexe Michaelis qui se dégrade pour générer le
premier produit (dans ce cas-ci, la Cys-Gly) et un intermédiaire y-glutamyl-enzyme
dans une étape d’acylation de I’enzyme. Cet intermédiaire peut par la suite réagir
avec un acide aminé comme substrat accepteur pour faire un nouveau complexe
Michaelis qui se décompose pour former le deuxiéme produit (un y-glutamyl-acide
aminé) et regénérer I’enzyme libre dans une étape de désacylation. Cependant, si
I’intermédiaire y-glutamyl-enzyme est attaqué par une molécule d’eau, une réaction
irréversible d’hydrolyse a lieu pour former 1’acide glutamique et regénérer ’enzyme
libre, ce qui modifie le mécanisme ping-pong. De plus, I'intermédiaire acyl-enzyme
a été proposé comme étant covalent™’, mais son existence n’a pas ¢€té directement
prouvée et des études sont nécessaires a ce niveau afin de démontrer ce mécanisme.
Aussi, certains pensent plutdt que le mécanisme de la GGT est de type séquentiel

avec une addition désordonnée des substrats et une libération ordonnée des produits,
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ce qui est montré par I’existence d’un complexe enzyme - substrat donneur — substrat

accepteur“. Cependant, trés peu de résultats expérimentaux corroborent cette idée.
1.1.4 Substrats de la GGT

Les substrats donneurs de la GGT contiennent tous une entité y-glutamyle. Le
substrat in vivo de la GGT, tel qu’indiqué au Schéma 1, est le glutathion. Cependant,
le glutathion S-conjugué est également bien reconnu par la GGT, parfois méme
mieux que le composé parent45 , selon les valeurs de Ky (constante de Michaelis
reliée 4 une constante d’affinité d’une enzyme pour un substrat®). 1 s’agit
d’excellents substrats également au niveau de la vitesse de catalyse5 0 Cependant, ces
composés sont plus difficiles a4 détecter (une détection des produits par HPLC peut
étre effectuée’') et sont donc moins utilisés dans les cinétiques enzymatiques. La
partie Cys-Gly du glutathion peut étre remplacée par un groupement p-nitroaniline,
donnant ainsi le composé L-y-glutamyl-p-nitroanilide (L-GPNA)Y?.  Ce dernier,
lorsque clivé par la GGT au niveau du lien amide, permet la libération d’un
groupement p-nitroaniline facilement suivi par spectrophotométrie UV-Vis et
posséde sensiblement les mémes caractéristiques cinétiques que le glutathion?'. Ce
composé constitue donc un substrat donneur largement utilisé dans les tests d’activité
de la GGT et dans les tests cliniques. La structure de ces divers substrats donneurs

est montrée a la Figure 1.
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Figure 1.  Substrats donneurs de la GGT: les dérivés du glutathion et
le L-y-glutamyl-p-nitroanilide (L-GPNA).

Il existe également d’autres substrats donneurs pouvant étre facilement
détectés. 1l s’agit du L-y-glutamylnaphthylamide® (détecté par fluorescence) et de la
glutamine. La GGT libére, aprés avoir catalysé le bris du lien amide de la glutamine,
de ’'ammoniac qui peut étre détecté de maniére continue grace a ’enzyme glutamate

déshydrogénase™

Tres peu de modifications de I’entité y-glutamyle sont acceptées par ’enzyme
de mammifére. Ainsi, la configuration absolue D ou L de cette entité comme substrat
donneur est bien acceptée et des constantes cinétiques assez comparables sont
obtenues*. Cependant, une unité méthyléne de plus (dérivé homoglutamine) ou de
moins (dérivé asparagine) sur la chaine latérale donne un composé non reconnu par la
GGT”. La présence d’un substituant sur la chaine latérale d’une entité y-glutamyle
empéche le composé d’étre reconnu comme substrat donneur, sauf a la position o, ol
un groupement méthyle est acceptéSG. Il a été¢ déterminé auparavant dans notre

laboratoire que le groupement o-ammonium devait demeurer libre et que le
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groupement o-carboxylate pouvait étre remplacé par un méthyl ester ou un amide
primaire sans observer une grande perte de I’affinit¢ du composé pour le site de

7

liaison du substrat donneur’’. De plus, un hétéroatome a la position y sur la chaine

latérale est également accepté par I’enzyme, mais le composé agit alors uniquement

comme substrat accepteur, et non pas comme substrat donneur®®,

Les substrats accepteurs, quant a eux, doivent absolument posséder la
configuration absolue L>*. Il peut s’agir d’acides aminés ou de dipeptides, mais les
tripeptides ne sont pas bien reconnus™. Il semble que les amines primaires puissent
étre des substrats accepteurs de la GGT de plante, mais cette particularité n’a pas
encore été étudiée en détail”*. Dans les acides aminés, les meilleurs substrats
accepteurs sont la L-cystine, la L-glutamine et la L-méthionine. Les acides aminés
possédant des chaines latérales substituées sont de pauvres substrats accepteurs alors
que la proline et les substrats substitués en position o sont complétement inactifs*>*.
Dans le cas des dipeptides, la glycine est I’acide aminé de choix pour la deuxiéme

position et le meilleur dipeptide est la L-Met-Gly™*.

Dans le cas de I’enzyme purifiée de E. coli, moins d’études ont été effectuces
quant 2 la spécificité des substrats’. Il semble cependant que les substrats accepteurs
les mieux reconnus soient les acides aminés basiques ou aromatiques, mais les
constantes de Michaelis sont trés élevées, ce qui laisse supposer aux auteurs que la
réaction de transpeptidation n’est pas la réaction principale de cette enzyme. Il existe
donc une variation dans la spécificité pour le substrat accepteur selon ’espéce d’ou

provient la GGT.

1.1.5 Site de liaison de la GGT

Peu d’informations sont disponibles quant a la structure de la GGT. En effet,
jusqu’a maintenant, seule une structure par rayons-X de la GGT libre de E. coli a pu

étre obtenue, mais la résolution n’est pas suffisamment bonne pour déterminer la

59,60

position exacte des résidus’™". Il semble, selon des études cinétiques, que le site de
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liaison du glutathion, le substrat donneur, soit situé¢ & I’interface des deux sous-
unités’. 1l serait possible de diviser le site de liaison du glutathion en trois sous-sites,
selon chacun des acides aminés qui le constituent. Le site de liaison de I’entité y-
glutamyle du glutathion (sous-site 1) serait situé sur la petite sous-unité de la GGT
humaine et serait similaire a celui du rat''. Les sous-sites 2 et 3 seraient formés par
I’interface des deux sous-unités. Quant au site de liaison du substrat accepteur, il a
été proposé comme étant formé des sous-sites 2 et 3 du site de liaison du substrat
donneur™. De plus, le maléate, un activateur de la réaction d’hydrolyse catalysée par
la GGT, serait li€¢ au sous-site 3 grace a sa ressemblance, au niveau de la structure,
avec la glycine normalement située dans ce sous-site®'. Cependant, puisque la GGT
semble agir selon un mécanisme ping-pong, un changement de conformation a été
proposé pour expliquer la différence de liaison entre les substrats donneurs et
accepteurs malgré le fait qu’ils pourraient étre reconnus au méme endroit par

4
I’enzyme™.

Des études de mutagénése dirigée et de modification par des agents chimiques
ont été effectuées afin de déterminer la nature des acides aminés impliqués dans la
liaison des substrats donneurs et accepteurs. Lorsque la GGT est incubée en présence
de ["*C]phénylglyoxal, agent modificateur des arginines et des lysines, une inhibition
irréversible est obtenue®™. Aprés identification des peptides modifiés et les
expériences témoins nécessaires, il semble que les résidus Arg-111 et Lys-99, de la
grande sous-unité¢ de la GGT de rat, soient responsables de cette perte d’activité
lorsqu’ils sont modifiés par ’agent chimique. L’Arg-111 a été proposée comme
étant impliquée dans la liaison de I’entité a-carboxyle libre du glutathion et la Lys-

99, dans la liaison de cette entité présente au niveau de la glycine de ce substrat.

Pour vérifier cette possibilité, ces résidus ont été modifiés par mutagénése
dirigée de la GGT humaine exprimée dans des cellules de mammifére COS®. La
mutation de I’Arg-112 (correspondant a I’Arg-111 chez la GGT de rat) et de la Lys-
100 (Lys-99 chez le rat) n’a montré aucune perte d’activité significative. Cependant,

la mutation de I’Arg-107 de la GGT humaine a montré une baisse de 1’affinité du
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substrat donneur, ce qui pourrait étre expliqué par l’interaction de ce résidu avec
entité a-carboxyle du glutathion chez la GGT humaine par comparaison avec celle
provenant du rat. De plus, a la suite de la mutation pour une lysine, la réaction de
transpeptidation est complétement supprimée (la réaction d’hydrolyse est toujours
possible mais moins efficace) malgré la rétention d’une charge positive. Ainsi, le
résidu Arg-107 aurait également un r6le a jouer dans la liaison du substrat accepteur.
La Lys-99 identifiée chez le rat était probablement accessible, mais peu importante
au niveau de la liaison. Le résidu Glu-108 de la grande sous-unité¢ chez la GGT
humaine a également été muté. Il semble que 1’affinité de I’enzyme pour le substrat
accepteur Gly-Gly soit beaucoup plus faible, ainsi il pourrait jouer un rdle dans la

liaison de celui-ci au niveau du groupement ca-aminé libre.

Des ¢études d’inactivation de la GGT de rat par le composé
iodo['*Clacétamide ont été effectudes®™. Apres digestion enzymatique de ’enzyme
marquée, le résidu Asp-422 de la petite sous-unité a été identifié comme étant
possiblement important dans la liaison du substrat donneur au niveau du groupement
o-ammonium libre. Les résidus Asp-422 et Asp-423 de la GGT humaine exprimée
dans un systtme de cellules d’insectes infectées par des baculovirus ont été mutés
séparément et en méme temps®™. La mutation du résidu Asp-423 a grandement
diminué I’affinité de la GGT pour le substrat donneur. Quant au résidu Asp-422, il
affecte également ’activité enzymatique, mais beaucoup moins. Ainsi, le role de ces

résidus réside dans la liaison du substrat donneur.

L’importance de ces résidus dans la liaison des substrats donneurs a

également été démontrée en utilisant des analogues de substrats donneurs déja décrits
en partie dans la section 1.1.4°7. Ainsi, lorsque le groupement o-ammonium ou le
groupement o-carboxylique ont été modifiés, une perte de I’affinité de ces composés

par la GGT de rat a été observée. Ceci démontre donc I’importance des résidus Asp

et Arg possiblement impliqués dans la liaison du substrat donneur.
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1.1.6 Site catalytique de la GGT

1.1.6.1 Nucléophile

Plusieurs études ont également ¢té effectuées afin de déterminer le
nucléophile de la GGT. Différents inhibiteurs ayant une structure similaire a une
entit¢ y-glutamyle, dont le 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DON) et la L-
diazoacétylsérine (L-azasérine), ont montré une inhibition compléte et irréversible de

I’enzyme®. La structure de ces inhibiteurs se retrouve a la Figure 2.
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Figure 2. Structure de divers inhibiteurs pour la GGT. Composé A, le L-6-diazo-5-
oxonorleucine (DON); composé B, la L-diazoacétylsérine (azasérine); composé C,
’acivicine; composé D, complexe L-sérine-borate.

L’utilisation de DON et d’azasérine radioactifs a permis de localiser le site
d’inhibition sur la petite sous-unité. La GGT est aussi rapidement inhibée de maniére
irréversible par I’acivicine (AT-125, acide L-(aS,5S)-a-amino-3-chloro-4,5-dihydro-
5-isoxazoleacétique, Figure 2C) qui se lie 4 la petite sous-unité de la GGT®". Gréce &
de I’acivicine marquée avec un radio-isotope *C, le résidu Thr-523 de la petite sous-
unité a pu é&tre identifié comme étant lié 4 I’inhibiteur®®. Un complexe sérine-borate
(Figure 2D) semble pouvoir se lier de maniére réversible au site de liaison du substrat
donneur grace a des expériences de compétition avec ce type de substrat®. Dans ce
dernier cas, le mode d’action proposé pour I’inhibition est la complexation d’un
groupement hydroxyle provenant de [’enzyme sur I’atome de bore. Cette conclusion

a été¢ vérifiée par la synthése de I’acide y-glutamylboronique qui a montré une
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inhibition réversible de ’ordre du nanomolaire’’. Aussi, I’incubation de fluorure de
phénylméthane sulfonyle (PMSF), reconnu pour étre un inhibiteur des protéases a
sérine, a permis d’inactiver la GGT lorsque mise en présence de maléate’’. Toutes
ces expériences permettent de penser & une sérine ou a une thréonine comme

nucléophile pour la GGT.

Des expériences de mutagénése dirigée ont également été effectuées afin de
déterminer la nature exacte du nucléophile. Le résidu identifié comme étant le
nucléophile grace a I’inhibition par ’acivicine dans divers organismes (Thr-523 chez

le rat, Ser-406 chez ’humain) a été muté par une alanine”

. Aucune modification de
’activité n’a été observée. Une attaque par le nucléophile de la GGT, suivie d’une
transestérification sur le résidu identifié préalablement, pourrait expliquer ces
résultats’>.  Alors, afin de déterminer un autre résidu possiblement impliqué, la
mutation de chaque sérine dans la petite sous-unit¢ de la GGT humaine a été
effectuée et a mené a I’identification des résidus Ser-451 et Ser-452 comme étant
importants dans la catalyse”. Cependant, ceux-ci pourraient étre directement
impliqués comme nucléophile ou indirectement comme stabilisateurs de

- T - - . . - 10
I’intermédiaire tétraédrique au niveau du trou oxyanionique”'*.

Une autre étude a été effectuée sur la GGT de E. coli. Des études d’inhibition
avec un dérivé y-fluorophosphonate de 1’acide glutamique et la spectrométrie de
masse ont montré que la Thr-391 de cette GGT est le nucléophile™. 11 faut noter que
ce résidu, a la position N-terminale de la petite sous-unité, est conservé parmi toutes
les GGT dont la séquence est connue. Il a donc été proposé que la GGT soit un

membre de la famille des Ntn-hydrolases, Ntn correspondant a « N-terminal

nucleophile ».

La superfamille des Ntn-hydrolases regroupe des enzymes ayant certaines
caractéristiques mécanistiques et structurales. Ainsi, chacune posséde un résidu
catalytique situé en position N-terminale d’une de leurs sous-unités. Selon I’enzyme.

il peut s’agir, par exemple, d’une sérine (acylase de [’acide glutaryl 7-
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6

aminocéphalosporanique75), d’une thréonine (glycosylasparaginase7 , sous-unité ( du

protéasome’”) ou d’une cystéine (pénicilline V acylase’’).

Toutes les enzymes
faisant partie de cette famille proviennent de I’auto-activation d’un précurseur pour
donner une forme active. Il a été proposé pour la céphalosporine acylase qu’une
molécule d’eau, correctement positionnée preés du résidu sérine identifié comme le
nucléophile, agit comme base générale pour permettre cette activation’®. De plus, le
site catalytique de I’enzyme doit notamment posséder une structure formée d’une
hélice o, de deux feuillets P et d’une hélice o 1'un au-dessus de ’autre’ et permet
I'hydrolyse d’un lien amide”. Il est également proposé que le groupement o-
ammonium libre de ce résidu en position N-terminale agisse comme base générale

pour déprotoner le nucléophile lors d’une réaction enzymatique’>*.

La GGT possede toutes ces caractéristiques, ce qui en fait potentiellement un
membre de cette famille. Ainsi, comme il a été dit plus t6t, un résidu Thr a été
identifi¢ comme étant le nucléophile de la GGT d’ E. coli’*. De plus, la mutation de
ce résidu en alanine meéne a la formation d’une GGT sans activité sous forme de
précurseur. La mutation de ce résidu en sérine ou en cystéine permet l’auto-
activation du précurseur, mais de maniére beaucoup moins efficace®'. Aussi, malgré
’absence d’une structure cristalline assez précise pour la GGT, la topologie des
hélices a et B est connue et permet de conclure que la GGT posséde cette structure

apPa au site catalytique®.

1.1.6.2 Acide/base général

Certains groupes de recherche ont tout de méme cherché a déterminer la
nature d’une base générale qui serait possiblement impliquée dans la déprotonation
du nucléophile. Deux résidus His conservés dans les GGT de diverses espéces et
présents dans la petite sous-unité ont été mutés chez la GGT humaine®. Le résidu
His-383 ainsi muté semble jouer un rdle prépondérant au niveau catalytique dans
I’étape de désacylation et le résidu His-505, dans la formation du complexe acyl-

enzyme — substrat accepteur, et non dans 1’étape d’acylation. Les auteurs de cette
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recherche concluent a la non-pertinence de ces résidus dans le mécanisme catalytique
puisque de ’activité est encore observée chez les mutants. Cependant, il est possible
que ces résidus, spécialement 1’His-383, joue un réle dans la déprotonation du
substrat accepteur au cours de I’étape de désacylation. L’enzyme mutante chez
I’humain au niveau du résidu Glu-108, préalablement discutée dans la section 1.1.5, a
montré une grande diminution dans la valeur du Vuax (vitesse maximale de la
réaction catalysée par ’enzyme) pour le substrat accepteur. Ainsi, en plus de son
role dans la liaison de ce substrat, il pourrait également étre impliqué dans la catalyse
effectuée par ’enzyme en permettant ’abstraction d’un proton du substrat afin de

permettre I’attaque sur I’intermédiaire acyl-enzyme®.

Au cours de la premiére étape catalysée par la GGT, un résidu jouant le rdle
d’un acide général est nécessaire afin de permettre la protonation du groupe partant.
Des recherches effectuées dans notre laboratoire ont montré, griace a la réalisation
d’une courbe de van’t Hoff, la possibilit¢ d’un résidu His pouvant jouer ce role®.
Cependant, sans mutagénése dirigée d’autres résidus His présents dans la grande

sous-unité de la GGT, il sera difficile de I’identifier spécifiquement.

1.1.6.3 Importance de I’activité glutaminase de la GGT

Selon les informations disponibles jusqu'a maintenant au niveau des résidus
impliqués dans la liaison et la catalyse des substrats de la GGT, le site catalytique
serait vraisemblablement situé sur la petite sous-unité et la grande sous-unité serait
importante pour la liaison des substrats accepteurs pour la GGT®. Il a déja été
proposé que la petite sous-unité pourrait provenir d’une glutaminase et que la grande

sous-unité aurait été ajoutée pour permettre la réaction de transpeptidation™'’

. Il est
intéressant de noter que la petite sous-unité de la GGT a dé€ja été démontrée comme
étant capable de dégrader la grande sous-unité, ce qui en fait une protéase®®. De
plus, dans la méme étude, la petite sous-unité purifiée (ou I’enzyme complete dans de

'urée) semble dégrader ’albumine, mais non pas les substrats modeéles normalement
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utilisés pour étudier les protéases (p-nitrophénylacétate, etc). Ce role de la GGT en

tant que protéase reste a étudier plus en détail.

1.2 Objectifs de recherche

Une meilleure compréhension du mécanisme de la y-glutamyltranspeptidase est
nécessaire afin de mieux comprendre son véritable role physiologique. Ceci peut €tre

effectué en partie grice a ces trois objectifs de recherche.

1.2.1 Détecter I'intermédiaire acyl-enzyme de la GGT

Le cycle catalytique de la GGT semble fonctionner selon un mécanisme ping-
pong modifié. Cependant, les expériences effectuées jusqu’a maintenant n’ont pas
permis d’observer directement I’intermédiaire acyl-enzyme, des conditions
dénaturantes et des molécules non spécifiques a la GGT ayant été utilisées.
L’objectif est d’observer cet intermédiaire acyl-enzyme grace a des appareils
permettant le suivi de réactions enzymatiques a de faibles temps réactionnels, en état
pré-stationnaire, tels un mélangeur a inhibition rapide (« rapid-mix quencher ») et un
mélangeur a flux arrété (« stopped-flow »). Les études effectuées a ce niveau ainsi

que I’impact au niveau des étapes d’hydrolyse et de désacylation par un substrat

accepteur seront présentés au chapitre 2.

1.2.2 Elucider le mécanisme de la désacylation de I'intermédiaire
acyl-enzyme

L’intermédiaire acyl-enzyme peut étre dégradé en réagissant avec un substrat
accepteur tel un acide aminé ou avec une molécule d’eau dans les étapes de
désacylation (aminolyse) ou d’hydrolyse, respectivement. Cependant, il y a peu
d’informations concernant le mécanisme de I’étape de désacylation par aminolyse.
Par exemple, la nature de I’étape limitante de cette réaction n’est pas connue. Il est
donc nécessaire d’obtenir ces informations afin de mieux connaitre le véritable role

physiologique de la GGT et de comparer I’efficacité de ces deux étapes. Ceci est
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possible grace a I'utilisation de substrats accepteurs dont les groupements o-
ammoniums libres possédent différents pK, L’utilisation de ceux-ci permettra la
réalisation d’une courbe de type Bronsted et des expériences impliquant des effets
isotopiques et de pH. Ainsi, une approche de type physico-chimie organique est

proposée pour tenter de répondre & cette importante question et sera présentée au

chapitre 3.

1.2.3 Purifier et caractériser la GGT recombinante humaine
exprimée dans des levures

La détermination d’un mécanisme pour une enzyme passe souvent par la
mutagénése dirigée des différents résidus importants dans les diverses réactions
catalysées. Cependant, il existe peu de méthodes pour obtenir de la GGT
recombinante de mammifére en grande quantité avec les mémes caractéristiques que
celle directement purifiée d’un organe de I’animal. Ainsi, il est nécessaire de
développer un systéme permettant 1’accés a ce type d’enzyme. Un systéme
d’expression dans les levures pourrait répondre a tous ces besoins. Le clonage du
géne de la GGT humaine dans un vecteur, puis I’expression et la purification de
I’enzyme formée a partir d’un systéme de levure pourraient s’avérer une excellente
alternative a I’enzyme purifiée directement des organes. Les différentes étapes
menant a la purification de cette enzyme recombinante et la caractérisation de cette
derniére seront présentées au chapitre 4. Cette nouvelle source de GGT humaine

pourrait permettre d’obtenir encore plus d’informations sur son mécanisme et sa

structure.



CHAPITRE 2

Détection de I’intermédiaire acyl-
enzyme de la GGT
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2.1 Introduction

Comme il a été présenté au chapitre 1, I’étude du meécanisme de la
y-glutamyltranspeptidase est nécessaire afin d’obtenir plus d’informations sur son
role physiologique. II est donc important de connaitre le type de substrats liés a
’enzyme, mais également I’ordre d’addition de ceux-ci et Iexistence

d’intermédiaires réactionnels (covalents ou non) au niveau de la GGT.

Ainsi, lorsqu’une enzyme posséde deux substrats, comme c’est le cas pour la
GGT, ceux-ci peuvent étre liés de maniére ordonnée ou non sur I’enzyme. De plus,
cela peut se réaliser avant ou aprés la formation et la libération de produits par
I’enzyme. Il est donc trés important de déterminer cet ordre afin de mieux étudier
I’enzyme. Le Schéma 5 permet de visualiser de maniére un peu plus claire les types

de mécanisme possibles.

aa A P B Q b) A B P

IR N A

E EA F FB E E EA EAB=—=EPQ EQ E

Schéma 5. Types de mécanisme enzymatique possibles lorsque deux substrats se
lient 4 une enzyme qui va générer deux produits, selon la nomenclature de Cleland™.
a) Mécanisme de type ping-pong, b) Mécanisme de type séquentiel ordonné.

Dans le cas de la GGT (Schéma 5a), il a été proposé qu’un premier substrat, le
substrat donneur (A), se lie a ’enzyme (E) pour donner le complexe EA. Par la suite,
la libération d’un premier produit (P) aura lieu et ’enzyme sera modifiée de maniére
covalente, donnant ainsi une nouvelle forme d’enzyme (F). Ensuite, un deuxiéme
substrat, le substrat accepteur (B), se lie a cet intermédiaire et permet de former un
deuxiéme produit (Q) et regénérer I’enzyme libre®. Ainsi, les deux substrats ne
devraient pas étre liés par ’enzyme libre en méme temps, ce qui constitue une

caractéristique d’un mécanisme appelé ping-pong et implique la modification
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covalente de ’enzyme. Par comparaison, un mécanisme de type séquentiel ordonné
(Schéma 5b) va permettre une liaison ordonnée des deux substrats (pour donner le

complexe EAB), puis la libération ordonnée des deux produits sans modifier

4
I’enzyme °,

Pour distinguer ces deux possibilités de mécanisme (d’autres possibilités
dérivées du mécanisme ordonné existent49, mais ne seront pas discutées ici), il existe
différentes évidences expérimentales. Ainsi, la premiére est la réalisation de courbes
cinétiques de type Lineweaver-Burk. Ce type de courbe représente ’inverse de la
vitesse de la réaction catalysée par I’enzyme en fonction de I’inverse de la
concentration de substrat utilisé>. Pour la GGT, ces courbes sont faites avec
différentes concentrations de substrat donneur en abscisse et a diverses
concentrations fixes de substrat accepteur. Selon des équations mathématiques
complexes, un patron de lignes paralléles est normalement obtenu lorsqu’il s’agit
d’un mécanisme de type ping-pong contrairement a des lignes qui se croisent pour un

mécanisme de type séquentiel ordonné. Des graphiques typiques sont montrés a la

Figure 3.

a)

4 b
I ) (Substrat
t
) {Substrat accepteur]
1/vitesse accepteur] 1/vitesse
1/[Substrat donneur] 1/[Substrat donneur}

Figure 3. Représentation avec des courbes de type Lineweaver-Burk des mécanismes
ping-pong (a) et séquentiel ordonné (b)*.

Dans le cas de la GGT, des courbes parali¢les ont été¢ obtenues, faisant

conclure a un mécanisme de type ping-pong”sg,

Cependant, I’intermédiaire acyl-
enzyme, formé a la suite de la liaison du substrat donneur et de la formation du

premier produit, peut étre dégradé par deux types de substrats accepteurs (acides
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aminés et molécule d’eau), ce qui peut modifier le parallélisme des courbes selon les
conditions expérimentales. De plus, il est possible de voir une inhibition de I’enzyme
a de trés grandes concentrations de substrats accepteurs grace a la liaison de ceux-ci
dans le site de liaison du substrat donneur”, donnant ainsi 1’impression d’un
mécanisme plutot séquentiel puisqu’un graphique de type Lineweaver-Burk avec des

droites convergentes est alors obtenu®®.

Une deuxiéme évidence d’un mécanisme de type ping-pong est I’observation
d’un intermédiaire enzymatique modifié de maniére covalente. Ceci est la preuve
qu’un produit a été libéré et qu'un deuxiéme substrat est nécessaire pour regénérer
’enzyme libre. Pour la GGT, la comparaison des constantes cinétiques obtenues en
utilisant des mauvais et des trés bons substrats accepteurs a permis de prédire la
formation de ce type d’intermédiaire sans beaucoup d’évidences expérimentales®.
Ensuite, la GGT a été incubée avec le glutathion, son substrat donneur in vivo,
marqué avec un isotope ''C sur son entité glutamyle et un isotope *H sur son entité
glycine dans une réaction d’hydrolyse®’. La réaction est arrétée apres un délai de 10
secondes grice a de I’acide trichloroacétique. Aprés isolation de I’enzyme
potentiellement modifiée, il y avait plus de radio-activité liée a I’isotope '*C qu’a
I’isotope *H, ce qui prouverait donc que I’entité y-glutamyle marquée demeure li€e a

I’enzyme pour former un intermédiaire dans la réaction®’.

Par la suite, le méme groupe de recherche a modifié la GGT grice au
N-acétylimidazole®. Ceci a partiellement inhibé I’enzyme, mais n’a pas empéché la
liaison de [glutamate-'*C]glutathion de se faire afin de donner un intermédiaire acyl-
enzyme. Selon les tests de stabilité effectués dans diverses conditions
expérimentales, il semblerait qu’un lien amide est présent entre I’entité y-glutamyle
provenant du substrat donneur et I’enzyme, mais 1’intermédiaire n’a pas pu étre isolé.
Ensuite, le méme type d’expérience a été effectué par un autre groupe de recherche
quelques années plus tard. Le N-acétylimidazole a également inhibé partiellement
enzyme (purifiée différemment de celle de I’autre groupe de recherche) tout en

effectuant un changement de conformation®. La liaison et la réactivité du substrat
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L-y-glutamyl-p-nitroanilide ont pu étre observées en suivant la libération de la
p-nitroaniline. Cependant, la réaction enzymatique semblait completement arrétée
aprés 20 secondes, aucune libération de p-nitroaniline n’étant plus observée. De plus,
des tests de stabilité ont montré qu’un lien ester unirait le substrat et ’enzyme dans
ce cas-ci. Dans ces derniéres expériences, |’intermédiaire acyl-enzyme a pu é€tre
observé en « inhibant » I’enzyme et en changeant la conformation de cette derniére®.
Cependant, rien n’indique que le substrat se soit lié de la méme maniére que dans les

conditions in vivo. L’utilisation d’enzyme non modifiée est donc nécessaire pour

parvenir a observer I’intermédiaire acyl-enzyme.

Dans le cadre d’études sur ’étape d’acylation, des substrats de type
L-y-glutamylanilides substitués en position para par des groupements

électrodonneurs et électroattracteurs ont été utilisés dans notre laboratoire®>. Les

substrats utilisés sont représentés a la Figure 4.

X = -NO,
= -COCH;

-CF,

-F

H

-CHj

-CH,CH;,

= -OCH,

@ ©
H,N co,

Iz

Figure 4. Substrats donneurs de type y-glutamylanilides substitués en position para.

La force du lien amide clivé par la GGT est donc modifiée. Le pK, du groupe
anilinium ainsi libéré peut étre transformé en paramétre ¢ de Hammett. La valeur de
ce parametre peut ensuite étre modifiée afin de .tenir compte de I’encombrement
stérique, de I’effet inductif, de ’effet de résonance, etc®®®'. Un graphique de type
Hammett pour I’étude de I’étape d’acylation de la GGT a été obtenu et une courbe

vers le haut a été observée, tel qu’indiqué a la Figure 5.
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Figure 5. Courbe de Hammett pour la réaction de transpeptidation effectuée avec les
substrats donneurs L-y-glutamylanilides substitués en position para et le substrat
accepteur Gly-Gly (o)* et pour la réaction d’hydrolyse avec les substrats donneurs de

configuration D et uniquement de I’eau comme substrat accepteur (B)*. o °
représente le parameétre de Hammett.

Il a donc été proposé que I’étape limitante de I’acylation dans la réaction de
transpeptidation implique le bris du lien C-N. Cette forme un peu inusitée de la
courbe a été expliquée par un changement de géométrie a I’état de transition de
I’étape la plus lente selon les substituants en position para présents sur les substrats

donneurs utilisés®%2,

La méme étude a également été effectuée avec des D-y-glutamylanilides
substitués (Figure 4) comme substrat donneur et seulement I’eau comme substrat
accepteur afin d’étudier 'importance du bris du lien C-N dans la vitesse de la

réaction catalysée”. Le graphique obtenu est montré a la Figure 5.
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La pente de la droite représentant 1’étape d’hydrolyse est de 0,055 + 0,067 et
des valeurs similaires sont obtenues lorsque d’autres types de paramétres o de
Hammett sont utilisés’. Cette valeur, pas significativement différente de zéro,
semble indiquer que !’étape limitante dans la réaction d’acylation et d’hydrolyse ne
dépend pas du clivage du lien amide du substrat donneur. Il a donc été postulé que
I’étape d’acylation doit étre trés rapide et indépendante de la nature du substituant en
position para du substrat donneur. Il semble alors que I’étape d’acylation soit trés
efficace et que |’étape limitante dans cette réaction soit la décomposition de

I’intermédiaire acyl-enzyme par la molécule d’eau.

A la lumiére de ces derniéres expériences, il serait peut-étre possible de
détecter cet intermédiaire acyl-enzyme dans la réaction d’hydrolyse sans devoir
passer par des modifications chimiques préalables. Cependant, ceci nécessite des
techniques de suivi de la réaction a de faibles temps de réaction, en état
pré-stationnaire. Le Schéma 6 représente le mécanisme proposé pour la GGT

uniquement pour la réaction d’hydrolyse.

E-X(H) RC(O)NHR'
A
RCO,H
E°RC(O)NHR'
-X(H)
H,0
Acylation
NH.R'
E-XC(O)R

Schéma 6. Mécanisme ping-pong proposé pour les étapes d’acylation et d’hydrolyse
catalysées par la GGT. X représente le nucléophile. R et R’ sont des chaines alkyles.

Ainsi, selon le Schéma 6 et les résultats obtenus avec la courbe de Hammett

de la Figure 5, lorsque I’enzyme et les substrats sont mélangés ensemble, [’acylation



est effectuée de maniére efficace. Le premier produit est alors libéré et la réaction
d’hydrolyse, quoique moins efficace selon les résultats de la Figure 5, est réalisée a la
moindre formation de [’intermédiaire acyl-enzyme49. La vitesse globale de la
réaction dépend alors de la vitesse de I’acylation de I’enzyme. Par la suite, puisque
I’hydrolyse de I’intermédiaire acyl-enzyme se fait plus lentement que I’acylation de
’enzyme, 1’accumulation de cet intermédiaire aura lieu. La vitesse de la réaction
sera alors contrlée par la vitesse de l’étape d’hydrolyse de celui-ci et un état
stationnaire sera atteint. Un graphique de la libération du premier produit en fonction
du temps permettra de voir une libération rapide au départ, puis une libération plus
lente grace a I’accumulation de I’intermédiaire acyl-enzyme. Cependant, pour voir
ce type de signal, il est nécessaire d’utiliser des concentrations steechiométriques

d’enzyme. Un exemple de ce type de graphique est montré a la Figure 6.

Phase lente

Absorbance 1 (hydrolyse)
(ou l
concentration)
« Burst » Phase rapide
(concentration \ (acylation)
d’enzyme)

v

Temps

Figure 6. Graphique typique obtenu en état pré-stationnaire lors de la libération
rapide d’un produit, suivi par sa libération lente a la suite de ’accumulation d’un
intermédiaire covalent de ’enzyme.

Il est possible de prolonger la droite correspondant a la phase lente jusqu’a
’axe des ordonnées. La valeur ainsi obtenue (« burst») correspond a la
concentration de I’enzyme présente dans le systeme sous forme d’intermédiaire acyl-
enzyme, selon les équations mathématiques décrivant ce type de graphique49. Ce
graphique biphasique est une preuve directe de I’existence d’un intermédiaire acyl-
enzyme entre deux étapes de réaction, donc de ’existence d’un mécanisme de type
ping-pong.  Cependant, cette accumulation se fait souvent aprés quelques

millisecondes de réaction enzymatique, ainsi il est nécessaire d’utiliser des appareils
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suffisamment précis permettant de suivre la réaction sur une échelle de temps de
I’ordre de la milliseconde. Ce type d’étude est fait depuis de nombreuses années et a
permis d’obtenir plusieurs informations au niveau du mécanisme d’enzymes, le cas le
plus connu étant celui de 1’étude de la chymotrypsine avec le p-nitrophényl éthyl
carbonate comme substrat donneur et I’eau comme substrat accepteur94. Ce type
d’étude serait donc intéressant afin de s’assurer que la GGT agisse bien selon un

mécanisme de type ping-pong.

2.2 Résultats

221 Etudes a UIétat pré-stationnaire avec le « rapid-mix
quencher »

Différents appareils permettent d’étudier des réactions enzymatiques a de
faibles temps réactionnels. L’appareil utilisé est un mélangeur a inhibition rapide,
également appelé « rapid-mix quencher ». Celui-ci permet d’arréter une réaction
enzymatique a de faibles temps de réaction”. Le « temps mort » est généralement de

2 ms. Une représentation de ’appareil se retrouve a la Figure 7.
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Figure 7. Représentation d’un mélangeur & inhibition rapide (« rapid-mix
quencher »)*®. Les explications du fonctionnement de ’appareil se retrouvent dans le
texte.

Les échantillons A et B représentent I’enzyme et le substrat donneur,
respectivement, et occupent des boucles d’échantillon dont le volume est d’environ
15 pL. Les seringues en verre A et B contiennent du tampon et la seringue C, un
composé¢ inhibant la réaction enzymatique, habituellement de [’acide
trichloroacétique. Sous I’effet d’un moteur, les trois seringues en verre sont poussées
simultanément®. Gréce 4 la bonne disposition des valves, le contenu des seringues A
et B permettra aux échantillons A et B, présents dans leur boucle d’échantillon
respective, de se mélanger ensemble dans la boucle de réaction. A la sortie de
celle-ci, il y aura contact avec le contenu de la seringue C, ce qui arrétera
immédiatement la réaction enzymatique. Selon la longueur de la boucle de la

réaction et la vitesse a laquelle les seringues sont poussées, il est possible de varier le
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temps de réaction possible entre ’enzyme et le substrat avant I’inhibition de la
réaction. Le mélange réactionnel est récupéré a la fin de la ligne de sortie. Cet
appareil posséde l’avantage de pouvoir étre utilisé avec une grande variété de

substrats qui ne contiennent pas nécessairement de chromophores%.

[’expérience a été effectuée en utilisant une grande concentration de GGT
purifiée & partir du rein de rat et une concentration saturante de D-y-glutamyl-p-
nitroanilide. Ce substrat a été choisi parce qu’il ne peut pas étre utilisé dans la
réaction d’autotranspeptidation grace 4 sa configuration absolue®. De plus, la
p-nitroaniline formée au cours de la réaction enzymatique et présente dans
I’échantillon récupéré a la fin de la boucle de sortie pourra étre facilement dérivée
pour former un nouveau composé chromophore possédant un coefficient d’extinction

-1 83

molaire assez élevé de 0,057 pM'cm selon la méthode de dérivation par

diazotation montrée au Schéma 7.

_~NO;

+ R-CO-Gly-Gly
+ Gly-Gly
NaNO,
HCI

naphtyl amine

NH,
OZNON:N O Dérivé _e
- N=N NO,

Composé diazo coloré
A =560 nm

Schéma 7. Méthode de dérivation par diazotation de la p-nitroaniline libérée par la
GGT. R représente ’entité y-glutamyle.
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Il est certain que la p-nitroaniline pourrait étre suivie directement, mais elle

posséde alors un coefficient d’extinction molaire plus faible (0,0088 uM™ cm” P)

alors une plus grande quantité d’enzyme serait nécessaire afin de détecter un bon
signal. Parmi tous les substrats donneurs de la Figure 4, la p-nitroaniline libérée, puis

dérivée, est celle ayant le plus haut coefficient®.

Ainsi, des expériences de mélangeur a inhibition rapide (« rapid-mix
quencher ») ont été effectuées avec une concentration assez élevée de 6,2 uM de
GGT et une concentration de 1 mM de substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide
comme concentrations finales. Cette concentration pour le substrat donneur est bien
au-dela de son Ky dans la réaction d’hydrolyse™. A des temps de réaction entre 2 et
2000 ms, la réaction est arrétée, le mélange réactionnel est recueilli et la dérivation de
la p-nitroaniline présente ainsi libérée est effectuée selon le protocole décrit a la

section 6.1.2. Les résultats de cette expérience sont montrés a la Figure 8.

8of e
70t
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Figure 8. Graphique de la concentration de p-nitroaniline libérée par la GGT
(6,2 uM) a 37 °C en fonction du temps dans une réaction d’hydrolyse du substrat
donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide (1 mM) suivie avec un mélangeur a inhibition
rapide (« rapid-mix quencher »). Chaque point représente la moyenne de deux
experiences.
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La présence de deux phases dans cette réaction enzymatique est clairement
démontrée a la Figure 8 et correspond au graphique typique montré a la Figure 6. Le

changement de pente a lieu autour de 50 ms et les pentes ont des valeurs de

k™ d>environ 80 s pour la phase rapide et d’environ 4 s™ pour la phase lente. Ces

valeurs ont été corrigées pour I’hydrolyse chimique possible du substrat donneur. Il
semble donc qu’un intermédiaire acyl-enzyme soit présent. Dans ce cas-ci, la taille
du « burst » correspondant a la concentration de I’intermédiaire acyl-enzyme est
d’environ 24 pM, soit quatre fois plus élevée que la concentration réelle de GGT
utilisée. Ceci pourrait étre expliqué par I'imprécision des données. En effet,
plusieurs erreurs expérimentales peuvent étre présentes, notamment au niveau du
remplissage de chaque boucle d’échantillon et lors de la dérivation de la
p-nitroaniline. Cette technique est également trés coliteuse en terme de quantité
d’enzyme utilisée pour chaque point. Ainsi, il a été impossible d’obtenir plus de

valeurs que celles montrées a la Figure 8 en utilisant cet appareil.

Grace a cette technique, il a été possible de voir une acylation rapide de
I’enzyme, suivie de ’accumulation de I’intermédiaire acyl-enzyme. Cependant, une
autre technique, moins coliteuse en enzyme et plus précise, permettrait d’obtenir des
informations plus précises par rapport a chacune des phases de cette courbe. Un

mélangeur a flux arrété (« stopped-flow ») permet de prendre des mesures de maniére

continue sans faire appel a une solution inhibitrice.

2.2.2 Etudes a I'état pré-stationnaire avec le « stopped-flow »

Le mélangeur a flux arrété (également appelé « stopped-flow ») est un
appareil permettant de mélanger rapidement des solutions d’enzyme et de substrat.

La représentation des piéces principales de cet appareil se retrouve a la Figure 9°7.
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Figure 9. Représentation d’un mélangeur a flux arrété (« stopped-flow »)**. Les
explications pour le fonctionnement de I’appareil se retrouvent dans le texte.

Pour le mélangeur rapide a flux arrété (« stopped-flow »), une seringue est
remplie d’enzyme et ’autre, de substrat. Ces seringues peuvent avoir différentes
capacités. Lorsque I’expérience est lancée, le contenu des deux seringues est
mélangé, grice a une forte pression exercée sur les seringues, dans une chambre de
mélange, puis envoyé dans une cellule liée & une seringue d’arrét. Lorsque cette
seringue est remplie, ’extrémité de son piston touche un micro-interrupteur qui va
enclencher la détection du signal a mesurer dans le mélange réactionnel. Le
processus prend au minimum environ 2 ms pour permettre le mélange des réactifs et
le déclenchement du détecteur. Ii est possible de faire des mesures d’absorbance, de
fluorescence ou de dichroisme circulaire, selon la configuration de cet appareil dans
notre laboratoire. La Figure 9 représente le cas d’un détecteur pour I’absorbance.
L’avantage de cette technique est la possibilité d’observer une réaction enzymatique
de maniére continue sur une grande échelle de temps (de 1’ordre de la milliseconde a
la minute) sans avoir a arréter la réaction, comme c’est le cas dans le mélangeur a
inhibition rapide (« rapid-mix quencher »). Cependant, il faut généralement remplir

les seringues d’échantillon et faire une série de six expériences. Les trois premiéres



expériences permettent habituellement de bien remplir les tubes et la chambre de
mélange et les trois derniéres expériences peuvent étre utilisées pour I’analyse des
données. Il y a donc perte d’une quantité d’enzyme, mais pas aussi grande qu’avec le
mélangeur a inhibition rapide (« rapid-mix quencher ») lorsque la quantité de points
obtenus par chacune des techniques est comparée. Cependant, le coefficient
d’extinction molaire de la p-nitroaniline est de 8800 M cm™ *, ce qui est moins

élevé que pour le complexe diazo formé dans I’expérience avec le mélangeur a
inhibition rapide (57 000 M cm™).

Cet appareil a été utilisé afin de confirmer les résultats du mélangeur a
inhibition rapide montrés a la Figure 8 et pour obtenir des résultats plus précis de
maniere continue. Pour y parvenir, la seringue pour I’enzyme, d’une capacité de
1 mL, a été remplie avec une solution de GGT faite dans un tampon 0,1 M Tris-HCI
pH 8,0 pour une concentration de 8,8 uM. La seringue pour le substrat, d’une
capacité¢ de 0,1 mL, a quant a elle été remplie d’une solution de 6,64 mM de
D-y-glutamyl-p-nitroanilide. Le choix des seringues répond a plusieurs critéres. Lors
d’une poussée effectuée par ’appareil, la chambre de mélange doit totalement se
remplir afin d’éliminer le mélange réactionnel présent auparavant et afin de s’assurer
que la réaction enzymatique effectuée puisse bien étre détectée par I’appareil. Le
volume de la seringue d’arrét étant de 150 pL, il est impossible d’utiliser deux
seringues de 0,1 mL pour les échantillons et faire une série de six expériences du
méme coup sans devoir remplir 4 nouveau les seringues. A la suite du mélange du
contenu des deux seringues (dans un rapport de 10:1), les concentrations finales pour
’enzyme et le substrat sont de 8,0 pM et de 604 uM respectivement. Dans le cas du
substrat donneur, un probléme d’insolubilité a rendu impossible I’obtention de la
méme concentration que celle utilisée dans I’expérience avec un mélangeur a
inhibition rapide (1 mM). Cependant, cette concentration demeure tout de méme trés

largement supérieure & la valeur du Ky pour ce substrat dans la réaction
d’hydrolyse*.
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Ces expériences ont été effectuées en triplicata. Un résultat typique obtenu

est représenté a la Figure 10.
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Figure 10. Graphique typique de [’absorbance 4 410 nm de la p-nitroaniline libérée
par la GGT (8,0 uM) a 37 °C en fonction du temps par une réaction d’hydrolyse du

substrat D-y-glutamyl-p-nitroanilide (604 pM) suivie de maniére continue par un
mélangeur a flux arrété (« stopped-flow »).

Sur I’axe des ordonnées, la valeur de 1’absorbance a été normalisée afin de
tenir compte de ’absorbance de I’enzyme et du substrat donneur a cette longueur
d’onde. Il est possible de constater qu’il y a, comme dans le cas de la Figure 8, deux
phases bien distinctes dans I’expérience utilisant le mélangeur a flux arrété. Ceci
confirme donc I’existence de I’intermédiaire acyl-enzyme. Ensuite, le changement

de phase survient autour de 65 ms et les pentes de chacune des droites possédent des

norm
cat

valeurs de k%™ de (50 + S) et de (14 = 2) s pour les phases rapide et lente,

respectivement.  Ces résultats représentent la moyenne de trois expériences
effectuées dans différentes séries d’essais (voir la section 6.1.2.2). 1l est possible de

remarquer a la Figure 10 que les premieres données sont disponibles a partir
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d’environ 50 ms. Ceci est dii en grande partie a la grosseur des seringues utilisées
pour faire les expériences. La seringue de 0,1 mL est trés petite et flexible. Sous
I’effet de la poussée exercée par I’appareil, un probléme d’équilibre entre les
différents réactifs est possible d au rapport 10:1 des deux seringues. De plus, la
poussée doit avoir un effet différent sur ces deux types de seringue, ce qui méne a un

délai plus grand que le 2 ms normalement observé®®.

Les résultats obtenus ici se comparent trés bien avec des résultats
préalablement obtenus dans le laboratoire lors d’études en état stationnaire. Ainsi,
lorsque le méme substrat donneur est utilisé en présence de concentrations saturantes
de glycylglycine, 'un des meilleurs substrats accepteurs utilisés avec la GGT®,

I’étape d’acylation est limitante. La réaction entre ’enzyme libre et ce substrat

donneur dans ces conditions donne une valeur de k™™ de 297 s™', ce qui est six fois

car
plus élevé que la valeur obtenue avec le mélangeur a flux arrété pour 1’étape
d’hydrolyse®. Cependant, il est difficile de savoir si la glycylglycine a réellement un
effet sur la liaison du substrat donneur avec la GGT ou si la différence obtenue n’est
pas assez grande. Une étude en présence d’un substrat accepteur est nécessaire et
sera montrée un peu plus loin. Des expériences ont été effectuées en état stationnaire

pour déterminer la vitesse d’hydrolyse en présence du D-y-glutamyl-p-nitroanilide

sur une échelle de temps en minutes. Une valeur de k™™ de 14 s™' a été obtenue, ce

cal
qui se compare trés bien a la valeur obtenue pour la phase lente 4 la Figure 10
(14 Y. De plus, la prolongation de la phase lente jusqu’a I’axe des ordonnées
donne une taille de « burst » d’environ (6,3 + 1,3) uM, ce qui correspond assez bien a

la concentration d’enzyme utilisée dans I’expérience (8,0 uM).

Ces expériences ont donc démontré I’accumulation d’un intermédiaire acyl-
enzyme covalent pour la réaction d’hydrolyse. Il serait intéressant de vérifier si cette
accumulation se fait également en présence d’un substrat accepteur. En effet, dans le
cas de I’étape de désacylation par aminolyse, il est possible que le mécanisme soit

totalement différent et passe par le déplacement direct de 1’entité p-nitroaniline par le
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groupement o-ammonium libre du substrat accepteur. Le substrat accepteur
L-méthionine a été utilis¢ afin de refaire ’expérience en état pré-stationnaire. 1l
s’agit d’un des meilleurs acides aminés pouvant agir comme substrat accepteur®’. De
plus, il n’a pas beaucoup d’affinité pour le site de liaison du substrat donneur, ce qui
empéche les résultats d’étre faussés par cette liaison non désirée. La concentration de
L-méthionine utilisée dans I’expérience est de 0,3 mM. Cette concentration est
beaucoup plus faible que le Ky de ce composé (4,7 mM?®7), ce qui permet de s’assurer
que I’étape d’acylation sera rapide et I’étape de désacylation, assez lente. Dans le cas
contraire, il aurait été impossible d’observer I’intermédiaire acyl-enzyme a de faibles
temps de réaction. Ainsi, si 'intermédiaire est formé, il sera possible de le voir. De
plus, cette concentration sera probablement suffisante pour donner une réaction plus
rapide que I’hydrolyse de base tout de méme toujours présente. La méme expérience
que dans le cas de I’hydrolyse est effectuée, mais une concentration de 0,3 mM de
L-méthionine est également présente dans la seringue du substrat donneur, afin

d’étudier la réaction de transpeptidation. Un résultat typique obtenu est présenté a la

Figure 11.
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Figure 11. Graphique typique de ’absorbance de la p-nitroaniline a 410 nm libérée
par la GGT (8,0 pM) a 37 °C en fonction du temps par une réaction de
transpeptidation du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide (604 pM) et du
substrat accepteur L-méthionine (0,3 mM) suivie de maniére continue par un
mélangeur a flux arrété (« stopped-flow »).

Comme il est possible de le constater, il y a toujours accumulation de
'intermédiaire acyl-enzyme grice a la présence de deux phases distinctes sur le
graphique directement obtenu du mélangeur & flux arrété. Le Tableau IV aide a
mieux comparer les valeurs des pentes obtenues pour les réactions d’hydrolyse et de

transpeptidation.
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Tableau IV. Constantes cinétiques k., " obtenues pour les phases rapide et lente

des réactions d’hydrolyse et de transpeptidation de la GGT en présence du substrat

donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et divers substrats accepteurs a pH 8,0 et a
37 °C.

Substrat accepteur Phase rapide : Phase lente : Taille du « burst »
k:‘:)’ﬂll (S'l) k:;)ll‘lll (S-l) (HM)
H,O 50+5 14+£2 6,3+13
(hydrolyse)
L-méthionine (0,3 mM) 54+ 10 19+1 6,012
(transpeptidation)

Ainsi, les constantes cinétiques de la phase rapide sont similaires, quelque soit
la réaction catalysée. Ceci concorde avec le fait que cette étape correspondrait a
Pacylation de P’enzyme libre avec le substrat donneur qui se réalise de la méme
maniére quelque soit la nature du substrat accepteur présent. La phase lente, quant a
elle, correspondrait a la désacylation de I’enzyme, que ce soit par hydrolyse ou par
aminolyse. Les résultats montrent une différence selon le substrat accepteur utilisé.
Il est connu que I’aminolyse est effectuée plus rapidement que I’hydrolyse®, ce qui
est confirmé ici. Les mémes concentrations d’enzyme étaient présentes dans les deux
séries d’expérience, ce qui est montré ici par la taille du « burst » qui correspond tres
bien a la concentration d’enzyme utilisée. Ainsi, il semble que I’intermédiaire acyl-
enzyme peut s’accumuler, méme en présence d’un substrat accepteur. L’implication

par rapport au mécanisme ping-pong sera discutée dans la prochaine section.

2.3 Discussion

Plusieurs expériences ont ét¢ effectuées afin de démontrer plus clairement
Pexistence d’un intermédiaire acyl-enzyme dans le mécanisme de la GGT, ce qui
confirmerait le mécanisme ping-pong proposé. En effet, les évidences jusqu’a
maintenant se limitent & des courbes presque paralléles sur un graphique de type
Lineweaver-Burk et a I'utilisation d’inhibiteur non spécifique (N-acétylimidazole)

pour obtenir une enzyme modifiée dont la réactivité est différente de 1I’enzyme native.
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Afin d’obtenir des évidences plus directes, des études en €tat pré-stationnaire, a de
faibles temps réactionnels, ont été effectuées. Celles-ci permettent de voir 1’existence

de cet intermédiaire grice a un graphique biphasique typique montré & la Figure 6.

Le mélangeur a inhibition rapide (« rapid-mix quencher ») a été utilisé pour
obtenir ce type de graphique. L’avantage de cette technique est la possibilité de
détecter la libération d’un produit de diverses maniéres. Dans notre cas, une
dérivation de la p-nitroaniline avec un dérivé naphthylamine a permis d’obtenir un
complexe diazo dont le coefficient d’extinction molaire est élevé, limitant ainsi la
quantité d’enzyme nécessaire pour obtenir un graphique biphasique. Cependant, les
multiples manipulations a effectuer et ’erreur due au remplissage des seringues a
chaque réaction effectuée rendent les valeurs beaucoup plus imprécises. Cette
technique a donc permis de détecter |’intermédiaire acyl-enzyme accumulé a partir
d’environ 50 ms. Il y aurait donc acylation rapide de I’enzyme avec le substrat
donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide, suivie par I’hydrolyse lente de I’intermédiaire
acyl-enzyme. Ceci constitue donc une preuve de I’existence de cet intermédiaire

pour la premiére fois sans I’utilisation d’enzyme modifiée chimiquement.

Afin d’obtenir des valeurs beaucoup plus précises pour chacune des phases de
ce type de graphique, des études utilisant le mélangeur a flux arrété (« stopped-
flow ») ont été effectuées. En présence d’eau comme unique substrat accepteur, une
courbe biphasique a ¢té obtenue, confirmant ainsi les résultats provenant de
’expérience avec le mélangeur & inhibition rapide. Les valeurs des phases rapide
(acylation) et lente (hydrolyse) se comparent trés bien entre les deux techniques,
confirmant ainsi I’existence de I’intermédiaire acyl-enzyme. Les différences entre les
deux courbes peuvent étre dues aux erreurs expérimentales principalement présentes
dans I’expérience avec le mélangeur & inhibition rapide. De plus, d’autres points
autour de 50 ms au cours de cette expérience auraient permis de préciser le
changement de phase observé. Les expériences effectuées avec un mélangeur a flux
arrét€é sont beaucoup plus précises. reproductibles et se sont avérées moins

dispendieuses en enzyme.



Une expérience en état pré-stationnaire, mais en présence de L-méthionine
comme substrat accepteur en plus de I’eau, a permis d’obtenir des informations quant
a ’étape de désacylation. La Figure 11 montre un graphique biphasique, confirmant
ainsi pour cette étape également ’accumulation de I’intermédiaire acyl-enzyme. La
concentration de L-méthionine utilisée n’était pas suffisamment élevée pour changer
I’étape limitante de I’enzyme, ni pour inhiber ’enzyme en se liant au site de liaison

3

du substrat donneur”. Les valeurs de k™™ obtenues pour la phase rapide sont

identiques pour les réactions d’hydrolyse et d’aminolyse. Ceci confirme bien
’hypothése que cette phase correspond a I’acylation rapide de I’enzyme libre par le
substrat donneur. Cette étape est bien la méme, quelque soit la nature du substrat
accepteur présent. Il ne semble donc pas y avoir une participation de la part du

substrat accepteur dans la liaison du substrat donneur au cours de cette étape. La
valeur de k™ pour la phase lente de I’aminolyse est plus élevée que pour ’étape

d’hydrolyse, confirmant ainsi d’autres résultats obtenus préalablement dans le groupe

de recherche”.

La taille du « burst » correspond normalement a la concentration d’enzyme
utilisée dans ’expérience. Celle-ci se retrouve, dans la phase lente, principalement
sous forme d’intermédiaire acyl-enzyme. Le Tableau IV montre bien que ce
« burst » est similaire dans les expériences d’hydrolyse et d’aminolyse et correspond
assez bien a la concentration d’enzyme de ’expérience. Cependant, il a déja été
remarqué que cette concentration pouvait parfois ne pas correspondre parfaitement si
le rapport de la vitesse des deux phases n’était pas trés grand49. Ainsi, I’enzyme
possede un taux de roulement (« turnover ») assez rapide au niveau de la deuxiéme
réaction, ce qui se traduit par des molécules d’enzyme qui ne sont pas sous forme
d’intermédiaire acyl-enzyme. Dans le cas présenté ici, le rapport des vitesses n’est
que d’environ 3,5 fois pour la réaction d’hydrolyse. Ceci pourrait expliquer la légére
différence remarquée entre la concentration de protéine mesurée par un test de
Bradford et la taille du « burst », mais celle-ci n’est peut-étre pas suffisamment

importante pour s’y attarder.
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Ainsl, ces expériences confirment pour la premiére fois de maniére directe et
continue ’existence de l’intermédiaire acyl-enzyme sans modifier préalablement
I’enzyme. En effet, 'accumulation de cet intermédiaire est une preuve directe d’un
mécanisme de type ping-pong. Il est certain que des expériences avec le substrat
donneur glutathion & la place du D-y-glutamyl-p-nitroanilide pourraient donner des
informations plus précises pour la réaction effectuée in vivo par la GGT, mais ces
deux substrats sont reconnus pour agir de maniére trés similaire'’. Afin d’y parvenir,
des expériences de mélangeur a inhibition rapide (« rapid-mix quencher »)
permettraient d’obtenir un mélange réactionnel inhibé pouvant étre analysé par
HPLC. Un autre projet dans le groupe vise justement a détecter les produits de la
réaction enzymatique de la GGT en présence du substrat donneur glutathion grice a
cette technique’'. De plus, il serait intéressant d’identifier le résidu marqué ainsi par
le substrat donneur. Encore une fois, des études avec le mélangeur a inhibition
rapide permettraient de recueillir de 1’enzyme sous forme d’intermédiaire covalent et
d’effectuer des digestions enzymatiques et de la spectrométrie de masse afin
d’identifier ce résidu. Il est fort probable que la thréonine en position N-terminale de
la petite sous-unité agisse comme nucléophile’ et soit ainsi marquée par les
expériences en état pré-stationnaire. Ce type d’expérience est en cours dans le

groupe de recherche.

Les résultats de ce chapitre ont fait I’objet d’un article pour une édition
spéciale du Journal of Physical Organic Chemistry sur les applications biologiques

de la physico-chimie organique dédiée 2 W.P. Jencks” .



CHAPITRE 3

Elucidation du mécanisme de I’étape de
désacylation
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3.1 Introduction

Comme il a été décrit au chapitre 1, la y-glutamyltranspeptidase est impliquée
dans plusieurs réactions et désordres physiologiques. Cependant, peu d’informations
sont disponibles quant a son rdle exact dans ceux-ci, donc il est important de
connaitre son mécanisme catalytique en détail. Le chapitre 2 a déja permis de
préciser la nature du mécanisme ping-pong modifié de la GGT en démontrant

I’existence de maniére directe d’un intermédiaire acyl-enzyme covalent.

Cette étude du mécanisme doit également se poursuivre de maniere détaillée
au niveau des étapes d’acylation et de désacylation de la réaction de transpeptidation
de la GGT. D¢ja, I’étape d’acylation a été étudiée en détail dans notre groupe de
recherche grice a une approche utilisant la physico-chimie organique avec des
substrats donneurs de type L-y-glutamylanilides substitués en position para par des
groupements électrodonneurs et électroattracteurs®. La vitesse de la catalyse de ces
composés en fonction du paramétre ¢ -~ de Hammett (relié au pK,) du groupement
anilinium ainsi libéré par I’enzyme a permis de tracer une courbe de Hammett
biphasique (Figure 5, chapitre 2). De plus, des études d’effets isotopique du solvant,
de pH et de température ont permis de proposer un mécanisme détaillé ou 1’étape
limitante dans D’acylation est le bris de I'intermédiaire tétraédrique menant a la

formation de I’intermédiaire acyl-enzyme et a la libération d’un premier produit, tel

que montré au Schéma 8.
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Schéma 8. Mécanisme proposé pour |’étape d’acylation de la réaction de
transpeptidation catalysée par la GGT entre des substrats donneurs de type
L-y-glutamylanilides substitués en position para et le substrat accepteur
glycylglycine. Nuc représente le nucléophile de la GGT, X, un groupement en

position para, R, I’entité y-glutamyle, GED, un groupement électrodonneur et GEA,
un groupement €lectroattracteur.

Il a été proposé que le clivage du lien C-N entre I’entité y-glutamyle et le
groupement aniline substitué¢ en position para se fasse de maniére concertée a la
protonation du groupe partant. Si un groupement électroattracteur est présent, a I’état
de transition, le clivage du lien C-N sera bien avancé (le lien sera long) et la
protonation sera défavorisée (lien N-H long). Dans le cas contraire, 1’état de
transition sera formé par deux liens trés courts. Ce changement de géométrie a |’état
de transition explique la forme peu commune de la courbe de Hammett (biphasique).
Ces informations ont permis pour la premiére fois de proposer un mécanisme détaillé
pour cette réaction et ainsi comprendre un peu mieux le fonctionnement de la GGT

au niveau physiologique®.
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Cependant, peu d’études ont été effectuées sur 1’étape de désacylation. Il est
vrai que I’étape d’acylation ressemble aux autres protéases, ce qui peut expliquer
I’étude exhaustive effectuée pour cette étape. Pourtant, seulement quelques enzymes
sont capables de catalyser cette réaction de transpeptidation avec des amines comme
substrat accepteur. Dans la classe d’enzyme EC 2.3.2.-, une enzyme nommée
transglutaminase, notamment impliquée dans la coagulation sanguine'”, la maladie
d’Alzheimer'®" et la maladie céliaque'®, est capable de catalyser cette deuxiéme
réaction en transférant une entité glutamine d’une protéine ou d’un peptide sur une
lysine d’une deuxiéme protéine ou un peptide'®, créant ainsi un lien isopeptidique.
Les protéases, plus étudiées, ne font généralement que le transfert d’un groupement
acyle sur des molécules d’eau.  Les enzymes effectuant de la transpeptidation
méritent donc un peu plus d’attention afin de mieux connaitre leur mécanisme pour la
désacylation par aminolyse et ainsi bien comprendre I’implication de cette réaction

dans leur role physiologique.

Jusqu’a maintenant, pour la GGT, les études de I’étape de désacylation ont
plutét porté sur la nature des substrats accepteurs généralement acceptés par
I’enzyme. A ce chapitre, les dipeptides sont généralement mieux reconnus que les
acides aminés libres®™, ce qui est probablement dii & un pK, plus faible pour le
groupement o-ammonium libre des dipeptides, conduisant a une meilleure
désacylation par aminolyse'®. Egalement, il a été proposé que les dipeptides
occuperaient mieux tout I’espace du site de liaison du substrat accepteur, leur
03

donnant ainsi une meilleure affinité pour 1’enzyme’ uelque soit le substrat
p y q

accepteur, il doit étre de configuration absolue L pour étre reconnu'®.

Nous désirons étudier plus en détail I’étape de désacylation de la GGT. En
effet, des informations notamment quant a la nature de I’étape limitante dans cette
réaction, le mouvement de protons et la nature d’autres substrats accepteurs pouvant

€tre utilisés sont nécessaires pour une bien meilleure compréhension du mécanisme.
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Des études impliquant des concepts de physico-chimie organique peuvent permettre

’acces a ce type d’informations.

Afin d’étudier I’étape de désacylation a partir de I’intermédiaire acyl-enzyme,
1l est possible de synthétiser des substrats accepteurs dont le pK, du nucléophile est
vari€. Un graphique de type Bronsted, ou la vitesse de la réaction de désacylation est
mesurée en fonction du pK, du substrat accepteur utilisé, permettra de mieux
connaitre I’étape limitante dans cette réaction. La méthodologie proposée dans le cas

d’un substrat accepteur dérivé de la L-méthionine est représentée au Schéma 9.
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Schéma 9. Méthodologie utilisée pour |’étude des étapes de désacylation
(aminolyse) et d’hydrolyse de [intermédiaire acyl-enzyme. X représente

I’hétéroatome du nucléophile de la GGT (possiblement un oxygéne)’* et R, une
chaine alkyle.

L’utilisation d’un substrat donneur en concentrations saturantes permettra la
réalisation de [étape d’acylation de maniére trés rapide par Penzyme et
I’accumulation de celle-ci sous forme d’intermédiaire acyl-enzyme. Par la suite, cet
intermédiaire pourra étre dégradé grice a un substrat accepteur, comme une

L méthionine modifiée ou tout autre composé pouvant agir comme tel, pour I’étape
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de désacylation dans le processus de transpeptidation, ou grace a une molécule d’eau
pour I’étape d’hydrolyse. Si les concentrations de substrat accepteur utilisées sont
assez faibles, la dégradation de cet intermédiaire sera plus lente que sa formation,
permettant ainsi, d’avoir la désacylation comme étape limitante. Ainsi, la libération
de la p-nitroaniline du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide sera effectuée a
la méme vitesse que I’étape la plus lente, soit la dégradation de cet intermédiaire. Il
n’est alors pas nécessaire de suivre spécifiquement la libération du deuxiéme produit
formé. Cependant, la p-nitroaniline libérée peut provenir de I’aminolyse (alcoolyse
ou thiolyse, selon le substrat accepteur utilisé) et/ou de I’hydrolyse de I’intermédiaire
covalent. Une ¢étude détaillée des constantes cinétiques obtenues sera donc
nécessaire afin de séparer |’effet de chacune des réactions. La synthése des différents
substrats accepteurs utilisés, leur utilisation dans des études cinétiques et

I’implication des résultats obtenus au niveau du réle physiologique de la GGT seront

présentées dans les prochaines sections.

3.2 Résultats

3.2.1 Evaluation de différents types de substrats accepteurs

Jusqu’a présent, il est connu que les acides aminés et les dipeptides sont de
bons substrats accepteurs pour la GGT*. Cependant, qu’en est-il des amines
primaires, des alcools et des thiols ? Serait-il possible de dégrader différemment
I’intermédiaire acyl-enzyme, ce qui pourrait donner des informations intéressantes
quant au role physiologique de la GGT ? Certains de ces composés ont été testés afin
de mieux connaitre la structure minimale nécessaire a une bonne liaison dans le site
de liaison du substrat accepteur de la GGT et du type de nucléophile nécessaire pour

attaquer I’intermédiaire acyl-enzyme.
3.2.1.1 Amines comme substrat accepteur

Il a été proposé que les amines primaires pourraient agir comme substrat

accepteur, mais seulement dans le cas de la GGT de plante’. Il serait donc intéressant
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de pousser un peu plus loin cette étude pour voir si cette caractéristique s’applique
également a la GGT de rat. Une série d’amines ayant différentes valeurs de pK, a été
testée et la vitesse de « transpeptidation » par rapport a celle d’hydrolyse a été

comparée. Les résultats se retrouvent au Tableau V.

Tableau V. Vitesse de catalyse du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide
(1 mM) en présence de 25 mM de différentes amines comme substrat accepteur a pH
8,0 et a 37 °C aprés correction pour la vitesse d’hydrolyse enzymatique.

Numeéro du Amine testée Vitesse pKa
composé obtenue
(uUM/min)
0,53 5,64
3) N NeN
OCHy 1,96 7,921
(5) HZN/\H/
o
S 1,58 9,70'"*
) HZN/\/ \/
0,69 10,62'%
(l) H3C_NH2
0,57 10,77'"
H
2) J N\

Cette gamme d’amines n’est pas trés grande, mais elle a permis d’observer
quelques tendances. Pour débuter, la vitesse indiquée est celle obtenue avec 25 mM
de I’amine pouvant agir comme substrat accepteur. D’autres concentrations fixes ont
€té testées (tel que décrit au chapitre 6), mais aucune saturation du site de liaison du
substrat accepteur n’a été observée, méme en variant les concentrations d’amines
jusqu’a 100 mM. Alors, aucune valeur de Ky n’a pu étre déterminée. Ainsi, une
concentration fixe a été choisie afin de pouvoir mieux comparer les résultats. La

vitesse obtenue pour une amine primaire telle la méthylamine (1) ou pour une amine
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secondaire telle la diméthylamine (2) est la méme, ce qui indique fort probablement
que la différence d’encombrement stérique n’est pas trés importante. Lorsque le pK,
de Pamine est vari€, il y a une faible différence de réactivité, comme le montrent les
résultats de ’aminoacétonitrile (3) et du 2-(éthylthio)éthylamine (4). Ces valeurs
sont beaucoup plus faibles que celle pouvant étre obtenue avec la glycylglycine, [’un
des meilleurs substrats accepteurs de la GGT, qui est de 414 mM/min®>*. 1l est
possible que I’absence d’un groupement a-carboxylate nuise 4 la réaction de la
molécule. Ainsi, la glycine méthyl ester (5) a été testée. Ce composé a permis
d’obtenir une vitesse supérieure aux autres composés et a montré une tendance vers
une saturation du site de liaison du substrat accepteur. Cependant, une valeur de Ky
n’a pas pu étre déterminée, di & la présence d’inhibition effectuée par ce composé
lorsqu’il va probablement se lier dans le site de liaison du substrat donneur a de plus
hautes concentrations, empéchant le substrat donneur de se lier. Ceci rappelle

I'inhibition que la glycine peut également faire lorsqu’elle est utilisée comme substrat

accepteur43.

Il semble donc que les amines n’agissent pas réellement comme substrat
accepteur pour la GGT de rat, mais plutdt comme un nucléophile aminé pouvant
réagir avec l’intermédiaire acyl-enzyme dans un type de catalyse chimique. La
vitesse de catalyse n’est également pas trés élevée lorsqu’elle est comparée a d’autres
substrats accepteurs de la GGT. D’autres composés sont donc testés comme substrats

accepteurs, notamment les alcools.

3.2.1.2 Alcools comme substrat accepteur

Il a déja été démontré que la GGT pouvait agir comme estérase. En effet,
cette enzyme est capable de catalyser le bris du lien ester dans le composé
L-y-glutamyléthyl ester”. Ainsi, par réversibilité microscopique, il est possible de
penser que la GGT pourrait également utiliser des dérivés alcools comme substrat
accepteur. Des alcools simples et des alcools ayant une structure similaire a un acide

aminé ont été testés et les résultats sont montrés au Tableau VI.
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Tableau VI. Effet obtenu par I’utilisation d’alcools simples et d’alcools ayant une
structure similaire a un acide aminé sur la vitesse d’hydrolyse par la GGT du substrat
donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide (1 mM) a 37 °C et a pH 8,0.

Numéro du Alcool testé Effet obtenu (par pKa,
composé rapport a
’hydrolyse)”
(6) Méthanol (CH;-OH) N/o® 15,5
(7) Ethanol (CH;-CH,-OH) N/o 15,5'%
® 2,2,2-Trifluoroéthanol N/o 12,4107
(CF5-CH,-OH)
9) n-Propanol N/o Entre 15 et
(CH;3-CH,-CH,-OH) 19'08
(10) Isopropanol N/o Entre 15 et
((CH;),CH-OH) 19108
(11) Tert-butanol N/o 19'%
((CH;);C-OH)
0 N/o Entre 15 et
(12) HO 19'%
OH
0 Inhibition de la Entre 15 et
(13) HO \/U\ réaction d’hydrolyse 19'08
OH

% L’effet a été obtenu pour des concentrations allant de 0,2 4 2,5 M.
"N/o : aucune différence de vitesse observée en absence et en présence de I’alcool.
Pour commencer, la réaction d’hydrolyse enzymatique a été utilisée comme
référence. Il est possible de penser qu’un site de liaison pour une molécule d’eau
puisse exister, quoique peu probable dans une enzyme ou la réaction principale n’est
pas I’hydrolyse®. Ainsi, il est possible qu’une molécule de méthanol (6), ou le
groupement hydroxyle est plus nucléophile que dans le cas d’une molécule d’eau,
puisse remplacer une partie des molécules d’eau et accélérer la vitesse par alcoolyse.

Cependant, cela n’a pas été le cas, aucune différence notable n’ayant été observée en



56

présence de méthanol. Les autres molécules testées, telles 1’éthanol (7), le n-
propanol (9), I’isopropanol (10) et le tert-butanol (11), ont donné des résultats
similaires. Un changement notoire de pK, a ét¢ effectué en testant le
2,2, 2-trifluoroéthanol (8) sans plus de succés. Ainsi, il semble que ces alcools ne
soient pas de bons substrats accepteurs puisqu’ils n’arrivent pas a accélérer la vitesse
d’hydrolyse en effectuant de 1’alcoolyse. Cependant, il est possible que ce manque
de réactivité soit dii 4 une mauvaise reconnaissance par l’enzyme ou par une trés
grande solvatation de la molécule, ce qui conduit & une incapacité pour la molécule

de se lier, méme partiellement, 4 ’enzyme'®.

Certains alcools, tel ’acide lactique (12-13), possédent la méme structure
qu’un acide aminé. Cependant, le groupement oi-ammonium est remplacé par un
groupement a-hydroxyle. L’acide lactique est I’alcool correspondant a 1’acide aminé
alanine, avec un groupement —~CH3 comme chaine latérale. Ce dernier composé a été
testé dans la réaction d’hydrolyse et a montré, pour la configuration absolue L, une
inhibition de I’hydrolyse, tel qu’indiqué au Tableau VI. Par la suite, ces composés
ont été utilisés comme inhibiteurs de la réaction de transpeptidation entre le substrat
donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et le substrat accepteur glycylglycine.
Différents patrons d’inhibition sont possibles, selon le substrat dont la concentration
est maintenue constante. Ainsi, dans un premier cas, le substrat accepteur est présent
a des concentrations saturantes et la concentration du substrat donneur varie. En
présence de concentrations fixes d’acide L-lactique (13), un graphique de type

Lineweaver-Burk est obtenu et est représenté a la Figure 12.
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Figure 12. Graphique de type Lineweaver-Burk de la réaction de transpeptidation
entre le substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et le substrat accepteur
glycylglycine (20 mM) en présence de différentes concentrations fixes de I’acide
L-lactique (13) a pH 8,0 et a 37 °C. (o) 0 mM de [’acide L-lactique, («) 7,5 mM,
(m)12,5mM et ()20 mM.

Ce patron de lignes paralleles est reconnu comme représentant une inhibition
de type incompétitif'. Ce type d’inhibition signifie que I’inhibiteur se lie a une
forme d’enzyme déja liée a un substrat. Ainsi, I’inhibiteur se lie aprés le substrat
dont la concentration est variée, donc le substrat donneur dans cette expérience. De
plus, il est possible de déterminer une constante d’inhibition pour le phénomene
observé. La manipulation des équations mathématiques représentant ce type de

courbe a permis de trouver une valeur de constante d’inhibition K; de 6,02 mM.

Le méme type d’expérience, ou le substrat donneur est en concentrations
saturantes et le substrat accepteur, a des concentrations variables, est effectué. En
présence de différentes concentrations du composé agissant comme inhibiteur, le

graphique de type Lineweaver-Burk représenté a la Figure 13 est obtenu.
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Figure 13. Graphique de type Lineweaver-Burk de la réaction de transpeptidation
entre le substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide (1 mM) et le substrat accepteur
glycylglycine en présence de différentes concentrations fixes de I’acide L-lactique
(13)apH 8,0eta 37 °C. (o) 0 mM de I'acide L-lactique, («) 12,5 mM, (M) 15 mM,
(®) 17,5 mM, (O) 20 mM, ((0) 22,5 mM et (<) 25 mM.

Ce patron de lignes convergentes prés de |’axe des ordonnées est un indice de
la présence d’une inhibition de type compétitif. Cela signifie que ’inhibiteur et le
substrat dont la concentration est variée compétitionnent pour le méme site. Dans ce
cas-ci, cela signifie que I’acide L-lactique et la glycylglycine compétitionnent pour le
méme site de liaison. Encore une fois, des manipulations mathématiques des

données cinétiques ont permis d’obtenir une constante d’inhibition K; de 4,45 mM.

Selon les informations obtenues dans cette série d’expérience en présence de
Pacide L-lactique (13), il semble que cet alcool, incapable d’accélérer la réaction
d’hydrolyse, est tout de méme capable de se lier a [’enzyme, probablement grice a sa
grande ressemblance avec la structure de [’acide aminé L-alanine. Afin de confirmer

cette hypothése, I’acide D-lactique (12) a également été testé. Il est connu que les
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acides aminés de la configuration absolue D ne sont pas reconnus par la GGT comme

substrat accepteur43

. Ainsi, en refaisant les mémes expériences effectuées plus t6t en
présence de I’acide D-lactique, aucune inhibition n’a été observée, méme en utilisant
des concentrations allant jusqu’a 75 mM. Il semble donc que I’acide L-lactique, avec
sa structure contenant un centre chiral et un groupement a-carboxylate, posséde tous
les éléments nécessaires afin de bien se lier a I’enzyme. Cependant, il semble

incapable de réagir en tant que nucléophile. Ces résultats seront discutés plus en

détail dans la section 3.3.

3.2.1.3 Thiols comme substrat accepteur

Les thiols sont reconnus pour étre beaucoup plus nucléophiles que les
alcools''®.  Ainsi, afin de voir s’il est possible d’obtenir de la thiolyse de
Iintermédiaire acyl-enzyme, I’utilisation d’une série de thiols a été effectuée. Les

résultats obtenus sont montrés dans le Tableau VII.

Tableau VII. Vitesse de catalyse effectuée par la GGT du substrat donneur
D-y-glutamyl-p-nitroanilide (1 mM) en présence de 25 mM de différents thiols a pH
8.0 et a 37 °C apres correction pour la vitesse d’hydrolyse enzymatique.

Numéro du Thiol utilisé Vitesse obtenue pKa
composé (uM/min)

(14) 2,74 10,5
Hs” N\
(15) OH 0,75 988!

(16) OCH3 0,15 795!
Y

* Cette valeur correspond & 1’éthyl 2-mercaptoacétate qui est probablement trés prés
de celle du composé 16.

L’éthanethiol (14) a montré une vitesse surprenante de thiolyse, mais aucune
saturation du site de liaison de I’enzyme n’a été obtenue, méme en allant a des

concentrations élevées de ['ordre de 150 mM. Dans le cas du méthyl
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2-mercaptoacétate (16), un composé analogue a la glycine méthyl ester (5) montrée
au Tableau V, efficacité est beaucoup plus faible que le composé aminé parent,
mais il y a tout de méme attaque nucléophile. Dans le cas du B-mercaptoéthanol
(15), une attaque nucléophile plus efficace que I’eau a eu lieu, mais celle-ci est loin
de I’efficacité pouvant étre obtenue avec les dérivés aminés. Cependant, ce composé
s’est montré plus efficace que I’éthanol qui n’avait eu aucune réaction dans I’étape
d’hydrolyse. 1l semble donc que les dérivés thiols soient un peu plus nucléophiles
que les dérivés alcools, mais moins efficaces que les amines, ce qui pourrait étre

expliqué par plusieurs raisons qui seront discutées un peu plus loin.

Plusieurs dérivés ont donc été essayés afin d’explorer d’autres substrats
accepteurs différents des acides aminés pour la GGT. Cependant, il semble que des
acides aminés agissent mieux comme substrat accepteur. La synthése de dérivés de

la L-méthionine et leur étude cinétique dans la réaction de transpeptidation seront

décrites dans les sections suivantes.

3.2.2 Synthése des substrats accepteurs

Le choix du type de substrat accepteur utilisé s’appuie sur plusieurs critéres.
Puisque les amines primaires ne semblent pas étre des substrats accepteurs pour la
GGT de mammifére”, un acide aminé simple a été choisi. Celui-ci peut étre couplé a
diverses amines, contenant des groupements électroattracteurs, au niveau du
groupement a-carboxylate pour donner une fonction amide secondaire. Ainsi, un
effet au niveau du pK, du groupement o-ammonium de I’acide aminé sera possible.
Les dipeptides pourraient agir comme de meilleurs substrats accepteurs, mais ceux-ci
seraient plus difficiles & modifier. Ensuite, parmi les meilleurs acides aminés
agissant comme substrat accepteur, se retrouvent la L-cystine, la L-glutamine, la L-
méthionine et la L-alanine”. Parmi ceux-ci, la L-méthionine a été choisie parce que
son Ky comme substrat accepteur est de 4,7 mMY, ce qui se compare
avantageusement aux meilleurs substrats accepteurs dipeptidiques de la GGT*. De

plus, elle ressemble a la cystéine présente dans le glutathion et se lierait au méme
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endroit, le deuxiéme sous-site de liaison du substrat donneur. Aussi, il est connu que
la L-méthionine se lie trés peu dans le site de liaison du substrat donneur (sa
constante d’inhibition K; pour sa liaison dans ce site est de 26,9 mM43), ainsi des
concentrations aussi €levées que 25 mM du substrat accepteur peuvent étre utilisées

sans avoir d’effet secondaire di a une liaison non désirée.

La synthése de dérivés de la L-méthionine a donc été effectuée sclon le

Schéma 10. Les détails expérimentaux se retrouvent au chapitre 6.

CO,H BocHN\)]\

(Boc),0, Et;N DIEA, R-NH,, TBTU

CH,0H CH,CN
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Schéma 10. Synthése des dérivés de la L-méthionine couplée avec diverses amines.
a) Le dérivé 18e a plutdt été synthétisé par 1) p-nitrophényl chloroformate, DMAP,
triéthylamine, CH,Cl,, puis 2) éthylamine, THF, 0 °C (69 %).

L’amine utilisée pour former le composé 18b, la 3,3,3-trifluoropropylamine,
n’était pas disponible commercialement. Elle a été synthétisée selon les réactions
représentées au Schéma 11. Les détails expérimentaux étant identiques a ceux de la

littérature' "2, ils ne sont pas rapportés dans le chapitre 6.
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Schéma 11. Syntheése de la 3,3,3-trifluoropropylamine

Les synthéses des Schémas 10 et 11 ont été effectuées avec succes.
L’intermédiaire N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionine a pu €tre synthétisé en grande
quantité sans probléme pour faire les réactions subséquentes. Les couplages
effectués entre cet intermédiaire et les diverses amines ont bien fontionné en présence
de ’agent de couplage TBTU et de la DIEA en tant que base. Le couplage s’est
avéré moins efficace dans le cas du composé 18b (62 %). Le dérivé 18e n’a pas pu
étre synthétisé de la méme maniére que les autres composés. En effet, [’éthylamine
dissoute dans du THF, vendue commercialement, est utilisée. Malgré une grande
concentration de celle-ci, le couplage n’a pas fonctionné avec les conditions
TBTU/DIEA. Une activation avec le p-nitrophényl chloroformate'”, suivie de
Pattaque de cet ester activé par la solution d’éthylamine a permis d’obtenir le produit
avec un rendement moyen. Les déprotections du groupement protecteur tert-
butoxycarbonyle se sont avérées presque quantitatives pour tous les composés
synthétisés. Les caractéristiques des composés N-tert-butoxycarbonyl-L-
méthionylpropylamide et L-méthionyléthylamide synthétisés correspondent bien a
celles décrites dans la littérature. Ainsi, les dérivés de la L-méthionine devant servir
comme substrats accepteurs ont €té synthétisés avec succés. Les conditions
expérimentales n’ont pas été optimisées puisqu’une quantité suffisante de composé a
pu étre obtenue pour effectuer les caractérisations et les cinétiques enzymatiques. Un
autre composé, le L-méthioninamide (R = H, 19f) a été acheté et est utilis¢ comme

substrat accepteur au méme titre que les autres dérivés synthétisés.
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3.2.3 Titrage des substrats accepteurs

La détermination du pK, du groupement o-ammonium de chacun des
substrats accepteurs synthétisés a été réalisée a I’aide d’un autotitrateur. Une solution
de 0,2 N de chacun des substrats accepteurs est faite dans 55 mM de KCI. La
solution de KCI a été choisie pour représenter environ la méme force ionique que
celle présente au cours des cinétiques enzymatiques® car ceci peut grandement
influencer la détermination du pK, du groupement o-ammonium®. Le titrage est

effectué avec une solution de 0,1 N NaOH sous le contrdle de I’autotitrateur. Les

résultats obtenus, en duplicata, sont présentés au Tableau VIIL.

Tableau VIIL. Valeur du pK, du groupement a-ammonium de la série de substrats
accepteurs dérivés de la L-méthionine.

Numéro du Substrat accepteur Structure de la pKadu
composé partie variable (R groupement
sur Schéma 10)  g-ammonium®

(19a) L-méthionyl(2,2,2- CH,CF; 7,09
trifluoroéthylamide)

(19b) L-méthionyl(3,3,3- CH,CH,CF; 7,30
trifluoropropylamide)

(19¢) L-méthionyl(2- CH,CHyF 7,37

fluoroéthylamide)

(19d) L-méthionylpropylamide CH,CH,CHj3; 7,40

(19¢) L-méthionyléthylamide CH,CH; 7,41

(191) L-méthioninamide H 7,50

* L’erreur expérimentale sur ces valeurs est de 0,01 unité, obtenue selon un duplicata
des expériences.

L’utilisation de |’autotitrateur permet d’obtenir des valeurs de pK, de maniére
tres précise. Il existe des logiciels permettant de calculer ces valeurs théoriquement,
mais celles-ci ont une erreur assez grande et ne tiennent pas compte de la force

ionique du milieu. Ainsi, une détermination expérimentale s’est avérée un meilleur
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choix. Il est possible de constater que les différents substrats accepteurs utilisés ne
couvrent pas un large intervalle de valeurs de pK,. L’effet inductif produit par les
groupements électroattracteurs de 1’amide est faible, dit a la distance séparant le
groupement o.-ammonium et la fonction amide. Aussi, d’autres amines auraient pu
étre utilisées dans les réactions de couplage, mais des contraintes stériques auraient
été incorporées, provoquant possiblement une mauvaise interprétation dans les
résultats, notamment au niveau de I’affinité des composés avec la GGT. Les valeurs

obtenues avec |’autotitrateur sont cependant assez précises (erreur de 0,01 unité sur

les valeurs).

3.2.4 Etudes cinétiques de I'étape de désacylation

Plusieurs expériences témoins ont été effectuées afin de s’assurer que les
résultats cinétiques soient dus a la désacylation par aminolyse de 1’enzyme, et non a
une autre réaction secondaire. Pour débuter, il faut s’assurer que 1’étape limitante est
bien la désacylation (par aminolyse ou par hydrolyse) de Iintermédiaire
acyl-enzyme. Pour y parvenir, comme il est inscrit a la section 3.2.2, un acide aminé
seul est utilis€ comme substrat accepteur. La L-méthionine est un bon substrat
accepteur (Vmax/Km = 12 min™), mais beaucoup moins que la glycylglycine, le
dipeptide généralement utilisé dans les tests d’activité (Vyax/Km = 140 min™)*. Les
valeurs de Vmax/Km correspondent & [Pefficacité catalytique de 1’enzyme (ici,
I’intermédiaire acyl-enzyme) pour un substrat®®. Ainsi, la L-méthionine est beaucoup
moins efficace. De plus, le substrat donneur utilisé est le D-y-glutamyl-p-
nitroanilide. Ce substrat, en concentrations saturantes, a été montré comme étant
capable d’acyler ’enzyme au bout d’environ 65 ms dans les réactions d’aminolyse et
d’hydrolyse, tel que déterminé par des études & 1’état pré-stationnaire a la section
2.2.2 du précédent chapitre. Ainsi, si les données cinétiques sont cumulées aprés
65 ms (ce qui est le cas en état stationnaire), elles proviennent de la dégradation de
I'intermédiaire acyl-enzyme, donc de I’aminolyse et de I’hydrolyse de celui-ci. 1l a
également €t€¢ démontré par d’autres groupes que I’hydrolyse était I’étape limitante

lorsque ce substrat donneur était utilisé®'. Ce substrat est de configuration absolue D,
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et non L, afin d’éviter tout risque d’autotranspeptidation'3. Enfin, les concentrations
de substrat accepteur utilisées sont plus faibles que leur Ky (ce qui a été confirmé au
cours de I’étude), ainsi les données cinétiques proviennent de la réaction désirée et

non de 1’étape d’acylation de I’enzyme.

Afin d’étudier I’étape de désacylation par aminolyse, il faut s’assurer de bien
analyser les données cinétiques. En effet, la libération de la p-nitroaniline peut
également se faire par hydrolyse, d’ou la nécessité de pousser un peu plus I’analyse
des données obtenues, comme il est expliqué au chapitre 6. Une série de cuvettes
avec des concentrations croissantes du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide
sont préparées. La catalyse de ce substrat par la GGT est suivie par
spectrophotométrie UV-Vis 4 410 nm. Les résultats obtenus sont utilisés pour
réaliser un graphique de type Lineweaver-Burk représentant I’hydrolyse du substrat
donneur. Par la suite, les mémes cuvettes sont préparées, mais en présence d’une
concentration fixe du substrat accepteur étudié. Plusieurs concentrations de substrat
accepteur sont utilisées, ce qui donne d’autres courbes Lineweaver-Burk. Ce type de

graphique correspond a I’équation (1) suivante :

1| _K,0+[Bl/K) 1+[BJ/K,

A VAT T M

ol Ky, est la constante de partage et correspond a (K, V4)/Vy, v est la vitesse initiale
mesurée, [A] est la concentration du substrat donneur, [B] est la concentration du
substrat accepteur, Vj, est la vitesse maximale pour la réaction d’hydrolyse, Vy, est la
vitesse maximale de la transpeptidation, K est la constante de Michaelis pour
I’hydrolyse, Ky est la constante de Michaelis pour le substrat accepteur et K; est la
constante d’inhibition probablement due a la liaison du substrat accepteur dans le site

. . 4
de liaison du substrat donneur™.

Un exemple typique des résultats obtenus est montré a la Figure 14.
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Figure 14. Graphique Lineweaver-Burk de la vitesse de transpeptidation du substrat
donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide en absence et en présence de différentes
concentrations du substrat accepteur L-méthionyl(2-fluoroéthylamide) (19¢) a pH 8,0
et 437 °C. (®) 0 mM du substrat accepteur, () 5 mM, (B) 10 mM et (®) 15 mM.
intg correspond a I’ordonnée a ’origine pour la réaction d’hydrolyse et intx, pour la
réaction de transpeptidation a une concentration du substrat accepteur.

Selon la Figure 14, il est clair que les droites sont paralléles. En regardant
I’équation 1, ceci est possible si la valeur de K, est trés grande, c’est-a-dire s’il n’y a
peu ou pas d’inhibition effectuée par le substrat accepteur. Le parallélisme des
courbes nous permet donc de dire que les concentrations de substrat accepteur
utilisées ne sont pas suffisamment grandes pour créer des réactions secondaires, ce
qui confirme que les valeurs cinétiques pourront étre étudiées sans faire plus de

corrections.

Ce type de courbe a été obtenu pour chacun des substrats accepteurs utilisés.
Ensuite, la valeur de ’ordonnée a [’origine pour la réaction d’hydrolyse (0 mM
substrat accepteur) est nommée inty tandis que la valeur de I’ordonnée pour chacune

des autres courbes obtenues est nommée inty, le X correspondant a la concentration
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de substrat accepteur utilisé. Il est possible de tracer un graphique de (into-intx)'l en
fonction de [substrat accepteur]'. Ce graphique de type double réciproque a été

obtenu pour chacun des substrats accepteurs et un exemple est représenté a la

Figure 15.

25]
20

15F

(inty-int,)"! (uM min™)

'I/Klab

-0.0004 -0.0003 -0.0002 -0.0001 Yf)‘.IOODO 0.0001 0.0002
1/[L-methionyl(2-fluoroethylamide})] (p.lVf1)

Figure 15. Courbe secondaire de I’inverse de la différence de ’ordonnée a I’origine
entre la réaction d’hydrolyse et la réaction de transpeptidation en fonction de
I’inverse de la concentration du substrat accepteur L-méthionyl(2-fluoroéthylamide)

(19¢), selon les valeurs obtenues a la Figure 14. L’inverse de la constante de partage
est identifié.

Ce type de graphique permet principalement d’obtenir une valeur d’abscisse a
I’origine correspondant a -1/Kjy,. Comme il a été décrit plus tot, le Ky, ou constante
de partage, est équivalent a (KyV4)/Vp. L’ordonnée a ’origine d’un graphique de
type Lineweaver-Burk correspond a I’inverse de la vitesse maximale de la réaction®.
Ainsi, I’'inverse de la valeur de intg est la vitesse maximale d’hydrolyse, ou Vj,. Cette
valeur étant connue, il est possible, a partir de la constante de partage, de connaitre la
valeur de V,/Ky. Cette valeur correspond a I’efficacité catalytique de la GGT pour un

substrat accepteur bien spécifique dans ’aminolyse. En effet, tous les paramétres
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concernant la réaction d’hydrolyse se retrouvent dans le Vy, alors il est certain que la
valeur de V/K, représente une « vraie » valeur pour I’aminolyse et permet d’obtenir
des informations mécanistiques pour cette étape uniquement. Lorsque de bons
substrats accepteurs sont utilisés, la réaction d’hydrolyse est peu importante, alors il
est plus simple d’obtenir les valeurs pour la désacylation par aminolyse. Cependant,
dans le cas des substrats accepteurs utilisés ici, I’hydrolyse affecte beaucoup les
données. Afin de bien pouvoir comparer tous les résultats ensemble, il est plus

simple de transformer les vitesses en constantes de vitesse grace a I’équation (2),

V, K
klmrm /Kh - h h x E:}J_

cat b [E] AS (2)

ou k. estla constante de vitesse de la réaction catalysée par la GGT normalisée

par rapport a Dactivité spécifique, [E] est la concentration de I’enzyme en molaire et
A.S., Iactivité spécifique de I’enzyme utilisée en unité/mg d’enzyme. L’activité
spécifique pouvant varier un peu d’une journée d’expérience a I’autre et d’un tube
d’enzyme a un autre, il est important de tout normaliser. La valeur de 837 U/mg est
la valeur a laquelle toutes les données cinétiques sont normalisées afin de pouvoir

comparer les résultats ensemble”.

Ainsi, grice a ces multiples transformations mathématiques, il a été possible
d’obtenir des valeurs de k") / K, pour chacun des substrats accepteurs étudiés. Le

cal b

Tableau IX résume les valeurs cinétiques obtenues.
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Tableau IX. Valeurs de log (k' /K,) obtenues pour la réaction de

cat b
transpeptidation de la GGT en présence de D-y-glutamyl-p-nitroanilide comme
substrat donneur et de différents dérivés de la L-méthionine comme substrat
accepteur a pH 8,0 et a 37 °C.

Numéro du Substrat accepteur Structure de la log (k™™ /K,)
composé partie variable (R ’
sur Schéma 10)

(19a) L-méthionyl(2,2,2- CH,CF; 5,24+ 0,03
trifluoroéthylamide)

(19b) L-méthionyl(3,3,3- CH,CH,CF; 5,378 £ 0,004
trifluoropropylamide)

(19c¢) L-méthionyl(2- CH,CH,F 5,51 £0,02

fluoroéthylamide)

(19d) L-méthionylpropylamide CH,CH,CH; 5,52+ 0,02

(19e) L-méthionyléthylamide CH,CH; 5,48 + 0,01

(191) L-méthioninamide H 5,85+ 0,02

Les valeurs retrouvées dans le Tableau IX ont été obtenues a la suite d’un
duplicata des expériences. Il est possible de constater que I’encombrement stérique
du groupement R ne semble pas affecter beaucoup les données cinétiques, ’effet
semblant étre plutét dit au pK,. Ainsi, les composés 19d et 19e différent par un
groupement méthyléne, mais les valeurs cinétiques sont presque identiques. Le choix
des amines a coupler s’est donc avéré judicieux et il semble que les valeurs ainsi

obtenues soient plutot reliées a la valeur du pK,.

Afin de pousser un peu plus loin I’analyse, les valeurs de k2" et de K, ont été

cat b
trouvées individuellement. Pour y parvenir, d’autres manipulations mathématiques
sont nécessaires. L’ordonnée a ’origine de chacune des droites du graphique de
Lineweaver-Burk (Figure 14) est représentée par le terme de droite de 1I’équation (1)

qui est
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1+[B)/ K,
I/h (1 + [B]/ Kmb

Ordonnée =

Les valeurs de Vy, (vitesse maximale pour la réaction d’hydrolyse), de K, (constante

de partage) et de [B] (concentration du substrat accepteur) sont connues. Ainsi, il est

norm

possible de déterminer la valeur de Ky, puis la valeur de k"' séparément. Les

valeurs obtenues se retrouvent au Tableau X.

Tableau X. Valeurs de log(k.."') et de K, déterminées pour la réaction de

cat b

transpeptidation de la GGT entre le substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et
différents substrats accepteurs a pH 8,0 et 4 37 °C.

Numéro du Substrat accepteur Structurede la  |og (ke Ky
composé partie variable ' (mM)
(R sur Schéma
10)
(19a) L-méthionyl(2,2,2- CH,CF; 3,83+0,03 38+3
trifluoroéthylamide)
(19¢) L-méthionyl(2- CH,CH,F 4,03+£0,02 29+2
fluoroéthylamide)
(19d) L-méthionylpropylamide CH,CH,CH; 4,01 +0,02 31+8
(19¢) L-méthionyléthylamide CH,CH; 4,08+0,01 28+4
(19f) L-méthioninamide H 4,06+0,02 16+3

[ est a noter que les valeurs pour le substrat accepteur
L méthionyl(3,3,3-trifluoropropylamide) (19b) ne sont pas indiquées puisque 1’erreur

sur les valeurs de K, étaient trés grandes. Il a été impossible de s’y fier avec

norm
cat b

précision afin de déterminer le & Il est connu que la détermination du K, peut

\ .- 4 - . . ,
mener & une grande erreur expérimentale®™. La premiére observation intéressante est

le fait que les composés 19a et 19¢-e possédent des Ky, de I'ordre de 30 4 39 mM.
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Les concentrations utilisées durant les expériences étant inférieures a 20 mM, 1’étape
d’aminolyse était donc limitante puisque les concentrations de substrat accepteur
utilisées sont bien inférieures au Ky pour ’enzyme. De plus, il est intéressant de
remarquer la différence de Ky du composé L-méthioninamide (19f). Cette grande
différence de constante d’affinité Ky, par rapport aux autres composés peut expliquer
en partie la grande efficacité de ce composé. La présence de la fonction amide
primaire aide peut-étre & une bonne liaison avec ’enzyme grace a la possibilité
accrue de faire des ponts hydrogénes. Cependant, sans structure cristalline de

I’enzyme, il est difficile de démontrer ces hypothéses. Dans le cas des valeurs de

k.., , elles sont considérées comme plus imprécises que les valeurs de k7 /K, , di
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a la manipulation mathématique des données cinétiques pouvant entrainer de plus

4
grandes erreurs®.

3.2.5 Courbe de Brgnsted

Les données cinétiques représentant |’aminolyse de I’intermédiaire
acyl-enzyme sont utilisées pour tracer une courbe de type Bronsted afin d’obtenir des
informations sur cette étape bien importante du mécanisme de la GGT. La courbe

obtenue est représentée a la Figure 16.
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Figure 16. Courbe de Bronsted de log (k.7 /K,) en fonction du pK, pour la
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réaction d’aminolyse de la GGT en présence du substrat donneur D-y-glutamyl-p-
nitroanilide et de différents substrats accepteurs. Chacun des substrats accepteurs
utilisés est représenté par la valeur de pK, retrouvée au Tableau VIIL.

Pour débuter, I’erreur expérimentale sur chacun des points est due a la
différence dans le duplicata des expériences et a I’erreur au niveau de la constante de
partage qui a été propagée dans tous les calculs jusqu’a ce graphique. La pente
obtenue P, est de 0,84 + 0,13 avec une corrélation r de 0,932. Cependant, la valeur
de la pente ne tient pas compte du point ayant une valeur de pK, de 7,50
correspondant a la L-méthioninamide (19f). En effet, comme il a été indiqué plus t6t,
ce composé€ ne possede pas un K, (constante de Michaelis du substrat accepteur) dans
la méme gamme que les autres composés, ce qui peut expliquer la grande efficacité
catalytique de I’enzyme par rapport a ce composé. Il est donc exclu, pour I’instant,

de I’analyse des données cinétiques, mais il confirme I’orientation de la courbe.
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Il faut également noter le faible intervalle de valeurs de pK, présent. En effet,
il a été¢ impossible d’obtenir des composés couvrant une plus large gamme de pK,
parce que la spécificité de I’enzyme est trés précise pour des substrats accepteurs
formés d’acides aminés peu modifiés. D’autres composés auraient pu étre testés,
mais des contraintes stériques au niveau de la fonction amide auraient été insérées et
les résultats auraient été beaucoup plus difficiles a interpréter. Cependant, la
précision des valeurs de pKj est assez grande pour pouvoir analyser les résultats sans
risque d’erreurs. De plus, les études ont été effectuées a pH 8,0, soit & un pH plus
élevé que le pK, de tous les substrats accepteurs testés. Ainsi, aucune correction par
rapport a la proportion de composé présent sous forme d’amine n’est nécessaire, ni la

o licats A " \ 14
réalisation de la méme expérience a un autre pH' .

Sur le graphique présenté a la Figure 16, les valeurs de log (k.2 / K, ) sont

cat b

utilisées sur I’axe des ordonnées. Le méme graphique a été réalisé avec les valeurs

de log (k.7 ) en fonction des pK,. Le résultat obtenu est montré a la Figure 17.
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Figure 17. Courbe de Bronsted du log (k.. ) en fonction du pK, pour la réaction
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d’aminolyse de la GGT en présence du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide
et de différents substrats accepteurs. Chacun des substrats accepteurs utilisés est
représenté par une valeur de pK, retrouvée au Tableau VIII.

La valeur de la pente de la courbe de Bransted pour la corrélation entre le

log( k., ) en fonction du pK, du groupement a.-ammonium des différents substrats

accepteurs est de 0,61 + 0,12, avec un facteur de corrélation » de 0,900. Dans ce
cas-ci, la valeur du substrat accepteur L-méthioninamide (19f) a pu étre incorporée
dans la courbe. Ceci confirme donc que la différence d’efficacité entre ce composé et
les autres dérivés (19a-e) est principalement due a une meilleure affinité du composé

19f par ’enzyme. Ensuite, dans les deux courbes de Bronsted présentées, une pente

positive a été obtenue, mais la corrélation du log (k. ) est moins bonne que celle de

log (k. , /K,). Une corrélation avec log (k. , /K,) indique généralement que

cat b
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’étape limitante est la réaction entre ’enzyme et le substrat étudié, ce qui serait ici
’attaque nucléophile du substrat accepteur sur ’intermédiaire covalent acyl-enzyme

pour former un intermédiaire tétraédrique®’. Dans le cas d’une meilleure corrélation
avec log (k. ), cela signifie que I’étape limitante serait la dégradation de

I’intermédiaire tétraédrique formé de I’enzyme acylée et du substrat accepteur afin de
former un produit (le L-y-glutamyl-L-méthionine modifiée) et la regénération de

I’enzyme libre. Puisque la corrélation est meilleure avec le log (k7 / K, ) et que les

cal b
données obtenues sont plus précises, cette courbe de Bransted sera utilisée dans les
études futures. Aussi, dans les deux courbes, la pente posséde une valeur positive, ce
qui indique qu’une charge positive est formée a I’état de transition de I’étape
limitante®!, ce qui sera expliqué un peu plus en détail dans la section Discussion. Il
est impossible de proposer un mécanisme seulement avec cette information, alors
d’autres expériences ont été effectuées afin d’obtenir différentes évidences

expérimentales sur cette réaction.

3.2.6 Etudes de I'effet du pH

[l est important de savoir si le pH a un effet sur la vitesse de la réaction
d’aminolyse de Dintermédiaire acyl-enzyme. Les mémes courbes que celles
montrées aux Figures 14 et 15 sont effectuées a différents pH avec le substrat
accepteur L-méthionylpropylamide (19d). Ce substrat a été choisi pour la facilité a le
synthétiser et pour sa grande ressemblance avec d’autres composés de la courbe de
Bronsted. Les droites sont toujours paralléles sur la courbe de type Lineweaver-
Burk, ce qui démontre que I’étape limitante est toujours bel et bien la désacylation a
chacun des pH. Par la suite, une courbe pH-vitesse a été effectuée entre des pH de
6,25 et 9,50 afin d’obtenir des informations quant a la présence d’acides aminés

agissant comme acide/base général. Elle est montrée a la Figure 18.
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Figure 18. Courbe pH-vitesse pour la réaction de transpeptidation catalysée par la

GGT entre le substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et le substrat accepteur
L-méthionylpropylamide (19d) a 37 °C.

Afin d’effectuer cette courbe, les graphiques de libération de la p-nitroaniline
en fonction du temps ont donné des droites dont la pente a da étre divisée par le
coefficient d’extinction molaire de ce composé au pH testé. Les coefficients utilisés
ont tous été publiés dans la littérature®, sauf dans le cas du pH 6,25. Un graphique
d’absorbance en fonction de la concentration de la p-nitroaniline a ce pH a été réalisé
en duplicata selon le protocole décrit a la section 6.2.2.4 et a donné un coefficient
d’extinction molaire de 7800 M'cm™. La stabilité de la GGT a ces divers pH a

également déja été testée®.

Comme il a été expliqué plus tot, les valeurs de log (k.7 /K,) ont été
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utilisées au cours de cette analyse afin d’obtenir plus d’informations concernant
’attaque nucléophile du substrat accepteur sur I’'intermédiaire covalent acyl-enzyme.

Il est possible de constater que la courbe posséde une forme de cloche, avec
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possiblement deux groupements ionisables impliqués dans I’aminolyse. Les points a
pH 6,25 et 9,50 ont été difficiles a obtenir, di a la faible différence de réactivité en
présence du substrat accepteur. En effet, au cours de I’analyse mathématique, la
différence de vitesse entre 1’étape d’hydrolyse (en absence de substrat accepteur) et
de transpeptidation (en présence de substrat accepteur) doit étre suffisamment
importante afin de pouvoir obtenir des valeurs cinétiques fiables. Ces deux points
ont €té faits en duplicata, donc leur valeur est significative sur la courbe. Les points
expérimentaux sur la courbe a la Figure 18 proviennent de la moyenne de deux
expériences, sauf dans le cas des points aux pH 7,0, 8,75 et 9,0 qui se retrouvent

clairement dans le plateau formé dans la courbe.

Le modele utilisé pour la courbe implique la présence d’au moins deux
groupements ionisables dans [I’aminolyse de [’intermédiaire acyl-enzyme.
Cependant, dii a la difficulté d’obtenir des valeurs cinétiques a des pH faibles et
€levés, une incertitude est présente au niveau de la courbe, ce qui empéche de
déterminer avec précision la valeur du pK, des acides aminés possiblement
impliqués. Pour débuter, un premier pK, d’environ 7 est représenté par le coté
ascendant de la courbe. Celui-ci pourrait correspondre a une base générale nécessaire
pour déprotoner le substrat accepteur afin de faire I’aminolyse de I’intermédiaire
acyl-enzyme. Cependant, ce pK, pourrait également correspondre a la valeur du pK,
du substrat accepteur utilisé (7,40 pour la L-méthionylpropylamide (19d)). De plus,
des études d’effet du pH ont déja été effectuées avec un substrat donneur fluorophore
et différents substrats accepteurs pour la GGT'™. 11 a été montré que le changement
de la nature du substrat accepteur utilisé pouvait modifier le pK, du cdté ascendant de
la courbe pH-vitesse. Afin de déterminer clairement a quoi est dii ce pK,, la courbe
pH-vitesse représentée a la Figure 18 devrait étre refaite avec un autre substrat
accepteur. Cependant, di a la faible différence de pK, entre les différents substrats
accepteurs utilisés dans cette étude et a 'imprécision de la courbe pH-vitesse

obtenue, il est difficile d’attribuer la valeur de pK,.
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Il se peut donc que le c6té ascendant de la courbe pH-vitesse représente un
recouvrement de ces deux pK,. Dans ce cas, il est normalement possible de mesurer
la pente du coté ascendant. Si deux protons (deux espéces ionisables superposées)
sont en mouvement, la pente est généralement d’une valeur de 2, alors qu’un seul
acide aminé impliqué donne une pente d’une valeur de 1¥°. Ici, puisque les données
sont difficiles a obtenir 4 de faibles valeurs de pH, il est impossible de dire avec
certitude si la pente est d’une valeur de 1 ou de 2. Ainsi, le cdté ascendant de la
courbe pH-vitesse de la Figure 18 peut représenter la superposition du pK, d’une base
générale et du pK, du substrat accepteur'®. Dans le cas du coté descendant, un acide
geénéral est présent avec un pK, d’environ 9 et pourrait étre dii & un acide aminé

devant protoner le nucléophile pour regénérer I’enzyme libre.

3.2.7 Effets isotopiques de solvant

Selon la courbe pH-vitesse obtenue a la Figure 18, il pourrait y avoir un
proton en mouvement dans I’étape d’aminolyse de I’intermédiaire acyl-enzyme,
notamment au niveau d’une base générale. Afin de vérifier cette possibilité, des
effets isotopiques de solvant ont été effectués. Les réactions cinétiques ont été
réalisées de la méme maniére que les expériences précédentes, mais toutes les
solutions ont été préparées dans de 1’oxyde de deutérium (D,0) au lieu de 1’eau
déionisée normalement utilisée. Les substrats accepteurs L-méthionyl(2-
fluoroéthylamide) (19¢), L-méthionylpropylamide (19d) et L-méthioninamide (19f)
ont ét€ étudiés plus en détail. Ces composés possédent différents pK, et sont un peu
plus faciles a manipuler (au niveau de leur état physique) que les autres composés.
Les valeurs de pH ont été ajustées dans le D,O en tenant compte de la différence de
lecture effectuée par 1’électrode du pH-métre (il faut lire un pH de 7,6 pour obtenir

un pD de 8,0'"). De plus, la stabilité de la GGT a été vérifiée dans un milieu formé

de D,O et celle-ci n’est pas modifiée®. Les valeurs de k"™ /K ,dans P'eau sont
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divisées par celles obtenues dans le D,O. Les résultats obtenus sont représentés au
Tableau XI.
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Tableau XI. Effets isotopiques de solvant ((k""”"/K,,

)Hz()/DzO
cut b

) pour la réaction

d’aminolyse effectuée par la GGT en présence de D-y-glutamyl-p-nitroanilide comme
substrat donneur et différents substrats accepteurs a pH (ou pD) 8,0 et 4 37 °C.

: norm H201D:0
Numéro c%u Substrat accepteur (kml,b / Kh)
composé
(19¢) L-méthionyl(2- 1,77
fluoroéthylamide)
(19d) L-méthionylpropylamide 1,39
(191) L-méthioninamide 2,16

Pour commencer, les trois valeurs sont supérieures a 1, ce qui indique qu’un
proton est bien en mouvement durant I’état de transition de 1’étape la plus lente dans
le processus de la désacylation. Ceci pourrait donc confirmer qu’une base générale
est impliquée dans la réaction. Cependant, il est impossible de corréler ces résultats
avec le pK, des substrats accepteurs utilisés. En effet, la L-méthioninamide est un
peu différente des autres par son affinité 4 la GGT. Afin de voir I’effet de la liaison

du substrat dans différents milieux réactionnels sur I’effet isotopique, les valeurs de

k..y / K,obtenues dans le D,O ont été analysées plus en détail afin d’obtenir I’effet

norm )HZ() D20
cat b

isotopique ( et voir la différence de K,. Les valeurs obtenues se

retrouvent dans le Tableau XII.
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Tableau XII. Effets isotopiques de solvant (( S )HZO 10

cat b ) et valeurs des constantes
d’affinité K, dans I’oxyde de deutérium et dans I’eau pour la réaction d’aminolyse de

la GGT en présence du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et de différents
substrats accepteurs a pH (ou pD) 8,0 et a 37 °C.

Numéro du Substrat accepteur ( noru )HzO-’Dzo Ky (D20) Ky (H20)
composé . (mM) (mM)
(19¢) L-méthionyl(2- 2,53 14+1 29 +2
fluoroéthylamide)
(19d) L-méthionylpropylamide 4,55 10+ 1 31 +8
(191) L-méthioninamide 3,52 9+3 16 £3

Cette fois-ci également, il est clair qu’il y a un effet isotopique de solvant
puisque les valeurs sont supérieures a 1. Il est possible de comparer les valeurs de K,
dans les deux solvants. Une énorme amélioration de I’affinité des composés pour
I’enzyme est présente dans le D,0O. En effet, pour les deux premiers composés, le Ky
passe de 30 a 10-14 mM, ce qui constitue une grande différence. Ceci peut étre
expliqué par la différence de solvation de chacun des composés dans le milieu

réactionnel''&!!7.

Ainsi, dans le D,O, les charges sont solvatées de maniére moins
efficace que dans [’eau, ce qui permet au composé d’étre plus facilement lié par
’enzyme par complémentation de charges. Dans le cas de I’eau, les charges ioniques
du composé sont bien solvatées, ce qui rend plus difficile la séparation entre les
molécules d’eau et le substrat avant qu’une liaison soit effectuée dans le site de
liaison de I’enzyme. Il est fort probable que cet effet n’affecte pas les composés de
maniére identique (par exemple, le K, de la L-méthioninamide (19f) ne change pas

beaucoup en fonction du milieu), alors il est difficile d’interpréter les résultats d’un

. . . . 2 -
point de vue quantitatif au niveau du k™™ /K,"'*""%'?° " Cette valeur est analysée

depuis le début de cette étude (pas k.., ), alors il est seulement possible de conclure

cat b
qu’un effet isotopique est présent et qu’un proton est possiblement en mouvement
dans I’étape limitante de la réaction d’aminolyse. Cependant, ce type de phénoméne

compliquant I’analyse des données a déja ét€ vu pour [’acétylcholinestérase,
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. e - 17
notamment au niveau du k_, considéré alors comme plus précis que le &, /K, .

L’importance de ces données sera discutée plus en détail dans la prochaine section.

3.3 Discussion

Ce chapitre se veut une étude exhaustive du mécanisme de la désacylation de
la GGT. En effet, cette étape a été peu étudiée pour la GGT, mais également pour
d’autres transpeptidases qui posseédent cette fonction supplémentaire par comparaison
avec les enzymes agissant seulement comme hydrolases. Il est donc important
d’obtenir des informations supplémentaires 4 ce niveau. Une approche de type
physico-chimie organique permet d’étudier cette étape de désacylation en détail,
notamment au niveau de la nature des charges présentes a 1’état de transition de

I’étape limitante dans cette réaction.

La synthése de composés dérivés de la L-méthionine servant comme substrat
accepteur pour la GGT a été effectuée avec succés. Comme il a été discuté plus tot, il
a ét€ possible d’obtenir une gamme de composés de maniére assez efficace et de
déterminer trés précisément la valeur de pK, de leur groupement a-ammonium.
Cependant, I'intervalle de valeurs de pK, obtenu est trés faible. Il n’aurait pas été
possible de coupler plusieurs autres amines sans introduire des facteurs
d’encombrement stérique qui auraient rendu l’étude des constantes cinétiques
obtenues plus difficile. La précision des valeurs de pK, et des constantes cinétiques a
donc été préférée a la synthése d’autres molécules qui auraient pu €largir la gamme

de pK, utilisés, mais qui auraient introduit des facteurs difficiles a analyser.

Ces substrats accepteurs ont ensuite été utilisés dans des réactions de
transpeptidation. Comme il a ét¢ démontré avec les résultats obtenus, les précautions
prises quant aux conditions expérimentales ont permis de s’assurer que 1’étape
limitante soit toujours celle de désacylation (par hydrolyse ou par aminolyse) de
Iintermédiaire acyl-enzyme. En effet, les substrats accepteurs utilisés ont tous

montré une plus faible réactivité que la glycylglycine, le meilleur substrat accepteur
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de la GGT, permettant ainsi d’avoir I’étape de désacylation comme étant la plus lente
dans la transpeptidation. De plus, les K, obtenus pour tous ces substrats accepteurs
sont autour de 30 mM (sauf pour la L-méthioninamide, avec 16 mM), ce qui est plus
élevé que celui de la L-méthionine (4,7 mM®’). Cependant, la L-méthionine n’a pas
€té testée ici afin de ne pas ajouter un facteur supplémentaire dans I’analyse des
données, un acide carboxylique étant présent a la place d’un amide secondaire. Ces
valeurs de Ky sont bien au-dela des concentrations de substrat accepteur utilisées
(maximum de 20 mM, sauf pour la L-méthioninamide, avec 8 mM) pour faire les
études cinétiques, ce qui confirme la nature de 1’étape la plus lente dans I’expérience.
Il a également été démontré que le substrat accepteur n’est pas allé se lier dans le site
de liaison du substrat donneur. En effet, la Figure 14 montre des droites parfaitement
paralléles, constituant une excellente preuve de 1’absence d’inhibition de ce type.
Ces résultats confirment des études faites préalablement en laboratoire avec des
dérivés de D’entité y-glutamyle. Ces molécules, contenant un hétéroatome sur la
chaine latérale et une fonction ester a la place du groupement a-carboxylate, se sont

plus facilement liées dans le site de liaison du substrat accepteur que dans celui du

8

substrat donneur’®. De plus, les composés glycinamide et L-méthionine éthyl ester

ont déja été montrés comme pouvant agir comme de bons substrats accepteurs'**'*!,
Il semble donc que I’absence de charge négative dans la molécule puisse aider 4 la
liaison dans le site de liaison du substrat accepteur. Toutes ces raisons permettent
donc d’avancer que les résultats obtenus proviennent de la désacylation de

Iintermédiaire acyl-enzyme de la GGT.

Par la suite, plusieurs courbes cinétiques et des manipulations mathématiques,
plus complexes que celles généralement effectuées pour analyser des données
cinétiques en état stationnaire, ont été réalisées. Ceci a permis d’obtenir des
informations uniquement sur ’aminolyse de I’'intermédiaire acyl-enzyme. Les
données présentes dans la littérature sont justement trés souvent dues a un mélange
d’hydrolyse et d’aminolyse, ce qui modifie considérablement I’analyse lorsque

I’hydrolyse constitue une réaction importante”. Ces données ont été utilisées pour

tracer une courbe de type Brensted avec le log (k. /K,) en fonction du pK, du

cut b
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groupement oi-ammonium du substrat accepteur. Une courbe similaire a €té obtenue

avec le log (4., ) en fonction du pK, Cependant, la corrélation s’est avérée

meilleure dans le premier cas. De plus, I’obtention des données de k.., est rendue

cat b
plus difficile due a la manipulation mathématique des données, ce qui améne un

facteur d’imprécision sur celles-ci*’.

La courbe de Bronsted de log (k.. /K,) en fonction du pK, a montré une

cat b
pente de 0,84 + 0,13 sans tenir compte du point correspondant au composé
L-méthioninamide (19f). En effet, comme I’a montré le Tableau X, une grande

variation existe entre les K, des substrats accepteurs et le composé 19f, ce qui

explique cette différence. La courbe de Bronsted de k"' en fonction du pK, a

cat b

Justement montré que I’élimination de D’effet de la liaison (Kp) du composé par
I’enzyme permettait d’obtenir une corrélation en présence du point correspondant a la
L-méthioninamide. Ainsi, la présence d’une fonction amide primaire dans ce dernier

par rapport aux amides secondaires dans les autres composés peut trés bien expliquer

cette différence de comportement.

La valeur obtenue pour la courbe de Bransted est positive. Ceci signifie que
I’attaque nucléophile du substrat accepteur sur I’intermédiaire acyl-enzyme méne 4 la
formation d’une charge partiellement positive (ou a la disparition d’une charge
partiellement négative) durant I’état de transition de I|’aminolyse et que la
nucléophilie de ’atome d’azote est importante. Dans le cas d’une pente avec une
valeur négative, une charge partiellement négative est formée sur I’atome d’azote
(dont le pKj est vari€¢) durant I’état de transition. La déprotonation de cet azote par
une base générale peut alors expliquer ce type de phénoméne. Normalement, si une
charge compléte est formée durant I’état de transition, il serait possible d’obtenir une
valeur de 1 pour la pente de la courbe de Bronsted”. Cependant, si deux
phénomenes sont concurrents au cours de la réaction, la valeur de la pente sera alors
diminuée. Ainsi, il serait possible que la nucléophilie du groupement o.-ammonium

compétitionne avec sa déprotonation pour donner une valeur un peu plus faible pour
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la pente. Dans le cas présent pour la GGT, la valeur positive de 0,84 est assez
grande, ce qui peut étre expliqué par une attaque nucléophile de I’amine du substrat
accepteur qui est assez avancée lors de [’état de transition par rapport a la

déprotonation concertée de I’amine.

D’autres études ont déja été effectuées avec des enzymes faisant de la
transpeptidation avec divers types de substrats accepteurs et ont donné des résultats
différents selon le type de substrat utilisé et le nucléophile de I’enzyme. Le Tableau

XIII montre le résultat de ces recherches.

Tableau XIII. Comparaison de la valeur de B, de diverses enzymes selon le type
de nucléophile et de substrats utilisés durant I’étude.

Enzyme étudiée Nucléophile Substrat utilisé Valeur de Bpuc

na.1z2

Transglutaminase Cystéine Amines primaires 0,51 £ 0,07

(substrats accepteurs)

Chymotrypsine'> Sérine Amines aliphatiques 0
Chymotrypsine'> Sérine Anilines 0,52
Furoyl- Sérine Amines primaires ou 0,1-0,2
chymotrypsine'*** secondaires
GGT Groupement Dérivés de la L- 0,84
hydroxyle méthionine

“L’enzyme a été modifiée en utilisant le furoylimidazole afin d’obtenir I’enzyme sous
forme acylée.

*Malgré le manque d’information par rapport & la GGT de rein de rat, il est fort
probable que le nucléophile soit une thréonine.

114

La transglutaminase a été étudiée en détail dans notre groupe de recherche
Cette enzyme fait partie des transpeptidases présentes dans la famille des EC 2.3.2.-.
Dans ce cas, des amines primaires couvrant une trés large gamme de pK, (5,64 a
10,50) ont été utilisées comme substrat accepteur. Une valeur de 0,51 a été obtenue
et a été expliquée par une attaque nucléophile de ’amine, plus avancée a I’état de

transition de la désacylation, que sa déprotonation concertée sur I’intermédiaire acyl-
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enzyme. Cependant, dans ce cas, les deux phénoménes compétitionnent bien I’un
contre |’autre, rendant la valeur de la pente plus faible. La différence de valeur entre
la transglutaminase et la GGT peut étre expliquée par plusieurs raisons. Pour
commencer, le nucléophile de ces deux enzymes est différent. La transglutaminase,
avec sa cystéine au site actif, forme un intermédiaire acyl-enzyme différent, en terme
de réactivité, de celui de la GGT formé avec un lien ester’. De plus, une histidine a
été proposée comme résidu jouant le rle de base générale dans ce mécanisme, mais
I’acide aminé agissant comme tel pour la GGT n’est pas connu et pourrait étre (ou

83,114

non) une histidine Ainsi, ces raisons peuvent expliquer la différence de

réactivité de ces deux enzymes et les résultats obtenus au niveau de la courbe de

Bronsted.

Ensuite, ce type d’étude a été effectué avec la chymotrypsine. Dans ce cas-ci,
une valeur de Bn. de 0 est obtenue pour des substrats accepteurs de type amine
aliphatique avec une trés large gamme de pK,'> et couvrant méme le pK, d’une
histidine effectuant la déprotonation du substrat utilisé. Cette valeur nulle a été
expliquée par les auteurs comme étant une déprotonation trés efficace de 1’amine du
substrat parfaitement concertée avec |’attaque nucléophile sur 1’intermédiaire acyl-
enzyme. Dans le cas des substrats accepteurs de type aniline, la déprotonation
n’aurait pas ét¢ effectuée de la méme fagon. Pour la furoyl-chymotrypsine,
I'explication de la faible valeur de Bp, est la méme que pour la chymotrypsine en
présence d’amines aliphatiques'?’. Ainsi, malgré le fait que le nucléophile soit du
méme type que la GGT, ’aminolyse de I’intermédiaire acyl-enzyme est effectuée de
manicre différente. De plus, la courbe de Bronsted peut étre expliquée par des

différences subtiles de géométrie a I’état de transition, ce qui permet de donner des
1

informations trés pertinentes sur le mécanisme de I’enzyme’

Afin de proposer un mécanisme précis pour la désacylation par aminolyse de
la GGT, des études d’effet du pH ont été effectuées. Comme il est décrit a la section
3.2.6, une courbe pH-vitesse a ¢té obtenue pour le substrat accepteur

L -méthionylpropylamide (19d). Cette courbe est en forme de cloche, ce qui indique
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que I’ionisation de deux acides aminés est importante dans le mécanisme de la
désacylation. Cependant, I’imprécision des données de la courbe et la difficulté
d’obtenir des données cinétiques a des valeurs de pH faibles et élevées empéchent la
détermination précise de pK, pour ces acides aminés. De plus, la présence possible
du pK, du substrat accepteur utilisé peut rendre beaucoup plus difficile

Iinterprétation de cette courbe'™.

Ainsi, cette courbe nous indique de maniere
qualitative I’importance d’un résidu jouant le role d’acide général, probablement pour
reprotoner le nucléophile aprés la réaction d’aminolyse, et d’un résidu agissant
comme base générale pour déprotoner le subétrat accepteur, mais d’autres
expériences seraient a faire a ce niveau. Par exemple, afin d’éliminer la possibilité
que le coté ascendant de la courbe soit di au pK, du substrat accepteur utilisé, la
courbe devrait étre effectuée avec un autre substrat accepteur. Dans cette étude, les
substrats accepteurs utilisés ne couvrent pas une gamme de pK, suffisamment grande
pour permettre d’obtenir une courbe trés différente de celle montrée a la Figure 18.
Alors, il faudrait refaire cette courbe avec un autre type de substrat accepteur, tel un
acide aminé avec le groupement o-carboxylate libre afin d’élever le pK, du
groupement o.-ammonium. Dans le but d’avoir des informations importantes quant a
la nature possible de I’acide aminé jouant un role de base générale, des courbes de
pH-vitesse pourraient étre effectuées a différentes températures pour tracer une
courbe de van’t Hoff, comme il a été réalisé dans I’étude de I’étape d’acylation de la
transpeptidation®. Cependant, le fait que le pK, du substrat accepteur soit présent
dans cette région peut bien facilement compliquer I’interprétation des données. Cette
courbe posséde également un plateau entre les pH 7,0 et 9,0, ce qui indique qu’un
faible changement de pH n’influencerait pas les valeurs cinétiques obtenues lors des

expériences précédentes.

La présence d’une base générale dans le mécanisme peut étre indirectement
montrée par la présence d’un effet isotopique de solvant. En effet, les cinétiques ont
été effectuées dans de l'oxyde de deutérium a la place de I’eau déionisée
normalement utilisée. Ceci a permis de voir une diminution de la vitesse de la

réaction dans le premier milieu comparativement au second, ce qui démontre un effet
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isotopique de solvant supérieur a 1. Cette valeur indique qu’un proton est en
mouvement durant I’étape limitante du mécanisme, étape proposée comme étant
I’attaque nucléophile du substrat accepteur sur l’intermédiaire acyl-enzyme. Il
pourrait donc y avoir, comme la valeur B, de la courbe de Brensted le laisse
présager, une déprotonation de ce substrat accepteur par une base générale. Dans ce
cas, un effet isotopique de solvant serait observé, ce qui a été le cas ici avec plusieurs
substrats accepteurs différents. Ainsi, une base générale est probablement impliquée
dans le mécanisme de |’étape limitante dans I’aminolyse de I’intermédiaire acyl-

enzyme.

Les résultats obtenus & la suite de cette série d’expérience ont permis de

proposer un mécanisme détaillé pour la premiére fois pour I’étape de désacylation. II

se retrouve au Schéma 12.

85—
3 Voie 1 :
x/ Glu Bas —_— X ._Glﬂ ...... Bas
-H H-N
H-N\Met—R 5+ Met—R
Voie 2
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Schéma 12. Mécanisme proposé pour l’étape limitante dans la réaction de
désacylation par aminolyse de la GGT. X représente le nucléophile de la GGT

(probablement une thréonine’) et R, la modification effectuée a la L-méthionine dans
cette étude.
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Le Schéma 12 montre la dégradation de I’intermédiaire acyl-enzyme par deux
voies différentes. Dans les deux cas, il y aurait attaque nucléophile par le substrat
accepteur dérivé de la L-méthionine sur l’intermédiaire acyl-enzyme qui serait
concertée avec la déprotonation de ce substrat. Dans la voie 1, I’attaque nucléophile
est assez avancée a |’état de transition, ce qui forme un lien C-N assez court. La
déprotonation n’est pas trés efficace, donnant un lien N-H assez court. Cette voie
permet d’obtenir une charge partiellement positive importante sur I’azote. Dans la
voie 2, la déprotonation efficace du substrat accepteur méne a un long lien N-H
(court lien Base-H) et a une attaque nucléophile moins efficace, donnant un lien C-N
assez long. Alors, la charge positive possiblement formée sur I’azote est plus petite
que dans le cas précédent et pourrait méme étre négative. Selon le résultat de la
courbe de Bronsted obtenue, une valeur assez grande de 0,84 a été obtenue, ce qui
concorderait avec la voie 1 du Schéma 12. Ce mécanisme est également en accord
avec les résultats obtenus a partir de la courbe de pH. A de faibles pH, la base
générale serait protonée, ce qui empécherait la déprotonation du substrat accepteur et
donnerait une réaction beaucoup plus lente. Un proton est en mouvement a 1’état de
transition, ce qui concorde bien avec les résultats obtenus pour les effets isotopiques

de solvant avec différents substrats accepteurs.

Le mécanisme proposé pour |’étape de désacylation par aminolyse peut étre
comparé a celui de I’étape d’acylation. En effet, comme il a été indiqué a la section
3.1, ’étape d’acylation a été étudiée grace a I'utilisation de substrats donneurs de
type L-y-glutamylanilides substitués en position para par des groupements
électrodonneurs et électroattracteurs afin d’effectuer une courbe de Hammett®. 1l a
été montré au Schéma 8 que I’étape limitante de ce mécanisme était la décomposition
de ’intermédiaire tétraédrique afin de donner I’intermédiaire acyl-enzyme. Cette
décomposition passe par le bris du lien C-N liant le groupement carbonyle de Ientité
y-glutamyle et le groupe partant de type aniline substituée en position para. 1l y
aurait également protonation concertée de I’azote de cette aniline. Aussi, selon la
nature du substituant en position para du substrat donneur, il est possible que le bris

du lien C-N soit plus ou moins avancé par rapport a la protonation de ’azote. Les



89

résultats obtenus au cours de cette étude avaient permis d’obtenir, dans le cas des
substituants électrodonneurs dont le pK, ressemble un peu aux pK, des substrats
accepteurs utilisés dans notre étude, une valeur de By, pour la courbe de Bronsted de
0,43 (aprés avoir utilisé les données de la courbe de Hammett et les avoir converties
en ce type de courbe). Pour ces substrats donneurs, I’état de transition de I’étape
limitante a été proposé comme étant formé d’un lien C-N court (le bris de ce lien
n’étant pas trés avancé) et d’un lien N-H assez long (la protonation étant favorisée
par ce type de substituant). Le Schéma 13 montre un diagramme d’énergie

représentant cette €tape.

¥ ¥
5 5-
0 0
e )"\Glu ’,Acide X y \Glu . . Base—
H-NH H-NH
5+ Ar 5+ Met—R

Energie

o Q
sy )\ Glu _ Acide-
)‘Glu ., Acide X .
X H H- N H

-N
"N 0 g\ Met™
x)\'Glu Base x7 Glu Base
H N-Met—R
HaN- Ar
Glu
- Glu . . 3 . _ )
XA wAdde ‘ Acylation Désacylation I X O nw - Acide;
—_— \
HN— Ar I et R

Coordonnée de la réaction

Schéma 13. Diagramme d’énergie représentant les étapes d’acylation®® et de
désacylation de la réaction de transpeptidation de la GGT. X représente le
nucléophile de la GGT, Ar, un groupement aryle substitué en position para par un
groupement électrodonneur et R, la modification effectuée sur la L-méthionine dans
cette étude.

Si la loi de réversibilit¢ microscopique pour l’étape d’acylation est

respectée’’, il serait possible de dire que I’intermédiaire acyl-enzyme serait dégradé
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par les réactions inverses, donc par une attaque nucléophile efficace et une
protonation difficile a réaliser pour ce type de composé. Il s’agit exactement du
mécanisme que nous avons propos¢ au Schéma 12 pour la désacylation par
aminolyse catalysée par la GGT. En effet, les résultats obtenus a la section 3.2
confirment ce mécanisme. Il est certain que le type de composés utilisés dans les
étapes d’acylation et de désacylation sont différents (anilines substituées en position
para par rapport a des dérivés de la L-méthionine), alors le Schéma 13 est qualitatif
et se veut une représentation de la loi de réversibilité microscopique pouvant

expliquer les résultats obtenus.

Le mécanisme proposé pour I’étape de désacylation au Schéma 12 peut jeter
quelques lumieres quant a la mauvaise réactivité d’autres substrats accepteurs testés.
En effet, les amines primaires autres que les acides aminés se sont avérées de faibles
substrats accepteurs. Pourtant, le groupement a-ammonium aurait été un nucléophile
suffisant pour effectuer I’attaque sur I’intermédiaire acyl-enzyme. Dans ce cas, il est
fort possible que I’absence de liaison du composé par I’enzyme explique cette
mauvaise réactivitt. En effet, I’absence du groupement a-carbonyle dans ces
compos€s meénerait a une mauvaise liaison (sinon aucune) dans le site de liaison du
substrat accepteur, donc a de faibles valeurs de vitesse de catalyse. Il pourrait donc y
avoir dégradation de I’intermédiaire acyl-enzyme par ces composés, mais la réaction
ne serait pas efficace di a la faible liaison a I’enzyme. Ces résultats confirment donc

la nécessité d’acides aminés comme substrats accepteurs efficaces de la GGT®.

Dans le cas des dérivés alcools, il a été montré que la présence d’un
groupement o-carboxylate et d’un centre chiral de configuration absolue L sont
nécessaires a la liaison d’un alcool par ’enzyme grace a I’étude de I’acide L-lactique.
En effet, les autres alcools utilisés n’ont eu absolument aucun effet sur la réaction
d’hydrolyse de I'intermédiaire acyl-enzyme. Cela pourrait étre di & la plus faible
nucléophilie du groupement hydroxyle par comparaison avec celle du groupement
o-ammonium des dérivés de la L-méthionine utilisés dans notre étude. Il pourrait y

avoir une tres faible réactivité, mais elle n’a pas été observée par spectrophotométrie
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UV-Vis utilisant le substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide. Une détection par
HPLC, beaucoup plus précise, serait peut-étre envisageable afin de voir si cette
réaction est réellement effectuée’’. Il faut dire que la GGT est capable de cliver,

quoique peu efficacement, des liens ester. Cette activité estérase de la GGT mérite

d’étre étudiée plus en détail.

Enfin, I'utilisation de dérivés thiolés n’a pas montré une grande réactivité
dans la réaction de thiolyse de l’intermédiaire acyl-enzyme. Ceci pourrait étre

expliqué par la structure de I’intermédiaire tétraédrique formé, tel que montré a la

Figure 19.
a)
®
Acide o‘f) Acide Q
A_7
HY Y\ —_— )J\
Nuc-0O NH-Met-R Nuc-OH gy NH-Met-R
Glu
b)
® ®
Acide oO) Acide O
/ / ©)]
H | —_— H R'-S
Nuc-O S-R' Nuc—O Glu
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Figure 19. Dégradation de I’intermédiaire tétraédrique formé au cours de la réaction
de désacylation. a) Intermédiaire tétraédrique formé d’un lien C-O et d’un lien C-N,
b) Intermédiaire tétraédrique formé d’un lien C-O et d’un lien C-S. R représente la
modification effectuée sur la L-méthionine dans cette étude et R’ représente une
chaine alkyle.

Dans la Figure 19, I’intermédiaire tétraédrique a est formé a la suite de
Pattaque nucléophile d’un dérivé de la L-méthionine. Lors du bris de cet
intermédiaire tétraédrique, le lien C-O avec le nucléophile de ’enzyme sera plus
facile a briser que le lien C-N nouvellement formé grace a la présence d’un acide

général (montré par la courbe pH-vitesse a la Figure 18), ce qui va permettre de
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regénérer ’enzyme libre et de libérer le composé L-y-Glu-méthionine modifiée.
L’intermédiaire tétraédrique b est, quant a lui, formé par I’attaque d’un dérivé thiolé
sur I’intermédiaire acyl-enzyme. Lors du bris de cet intermédiaire tétraédrique, le
meilleur groupe partant est le thiol, et non I’alcool (le nucléophile), alors il y aura
regénération de I’intermédiaire acyl-enzyme de départ et libération d’un thiolate
libre. Le dérivé soufré peut exister sous sa forme anionique. Ainsi, I’attaque d’un
thiol sur I’intermédiaire acyl-enzyme ne sera pas efficace et ne permettra pas a la
réaction d’effectuer une thiolyse menant & la formation d’un nouveau produit
thioester. Plusieurs cinétiques chimiques ont été effectuées sur des composés

contenant des liens ester, amide et thioester'*'?*

. Le lien C-S est généralement celui
qui est brisé en premier, dii a la présence d’un bon groupe partant en le thiolate, mais
cela dépend beaucoup du pK, de I’alcool présent et de la présence d’un acide général

permettant de protoner le nucléophile ainsi libéré.

Apres toutes ces études effectuées avec différents types de composés pouvant
agir comme substrat accepteur, il semble peu probable que la GGT puisse réagir avec
d’autres substrats accepteurs que les acides aminés au niveau physiologique. Les
résultats obtenus au cours de I’étude a I’aide des dérivés de la L-méthionine peuvent
cependant nous aider a déterminer le rdle exact de la GGT au niveau physiologique.
En effet, certains auteurs pensent que la réaction principale de la GGT au pH
physiologique de 7,4 est ’hydrolyse”. Cependant, cette étude a été effectuée
seulement en présence de la L-méthionine comme substrat accepteur, alors que
plusieurs autres acides aminés sont présents au niveau du rein et a de plus hautes
concentrations que celles utilisées dans 1’étude. Certains ont proposé qu’a pH 7.4.
intermédiaire acyl-enzyme pouvait étre dégradé aussi efficacement par hydrolyse ou
par aminolyse et qu’a pH 8,0, I’aminolyse était la réaction prédominante®. Au cours

de notre étude présentée ici, la constante de partage (Ki,») a été utilisée afin de
déterminer les valeurs de k., /K, . La constante de partage est définie comme la

concentration de nucléophile nécessaire afin d’obtenir une vitesse d’hydrolyse égale
a la vitesse d’aminolyse'?®. Ainsi, plus la valeur de la constante de partage est faible,

plus le nucléophile est efficace pour réaliser ’aminolyse. Les valeurs de constante de
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partage obtenues au cours de notre étude vont de 1,21 mM (pour le composé
L-méthioninamide (19f)) a 4,99 mM (pour le composé L-méthionyl(2,2,2-
trifluoroéthylamide (19a)). Le composé 19f posséde un pK, de 7,50, ce qui constitue
la valeur la plus prés de celles des acides aminés (pK, environ de 9,2°) pouvant agir
comme substrat accepteur au niveau physiologique. Sachant que la concentration des
divers acides aminés au niveau du rein est de 3,11 mM*, il est possible de penser que
cette concentration est au-deld de la constante de partage, donc la réaction
d’aminolyse (de transpeptidation) serait la réaction la plus efficace au niveau

physiologique.

Ces études ont donc permis de préciser pour la premiére fois le mécanisme de
la désacylation par aminolyse de la GGT. Cependant, plusieurs points demeurent a
€claircir, notamment la nature de la base générale pouvant agir au niveau de la
déprotonation du substrat accepteur et celle du nucléophile présent dans les GGT de
mammiferes. En effet, il a déja été démontré que les résidus Glu-108 et His-383
pourraient jouer un rdle dans la déprotonation du substrat accepteur, mais peu
d’informations sont disponibles a ce niveau (voir la section 1.1.6.2). Au niveau du
nucléophile, la thréonine 381, conservée chez toutes les espéces de GGT, est le
nucléophile dans la GGT de E. coli™. 1l est possible de croire que ce résidu joue
également ce role dans la GGT de mammifére. Afin de préciser le role de ces résidus
et trouver d’autres résidus pouvant étre impliqués dans ce mécanisme, il est
nécessaire de posséder une source de GGT recombinante permettant la mutation de
certains résidus et la cristallisation de I’enzyme. Ce sujet sera discuté au cours du

prochain chapitre.

Les résultats de ces travaux ont été¢ publiés dans un article du journal

Biochemistry'?.



CHAPITRE 4

Expression et purification de la GGT
humaine dans la levure Pichia pastoris
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4.1 Introduction

Dans les chapitres précédents, la y-glutamyltranspeptidase a été étudiée en
détail au niveau mécanistique. En effet, plusieurs informations sont maintenant
connues au niveau de 1’étape limitante des réactions d’acylation et de désacylation, ce
qui a permis de proposer un réle pour la GGT au niveau physiologique. Cependant,
beaucoup de données manquent quant & la structure de I’enzyme. Par exemple,
aucune structure cristalline a basse résolution de la GGT n’est disponible, malgré

. . . 59.60
I’obtention de cristaux par certains chercheurs™ .

De plus, dans le mécanisme
catalytique proposé, des acides aminés jouent le role d’acide/base général, mais la
nature de ceux-ci n’est pas encore connue, notamment pour les GGT de mammifére.
Afin d’obtenir plus d’informations a ces niveaux, une grande quantit¢é de GGT
pouvant étre modifiée par mutagénése dirigée doit étre disponible pour permettre des
€tudes de cristallographie. Plusieurs types de GGT ont été purifiés dans différents

systemes.

4.1.1 Purification de GGT endogéne

Pour débuter, la GGT de mammifére a été depuis longtemps purifiée a partir
de certains organes. C’est le cas notamment de la GGT de rein de rat, enzyme la plus
étudiée dans la littérature’. 1 s’agit également de la source de GGT utilisée dans les
études effectuées dans les chapitres précédents. Le Schéma 14 représente les

21,83,128

différents protocoles possibles pour purifier cette enzyme . Des variantes de ce

protocole sont généralement faites lorsque la GGT d’autres mammiféres est purifiée.



96

ces .- Membrane cellulaire
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Schéma 14. Protocole de ;)uriﬁcation de la GGT de rein de rat par clivage a la
papaine ou par détergent’®’. Les acides aminés de |’ancre transmembranaire sont
représentés par un code a une lettre’.

Les reins, frais ou congelés'?®, sont coupés en deux, puis la médulla, le centre

du rein, est enlevé. En effet, il a déja été¢ démontré que la GGT se retrouve dans le

9

.12 . T - . )
cortex du rein ~°. Par la suite, des homogénéisations et une série de centrifugations

permettent d’obtenir une suspension de membranes contenant de la GGT'. 1l est
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important de se rappeler que la GGT de mammifére est une enzyme
transmembranaire dont la grande sous-unité est rattachée par une ancre hydrophobe a
la membrane. Par la suite, deux protocoles de purification existent. Le premier (voie
en noir, Schéma 14) consiste a utiliser la papaine, une protéase a cystéine bien
connue, qui clive la GGT au niveau de cette ancre, de maniére & la libérer des

membranes'.

130,131

Il a été démontré que ce clivage n’affecte en rien I’activité de
I’enzyme Cependant, la papaine est une enzyme peu spécifique, ce qui peut
mener a un clivage de I’ancre transmembranaire aprés la thréonine en position 29 ou
apreés la sérine en position 30, mais ceci ne modifie pas la catalyse effectuée par
’enzyme!®. L’autre protocole (voie en blanc, Schéma 14) consiste & utiliser un
détergent, généralement du Triton X-100, afin d’extraire I’enzyme de la membrane.
Le Triton X-100 est un détergent non ionique formé d’une partie hydrophile et d’une
partie hydrophobe qui réussit bien a stabiliser les résidus hydrophobes formant
I’ancre transmembranaire'’'. Ceci est cependant effectué avec toutes les protéines

membranaires présentes.

Par la suite, une purification exhaustive de I’enzyme est nécessaire. Dans le
cas de I’enzyme obtenue a la suite du clivage a la papaine, une précipitation des
protéines présentes avec du sulfate d’ammonium ((NH4);SO,), puis une
chromatographie d’exclusion de taille, permettent d’obtenir de la GGT pure avec une
activité spécifique d’environ 840 U/mg et un rendement de 52 %", ce qui correspond

. C . 2
bien aux valeurs obtenues dans la littérature”!

. Dans le cas de la voie utilisant le
détergent, la purification est effectuée par chromatographie échangeuse d’ions, puis
par chromatographie d’affinité grace aux sucres présents sur la GGT. Ceci permet
d’obtenir de la GGT avec une activité spécifique de 652 U/mg et un rendement de
16 %" Cependant, lorsque ce protocole est utilisé, le détergent est toujours présent
avec |’enzyme, ce qui peut interférer dans les études cinétiques effectuées''. 1 doit
toujours y avoir un peu de détergent dans les tampons utilisés afin de solubiliser
’enzyme. De plus, I'utilisation de détergent rend la purification de la GGT moins

efficace, tant au niveau du rendement que de I’activité spécifique de ’enzyme, par

comparaison avec le protocole utilisant la papaine®’. Il est également possible de
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cliver I’ancre transmembranaire de la protéine purifiée afin de donner une forme

d’enzyme exempte de traces de détergents.

Le protocole utilisant la papaine a été utilisé dans toutes les purifications de
GGT effectuées dans notre laboratoire. Une masse d’environ 30 g de reins de rat
(correspondant a environ 25-30 reins de rat) a été¢ nécessaire pour obtenir, apres 3
jours de purification, environ 1,5 mg d’enzyme®. Cette quantité est suffisante pour
effectuer des études cinétiques, mais ne permet pas de réaliser aisément des études en
état pré-stationnaire (mélangeur a inhibition rapide, mélangeur a flux arrété, voir le
Chapitre 2), ni des études de cristallisation. De plus, puisque I’enzyme est purifiée a
partir de I’organe, ’accés aux techniques de mutagénése dirigée est impossible.
Enfin, il existe une grande hétérogénéité au niveau des sucres présents sur I’enzyme,
ce qui donne plusieurs isoenzymes d’activité assez similaire'’. 1l est donc nécessaire

de se tourner vers d’autres techniques permettant de combler ces lacunes.

Des chercheurs ont voulu étudier la GGT de la bactérie E. coli. En effet, les
bactéries croissent assez rapidement, ce qui permet un accés rapide a une grande
quantité d’enzyme de maniére peu onéreuse. De plus, les bactéries ne possédent pas
la machinerie nécessaire pour incorporer des sucres sur I’enzyme, ce qui diminue
I’hétérogénéité de I’enzyme obtenue’. Enfin, la GGT de la souche E. coli K-12 est
soluble (aucune ancre transmembranaire n’est présente), ce qui facilite grandement la
purification de ’enzyme"’. Des chercheurs ont donc tenté de purifier la GGT de la
bactérie E. coli K-12 qui posséde environ 31 % d’identité avec la GGT de

mammifére (voir Tableau II).

Le protocole utilisé au cours de la purification est un peu différent de celui de
la GGT de mammifére, dii & I’absence de 1’ancre transmembranaire. Le bris de la
membrane des bactéries a été effectué avec le lysozyme'. Ensuite, la GGT ainsi
libérée avec d’autres enzymes a été précipitée avec du sulfate d’ammonium, puis cinq
¢tapes de purification par chromatographie (échangeuse d’ions, exclusion de taille,

pH. etc) ont dii étre effectuées’. Malheureusement, ces nombreuses €tapes se sont
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soldées par I’obtention d’une enzyme pure, mais avec une activité spécifique de 1,40
U/mg. La différence est donc assez grande comparativement a [’activité spécifique
obtenue pour la GGT de mammifére. Au niveau du rendement, une quantité
d’environ 60 mg de cette enzyme a pu étre isolée, mais ceci provient de 250 L de
culture et en utilisant un fermenteur*. Cependant, cet instrument n’est pas présent
dans tous les laboratoires effectuant de la biologie moléculaire. Enfin, des études
cinétiques ont été réalisées avec cette enzyme. Il semble que celle-ci ne puisse pas
effectuer I’étape de transpeptidation en présence de substrats accepteurs, mais
seulement I’étape d’hydrolyse, ce qui est montré par les constantes cinétiques
obtenues pour divers substrats donneurs®. Cette source d’enzyme ne constitue donc
pas un bon modéle pour I’étape de désacylation, mais elle a tout de méme permis
d’obtenir des cristaux avec une faible résolution donnant des informations générales

quant a la position d’hélices a et de feuillets [359’60.

Il est ensuite possible de passer a un autre systéme afin de pouvoir isoler en
grande quantité de la GGT. Plusieurs souches de la levure S. cerevisiae possédent de
la GGT"2 La GGT de cet organisme posséde une ancre transmembranaire et est
située dans les vacuoles®. Des chercheurs ont réussi a purifier les vacuoles d’une
souche de levure de S. cerevisiae pour obtenir une activité spécifique de 0,013 U/mg,
ce qui est trés faible'’. Cependant, cette GGT était toujours liée a la membrane, ce
qui peut expliquer cette valeur. Cette enzyme semble étre impliquée dans le transport
vacuolaire du glutathion, mais aucune mention n’est faite quant a la possibilité de
liaison de substrats accepteurs, donc de la présence d’activité transpeptidaseG. Ce
systtme ne permet donc pas d’obtenir de la GGT en grande quantité et plusieurs

incertitudes demeurent quant aux réactions catalysées.

Les protocoles de purification décrits plus haut permettent donc d’obtenir de
la GGT en grande quantité dans certains cas, mais des problémes d’activité
spécifique sont présents. De plus, il est tres difficile de modifier la protéine produite
par mutagénese dirigée. Il faut alors se tourner vers un systéme permettant de

produire de ’enzyme facilement et efficacement de maniére recombinante.
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4.1.2 Purification de GGT recombinante

L’une des méthodes les plus fréquemment utilisées maintenant dans le
domaine de ’enzymologie est d’exprimer une enzyme d’un organisme dans un autre
organisme propice a la production de protéines recombinantes. Par exemple,
plusieurs enzymes de mammiféres sont exprimées dans des cellules de bactéries, puis
puriﬁées133 . L’enzyme recombinante est généralement obtenue en grande quantité et
sans grand probléme de purification. De plus, I’absence de glycosylation dans les
bactéries peut s’avérer un avantage’. La GGT provenant de différents organismes a
été exprimée dans plusieurs systémes. Le Tableau XIV fait un résumé des résultats

obtenus qui seront expliqués un peu plus loin.

Tableau XIV. Résumé de I’expression de GGT recombinante effectuée dans
différents systémes dans la littérature.

GGT provenant de Systéeme Activité spécifique  Activité obtenue
... d’expression utilisé (U/mg) U)
E. coli K-12"* E. coli K-12 mutée Active -t
H. pylori'® E. coli 0,22
Rein de rat'* E. coli 0,054 11
Rein de rat'?’ S. cerevisiae 0,25 2,0
Humain'**' Cellules V79 157", 1100
Humain® Cellules COS 3,6
Humain'*' Cellules $21 130 440" 158

*Aucune donnée n’est indiquée a ce niveau dans la référence citée.

Quelques définitions sont nécessaires afin de bien comprendre ce tableau.
L’activité spécifique correspond & la quantité d’enzyme nécessaire pour libérer une
umol de p-nitroaniline du substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide par min et par
mg d’enzyme & 37 °C dans les conditions indiquées dans la littérature'. 11 s’agit
donc d’une mesure d’efficacité et de pureté de I’enzyme. L’activité, quant 4 elle, est

la valeur de I’activit¢ spécifique multipliée par la quantité, en milligramme,
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d’enzyme présente. Cela représente donc la quantité d’enzyme pouvant étre obtenue
par un systtme. Un systéme permettant d’obtenir un grand nombre d’unités

d’enzyme avec une activité spécifique élevée sera préférable.

Des chercheurs ont donc tenté d’obtenir de la GGT de la bactérie E. coli K-12
en plus grande quantité et avec une activité spécifique élevée. Ils ont utilisé une
souche de bactérie E. coli K-12 dans laquelle ils ont enlevé le géne de la GGT déja
présent afin d’obtenir une souche de bactéries mutées'**. Par la suite, un plasmide
(un bout circulaire d’ADN double brin) contenant le géne de la GGT d’E. coli K-12 a
été inséré dans les bactéries K-12 mutées. Cette transformation des bactéries a
permis de restaurer ’activité de la GGT''. Ainsi, le plasmide inséré dans la bactérie
peut contenir le géne de la GGT ou une modification de celui-ci, donnant acces a des
mutants de cette enzyme et a une foule d’informations utiles concernant son
mécanisme. De plus, il est possible, avec cette technique, de surexprimer I’enzyme
grace a |’induction, au moment désiré, de la GGT. Ainsi, un contrdle quant a
’expression de I’enzyme est possible, ce qui offre beaucoup plus de flexibilité que la

purification directe de I’enzyme & partir de la bactérie E. coli de type sauvage.

Ce systéme a donc permis d’obtenir de la GGT active. Cependant, plusieurs
études effectuées dans ce domaine ne donnent aucune valeur précise quant au
rendement de la purification. De plus, les tests d’activité sont souvent réalisés de
manieres différentes, ce qui empéche la bonne comparaison entre les systemes. Par
exemple, il est reporté que la transformation de la bactérie E. coli K-12 par un
plasmide contenant la séquence de la GGT de E. coli a permis d’obtenir une enzyme
active'*2. Cependant, aucune valeur numérique n’est donnée. De plus, le test
d’activité est effectué¢ a un pH de 8,73, ce qui est bien différent des conditions

normalement utilisées dans les autres articles'’

. Cependant, la force de ce travail,
quoique moins complet au niveau de la purification de I’enzyme, a été d’étudier
’auto-activation de la GGT. En effet, la GGT est une enzyme formée de deux sous-
unités de masses différentes qui proviennent d’un seul précurseur’. La mutation de

résidus importants dans cette réaction est alors possible. Malgré I’absence de valeurs
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absolues pour I’activité, il a été possible de voir des valeurs relatives pour 1’activité
spécifique des différents mutants et de connaitre la nature des acides aminés pouvant

2

jouer un réle dans cette réaction'*>. Ce travail a été poursuivi afin de proposer un

— . o gr 8l
mécanisme plausible pour cette réaction” .

La GGT recombinante de la bactérie H. pylori a également été obtenue'”. En
effet, encore une fois, la GGT peut étre purifiée directement de la bactérie H. pylori,
mais il est alors impossible d’effectuer des mutations de la séquence d’ADN. Alors,
le géne codant pour ’enzyme a été placé dans un plasmide pour étre transformé dans
une souche de bactéries E. coli. Cependant, la encore, une faible activité spécifique
de 0,22 U/mg de protéine a été obtenue et aucune mention n’est faite par rapport au
rendement de I’enzyme aprés la purification. De plus, aucune indication n’est

donnée quant aux réactions catalysées par cette enzyme recombinante.

Des chercheurs ont tenté d’exprimer de la GGT de rein de rat dans les

136

bactéries E. coli Ceci offre beaucoup de possibilités quant a la grande quantité

éventuelle de protéine déglycosylée de mammifere pouvant étre obtenue de ce
systtme. Cependant, seul le précurseur de la GGT, trés peu actif, a pu étre détecté.
Celui-ci posséde une activité spécifique de 0,054 U/mg et une quantité de 12 U
d’enzyme a été obtenue a partir d’un litre de culture. Il semble donc que
’auto-activation de la GGT, menant & une forme d’enzyme active, ne soit pas
possible dans ce systéme. Ainsi, la quantité d’enzyme obtenue est assez grande, mais
il s’agit du précurseur, et non de I’enzyme active normalement obtenue a partir d’une
purification des reins de rat, ce qui est moins intéressant au niveau des études

mécanistiques possibles.

Puisque le systéme bactérien semble causer des problémes au niveau de
Pauto-activation de la GGT, un systéme plus complexe permettant de faire des
modifications post-traductionnelles, notamment la glycosylation, a été utilisé"*”. Les
levures, des eucaryotes simples, sont capables de les réaliser. La levure S. cerevisiae,

communément appelée la levure du boulanger'®, a servi d’héte pour le géne de GGT
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de rein de rat. La GGT recombinante obtenue dans ce systéme a été auto-activée
pour former les deux sous-unités normalement présentes. De plus, cette enzyme est
capable d’effectuer de la transpeptidation. Cependant, une activité spécifique faible
de 0,25 U/mg a été obtenue et une quantité de 2 U peut étre purifiée a partir d’un litre
de culture. De plus, les conditions utilisées pour déterminer I’activité spécifique de la
GGT different. En effet, le substrat donneur utilisé est le L-y-glutamyl-3-carboxy-p-
nitroanilide, reconnu pour étre plus soluble que le L-y-glutamyl-p-nitroanilide, qui
posséde des propriétés cinétiques similaires, mais ce premier n’a pas été trés
étudi¢'**. Il s’agit tout de méme d’une amélioration importante par rapport au

systéme bactérien, mais des modifications doivent étre apportées.

Un systéme d’expression dans les cellules V79 a également été fait'**'*. Les
cellules V79 sont des fibroblastes de poumon de hamsters et permettent 1’insertion
d’un géne dans leur génome, ce qui assure une production stable et constante de la
protéine d’intérét. Les cellules V79 ont donc été transfectées (et non transformées,
lorsqu’il s’agit de cellules de mammifére) avec un plasmide contenant le géne de la
GGT humaine. Une purification utilisant la papaine et une colonne de
chromatographie échangeuse d’ions a permis d’obtenir de la GGT recombinante
ayant une activité spécifique de 157 U/mg'*®. L’utilisation d’autres étapes de
purification de chromatographie a permis d’obtenir une activité spécifique de 1100
U/mg'®. Cette enzyme, sous forme hétérodimérique, est également capable de faire
de la transpeptidation. Ce systéme s’avére donc 1’un des plus avantageux, mais il
nécessite 1’établissement de lignées de cellules stables contenant le géne de la GGT,
ce qui est assez laborieux, surtout si une banque de mutants de la protéine est
geénérée. Un dérivé de ce systeme a été fait dans les cellules CHO (cellules
ovariennes de hamster chinois) par le méme groupe'®. Cette lignée stable serait plus
facile a manipuler que les cellules V79. Les résultats préliminaires semblent indiquer
que de la GGT recombinante humaine est obtenue, mais aucune donnée n’est
indiquée. Toutefois, le temps requis a 1’établissement de ce type de cellule demeure

tout de méme assez grand.
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Des cellules COS ont également été transfectées avec un plasmide contenant
le géne de la GGT humaine. Les cellules COS sont dérivées de cellules de singe
modifiées par un virus'*®. Dans ce cas, au cours de la transfection, aucune insertion
ne s’est faite dans leur génome, ce qui donne une expression appelée transitoire. Il
est beaucoup plus aisé d’établir ce type de lignée cellulaire par rapport & une
expression stable. Cependant, les cellules vont perdre, dii a I’absence de pression
sélective au cours des divisions cellulaires, le plasmide inséré, alors le travail devra
étre recommencé’. Une enzyme active avec 3,6 U/mg a été obtenue, mais elle est
toujours attachée aux membranes®®. Aucun rendement n’a été donné dans Iarticle.
Alors, il ne s’agit pas d’une trés bonne technique pour obtenir de la GGT en grande
quantité a long terme puisqu’il ne sera pas possible de conserver longtemps la souche

transfectée.

Enfin, la GGT recombinante a été obtenue dans des cellules d’insectes'*°. Les
cellules d’insectes SO (ou Sf21) effectuent les modifications post-traductionnelles
généralement présentes chez les mammiferes. Elles sont infectées par des
baculovirus contenant le géne de la GGT humaine. Ce type de manipulations a
permis d’obtenir de la GGT, toujours liée aux membranes, possédant une activité
spécifique de 13 U/mg. Cette valeur a été améliorée par un autre groupe de
recherche grace a la purification de I’enzyme par chromatographie (hydroxylapatite,
isoélectrique et exclusion de taille), ce qui a donné une activité spécifique de
440 U/mg et un rendement de 0,36 mg pour 2 x 10® cellules d’insecte. Ce systéme
permet donc d’obtenir de la GGT active en assez bonne quantité pour le nombre de
cellules d’insectes utilisées. Cependant, il s’agit d’une technique longue, nécessitant
I’établissement des baculovirus contenant le géne de la GGT, un nombre assez élevé
de cellules qui, malheureusement, croissent lentement (une nouvelle génération a

147

chaque 18-24 heures '), des précautions quant a la possible contamination des

milieux de culture, etc. Cette technique est également trés onéreuse au niveau du

milieu de culture a utiliser.
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Les techniques énumérées ici ont donc permis d’obtenir de la GGT
recombinante. Cependant, I’activité spécifique n’est pas toujours trés grande, une
purification exhaustive n’a pas été effectuée, le rendement est parfois faible, etc. Il
est donc nécessaire de trouver un systeme permettant de combler ces lacunes. Depuis
quelques années, un systéme d’expression utilisant la levure Pichia pastoris a été de
plus en plus utilisé pour diverses protéines'*®'**. Les avantages de cette derniére sont
nombreux. La levure P. pastoris est un eucaryote unicellulaire capable de faire des

modifications post-traductionnelles similaires aux eucaryotes plus complexes, telles
0

I’activation de protéines, un repliement efficace de celles-ci et leur glycosylation"
De plus, puisqu’il s’agit d’un organisme unicellulaire, il est aussi facile de le
manipuler que les bactéries et peut étre utilisé a forte densité dans un fermenteur.
Leur manipulation est beaucoup plus facile et moins chére que les cellules de
mammifére et leur temps de génération est assez court (environ 2 heures). Enfin, il

est reconnu que la quantité de protéine recombinante obtenue est 10 a 100 fois plus
8

.. ,e .. 14
grande que dans la levure S. cerevisiae, selon les protéines exprimées

L’une des caractéristiques de cette levure est sa capacité a métaboliser du
méthanol comme seule source de carbone, ce qui en fait une levure
méthylotrophique'®.  Afin d’y arriver, une enzyme appelée oxydase d’alcool
(AOXI1) est formée en grande quantité par la levure. L’expression de cette enzyme
est sous le contrdle d’une petite séquence d’ADN appelée un promoteur. Selon les
constituants du milieu de culture (présence de méthanol ou d’un sucre), il y aura
expression ou non de cette protéine. Ainsi, il est possible de placer un géne d’intérét
aprés ce promoteur qui sera sous le méme type de contréle que I’enzyme AOXI.

Cette caractéristique permettra d’induire I’expression de GGT par cette levure au

moment désiré.

Pour toutes ces raisons, il est possible de croire qu’une bonne quantité de
GGT humaine recombinante pourrait étre obtenue au moment désiré dans un systéme
utilisant la levure P. pastoris. De plus, le géne de la GGT pourrait étre préalablement

modifi€ afin de produire une enzyme exempte d’ancre transmembranaire, sécrétée
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dans le milieu de culture par la levure et liée a six histidines et a un épitope c-myc
(série de 10 acides aminés spécifiques) a la position C-terminale afin de faciliter sa
purification par rapport aux autres systémes d’expression déja existants. Cependant,
plusieurs étapes sont a franchir avant d’atteindre cet objectif et il est nécessaire de
vérifier les caractéristiques de cette enzyme modifiée. Le Tableau XV contient les

différentes expériences a réaliser pour obtenir de la GGT recombinante.

Tableau XV. Liste des différentes étapes a franchir afin de mettre au point un

nouveau systéme d’expression de GGT humaine recombinante dans la levure
P. pastoris

Section Etapes a réaliser

4.2.1 Clonage du géne de la GGT humaine dans un plasmide et
transformation des bactéries E. coli

422 Linéarisation du plasmide purifié et transformation des levures
P. pastoris

423 Purification de I’ADN génomique et vérification de I’intégration
du géne

424 Vérification de I’expression de la GGT dans P. pastoris

4.2.5 Optimisation des conditions d’expression de la GGT

4.2.6 Purification de la GGT humaine recombinante

4.2.7 Caractérisation de la GGT humaine recombinante

Chacune de ces étapes sera décrite dans les sections suivantes et les résultats

obtenus seront discutés en détail.
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4.2 Résultats

4.2.1 Clonage du géne de la GGT humaine dans un plasmide et
transformation des bactéries E. coli

Pour débuter, il est nécessaire de fabriquer un plasmide contenant le géne de
la GGT humaine. En effet, ce plasmide pourra ensuite étre introduit dans la levure
P. pastoris qui se mettra, alors, a exprimer la GGT. Cependant, il faut
Judicieusement choisir le plasmide a utiliser et faire les modifications nécessaires au
géne de la GGT afin d’obtenir I’enzyme désirée a la fin. Dans notre cas, la GGT
voulue n’aurait pas d’ancre transmembranaire, serait sécrétée et posséderait une série
de six histidines a la fin de la petite sous-unité. L’absence de I’ancre permettrait de
mieux purifier ’enzyme en évitant de la cliver par protéolyse. Ensuite, I’enzyme
pourrait étre sécrétée dans le milieu de culture par la levure, au lieu d’étre
intracellulaire, grace a un facteur de sécrétion, ce qui rendrait les manipulations
subséquentes plus faciles pour isoler I’enzyme. Enfin, la présence de six histidines
(communément appelé « His-tag ») a la position C-terminale de I’enzyme en permet
une purification efficace. En effet, il est possible d’utiliser ces acides aminés afin
d’effectuer une purification par chromatographie d’affinité. Ces six histidines
peuvent se lier facilement a des atomes de nickel fixés a une matrice, éliminant ainsi
beaucoup d’impuretés provenant des levures. Le mode de fonctionnement de ce type

de chromatographie sera expliqué a la section 4.2.6.

Le plasmide choisi pouvant répondre a tous les besoins est le pPICZoA de la

compagnie Invitrogen. Les éléments principaux le constituant se retrouvent a la
Figure 20"
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Figure 20. Caractéristiques du plasmide pPICZaA commercia

Comme il a déja été dit plus t6t, un plasmide est un double brin circulaire
d’ADN. Celui présenté a la Figure 20 peut étre introduit dans certaines bactéries et
levures selon diverses techniques. Il posséde plusieurs éléments importants
permettant sa réplication dans la bactérie. Ceux-ci ne seront pas tous expliqués et
certains le seront plus en détail dans d’autres sections. Pour commencer, le plasmide
pPICZaA contient un bout d’ADN appelé 5° AOX! représenté sous forme de fléche.
Comme il a été expliqué plus tot, I’enzyme AOX1 permet de métaboliser le méthanol
présent dans le milieu de culture des levures P. pastoris. La forme de fléche indique
qu’il s’agit du bout d’ADN correspondant au promoteur, régulant 1’expression, pour
cette enzyme encodée dans I"’ADN génomique de la levure. Lorsque ce plasmide va
étre introduit dans P. pastoris, il y aura intégration de cet ADN dans le génome de la
levure. Cependant, il faut s’assurer que cette insertion se fasse au bon endroit et cette

séquence permettra de nous en assurer. Le processus d’insertion du plasmide sera
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Dans I’agrandissement du plasmide, il existe une séquence appelée
« facteur a ». II s’agit d’une séquence d’ADN de 266 paires de bases codant pour un
peptide qui sera ajouté a la GGT exprimée. Celui-ci sert a diriger I’endroit ou se
retrouvera la protéine recombinante lorsqu’elle sera exprimée par la levure. Le
facteur o est reconnu pour permettre la sécrétion de la protéine dans le milieu
extracellulaire, ce qui facilitera la purification de la GGT'*. La levure P. pastoris
possede I’enzyme nécessaire pour cliver ce peptide afin qu’il ne se retrouve pas a la

0

fin sur la protéine recombinante'”®. A la suite de ce facteur o se retrouve une série

d’abréviations formées de quelques lettres et de chiffres romains et correspondent a
des enzymes de restriction, capables de reconnaitre une séquence bien précise
d’ADN et de la cliver. Ces enzymes servent a cliver I’ADN du plasmide a un endroit
bien spécifique afin d’y insérer le géne de la GGT humaine. Ensuite, une séquence
d’ADN appelée épitope c-myc est présente. Cette séquence code pour une série de 10
acides aminés qui se retrouveront a I’extrémité C-terminale de la protéine. Il est
possible de détecter cette séquence spécifique grice a des anticorps, ce qui permet
d’identifier la protéine recombinante parmi d’autres protéines provenant de la levure
qui ne possedent pas cette particularité. Enfin, dans cet agrandissement, se retrouve
une séquence d’ADN correspondant a la série de six histidines (« His-tag »), ce qui
facilitera la purification. Une série de nucléotides correspondant a un codon « stop »

délimite la fin de la séquence d’ADN de la GGT humaine.

Ensuite, une séquence d’ADN de 347 paires de bases code pour une enzyme
conférant une résistance a |’antibiotique Zeocin. Les bactéries E. coli et les levures
P. pastoris ne sont pas naturellement résistantes a cet antibiotique. Ainsi, si le
plasmide est bel et bien introduit dans ces organismes, ceux-ci deviendront résistants
sur des milieux contenant cet antibiotique, ce qui constitue une technique de sélection
des transformants. De plus, le fait de pouvoir étre utilisé avec des bactéries et des
levures €vite I’achat de plusieurs antibiotiques différents. Cependant, cet antibiotique
est trés sensible a la lumiére et ne doit pas étre utilisé dans des milieux trop riches en

sels et & tous les pH"".
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Ce plasmide correspond donc bien a tous les critéres pour I’expression de la
GGT humaine. Le Schéma 15 représente les différentes étapes nécessaires afin de

pouvoir construire ce plasmide.

— . EcoRI Notl
GGT humaine GAATTC GCGGECGE
1 Réaction de PCR GGT humaine
— +
EcoRI
N\ Noil
— Amorces pour la PCR

1) Digestion
enzymatique
EcoRI/Notl

2) Ligaturation

EcoRI
GGT humaine
tronquée

/Q Transformation
i “ : — Notl
Plasmide pPICZaA-hGGTA

pPICZaA-hGGTA

~—

Bactérie E. coli

Schéma 15. Etapes a suivre pour effectuer le sous-clonage de la GGT tronquée dans
le plasmide pPICZa.A et la transformation dans les bactéries E. coli.

Le groupe de N. Taniguchi du Japon nous a gracieusement envoyé le

plasmide pVL1392-hGGT contenant le géne de la GGT humaine provenant du foie

14,152

d’un feetus Ce plasmide a ét¢ utilisé pour exprimer la GGT dans des cellules

d’insectes. Il est nécessaire d’amplifier le géne de la GGT humaine afin de pouvoir
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I’insérer dans le plasmide pPICZaA. Ceci peut étre réalisé par une réaction de
polymérisation en chaine (PCR), ou une matrice d’ADN est amplifiée environ 2%
fois (selon le nombre de cycles théoriquement, mais moins en pratique) grace a
I’utilisation de deux amorces d’ADN ayant une séquence spécifique partiellement
complémentaire a chaque extrémité de la séquence désirée, des nucléotides (ANTP)
en grande quantité et une ADN polymérase thermorésistante'’ 3. Ainsi, la séquence
d’ADN amplifiée obtenue possédera a chaque extrémité les amorces utilisées et
pourra étre insérée dans le plasmide voulu. Cependant, il est nécessaire de bien
choisir les amorces. En effet, nous ne voulons plus de la séquence d’ADN
correspondant 4 I’ancre transmembranaire. De plus, des enzymes de restriction
devront étre utilisées afin de cliver a un seul endroit le plasmide pPICZaA pour y
insérer le géne tronqué de la GGT préalablement digéré, mais une incompatibilité des

enzymes est présente entre ce plasmide et le pVL1392-hGGT.

Ainsi, il est nécessaire d’insérer, dans les amorces a utiliser pour effectuer la
réaction de PCR, des séquences d’ADN correspondant au site de clivage des deux
enzymes de restriction (EcoRI et NotI), tel qu’indiqué au Schéma 15. Les amorces

choisies sont représentées a la Figure 21.

&
A 2 F
morce Ry
3'CCC CTC GGA CGG CCG ATG &
5' . TGG CTG CCC TCA GCC TCC AAG GAACCT ... .. GGG GAG CCT GCC GGC TACTGA GTG ... 3' GGT
Itp Leu Pro Ser Ala Ser Lys Glu Pro.. ..Gly Glu Pro Ala Gly Tyr Stop
J'C/IO
ule Amorce |
404
d

\]7‘0 '
TCA GCC TCC AAGGAACCT 3

3' .. ACC GAC GGG AGT CGG AGG TTCCTT GGA ... ... CCC CTC GGA CGG CCG ATG ACT CAC ... &'

Figure 21. Séquence d’ADN de la GGT humaine et séquence des amorces utilisées
au cours de la réaction de PCR. Les bases azotées soulignées correspondent aux sites
de restriction EcoRI (Amorce 1) et NotI (Amorce 2).
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Il a donc été décidé que la premiére amorce contiendrait un site de
reconnaissance pour I’enzyme de restriction EcoRI et qu’elle se lierait a la séquence
d’ADN correspondant au résidu sérine 27 du géne de la GGT humaine, éliminant
ainsi la séquence d’ADN correspondant a I’ancre transmembranaire. Une GGT

tronquée débutant avec ce résidu a déja été obtenue avec succeés dans des cellules

d’insectes 130,

La deuxiéme amorce est, quant a elle, formée par le site de
reconnaissance de ’enzyme de restriction Notl qui se lierait 8 ’ADN correspondant
au dernier acide aminé de la GGT, le résidu tyrosine 569. De cette fagon, le codon
« stop » servant a arréter la traduction de I’ARN ne serait pas celui provenant du géne
de la GGT, mais bien celui du plasmide situé¢ apres le « His-tag » (voir Figure 20).
Ces deux sites pour les enzymes de restriction se retrouvent dans le plasmide
pPICZaA, ce qui permettra d’introduire I’ADN du géne de la GGT, donc faire un
sous-clonage, dans ce plasmide. Il aurait été possible de choisir les séquences des
amorces afin d’utiliser seulement une enzyme de restriction lors du sous-clonage,

mais la ligaturation dans le plasmide pPICZaA pourrait alors se faire dans les deux

orientations. L’utilisation de deux enzymes de restriction permet de s’assurer de la

direction de ’insertion.

La réaction de PCR a donc bien été effectuée avec les deux amorces décrites
plus haut selon le protocole décrit au chapitre 6. Cette réaction a été effectuée avec la
Vent DNA Polymerase, une ADN polymérase thermorésistante reconnue pour son
taux d’efficacité et de précision dans la duplication de ’ADN'**. Ceci a permis
d’obtenir un fragment d’ADN d’environ 1700 paires de bases correspondant au géne
de la GGT tronquée (hGGTA). Le gel d’agarose obtenu est montré a la Figure 22. A
toutes les températures testées au cours de l’amplification des brins d’ADN, le

fragment d’ ADN désiré a été obtenu, avec de meilleurs résultats a 56 °C.
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Figure 22. Gel d’agarose (1 %) de I’ADN obtenu a la suite de I’amplification par
réaction de PCR & différentes températures du gene de la GGT sans ancre
transmembranaire. Le puits 1 contient des fragments d’ADN ayant différents
nombres de nucléotides (en paires de bases (pb)) et les autres puits, I’ADN obtenu
par réaction a 50 °C (puits 2), 4 53,8 °C (puits 3), a 56 °C (puits 4) et a 60 °C (puits
5). Les détails expérimentaux sont donnés au chapitre 6.

Par la suite, il est nécessaire de prendre I’ADN ainsi obtenu et de le digérer
avec les enzymes de restriction EcoRI et Notl. La méme digestion est effectuée avec
le plasmide pPICZaA commercial. Ces fragments d’ADN ont ensuite été purifiés
sur gel d’agarose selon le protocole décrit au chapitre 6, puis utilisés dans une
ligaturation (selon différents ratios) afin d’obtenir le plasmide désiré pPICZaA-
hGGTA. La quantit¢ d’ADN a cette étape est bien insuffisante pour séquencer le
geéne et faire des expériences dans la levure. De plus, une réserve de ce plasmide est
nécessaire. Ce plasmide contenant le géne de la GGT tronquée a donc été introduit
dans des bactéries E. coli. Cette transformation peut étre effectuée de différentes
fagons. Ici, une électroporation a permis de faire pénétrer I’ADN grace a un fort
courant électrique appliqué a des bactéries E. coli dont les parois sont déja tres
affaiblies. Ces bactéries nouvellement transformées ont ensuite été étalées sur une
boite de Petri contenant un milieu de culture et de I’antibiotique Zeocin. Ainsi,
seules les bactéries ayant le plasmide pPICZaA-hGGTA pourront croitre sur ce
milieu sélectif, ce qui a ét¢ obtenu avec succeés pour les différents ratios de

ligaturation testés sans différence appréciable entre eux.

Ceci a permis d’obtenir plusieurs colonies de bactéries possédant

possiblement le plasmide désiré. Il est maintenant nécessaire d’isoler ’ADN de
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quelques-unes de ces colonies et de vérifier si le géne de la GGT tronquée est bien
présent dans I’ADN du plasmide. En effet, il est toujours possible que ces colonies
soient des faux-positifs. Des colonies ont donc été prises au hasard et ont servi a
inoculer des tubes contenant un volume de 4 mL de milieu de culture LB et
I’antibiotique Zeocin permettant aux bactéries transformées de croitre. Ceci a été fait
pour une série de 12 colonies. Par la suite, I’ADN de ces bactéries a été purifi¢ selon
un protocole du chapitre 6 pour chacun des tubes et a été utilisé pour une analyse de
restriction. Ceci consiste & prendre une petite quantité d’ADN purifié, puis de le
digérer avec une enzyme de restriction donnée, donnant ainsi un ou plusieurs
fragments d’ADN ayant différents nombres de paires de bases. Ces nombres ne
seront pas les mémes si le géne de la GGT tronquée est présent ou non dans le
plasmide. Ces bandes sont ensuite séparées sur un gel d’agarose. Cette expérience a
été effectuée avec I’ADN des douze colonies isolées en utilisant ’enzyme de
restriction BamHI et en s’attendant a voir des bandes de 4289 et de 887 pb. Le

résultat obtenu est montré a la Figure 23.

Puts 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 1011 12 13 14

SRR «—— 4289 pb

<+— 887 pb

Figure 23. Gel d’agarose (1 %) de I’ADN de 12 colonies digérées avec I’enzyme de
restriction BamHI. Les premier et septiéme puits contiennent un marqueur de
fragments d’ADN contenant différents nombres de nucléotides (en paires de base
(pb)) et certaines bandes sont identifiées par des fleches a gauche. Les bandes
attendues de 4289 et 887 pb sont indiquées par des fléches a droite.
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De celles-ci, les bandes attendues sur le gel d’agarose ont €té observées de
maniére claire pour 10 des colonies, les deux autres (colonies 1 et 6) ayant des
bandes non spécifiques. Ainsi, il semble, de maniére qualitative, que toutes les
colonies contiendraient I’insert désiré, malgré le fait que deux colonies montrent des
clivages non spécifiques. Les bactéries provenant de I'une de ces colonies «
positives » ont servi a obtenir de plus grandes quantités d’ADN afin de pouvoir faire
le séquengage du geéne de la GGT. En effet, la réaction de PCR a pu incorporer des
mutations non désirées dans le géne. Ce séquengage a été effectué et a montré que la
séquence était intacte selon la séquence préalablement publiée pour la GGT

. 152 - . . .
humaine'>?. Les expériences peuvent donc étre poursuivies au niveau de la levure.

4.2.2 Linéarisation du plasmide purifié et transformation des
levures P. pastoris

Le plasmide contenant le géne de la GGT tronquée est maintenant disponible

en grande quantité. Il peut donc étre utilisé afin de transformer les levures. Les

principales étapes a effectuer sont représentées au Schéma 16.

Sacl
AN GGT tronquée ) ]
Digestion avec Sacl GGT tronquée
—> : :

ADN génomique @

Plasmide linéarisé

Transformation

P. pastoris X-33
ADN

de GGT
tronquée
incorpore

dans le
génome

P. pastorts X-33
transformée

Schéma 16. Etapes & suivre pour effectuer la transformation des levures P. pastoris
et I’intégration de I’ADN plasmidique dans leur génome'>°
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Contrairement aux bactéries ou la transformation est effectuée avec le
plasmide sous forme circulaire, il est nécessaire de linéariser le plasmide avant la
transformation des levures afin de permettre une insertion dans leur génome. Il

n’existe aucune séquence de réplication autonome sur le plasmide pPICZaA-

hGGTA, alors ’ADN du plasmide ne pourra pas étre répliqué par les enzymes de la

151,155

levure L’insertion est donc nécessaire a l’expression de la GGT. Ce

phénomene est réalisé selon ce qui est indiqué au Schéma 17.

GGT
tronquée
‘ Zeocin
5' Promoteur
AOX1 Insertion
AOX 1
_—* }— Génome de P. pastoris
5’ Promoteur
AOX1
AOX 1
——y— s ]
5' Promoteur GGT Zeocin 5 Promoteur
AOX1 tronquée AoX1

Schéma 17. Processus de recombinaison au niveau du promoteur 4OXI entre le
plasmide pPICZaA-hGGTA et le génome de P. pastoris' P!

Le processus de recombinaison est possible entre deux séquences identiques.
Dans ce cas-ci, la séquence du promoteur AOX! présente dans le plasmide (tel
qu’indiqué a la Figure 20) est identique a celle dans le génome de P. pastoris. Ainsi,
le clivage de I’ADN plasmidique dans cette région va aider a diriger I’insertion de ce

dernier a I’endroit désiré dans le génome. La Figure 20 montrait une région appelée
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AOXI1 TT. 1l s’agit d’une séquence similaire a la partie 3’ a la fin du géne codant
pour cette enzyme. Il serait également possible, en utilisant une enzyme de
restriction clivant dans cette région, d’y faire I’insertion du plasmide. L’insertion de
plusieurs plasmides 1’un 4 la suite de 1’autre peut étre réalisée durant ce processus, ce

qui va donner une souche de levure ayant plusieurs copies du plasmide menant a
150

I’expression d’une grande quantité d’enzyme, mais ce phénomeéne est plus rare

Il est également possible de voir une partie compléte du génome de

P. pastoris se faire remplacer par I’ADN du plasmide, comme il est indiqué au

Schéma 18.

Site 5' Promoteur Site

AOX1 0T

enzyme ronquée 3 a0y enzyme
AOX 1 3
Génome de P. pastons
5’ Promateur
AQX1
J/
S' Promateur
AOX1 6ot

tronquee 3 AOX1

_—‘_'L_______J_‘!___l'__—' Plasmide intégre

Schéma 18. Processus de recombinaison au niveau des régions 5’ promoteur AOX/
et 3’A0OX] menant au remplacement du géne 40X/ dans le génome de la levure
P. pastoris"®' par I’ADN plasmidique.

Dans ce cas-ci, une double recombinaison a lieu griace a la similarité des
séquences de la région 5’ du promoteur AOX1 et de la région en position 3 du géne
codant pour I’enzyme AOX/. Ceci méne au remplacement complet du géne A0X]
dans le génome de la levure P. pastoris par le plasmide pPICZaA-hGGTA. Cette
double recombinaison peut étre effectuée avec de ’ADN plasmidique linéaire ayant
été clivé par une enzyme de restriction précise présente a chaque extrémité de la

séquence d’ADN a intégrer au génome. Ce processus ne se réalise cependant pas
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avec la méme efficacité que I’insertion simple montrée au Schéma 17, alors certaines
techniques de transformation doivent étre utilisées pour y parvenir'*®. De plus, il est
plus difficile de déterminer quelle levure a bel et bien incorporé le géne de la GGT
tronquée puisque ’ADN correspondant a I’enzyme de résistance a 1’antibiotique
Zeocin n’est pas présent dans la séquence de recombinaison. Ainsi, il faut vérifier
plusieurs transformants avant d’en trouver un contenant le géne d’intérét par
48

différentes techniques'*®. Cependant, il a été montré que la double recombinaison

permet d’insérer plusieurs copies dans le génome, ce qui peut étre avantageux pour

156

obtenir une meilleure expression de la protéine d’intérét

Cependant, cette technique a le désavantage d’éliminer le géne 40X/ codant
pour I’enzyme responsable de la dégradation du méthanol présent dans le milieu de
culture de la levure, empéchant donc, normalement, la levure de croitre. Il existe
toutefois un autre géne codant pour ’enzyme appelée AOX2. Ce géne, homologue a
90 % avec le gene 40X1, permet de coder pour une enzyme qui dégrade le méthanol,
mais & une vitesse beaucoup plus faible'*’. Les levures possédant seulement ce gene
pour croitre en présence de méthanol sont appelées Mut® (pour « methanol utilisation
slow »). Par comparaison, les levures possédant le géne AOX! sont appelées Mut’

(pour « methanol utilisation plus ») et croissent beaucoup plus rapidement'*°.

Dans notre cas, nous avons privilégié I’insertion simple de I’ADN
plasmidique montré au Schéma 17. En effet, ce type de recombinaison a une plus
grande chance de se réaliser et est moins sensible a la technique de transformation
utilisée. De plus, une croissance rapide des levures est désirée afin de mettre au point
un protocole d’expression et de purification de la GGT prenant le moins de temps
possible. Enfin, il est plus aisé¢ de déterminer si I’insertion a eu lieu grice a la

sélection en présence de I’antibiotique Zeocin.

Une linéarisation du plasmide pPICZaA-hGGTA a donc été réalisée avec
’enzyme de restriction Sacl clivant dans la séquence d’ADN correspondant au

promoteur de AOXI (Schéma 16). Ceci doit étre fait sur une grande quantité d’ADN
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afin de permettre une bonne intégration dans le génome. Il est également nécessaire
de vérifier, sur un gel d’agarose, si la digestion est compléte. En effet, I’ADN
linéarisé permet une meilleure recombinaison, au niveau de I’efficacité, dans I’ADN
génomique de la levure que ’ADN circulaire normal du plasmidelso. Sur un gel
d’agarose, I’ADN linéarisé ne migrera pas au méme endroit que I’ADN toujours
circulaire, ce qui permet de connaitre 1’étendue de la digestion enzymatique par

I’enzyme SacP’.

Par la suite, une transformation des cellules de levure est faite. Il existe
différentes maniéres d’affaiblir les membranes des levures P. pastoris et de permettre
au plasmide d’entrer dans les cellules. Une électroporation, telle que celle décrite
pour les bactéries, peut étre effectuée. Il existe également une transformation grace a
du PEG1000 ou du LiC1". Enfin, la formation de sphéroplastes (levures dont la
paroi cellulaire est partiellement digérée) est possible. Dans le cas du plasmide
pPICZaA-hGGTA, il faut éviter la formation des sphéroplastes'*'. Cette technique,
la plus efficace entre toutes, nécessite une regénération, par les levures, de la
membrane aprés la transformation. La protéine de résistance a I’antibiotique Zeocin
n’est alors pas formée assez rapidement, alors aucun transformant ne pousse sur les
milieux de culture sélectifs'>'. Entre la technique utilisant le PEG et celle avec le
LiCl, la deuxiéme permet d’obtenir un meilleur rendement, alors notre choix s’est

. .151 , . T . . , . 5
porté sur celle-ci”>'. L’électroporation aurait été possible. mais nécessite ’achat de

piéces spéciales pour faire ’expérience, ce qui n’est pas le cas pour la technique

utilisant le LiCl.

Cette technique est dérivée de celle utilisée pour la levure S. cerevisiae'’.
Cependant, dans ce dernier cas, le sel utilisé est ’acétate de lithium, ce qui ne
fonctionne pas avec la levure P. pastoris''. Le protocole suivi est celui publié dans
51

la littérature' Les levures choisies sont de la souche X-33. Cette souche de

P. pastoris est de type sauvage, elle ne contient pas de mutation au niveau
génétique 8. 1l est nécessaire de faire croitre les levures jusqu’a une certaine densité

optique (phase logarithmique). Ensuite, les membranes sont affaiblies par des
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lavages successifs avec une solution de 100 mM de LiCl toujours effectués en milieu
stérile afin de ne pas contaminer les levures. Enfin, une solution de 50 % PEG-3350
est placée sur les cellules afin de les protéger des trop grandes concentrations de
LiCl, puis une quantité de 1 M LiCl, d’ADN simple brin de transport, puis ’ADN
plasmidique a transformer. L’ADN simple brin'*’ provient du sperme de saumon. II
s’agit d’un type d’ADN fréquemment utilisé lors d’hybridations ou de la précipitation
d’ADN'®. Dans ce cas-ci, cet ADN va permettre de transporter plus efficacement
PADN plasmidique dans la levure'”’. Par la suite, une série d’incubations a
différentes températures (décrite dans le chapitre 6) est effectuée avant que les
levures ne soient étalées sur des boites de Petri contenant un milieu de culture riche
pour les levures (YPD, voir chapitre 6) et une concentration de 100 pg/mL de
’antibiotique Zeocin. Contrairement aux bactéries, il faut au moins 2 a 3 jours avant
de voir des colonies de levure croitre sur les milieux sélectifs. La méme expérience a
été effectuée en présence de plasmide pPICZaA commercial ne contenant pas le géne

de la GGT tronquée.

Dans le cas des plasmides pPICZaA-hGGTA et pPICZaA, des colonies ont
été visibles aprés 2 jours. Il reste maintenant a voir si les levures ont bel et bien

intégré le plasmide dans leur ADN génomique. Ceci est expliqué a la section

sulvante.

4.2.3 Purification de I’ADN génomique et vérification de
Pintégration du géne

Afin de vérifier la bonne intégration du gene de la GGT tronquée dans I’ADN
génomique de la levure, il est nécessaire d’isoler ce dernier. Cependant, la levure
P. pastoris n’a pas été étudiée autant en détail que la levure S. cerevisiae, alors le
nombre de chromosomes et le nombre de paires de bases dans son ADN génomique
ne sont pas connus, ce qui peut compliquer la vérification de l'intégration. La

technique utilisée pour y parvenir est représentée au Schéma 19.
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Schéma 19. Etapes a suivre pour vérifier Pintégration du géne de la GGT tronquée
dans ’ADN génomique de la levure P. pastoris.

Il est donc nécessaire de faire croitre les levures P. pastoris X-33
transformées dans un milieu de culture afin d’en obtenir une quantité suffisante
permettant d’en isoler ’ADN génomique. Ceci est effectué en prenant une colonie
de levures dans la boite de Petri préalablement faite a la section précédente et en la
plagant dans un milieu de culture liquide, toujours de maniére stérile, a 30 °C pour la
nuit. Il est a noter que la présence de I’antibiotique Zeocin n’est plus nécessaire a ce
point. En effet, I'intégration donne généralement des transformants ne risquant pas
de perdre leurs caractéristiques, alors il n’est plus nécessaire d’exercer une pression
sélective en incluant de I’antibiotique dans les milieux de culture''. Cette
manipulation a été effectuée pour trois colonies ayant poussé sur un milieu sélectif
avec le plasmide pPICZaA-hGGTA et pour deux colonies ayant poussé avec le

plasmide pPICZaA.
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Par la suite, il est important de vérifier I’intégration du gene. Ceci est effectué
en purifiant I’ADN génomique de la levure selon un protocole décrit au chapitre 6.
Ceci a été effectué pour toutes les cultures préparées précédemment. Il est a noter
que la purification de I’ADN génomique est plus difficile que pour ’ADN
plasmidique dans les bactéries. En effet, ’ADN génomique est plus fragile, ainsi il
faut minimiser les étapes de resuspension de I’ADN risquant de tout briser. Les
étapes principales consistent a prendre les levures de chacune des cultures
précédentes et de les resuspendre dans un milieu contenant notamment du sorbitol, de
PEDTA et du DTT. Par la suite, une enzyme appelée zymolyase (ou lyticase) est
utilisée pour dégrader partiellement la paroi de la levure. L’ajout de SDS permet de
faire éclater les cellules afin de libérer ’ADN. Ensuite, une série de lavages, de
resuspensions et d’extractions permet d’isoler I’ADN génomique. Selon le protocole
suivi, 1l semble facile de faire sécher I’ADN obtenu a la fin de cette manipulation,
mais il s’est avéré difficile d’y parvenir, malgré quelques modifications au protocole,
et sa resuspension dans I’eau déionisée a été assez ardue. Tout de méme, de I’ADN

génomique a ét€ isolé de chacune des colonies avec succes.

Il est ensuite nécessaire de quantifier ’ADN génomique obtenu. Cependant,
il est impossible de le faire comme dans le cas de I’ADN plasmidique des bactéries
en utilisant un gel d’agarose 1%. Une quantification par absorbance a 260 et a 280
nm a été réalisée selon le protocole décrit au chapitre 6'. La premiére longueur
d’onde permet d’avoir une idée de la concentration d’ADN et d’ARN. La deuxiéme
longueur d’onde mesure la concentration de protéines présentes. Le ratio

Ao doit normalement se rapprocher de 2,0 pour représenter de I’ADN assez
280

pur'>. La quantification a permis d’obtenir des valeurs autour de 1,94-1,99, ce qui
montre un bon niveau de pureté. Il est ensuite possible de prendre 1’absorbance a 260

nm et de calculer la concentration d’ADN génomique obtenue selon I’équation (1)

suivante'> :

Concentration = A,y x50ng [ uL x F.D. n



ot F.D. correspond au facteur de dilution et la concentration obtenue est en ng/pL.
Les valeurs obtenues a la suite de cette quantification peuvent toutefois €tre faussées
par la présence d’éthanol provenant de la purification de I’ADN génomique. De plus,
I’éthanol peut empécher les réactions enzymatiques subséquentes de se faire.
L’ADN génomique sera tout de méme utilisé pour tenter de faire la réaction de PCR

puisqu’il suffit de voir seulement la présence du gene de la GGT tronquée.

Il reste maintenant a vérifier si I’insertion a bel et bien été effectuée. Pour y
parvenir, une réaction de PCR est faite sur de ’ADN génomique en utilisant des
amorces qui pourront amplifier le géne de la GGT. Ainsi, s’il est présent, une bande
correspondant a environ 1640 paires de bases (correspondant a la taille du gene de la
GGT) pourra étre visible sur un gel d’agarose 1%. Dans ce cas-ci, les mémes
amorces que celles utilisées pour obtenir le géne de la GGT tronquée (voir section
4.2.1) ont été prises. De plus, cette réaction a été faite sur du plasmide pPICZaA-
hGGTA comme témoin positif afin de vérifier les conditions de la réaction de PCR et
sur ’ADN génomique isol¢ des levures transformées avec le plasmide pPICZoA afin
d’agir comme témoin négatif. Le protocole suivi est décrit dans le chapitre 6. Les

résultats obtenus sont montrés a la Figure 24.
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a) b)
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Bande de
1500 p tronquée

Figure 24. Gel d’agarose 1 % de ’ADN obtenu a la suite de I’amplification par
réaction de PCR d’un fragment correspondant au géne de la GGT tronquée. a) Le
puits 1 contient un marqueur de nombre de paires de bases, les puits 2 a 5
correspondent a la réaction effectuée sur le plasmide pPICZaA-hGGTA a différentes
températures (puits 2, 50 °C; 3, 52,8 °C; 4, 56 °C et 5, 60 °C) et les puits 6 4 9
correspondent a I’amplification effectuée sur I’ADN génomique isolé d’une colonie
de levure P. pastoris X-33 transformée avec le plasmide pPICZaA-hGGTA aux
mémes températures que dans les puits 2 a 5. b) Méme type de gel, mais la réaction a
été effectuée sur I’ADN génomique isolé de levures P. pastoris X-33 transformées

avec le plasmide pPICZaA. La description des puits correspond a celle des puits 1 a
5 de la figure a).

Il est donc possible de constater, a partir de la Figure 24, que la réaction de
PCR s’est bien effectuée sur le plasmide pPICZaA-hGGTA et ce, a toutes les
températures afin d’amplifier une bande d’environ 1640 pb correspondant au géne de
la GGT mutée. Ceci montre bien que les amorces et le protocole utilisés pour
effectuer la réaction de PCR fonctionnent. Ensuite, les puits 5 4 9 de la Figure 24a
montrent une trés faible bande au méme nombre de paires de bases. Il est nécessaire
de dire que le protocole utilisé ici n’a pas été optimisé, I’important étant de voir la

présence de la bande. Celle-ci a été observée pour les autres transformants testés. Il
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faut dire qu’une faible présence d’impuretés avec I’ADN génomique, telle des traces
d’éthanol, peut inhiber les enzymes utilisées au cours de la réaction de PCR, ce qui
peut expliquer la faible intensité des bandes. Enfin, aucune bande n’est visible lors
de I'amplification par PCR en utilisant de I’ADN génomique isolé¢ de levures
transformées avec le plasmide pPICZaA (Figure 24b), ce qui confirme bien la nature
de la bande observée ici. Il a donc été démontré que le géne de la GGT tronquée est
bien inséré dans I’ADN génomique de la levure P. pastoris. Cependant, il est
impossible de dire exactement a quel endroit cette insertion a eu lieu (malgré le fait
qu’une enzyme de restriction clivant dans le promoteur 5° A0X1 ait été utilisée), ni
combien de copies du plasmide pPICZaA-hGGTA ces levures contiennent'*’. 11
existe différentes techniques permettant de le déterminer, mais celles-ci impliquent
’utilisation de fragments d’ADN marqués avec le radio-isotope 32p_ce qui n’était pas
a notre disposition'*®. Les expériences ont donc été poursuivies afin de voir si les

levures contenant le géne de la GGT pouvaient exprimer cette enzyme.

4.2.4 Vérification de I'expression de la GGT dans P. pastoris

Des levures P. pastoris X-33 contenant le géne de la GGT tronquée sont
maintenant disponibles. Il faut donc vérifier si I’expression de I’enzyme est possible
et si elle est bien sécrétée. Il faut se rappeler qu'un facteur o est présent avant le
geéne de la GGT, ce qui doit normalement permettre a I’enzyme d’étre sécrétée dans
le milieu extracellulaire de la levure. Le protocole permettant de vérifier s’il y a ou

non expression de la protéine est représenté au Schéma 20.
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Prélévement
1) Centrifugation d'aliquots
2) Resuspension Aliquot

Croissance dans milicu Croissance dans milieu
de culture avec glycérol de culture avec méthanol
P. pastoris X-33 Centrifugation
transformée

1) Tests d'activité ’

2) Gels d'électrophorése @

3) Immunobuvardage

Surnageant

(milieu de
culture)

GGT sécrétée

Culot (levures)

Schéma 20. Etapes a suivre pour I’expression de la GGT humaine tronquée a partir
de levures P. pastoris X-33 transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA.

Comme il est indiqué au Schéma 20, une fiole conique (erlenmeyer)
contenant des levures ayant le géne de la GGT humaine tronquée est préparée.
Toutes les manipulations, jusqu’a maintenant, avaient été faites en utilisant un milieu
de culture YPD riche permettant a ce type de levure de pousser trés rapidement. Par
exemple, le sucre utilisé dans ce milieu est le dextrose (glucose). Cependant, dans ce
cas-ci, un milieu complexe, ressemblant a celui du YPD, mais avec du glycérol et du
tampon phosphate, est utilisé. Il est appelé BMGY pour « Buffered Glycerol-
complex Medium ». Celui-ci va permettre aux levures de croitre a un certain pH bien
précis sans toutefois induire I’expression de la GGT tronquée. En effet, la séquence
promotrice 5° A0XI discutée dans la section 4.2.1 effectue un contréle bien précis de
Iexpression. En présence de glucose, toute induction de protéine est arrétée par un
processus de répression'*®. Ainsi, seule la croissance des levures passant par une
réplication de I’ADN, et non une expression, de la GGT tronquée est observée. Par
la suite, les cellules sont placées dans un milieu exempt de glucose (le milieu
BMGY). Ainsi, il existe un processus de « dérépression » qui pourrait permettre

I’induction du géne de la GGT'™. Cependant, il semble que ce signal ne soit pas
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suffisant. La présence du méthanol est absolument nécessaire afin d’induire
réellement la formation des protéines. Ainsi, aprés I’atteinte d’une certaine densité
optique dans le milieu BMGY a base de glycérol, les levures sont centrifugées, puis
resuspendues a une certaine densité optique dans un milieu similaire au BMGY, mais
avec du méthanol a la place du glycérol (BMMY pour « Buffered Methanol-complex
Medium »). Lorsque les cellules sont resuspendues dans un milieu contenant du
méthanol, I’induction est alors commencée. Elle est poursuivie sur une période
d’environ 80 heures. Du méthanol doit alors étre ajouté a chaque jour afin de

toujours garder la méme concentration sur une aussi longue période.

Des aliquots de 1 mL sont prélevés a différents temps durant cette période. Il
est connu que des levures ayant toujours le géne codant pour I’enzyme AOXI peuvent
pousser assez rapidement sur un milieu contenant du méthanol (Mut") contrairement
a celles ayant perdu ce gene par remplacement avec ’ADN du plasmide (Muts).
Dans le cas des levures Mut, il est possible que I’induction doive &tre suivie sur une
période de 144 heures'*®. Les aliquots sont centrifugés afin d’obtenir les levures dans
le culot et tout ce qui a été sécrété dans le surnageant formé du milieu de culture. Les
deux sont congelés séparément, puis analysés un peu plus tard. Des tests d’activité
enzymatique pour la GGT et des gels d’électrophorése devront étre effectués pour le
culot et le surnageant de chacun des aliquots afin de vérifier la présence et I’activité
de la GGT dans I’échantillon. Il est connu que les levures sécrétent peu de
protéines'™®, alors il devrait normalement &tre possible de bien voir la protéine

d’intérét sur un gel d’électrophorése des surnageants et de la purifier efficacement.

Afin de vérifier la présence d’expression, les conditions de base
préalablement publiées par la compagnie Invitrogen ont été suivies'”’. Les cellules
ont donc été placées dans le milieu BMGY avec un tampon 0,1 M phosphate de
potassium a pH 6,0 et ont été laissées a 30 °C pour la nuit. Ayant atteint une densité
optique d’environ 4, celles-ci ont été centrifugées, puis placées dans un milieu
BMMY avec le méme tampon phosphate et 1 % de méthanol pour obtenir une

densité optique de 1,0. Du méthanol a été ajouté a chaque 24 heures afin de s’assurer
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que D’induction puisse toujours avoir lieu. Des aliquots ont été prélevés sur une
période de 92 heures. Des tests d’activité et de concentration ont été effectués et les
résultats obtenus pour les surnageants de ces échantillons sont représentés a la Figure
25. Ces expériences ont été réalisées avec deux différents transformants de levure.
En effet, I’endroit ou I’insertion de I’ADN s’est faite n’est pas connu et peut avoir €té
effectué avec un nombre différent de copies. Les résultats sont comparés a ceux

obtenus a partir d’un transformant fait avec le plasmide pPICZaA.
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Figure 25. a) Graphique de I’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 6,0 et une densité optique de départ de 1,0 en fonction du temps d’induction en

présence de 1 % méthanol a 30 °C pour deux clones (clone 1, e, clone 2, «) ayant
été transformés avec le plasmide pPICZaA-hGGTA et pour un clone avec le
plasmide pPICZoA (m). b) Graphique de I'activité spécifique (en U/mg) en
fonction du temps d’induction.

Il est important ici de faire une précision quant aux informations représentées
a la Figure 25. Le graphique principal montre I’activité de la GGT, mesurée en unité

(U), en fonction du temps. Selon la définition donnée plus tot (voir section 4.1), ceci
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représente la quantité d’enzyme présente dans I’échantillon. L’activité spécifique est
Pactivité de la GGT divisée par la concentration en protéine. Ainsi, il est possible
d’avoir une grande quantité de GGT, mais si celle-ci est en présence de plusieurs
autres protéines, ’activité spécifique sera beaucoup plus basse. L’activité représente
donc une mesure de quantité ou de rendement de I’expression et de la purification de
la GGT, alors que I’activité spécifique est plutot un type de mesure de la pureté de
’enzyme. Les deux informations, activité et activité spécifique, sont donc bien

importantes.

La Figure 25 montre que ’activité de la GGT augmente en fonction du temps
d’induction en présence du méthanol dans les surnageants des aliquots centrifugés,
donc dans les milieux de culture. Il s’agit d’un signe important montrant que
Iexpression de la GGT est possible et que celle-ci est sécrétée dans le milieu
réactionnel. La différence avec le transformant ayant seulement la séquence du
plasmide pPICZaA est frappante. En effet, I’activité obtenue pour les deux clones
provenant de la transformation avec le plasmide pPICZaA-hGGTA semble bel et
bien provenir de la GGT et non pas d’une autre enzyme ayant été sécrétée par les
levures qui serait capable de cliver le L-y-glutamyl-p-nitroanilide présent dans le test
d’activité. L’activité obtenue pour les clones 1 et 2 est faible, mais tout de méme
encourageante. De plus, il ne semble pas y avoir de grande différence entre les deux
clones, alors ils doivent contenir le méme nombre de copies du gene de la GGT, donc
probablement une seule'*’. Le graphique de I’activité spécifique montre les mémes
informations que celui avec ’activité, donc la concentration de protéine est environ la
méme dans les deux clones. Des gels d’électrophorése permettant de séparer les
protéines d’un échantillon ont été effectués, mais aucune bande ne semble
correspondre a celle de la GGT et de ses deux sous-unités. De plus, aucune bande ne
semble réellement plus intense que les autres, ce qui indique qu’il n’y aurait pas
surexpression de ’enzyme. Il peut s’agir d’une expression plus faible de la protéine
par la levure ou la protéine peut étre surtout présente dans le culot. Le test d’activité

enzymatique €tant plus sensible que le gel d’électrophorése de protéine, il sera plus
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utilisé pour caractériser I’expression de la GGT. Des études plus poussées a ce

niveau seront montrées a la prochaine section.

Les culots obtenus a partir des aliquots prélevés ont donc €té broyés en
présence de billes de verre. En effet, les membranes des levures sont trés solides et
des techniques énergiques d’homogénéisation doivent étre utilisées. Généralement,
pour les levures, des billes de verre permettent de créer des bris mécaniques a la
membrane, ce qui se termine par un bris complet de la cellule'®. Une presse
frangaise peut également arriver, grice a la pression exercée sur les levures, a les
faire éclater. Les autres techniques, telles la sonication généralement utilisée pour les
bactéries ou I’homogénéisateur avec un piston pour les cellules de mammifére, ne
réussissent pas a bien briser les parois'”’. Les culots contenant les levures ont donc
été resuspendus dans un tampon de lyse contenant des inhibiteurs contre les
protéases, puis des billes de verre ont été ajoutées. Le tout a été agité avec un vortex
durant 30 secondes, suivi d’un temps d’attente de 30 secondes sur la glace pendant

plusieurs cycles. Le mélange formé de cellules lysées a été directement analysé par

le test de 1’activité enzymatique et par gel d’électrophoreése. Le résultat obtenu est

montré a la Figure 26.
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Figure 26. a) Graphique de I’activité de la GGT (en U/mL) dans le culot, obtenu
aprés centrifugation, d’aliquots prélevés en fonction du temps d’induction en
présence de 1 % méthanol a 30 °C pour un clone ayant été transformé avec le
plasmide pPICZaA-hGGTA (e) ou avec le plasmide pPICZaA (). b) Graphique de
Pactivité spécifique (en U/mg) en fonction du temps d’induction.

Dans ce cas-ci, seul le clone 1 a été utilisé pour faire les tests d’activité
enzymatique puisqu’il est similaire a I’autre. L’activité est plus grande dans le clone
ayant été transformé avec le plasmide pPICZaA-hGGTA que dans le clone avec le
plasmide pPICZaA. La valeur maximale obtenue pour ’activité est prés de 0,25
U/mL d’enzyme, ce qui est plus €levé que dans la Figure 25. Les culots ont été lysés
dans un volume de 100 pL, donc la quantité d’unités d’enzyme demeure tout de
méme beaucoup plus grande dans le cas des milieux de culture (dont les échantillons
sont de 1 mL, Figure 25) que dans les levures (culots, Figure 26). L’activité
spécifique, quant a elle, est presque 100 fois plus faible dans les culots (levures) que

dans les surnageants (milieu de culture) des aliquots centrifugés.



Cependant, il est possible que de la GGT inactive se retrouve dans le culot.
Un gel d’électrophorése de protéine de ces échantillons n’a pas montré de bandes
changeant d’intensité en fonction du temps d’induction avec le méthanol.
L’expression n’est peut-étre pas suffisamment importante pour pouvoir détecter ce
changement. Il est possible de détecter la présence de la GGT grace a un
immunobuvardage (« Western blot »), technique beaucoup plus précise détectant la
protéine d’intérét ou une partie de celle-ci (par exemple, I’épitope c-myc présent sur
la GGT) par un anticorps lié 4 une enzyme et a un substrat chemoluminescent. Le
principe de cette technique sera expliqué un peu plus en détail dans la section
suivante. Cette expérience a été faite pour des culots d’aliquots prélevés a différents
temps d’induction, puis centrifugés. Malgré la forte concentration de protéines
présentes, aucune protéine n’a été révélée par immunobuvardage. Plusieurs
possibilités peuvent expliquer ce résultat et celui des tests d’activité, ce qui sera

discuté plus en détail dans la section Discussion.

L’expression de la GGT tronquée a donc bel et bien été vérifiée pour un
systtme de levure P. pastoris et celle-ci est sécrétée dans le milieu réactionnel.
Cependant, les quantités de protéines sont trés faibles et il est absolument nécessaire
d’optimiser I’expression de la GGT afin de pouvoir utiliser cette méthode pour en
obtenir de plus grandes quantités et pour pouvoir faire de meilleures analyses par gels
d’électrophorése de protéines. La prochaine section va décrire les différentes

techniques possibles pour atteindre ce but.

4.2.5 Optimisation des conditions d’expression de la GGT

Les levures P. pastoris transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA
peuvent sécréter de la GGT active dans leur milieu de culture. Cependant, cette
sécrétion peut étre optimisée afin d’obtenir de la GGT tronquée active en plus grande

quantité. Différents paramétres seront variés dans cette section.
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4.2.5.1 Effet du pH

Le pH du milieu de culture des levures peut étre varié. En effet, dans la
préparation des milieux de culture BMGY et BMMY, un tampon 100 mM phosphate
de potassium a pH 6,0 est normalement utilisé. Le pH de celui-ci a été changé afin
de voir I’effet sur Iactivité et I’activité spécifique de la GGT. A pH 6,0, a la Figure
25, il ne semblait pas y avoir une grande différence entre les deux clones testés. Les
mémes tests ont été effectués a pH 7,0 afin de déterminer avec quel clone il serait
préférable d’optimiser les conditions de ’expression. Les manipulations décrites au
Schéma 20 ont donc été refaites, avec un tampon phosphate de potassium a pH 7,0 au

lieu de pH 6,0. Les résultats obtenus sont représentés a la Figure 27.
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Figure 27. a) Graphique de ’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 et une densité optique de départ de 1,0 en fonction du temps d’induction en
présence de 1 % méthanol a 30 °C pour deux clones (clone 1, o, clone 2, a) ayant
été transformés avec le plasmide pPICZaA-hGGTA. b) Graphique de I'activité
spécifique (en U/mg) en fonction du temps d’induction.
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Ce graphique montre que les deux clones sécrétent une quantité treés similaire
de GGT dans le milieu de culture. Cela semble donc confirmer I’hypothése avancée
que ces deux clones ont incorporé le méme nombre de copies du géne de la GGT.
L’activité spécifique, a la Figure 27, semble un peu meilleure dans le cas du premier

clone. Celui-ci a donc été utilisé afin d’optimiser les conditions d’expression de la
GGT.

Il est maintenant important de varier le pH des milieux de culture BMGY et
BMMY afin de déterminer lequel serait le plus intéressant. Les résultats sont

montrés a la Figure 28.
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Figure 28. a) Graphique de I’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
BMMY avec une densité optique de départ de 1,0 a différents pH en fonction du
temps d’induction en présence de 1 % méthanol a 30 °C pour le premier clone ayant
été transformé avec le plasmide pPICZaA-hGGTA. Milieu de culture & pH 6,0, o,
pH 7,0, a et pH 8,0, ®m. b) Graphique de I’activité spécifique (en U/mg) en fonction
du temps d’induction dans les mémes conditions.
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Les expériences 4 pH 8,0 ont été difficiles a réaliser. En effet, lors de la
préparation des milieux BMGY et BMMY, le mélange du tampon phosphate avec un
composé appelé « Yeast Nitrogen Base » (YNB, source d’azote pour les levures) crée
la précipitation d’un composé de maniére presqu’instantanée dans le milieu de
culture a 4 °C. Une diminution de la concentration du composé YNB a aidé a ralentir
la précipitation, mais n’a pas ét¢ suffisant. Un changement de la nature du tampon
(phosphate de potassium a Tris) a permis d’obtenir un milieu de culture plus stable a
4 °C, mais qui a tout de méme fini par précipitermo. Les expériences ont été refaites a
quelques reprises et les résultats obtenus sont reproductibles. Selon le graphique de
I’activité en fonction du temps a la Figure 28, il semble que le milieu de culture a pH
6,0 soit moins propice a la sécrétion de grandes quantités de GGT que les pH 7,0 et
8,0. Ceci représente un facteur & étre optimisé pour chacune des protéines. Ensuite,
le graphique de I’activité spécifique a la Figure 28 montre que le pH 7,0 représente la
meilleure condition. Cela signifie donc qu’a pH 7,0, il y a moins de protéines de
toutes sortes sécrétées qu’a pH 8,0, ce qui permet d’obtenir une meilleure activité
spécifique. A pH 8,0, il y a le méme nombre d’unités de GGT sécrétée, mais
I’enzyme se retrouve en présence d’autres protéines indésirables. Ainsi, afin de
faciliter la purification ultérieure de la protéine et pour aider lors de la préparation
des divers milieux de culture, le pH 7,0 a été choisi pour optimiser les autres

conditions d’expression.

4.2.5.2 Effet du pourcentage de méthanol

Le pourcentage de méthanol peut avoir un effet sur ’expression de la GGT.
En effet. il s’agit de ’inducteur permettant d’exprimer et de sécréter I’enzyme
d’intérét. Normalement, la présence d’une faible quantité peut suffire, mais il est
important d’optimiser le systéme. Aussi, une grande quantit¢ de méthanol peut
mener a la mort des levures. Ainsi, les manipulations décrites au Schéma 20 ont €té
réalisées, mais différents pourcentages de méthanol ont été utilisés dans le milieu de
culture BMMY. Ce pourcentage a ét¢ maintenu grice a [’ajout de méthanol a chaque

24 heures. Les résultats obtenus sont montrés a la Figure 29.
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Figure 29. a) Graphique de ’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 et une densité optique de départ de 1,0 en fonction du temps d’induction en
présence de différents pourcentages de méthanol a 30 °C pour le premier clone
transformé avec le plasmide pPICZaA-hGGTA. Pourcentages de méthanol testés :
1%,e,2%, « 3%, B. b) Graphique de I’activité spécifique (en U/mg) en fonction
du temps d’induction avec les mémes caractéristiques.

Le graphique de I’activité en fonction du temps d’induction montre que la
présence de 1 % de méthanol est la meilleure pour induire la formation d’une grande
quantité de GGT. En effet, les deux autres pourcentages de méthanol utilisés donnent
des résultats beaucoup moins bons. La différence entre ces conditions est encore plus
frappante lorsque I’activité spécifique des aliquots prélevés est étudiée. La présence
de 1 % de méthanol est nettement la meilleure. Encore une fois, la différence
observée entre les deux graphiques est due a une plus grande concentration de
protéines avec 2 et 3 % de méthanol, ce qui diminue la pureté¢ de la GGT. Ceci

pourrait étre dii a un stress créé par les grandes quantités de méthanol, ce qui peut
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tuer les levures. L’expression de la GGT va donc étre poursuivie avec 1 % de

meéthanol.

4.2.5.3 Effet de la densité optique de départ dans le milieu de culture BMMY

Comme il a été expliqué plus tot a la section 4.2.4, les levures doivent étre
resuspendues dans le milieu de culture BMMY afin de débuter I’induction.
Normalement, la resuspension est faite a une densité optique de 1,0, mais ce facteur
peut probablement étre optimisé. Ainsi, les manipulations décrites au Schéma 20 ont
été réalisées avec différentes densités de cellules afin de débuter I’induction. Les

résultats a la Figure 30 permettent d’obtenir des informations a ce sujet.
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Figure 30. a) Graphique de ’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 en fonction du temps d’induction en présence de 1 % méthanol a 30 °C pour
le premier clone transformé avec le plasmide pPICZaA-hGGTA et resuspendu a
différentes densités optiques dans le milieu de culture BMMY. Densités optiques
testées : 1,0, ¢, 5,0, o, 10,0, m, 15,0, ®). b) Graphique de ’activité spécifique (en
U/mg) en fonction du temps d’induction avec les mémes conditions.
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Ce graphique montre que la densité optique de 15,0 semble étre la meilleure
pour obtenir une grande quantité d’unités de GGT tronquée. Cependant, la différence
n’est pas trés grande avec les autres densités optiques testées. Elle est surtout
évidente aprés 20 heures d’induction dans le milieu de culture BMMY. L’étude des
activités spécifiques montre que celle-ci devient de plus en plus élevée avec
’augmentation de la densité optique. Il semble donc qu’une densité optique élevée
permet de sécréter majoritairement de la GGT et non pas d’autres types de protéines,
ce qui permet d’augmenter ’activité spécifique. La densité optique de 15,0 semble
donc la meilleure, tant au niveau de ’activité obtenue qu’en pureté de I’enzyme, et

elle est conservée afin de poursuivre I’optimisation de 1’expression.

Cependant, il est possible que I’induction au méthanol se fasse de maniére
différente avec une densité optique de 15,0 par rapport & une densité optique de 1,0
utilisée au cours de la section 4.2.5.2. Cette optimisation doit donc étre refaite. De
plus, il est possible que les levures doivent croitre en présence d’un pourcentage de
méthanol plus faible, puis elles pourraient étre placées par la suite dans un milieu ot

le pourcentage est plus élevé. Les résultats obtenus se retrouvent a la Figure 31.



139

b)
13}

08

03¢
0121

Activité spécifique (U/mg)

0.10} 20 50 80
Temps (heures)

0.081

0.06

Activité (U/mL)

0.04

0.02

0.00}

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temps (heures)

Figure 31. a) Graphique de I’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 avec une densité optique de départ de 15,0 en fonction du temps d’induction
en présence de différents pourcentages de méthanol a 30 °C pour le premier clone
transformé avec le plasmide pPICZaA-hGGTA. Pourcentages de méthanol : 1 %, e,
2 %, ~, 1% puis 2 %, B. b) Graphique de I’activité spécifique (en U/mg) en
fonction du temps d’induction avec les mémes conditions.

Encore une fois, il semble que la présence de 1 % de méthanol soit la
meilleure pour obtenir un grand nombre d’unités d’enzyme. La différence est
toujours frappante avec la présence de 2 % de méthanol. L’incubation des cellules
pendant 48 heures dans un milieu a4 1 %, puis la mise de 2 % de méthanol semble
avoir permis la sécrétion d’un plus grand nombre d’unité d’enzyme que la présence,
des le départ, de 2 % de méthanol, mais cela n’a pas permis d’exprimer plus de GGT
que la condition de 1 % utilisée jusqu’a maintenant. Pourtant, au niveau de ’activité
spécifique, le résultat est presque similaire entre ces deux conditions. La présence de
2 % de méthanol ne semble donc pas permettre la sécrétion d’une grande quantité

d’enzyme a cette densité optique. La condition optimale demeure donc la présence
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de 1 % de méthanol dans le milieu de culture BMMY, méme a une densité optique de

départ différente.

4.2.5.4 Présence de « casamino acids »

Il est possible que les levures sécrétent des protéases capables de digérer la
GGT présente dans le milieu de culture'.  Ainsi, cela pourrait expliquer la plus
faible quantité d’unités d’enzyme présentes dans les aliquots. Il existe différents
trucs afin d’éviter cette réaction secondaire. Pour commencer, il est possible
d’utiliser un milieu de culture non tamponné. Ainsi, le milieu de culture posséde un
pH d’environ 3'*. Les levures sont capables de croitre dans ces conditions, mais la
plupart des protéases sont inactives. Alors, la protéine d’intérét demeure intacte.
Cependant, dans le cas de la GGT, le processus d’auto-activation doit étre effectué et
son endroit exact n’est pas encore connu. Si celui-ci est fait a Iextérieur de la
cellule, il est possible que le pH acide modifie I’état d’ionisation de résidus
importants dans le processus d’auto-activation, ce qui donnerait de la GGT inactive.
Il est également déja connu qu’a pH 6,0, la GGT ne posséde presque plus d’activité',
alors a pH 3, il est possible que I’enzyme ne soit plus du tout stable. Une autre
possibilité est I’utilisation de « casamino acids ». 1l s’agit d’'un mélange d’acides
aminés provenant de I’hydrolyse chimique de la caséine'®’. Lorsque ceux-ci sont
présents a une concentration suffisamment élevée, ils vont servir d’inhibiteurs aux

protéases présentes, ce qui va laisser la GGT intacte. Ceci représente donc une bonne

maniere d’éviter la digestion de la GGT.

Les manipulations décrites au Schéma 20 ont donc été faites dans les
conditions optimales déterminées jusqu’a présent, mais en présence de 1 % de

« casamino acids ». Les résultats se retrouvent a la Figure 32.
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Figure 32. a) Graphique de P’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 avec une densité optique de départ de 15,0 en fonction du temps d’induction
en présence de 1 % méthanol a 30 °C pour le premier clone transformé avec le
plasmide pPICZaA-hGGTA et en présence ou non de « casamino acids ». Sans
« casamino acids », e, avec « casamino acids», a. b) Graphique de l’activité
spécifique (en U/mg) en fonction du temps d’induction avec les mémes conditions.

Il est tres clair, a partir de la Figure 32, que la présence de « casamino acids »
a fortement aidé au nombre d’unités de GGT. Ceci n’est pas dit 4 une quelconque
modification de la croissance des levures puisque des expériences témoins utilisant
des levures transformées avec le plasmide pPICZaA mises dans des milieux de
culture avec et sans « casamino acids » ont continué leur croissance de la méme
maniére et ’activité basale de GGT préalablement observée est la méme. Il semble
donc que |’effet observé soit dii a une inhibition de protéases présentes dans le milieu
de culture. L’activité spécifique des deux échantillons testés est méme trés
différente, ce qui confirme I’effet de cet additif. Cependant, encore une fois, il est

possible que cet effet soit observé avec une densité optique de 15,0, mais qu’il soit
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différent a une autre densité optique. Les mémes expériences ont donc été réalisées a

une densité optique de 1,0 et sont représentées par le graphique a la Figure 33.
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Figure 33. a) Graphique de I’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 avec une densité optique de départ de 1,0 en fonction du temps d’induction
en présence de 1 % méthanol a 30 °C pour le premier clone transformé avec le
plasmide pPICZaA-hGGTA en présence ou non de «casamino acids». Sans
« casamino acids », e, avec « casamino acids », «. b) Graphique de Il’activité
spécifique (en U/mg) en fonction du temps d’induction avec les mémes conditions.

La présence de « casamino acids » permet d’obtenir un plus grand nombre
d’unités d’enzymes, méme a une densité optique de 1,0. L’effet des « casamino
acids » est donc confirmé. Cependant, un point intéressant est observé. Dans le cas
de la densité optique a 15,0, il semble y avoir une hausse de [’activité¢ a partir
d’environ 5 heures d’induction au méthanol. Pour la densité optique de 1,0, ce délai
est plutdt de 25 heures. Ceci pourrait étre expliqué par le fait qu’une certaine densité
doit étre atteinte avant que les levures ne se mettent & exprimer de la GGT. Afin de

diminuer le plus possible le temps d’induction des levures, une densité initiale de
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15,0 serait peut-étre préférable. Cet effet n’avait pas été clairement observé dans la
Figure 30, lorsque différentes densités optiques avaient été expérimentées. Les
« casamino acids » ont donc un effet trés bénéfique sur le nombre d’unités d’activité

obtenus 4 la fin d’un temps d’expression d’environ 80-90 heures.

4.2.5.5 Autres effets

Plusieurs parameétres du systéme d’expression des levures ont donc été
modifiés afin de trouver la meilleure combinaison. Au cours des études effectuées, la
source des cellules a changé. Ainsi, les milieux de culture peuvent €tre inoculés avec
des cellules congelées a —80 °C ou des cellules « fraiches » sur des milieux de culture
solides dans des boites de Petri. Les cellules « fraiches » croissent un peu plus vite,
au début, que les cellules congelées, ce qui a été observé par la hausse de la densité
optique d’échantillons. Aussi, un test a été fait afin de voir ’effet du temps sur les
cellules « fraiches ». Celles-ci ont toujours été conservées a 4 °C. La Figure 34

montre les résultats obtenus.
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Figure 34. a) Graphique de I’activité de la GGT (en U/mL) dans le milieu de culture
a pH 7,0 avec une densité optique de départ de 1,0 en fonction du temps d’induction
en présence de 1 % méthanol a 30 °C pour le premier clone transformé avec le
plasmide pPICZaA-hGGTA sous forme de cellules « fraiches » d’une semaine ou
d’un mois. Cellules « fraiches » aprés une semaine, o, cellules « fraiches » aprés un
mois, «. b) Graphique de I’activité spécifique (en U/mg) en fonction du temps
d’induction avec les mémes conditions.

Il est tres clair que le temps a un effet sur la capacité des levures a produire de
la GGT. En effet, les cellules « fraiches » ont une activité, aprés 70 heures
d’induction, de 0,08 U/mL, alors que les cellules plus vieilles d’un mois ont une
activité de 0,04 U/mL, ce qui constitue une baisse importante de I’efficacité de la
sécrétion. Il semble donc que des cellules « fraiches » puissent étre utilisées, mais
leur viabilité diminue avec le temps. De plus, il serait peut-étre préférable de prendre

des cellules congelées pour s’assurer d’un bon résultat.
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4.2.5.6 Gel d’¢électrophorése d’échantillons obtenus avec les meilleures conditions

Il semble donc, selon les résultats obtenus dans les sections précédentes, que
les meilleures conditions identifiées soient d’utiliser des cellules assez fraiches dans
un milieu de culture BMMY a pH 7,0 avec 1 % de méthanol pour induire
I’expression et 1 % de « casamino acids ». De plus, la densité optique de départ doit
étre préférablement a 15,0. Ces conclusions ont toutes été tirées a partir de résultats
de tests d’activité. Il serait important de constater la présence de la GGT grace a des
gels d’électrophorese et une détection par immunobuvardage. Des aliquots ont donc
été prélevés a différents temps d’induction dans ces conditions optimisées et ont été
centrifugés. Le surnageant, contenant le milieu de culture et toute protéine sécrétée,
de chacun de ces aliquots a été utilisé pour faire un gel d’électrophorése. Puisque la
protéine est sécrétée dans le milieu de culture, celle-ci est trés diluée. Chacun des
surnageants a donc €té concentré selon un protocole décrit au chapitre 6. De plus, la
détection a été effectuée selon une méthode utilisant du sulfate de zinc, de
I’imidazole et du SDS. Cette technique permet de détecter des protéines présentes a
des quantités de I’ordre du nanogramme'®®. Le colorant normalement utilisé, le bleu
de Coomassie, permet quant a lui de faire une détection de I’ordre du microgramme

de protéine. Le gel d’électrophorése obtenu est représenté a la Figure 35.
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Figure 35. Gel d’électrophorese d’acrylamide (12 % gel de séparation, 4 % gel de
concentration) SDS-PAGE de surnageants concentrés provenant d’aliquots prélevés
lors de I’induction de levures P. pastoris & une densité optique initiale de 15,0 a pH
7,0 avec 1 % de méthanol et 1 % de « casamino acids », puis centrifugés. Puits 1, 0
heure d’induction; puits 2, 14 heures; puits 3, 23 heures; puits 4, 39 heures; puits 3,
44 heures; puits 6, 64 heures; puits 7, 92 heures; puits 8, marqueur de poids
moléculaire de protéine (en Da).

Comme il est possible de le constater, plusieurs bandes sont présentes, mais
aucune n’augmente réellement en fonction du temps de maniére trés intense.
Puisqu’il s’agit d’un gel dénaturant de protéines, deux bandes auraient di
correspondre aux sous-unités de la GGT. Selon la séquence primaire, des poids de
48 et de 23 kDa sont attendus. Une bande vers 34 kDa et d’autres autour de 60 kDa
semblent augmenter en intensité avec le temps, mais il est difficile de clairement les

identifier. Un immunobuvardage, tel que décrit au Schéma 21, a donc été réalisé.
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Schéma 21. Etapes a suivre pour effectuer un immunobuvardage a partir d’un gel
d’électrophorése de protéines (ou électrophorégramme)’.
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Cette technique consiste a faire un gel d’électrophorése SDS-PAGE
(électrophorégramme) permettant de séparer des protéines selon leur poids
moléculaire’. Par la suite, les protéines de ce gel sont transférées sur une membrane
de nitrocellulose. Cependant, ce transfert n’est pas effectué par le poids, tel
qu’indiqué au Schéma 21, mais plutot par un appareil de transfert appliquant un
faible potentiel au gel d’électrophorése. Les sites de la membrane non liés a des
protéines sont bloqués grace a de la caséine, retrouvée dans du lait en poudre sans
gras. La membrane est ensuite incubée en présence d’un anticorps spécifique a la
protéine recherchée. Dans ce cas-ci, un anticorps reconnaissant 1’épitope c-myc
(placé juste avant le « His-tag », Figure 20) a été utilisé. Par la suite, des lavages, en
présence d’un détergent, sont effectués afin d’éliminer toute liaison non spécifique.
La membrane est ensuite incubée en présence d’un deuxiéme anticorps reconnaissant
une partie antigénique du premier anticorps. Ce deuxiéme anticorps est relié a une
enzyme, la peroxydase de raifort. Aprés quelques lavages éliminant toute liaison non
spécifique de la part du deuxiéme anticorps, un substrat chimioluminescent est placé
avec la membrane afin de voir une réaction avec la peroxydase de raifort qui va
libérer un composé luminescent. Ceci permet de révéler les bandes correspondant a

la GGT. Les résultats sont montrés a la Figure 36.
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Figure 36. Immunobuvardage de surnageants concentrés provenant d’aliquots
prélevés lors de I’induction de levures P. pastoris a une densité optique initiale de
15,0 a pH 7,0 avec 1 % de méthanol et 1 % de « casamino acids », puis centrifugés.
Puits 1, 0 heure d’induction; puits 2, 14 heures; puits 3, 23 heures; puits 4, 39 heures;
puits 5, 44 heures; puits 6, 64 heures; puits 7, 92 heures.
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L’anticorps utilisé reconnait I’épitope c-myc situé sur la petite sous-unité de la
GGT. I est clair que la petite sous-unité de la GGT est présente, comme le montre la
bande apparaissant autour de 34 kDa comme poids moléculaire. Ceci confirme donc
bel et bien que Dactivité obtenue dépend bien de la GGT. Pourtant, un poids
moléculaire de 23 kDa était attendu pour la petite sous-unité ayant 1’épitope c-myc et
un « His-tag ». Cette différence pourrait étre expliquée par la présence de sucres sur
Penzyme. En effet, la levure P. pastoris est bien connue pour mettre des sucres sur

les protéines et méme, parfois, a les hyperglycosylerl63.

Ce phénomene n’est donc
pas surprenant et change beaucoup la mobilité sur un gel d’acrylamide qui a été
utilisé ici. Il serait intéressant de vérifier cette hypothése en utilisant des enzymes

effectuant de la déglycosylation. Cependant, ceci serait plus facile a réaliser avec de

I’enzyme pure.

Ainsi, 'expression de la GGT est effectuée de maniére efficace dans la levure
P. pastoris. 1l reste maintenant a purifier afin de pouvoir effectuer des études

cinétiques avec de la GGT humaine tronquée. Ceci constitue le sujet de la prochaine

section.

4.2.6 Purification de la GGT humaine recombinante

Il est maintenant possible d’obtenir une source de GGT recombinante & partir
des levures P. pastoris. 1l reste donc a purifier celle-ci des autres protéines présentes

dans le milieu de culture. Le Schéma 22 représente les différentes étapes a effectuer

afin d’y parvenir.
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Schéma 22. Etapes a suivre pour purifier la GGT humaine tronquée recombinante
formée a partir d’un systéme d’expression utilisant les levures P. pastoris
transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA.

Les manipulations initiales sont les mémes que dans le Schéma 20. Les
conditions expérimentales utilisées sont celles optimisées, tel que démontré & la
section précédente. Cependant, des aliquots ne sont pas prélevés. Tout le volume de
milieu de culture contenant des levures est utilisé afin de purifier la GGT. Le
protocole de purification a été optimisé avec des cultures de cellules ayant un volume
d’environ 40-50 mL. Par la suite, une centrifugation est effectuée afin de séparer les
levures du milieu de culture. Ce dernier, présent alors dans le surnageant, peut étre

concentré ou non avant d’étre purifié par chromatographie d’affinité.
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La derniére étape de purification, la chromatographie d’affinité, permet
normalement d’obtenir de I'enzyme trés pure. Dans notre cas, il a été décidé
d’exploiter la présence du « His-tag » sur la petite sous-unité de la GGT. En effet,
cette particularit¢é permet de séparer la GGT recombinante des autres protéines
présentes grice a une matrice contenant des atomes de nickel. Le fonctionnement de

ce type de colonne est montré a la Figure 37.
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Figure 37. Liaison d’une protéine contenant un « His-tag » sur une matrice
contenant un atome de nickel complexé a différents ligands (Ni-NTA)'**.

Cette technologie est de plus en plus utilisée afin de purifier des protéines
recombinantes ayant un « His-tag ». La matrice Ni-NTA contient des ligands de type
acide nitrilotriacétique pouvant facilement se lier 4 un atome de nickel (Ni**). La
présence de quatre ligands autour de I’atome de nickel permet a celui-ci de demeurer
solidement ancré a la matrice. En absence de protéine, les deux autres ligands autour
de cet atome sont des molécules d’eau. Lorsqu’une protéine contenant une série de
résidus histidines est présente, les molécules d’eau sont poussées et une liaison est
faite avec ’atome de nickel. Ainsi, puisque les protéines ne contiennent pas toutes
des histidines prés I’'une de I’autre, il est possible de retenir la protéine d’intérét sur la
colonne et de laisser passer les autres non désirées. Par la suite, I’utilisation d’un
gradient d’imidazole permet d’¢luer la protéine d’intérét et celle-ci est alors purifiée.

Il est certain que certaines protéines non recombinantes peuvent contenir des
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histidines dans la méme région et se lier a la matrice. Cependant, une série de
lavages avec de plus faibles concentrations d’imidazole permet d’éluer les protéines

liées de maniére non spécifique.

Cette technique permet donc de purifier facilement les protéines. Cependant,
il faut faire attention au pH de la solution. En effet, les histidines doivent se
retrouver dans le bon état d’ionisation afin d’agir efficacement comme ligand du
nickel. De plus, il ne doit pas y avoir d’agent chélatant dans les tampons utilisés pour
ne pas enlever le nickel des ligands de la matrice. Enfin, une certaine force ionique
doit étre respectée. Par exemple, du NaCl est normalement présent a des

concentrations autour de 300 mM pour y parvenir'®. Une certaine optimisation de la

méthode est donc nécessaire.

Différents essais ont été effectués afin de voir s’il était possible d’utiliser
directement le milieu de culture avec la colonne contenant la matrice Ni-NTA. Pour
commencer, le milieu de culture a été directement placé tel quel en contact avec la
matrice. Une colonne a donc été préparée avec la matrice liant le nickel, puis le
milieu de culture contenant de la GGT a été placé sur la colonne. Le débit, assez
lent, permet normalement une bonne liaison de la protéine sur la colonne. Tout ce
qui n’est pas fixé par la colonne est recueilli pour des analyses futures. Par la suite,
des lavages avec des solutions de 5, 10 et 20 mM d’imidazole ont été faits afin
d’éluer les protéines fixées de maniére non spécifique a la matrice. Enfin, une
€lution avec 250 mM d’imidazole permet d’éluer la GGT tronquée contenant le
« His-tag ». Ces solutions d’imidazole sont également faites a un pH différent afin
d’aider a I’élution des protéines. Cependant, dans ce cas-ci, I’étude des échantillons
recueillis 4 chaque étape a permis de constater que la protéine ne s’était pas liée a la

matrice dans la colonne et était donc éluée avant méme 1’utilisation de solutions

d’imidazole.

Le milieu de culture contenant la GGT est situé a pH 7,0 et ne contient peut-

étre pas la bonne force ionique nécessaire a une bonne liaison a la matrice. Le pH du
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milieu de culture a donc été ajusté a pH 8,0 grace a une solution de KOH, puis du
NaCl solide a été ajouté afin d’avoir une concentration de 300 mM de ce composé. 1l
faut dire que des composants dans le milieu de culture doivent déja créer une certaine
force ionique, mais celle-ci est inconnue. De plus, la force ionique peut aller jusqu’a
1 M sans probleme. La méme expérience a été tentée, mais sans succés. Encore une
fois, la majorité de I’enzyme ne semble pas se lier a la matrice grace au « His-tag ».
Il semble donc y avoir interférence dans la liaison. Il ne faut pas oublier que le
milieu de culture est trés riche en acides aminés. Il est donc fort possible que des
histidines, possiblement présentes dans le milieu de culture, saturent les sites de
liaison prés des atomes de nickel, ce qui ne permet pas une bonne liaison de la
protéine. De plus, la concentration de la protéine peut étre trop faible pour bien se
lier a la matrice. Il semble donc que la concentration préalable de I’échantillon soit

nécessaire. Il existe plusieurs maniéres d’y parvenir.

4.2.6.1 Précipitation a ’acétone

La précipitation de protéine griace a un solvant organique est une technique
connue, mais moins utilisée dans les laboratoires'’. Pourtant, elle offre beaucoup
d’avantages. Le principe général réside dans le fait que la présence d’une certaine
concentration de solvant organique diminue le pouvoir de solvatation des protéines

par les molécules d’eau. Ce phénomene est représenté a la Figure 38.
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@ Résidus hydrophobes

% Solvant organique

Figure 38. Précipitation des protéines en présence d’un solvant organique'™.

Les protéines contiennent des résidus hydrophobes (phénylalanine, leucine,
valine, etc) et des résidus hydrophiles (sérine, acide aspartique, lysine, etc).
Normalement, peu de résidus hydrophobes se retrouvent a la surface des protéines.
Cependant, lorsque c’est le cas, les molécules d’eau doivent étre hautement
organisées autour de ces surfaces. Les résidus hydrophiles, quant a eux, sont trés
bien solubilisés par les molécules d’eau. Lorsqu’un solvant organique est utilisé, il
peut bien solvater les résidus hydrophobes. Cependant, celui-ci doit étre
partiellement solvaté par des molécules d’eau, donc ces derniéres ne peuvent plus
autant servir a stabiliser les résidus hydrophiles. L’effet général est une baisse de la
constante diélectrique du milieu'”®. Ceci améne donc les résidus hydrophiles a se
stabiliser eux-mémes d’une protéine a I’autre, ce qui conduit a une précipitation des
protéines. Selon la taille des protéines et le nombre de résidus chargés a leur surface,

la concentration de solvant organique nécessaire pour la précipitation peut varier.

Il est nécessaire de judicieusement choisir le solvant organique. En effet,
celui-ci doit étre miscible avec 1'eau et ne pas trop dénaturer la protéine. L’acétone
est un solvant de choix pour précipiter les protéines'””. Cependant, il est important

d’effectuer ces manipulations a des températures autour de 0 °C. En effet, lorsque la
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température est plus €levée, le mouvement des protéines est plus grand, ce qui peut
permettre I’interaction entre les résidus hydrophobes & I’intérieur de la protéine et le

solvant organique, menant ainsi a la dénaturation. Ce désavantage est représenté au

Schéma 23.
Mouvemenl a
température élevée
Solvant
Interactions hydrophobes organique

internes
Solvant organique
interagit avec
résidus hydrophobes

Interactions hydrophobes
internes détruites

-

Dénaturation

Schéma 23. Dénaturation possible de la protéine en présence d’un solvant organique
a plus haute température'*

Donc, comme il est montré au Schéma 23, pour éviter la dénaturation des
protéines, il est important de toujours vérifier la température des solutions de
protéine, spécialement lors de ’ajout au départ de solvant organique. De plus,

I’utilisation de contenants pré-réfrigérés est nécessaire.

L’induction de levures transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA avec
une densité optique de départ de 1,0 a donc été tentée avec 1 % de méthanol dans un

volume de 40 mL de milieu de culture BMMY a pH 7,0 contenant 1 % de « casamino
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acids ». Aprés 100 heures, le milieu de culture a été centrifugé. Le surnageant,
contenant normalement la GGT tronquée sécrétée, a été concentré en utilisant une
faible concentration (20 %) d’acétone. Ceci peut permetire la précipitation de
protéines non désirées. Ensuite, une centrifugation est effectuée pour séparer les
protéines précipitées du milieu de culture. Une concentration de 50 % d’acétone est
ensuite atteinte pour le surnageant de la centrifugation (selon une équation décrite au
chapitre 6) et les mémes manipulations sont faites. A cette étape, la GGT devrait se
retrouver dans le culot. Les protéines précipitées sont ensuite purifiées par
chromatographie d’affinité avec la colonne de Ni-NTA en utilisant des solutions
d’imidazole de 5, 10, 20 et 250 mM. Tout ce qui ne s’est pas fixé a la colonne de
Ni-NTA et les échantillons recueillis 4 la suite de I’élution avec les différentes
solutions d’imidazole ont été analysés au niveau de I’activité spécifique. Les

résultats obtenus se retrouvent dans le Tableau X VI.
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Tableau XVI. Valeurs de la quantité de protéines, d’activité spécifique et de
rendement obtenues pour chacun des échantillons récupérés au cours de Ia
purification de la GGT tronquée recombinante effectuée avec une précipitation a
I’acétone et une chromatographie d’affinité avec une colonne de Ni-NTA.

Etape Quantité de Activité Activité (U)  Rendement (%)
protéine (mg) spécifique
(U/mg)
Surnageant 2,37 4,02 9,54 100,0
Surnageant 1,23 5,64 6,91 72,5
20 % acétone
Culot 0,032 6,03 0,19 2,0
20 % acétone
Surnageant 0,74 0,92 0,68 7,1
50 % acétone
Culot 0,46 8,98 4,14 434
50 % acétone
Milieu non fixé 0,089 7,37 0,66 6,9
a la colonne
5 mM 0,026 9,21 0,24 2,5
imidazole
10 mM 0,010 12,86 0,13 1,3
imidazole
20 mM 0,0080 2427 0,19 2.0
imidazole
250 mM 0,0080 239,35 1,92 20,1
imidazole-1
250 mM 0,0044 2492 0,11 1,1
imidazole-2

Plusieurs points importants peuvent étre tirés de ce tableau. Pour débuter,
comme il a déja été expliqué plus tot, I’activité spécifique est une mesure de la pureté
de la GGT. Ainsi, aprés chacune des étapes de purification, celle-ci devrait
augmenter puisque des impuretés sont normalement éliminées. L’activité, quant a
elle, donne une idée quant a la quantité de GGT présente. Il est normal, au fil des

étapes, qu’'un peu de GGT soit perdue. Le nombre d’unités diminue donc au cours de
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la purification, le but, bien sir, étant d’en récupérer le plus a la fin. Le rendement de
la purification est donc calculé comme étant le nombre d’unités d’enzymes

récupérées en fonction du nombre initial présent dans le surnageant.

Il est possible de constater que la premiére étape de purification, la
précipitation avec 20 % d’acétone, a permis d’éliminer une trés faible quantité de
protéine. En effet, le culot contient bien peu de protéines et il semble que de la GGT
soit présente dans ce culot, comme le montre la haute activité spécifique dans cet
€chantillon. Il faut également remarquer qu’une certaine quantité de protéines a été
surnageant a la suite de la décongélation de I’échantillon testé. Ce précipité a été
éliminé avant de faire les premiéres précipitations et ne contenait pas de GGT
(comme I’ont montré des tests d’activité). Ceci peut donc expliquer ce résultat. La

précipitation avec 20 % d’acétone ne s’est donc pas montrée trés efficace.

Cependant, la précipitation avec 50 % d’acétone a permis de faire précipiter la
majorit€ de la GGT, comme le montre le nombre d’unités d’enzyme présente dans le
culot par rapport a celui dans le surnageant. Cette étape s’est donc avérée efficace.
De plus, la quantit¢ de protéine a été maintenue au cours de la précipitation.
Cependant, si la somme du nombre d’unité d’enzyme présente dans le surnageant et
le culot est faite, cela donne un résultat inférieur au nombre d’unité initial avant cette
€tape (4,818 versus 6,910). Une perte d’activité a donc été observée, mais celle-ci
n’est pas due a la perte d’une quantité de protéine. Il semble donc que I’acétone ait
réussi a dénaturer, malgré plusieurs précautions, la GGT a ces concentrations. Des
concentrations plus faibles d’acétone auraient pu étre utilisées afin de minimiser cet
effet, mais ce dernier aurait probablement €té toujours présent et il n’est pas certain

que toute la GGT aurait été précipitée.

Par la suite, la chromatographie d’affinité a été effectuée avec la colonne de
Ni-NTA. Un peu de GGT ne s’est pas liée a la colonne, comme le montre le résultat

du milieu ne s’étant pas fixé a la colonne. Ensuite, une série de lavages a été
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effectuée. Peu de GGT s’est décrochée de la colonne, mais d’autres protéines
indésirables ont pu étre éliminées. Enfin, ’utilisation de 250 mM d’imidazole a
permis d’obtenir, dés le premier lavage avec cette solution, un grand nombre d’unités
d’enzyme, ce qui donne une enzyme pure avec une activité spécifique de 239 U/mg.
Celle-ci se compare trés bien avec les valeurs préalablement obtenues (450 U/mg)
pour de la GGT humaine recombinante formée dans des cellules d’insectes'®. Le

rendement de 20 % est également trés bon.

Un gel d’électrophorése de certaines fractions de cette purification a

également été réalisé. Le résultat est montré a la Figure 39.
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Figure 39. Gel d’¢lectrophorése de protéines d’échantillons de la purification de la
GGT humaine recombinante par précipitation a |’acétone et chromatographie
d’affinité avec une colonne de Ni-NTA. Puits 1, surnageant de départ; puits 2, milieu
non fixé a la colonne; puits 3, fraction d’élution avec 250 mM imidazole; puits 4,
marqueur de poids moléculaire (en Da).

Il est certain que ce gel n’est pas trés clair. Ceci représente des échantillons
non concentrés. La concentration de ceux-ci n’a pas donné le résultat escompté
puisque de I’acétone est normalement utilisée pour faire la précipitation, mais ce
composé était déja présent dans les échantillons. De plus, peu d’échantillon était
encore disponible pour utiliser d’autres protocoles de précipitation. Il est possible de

voir les petite et grande sous-unités, mais celles-ci ne sont pas aux poids atttendus.
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Ceci peut étre expliqué par la présence de sucres sur I’enzyme. De plus, de la GGT
entiére, non dénaturée, semble présente. Il est possible que la dénaturation de
I’échantillon & 95 °C nécessaire avant de faire le gel d’électrophorése ne se soit pas
bien effectuée, ce qui a toujours €té observé lors de gels d’électrophorése de GGT de
reins de rats”. Cependant, le gel a tout de méme été utilisé pour faire un
immunobuvardage et confirmer la présence de la GGT recombinante. Le résultat

obtenu est montré a la Figure 40.
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Figure 40. Immunobuvardage du gel d’électrophorése d’échantillons de la
purification de la GGT humaine recombinante par précipitation a ’acétone et
chromatographie d’affinité avec une colonne de Ni-NTA. Puits 1, surnageant de
départ; puits 2, milieu non fixé a la colonne; puits 3, fraction d’élution avec 250 mM
imidazole.

Il est donc trés clair que la protéine présente lors de I’élution avec 250 mM
d’imidazole est de la GGT recombinante, elle seule ayant un épitope c-myc reconnu
par les anticorps utilisés dans I'immunobuvardage. Encore une fois, le poids
moléculaire est plus €levé. La bande correspondant & la petite sous-unité n’est
malheureusement pas visible dans les autres puits. Il est possible que la
concentration de la GGT n’y soit pas assez élevée, comme il a déja été constaté lors
de I’essai d’immunobuvardages au cours de la vérification de I’expression de la GGT

a la section 4.3 .4.

La purification de la GGT a donc été effectuée avec succés grice a une

précipitation a I’acétone et une étape de chromatographie d’affinité sur colonne de
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Ni-NTA. Le résultat de I'immunobuvardage montre clairement que la GGT
recombinante est bel et bien présente dans les fractions d’élution et celle-ci semble
assez pure, selon le gel d’électrophorése de protéines. Cependant, I’étape de
précipitation avec 50 % d’acétone a mené a une perte importante d’unités de GGT.
D’autres concentrations d’acétone seraient possibles (30 ou 40 %), mais le risque de
dénaturation est toujours important. Il est donc nécessaire de trouver un autre
protocole de concentration. Une précipitation au sulfate d’ammonium est donc

envisagée et est présentée a la section suivante.

4.2.6.2 Précipitation au sulfate d’ammonium

Le sulfate d’ammonium est souvent utilisé pour précipiter des protéines. En
effet, lorsqu’il est utilisé a de faibles concentrations, celui-ci entoure les charges
présentes sur la protéine, ce qui aide cette derniére a étre plus soluble dans 1’eau’.
Par la suite, a un certain point, lorsque la concentration de sels est trés grande, les
molécules d’eau servent plutét a solvater les ions du sulfate d’ammonium, ce qui
laisse la protéine seule avec les charges a solvater'>® et provoque la précipitation de
cette derniére. Il reste ensuite & centrifuger le mélange afin d’obtenir la protéine dans
le culot et le reste du milieu de culture, dans le surnageant. Par la suite, la protéine
peut étre resolubilisée dans le tampon désiré pour une prochaine étape de
purification. Cette technique est largement utilisée afin de concentrer rapidement et
efficacement des protéines en grande quantité. De plus, il peut s’agir d’une technique
de purification, comme dans le cas des précipitations avec un solvant organique. En
effet, une précipitation de protéines d’un mélange peut étre effectuée a un certain
pourcentage de saturation de sulfate d’ammonium, puis 4 un pourcentage plus élevé.
Il faut choisir judicieusement le sel utilisé pour faire cette précipitation. Celui-ci ne
doit pas interagir avec la protéine de maniére a la dénaturer. Certains ions, comme le
Ca™ et le Mg™, sont reconnus pour avoir cet effet secondaire®'. Le sulfate

d’ammonium, quant & lui, ne dénature pas les protéines et est soluble a de trés

grandes concentrations dans I’eau, donc il a été utilisé pour purifier la GGT.
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Ainsi, comme dans le cas de la précipitation a I’acétone, !’induction de
levures transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA avec une densité optique de
départ de 15,0 a donc été tentée avec 1 % de méthanol dans un volume de 40 mL de
milieu de culture BMMY a pH 7,0 contenant 1 % de « casamino acids ». Aprés 90
heures, le milieu de culture a été centrifugé. Par la suite, une quantité de sulfate
d’ammonium solide a été ajoutée au surnageant afin d’obtenir 60 % de saturation de
la solution. Apres une agitation d’une heure, une centrifugation est effectuée et le
culot et le surnageant sont séparés. Le surnageant est ensuite saturé a 95 % avec du
sulfate d’ammonium. Encore une fois, une centrifugation est effectuée et le culot,
cette fois-ci, est conservé. Ces conditions de saturation ont été utilisées puisqu’elles
se sont avérées les meilleures lors de la purification de GGT de rein de rat®. Le culot
est resuspendu dans du tampon de lavage ne contenant pas d’inhibiteur puis est
purifié par chromatographie d’affinité sur colonne de Ni-NTA. Des échantillons sont
conservés tout au long de la purification et sont analysés au niveau de I’activité

spécifique. Les résultats obtenus sont montrés au Tableau XVII.
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Tableau XVIL. Valeurs de la quantité de protéines, d’activité spécifique et de
rendement obtenues pour chacun des échantillons récupérés au cours de la
purification de la GGT tronquée recombinante effectuée avec une précipitation au
sulfate d’ammonium et une chromatographie d’affinité avec une colonne de Ni-NTA.

Etape Quantité de Activité Activité (U) Rendement (%)
protéine (mg) spécifique
(U/mg)
Surnageant 2,43 3,02 7,34 100,0
Surnageant 2,37 2,49 5,89 80,2
60 % (NH,4).SO,
Culot 0,62 1,39 0,86 11,7
60 % (NH,),SO;
Surnageant 1,89 1,13 2,13 29,0
95 % (NH,),SO,
Culot 0,53 7,23 3,85 52,5
Milieu non fixé 0,34 1,59 0,54 7.4
a la colonne
5 mM 0,057 1,83 0,10 1,4
imidazole
10 mM 0,0044 7,03 0,031 0,4
imidazole
20 mM 0,0050 21,18 0,11 1,4
imidazole
250 mM 0,012 283,62 3,40 46,4
imidazole-1
250 mM 0,011 7,39 0,084 1,1
imidazole-2

La signification des colonnes est la méme que pour le Tableau XVI. Dans ce
cas-ci, la premiére précipitation avec 60 % de saturation en sulfate d’ammonium a
permis d’obtenir la majorité de I’enzyme dans le surnageant, mais cela a mené a une
perte d’unités d’enzyme dans le culot. Il ne semble donc pas nécessaire d’effectuer
cette €tape ultérieurement. Par la suite, une précipitation avec 95 % de saturation a

été effectuée. Celle-ci ne semble pas avoir bien fonctionné, comme le montre le
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nombre d’unités présent dans le surnageant (encadré dans le Tableau XVII) alors que
la majorité de ’enzyme, & ce pourcentage, devrait se retrouver dans le culot. Malgré
des vitesses ou des temps de centrifugation différents, il a été¢ impossible de modifier
énormément le rendement de cette étape. Il est possible que la concentration de la
protéine ne soit pas suffisamment élevée dans la solution, ce qui se traduit par une
faible différence de densité entre la protéine et les sels environnants et une mauvaise

9

précipitation par centrifugation'”. Cependant, I’expérience a été poursuivie afin de

purifier I’enzyme par chromatographie d’affinité.

La colonne de Ni-NTA semble avoir bien fonctionné, ce qui se traduit par une
majorité de la GGT liée a la colonne, puis a son élution de maniére efficace par une
solution de 250 mM imidazole. En effet, cette technique a permis d’obtenir de la
GGT avec une activité spécifique de 284 U/mg, ce qui est supérieur a la purification
faite en présence d’acétone. De plus, aucune dénaturation n’a eu lieu au cours de la
précipitation de la protéine, comme le montre la conservation des unités de GGT tout
au cours de la purification. Enfin, un rendement de 46 % a été obtenu, ce qui est

supérieur au rendement de 20,1 % avec de |’acétone.

Un gel d’électrophorése de protéine et un immunobuvardage ont €galement
été effectués pour les échantillons de cette purification. Des résultats trés similaires a
ceux obtenus pour la purification avec une précipitation a I’acétone ont été observés.
Il semble donc que ces deux protocoles permettent de purifier la GGT humaine
recombinante de maniére efficace. La précipitation avec le sulfate d’ammonium
semble plus efficace que celle avec I’acétone, malgré la présence d’un probléme au
niveau de la centrifugation a haute concentration de sels. Il serait possible
d’envisager de concentrer initialement la protéine par ultrafiltration et centrifugation.
Cela a été tenté dans le laboratoire, mais sans succes. Il faut dire que le volume a
concentrer est assez €levé pour les tubes normalement disponibles sur le marché. De
plus, le volume utilisé ici est assez faible, il est possible de penser qu’avec de plus
grands volumes de milieu de culture, ce probléme puisse étre réglé. D’autres

solutions a ce probléme seront proposées dans la section Discussion.
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La GGT humaine recombinante a donc été exprimée avec succes dans un
systtme de levure P. pastoris utilisant une induction au méthanol. Il reste
maintenant a caractériser cette nouvelle forme de GGT humaine sans ancre

transmembranaire et avec un « His-tag » en position C-terminale.

4.2.7 Caractérisation de la GGT humaine recombinante

4.2.7.1 Présence de sucres

Des gels d’électrophorése de la GGT recombinante ont toujours montré un
poids plus élevé pour les deux sous-unités. Il est possible que cela soit dii a la
présence de sucres sur ’enzyme, ce qui change sa mobilité électrophorétique.
Normalement, il s’agit de complexes formés de différentes unités de mannose, de
glucose et de dérivés de ceux-ci. Afin de vérifier cette possibilité, il existe des
déglycosidases capables de cliver certains types de sucres. La levure P. pastoris est
reconnue pour hyperglycosyler, parfois, des protéines grace a des sucres liés sur
’azote de la chaine latérale d’asparaginesm. La glycosidase F est une enzyme
capable de cliver directement le lien reliant I’asparagine de la protéine et le premier
sucre du complexe, ce qui permet d’éliminer complétement ce dernier, contrairement
a d’autres enzymes clivant seulement un sucre en périphérie du complexe'®. Des
études préliminaires d’incubation de la GGT recombinante avec la glycosidase F ont
été réalisées. Un gel d’électrophorese et un immunobuvardage ont été effectués avec

cet échantillon de GGT. Le résultat de I'immunobuvardage est montré a la Figure
41.
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Figure 41. Immunobuvardage d’échantillons de GGT humaine recombinante ayant
subi, ou non, une déglycosylation. Puits 1, GGT humaine d’aliquots de surnageants
concentrés au cours de I’induction; puits 2, GGT humaine ayant subi les mémes
dénaturations que dans le cas de I’échantillon a déglycosyler, mais sans glycosidase
F; puits 3, GGT humaine ayant subi des dénaturations et des clivages par la
glycosidase F.

La Figure 41 montre une bande pour la petite sous-unité dans tous les puits
(méme dans le deuxiéme, ce qui a été confirmé par un temps d’exposition plus long
du film, un probléme est probablement survenu au cours de la précipitation de
I’échantillon). Cependant, celle-ci passe d’un poids d’environ 34 kDa dans le cas de
la GGT jamais mise en présence de glycosidase a un poids d’environ 30 kDa. Il
semble donc que la présence de sucres influence la mobilité de la protéine sur le gel
d’¢électrophorese, d’ou I’erreur sur la détermination du poids moléculaire.
Cependant, le poids observé n’est pas encore celui prédit par la séquence primaire de
la GGT. En effet, un poids d’environ 23 kDa est attendu. Il existe également des
sucres liés a des résidus thréonine ou sérine pouvant étre présents sur la GGT. La
levure P. pastoris est également capable d’ajouter des sucres de ce typems. Il est
donc fort possible que la différence de poids moléculaire observée soit donc
uniquement due a la présence de différents sucres. Une étude plus exhaustive serait

donc nécessaire pour confirmer cette hypothése.

4.2.7.2 Stabilité thermique

La GGT humaine recombinante pure a été obtenue a partir d’un systéme de
levure. Il est maintenant important de voir si cette enzyme posséde les mémes

caractéristiques que les autres GGT préalablement étudiées. L’une des premiéres
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expériences est de vérifier la stabilité de I’enzyme par rapport a la température. En
effet, une hausse de température méne normalement a une dénaturation. La GGT
humaine recombinante provenant du syst¢me des levures a donc été incubée a
différentes températures, puis un aliquot est prélevé afin de faire un test d’activité.
Cette expérience a €galement été effectuée avec la GGT de rein de rat purifiée dans
notre laboratoire et qui a été utilisée au cours des études cinétiques effectuées aux

chapitres précédents. La courbe de dénaturation obtenue est montrée a la Figure 42.
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Figure 42. Graphique du pourcentage d’activité spécifique résiduelle en fonction de
la température de pré-incubation pour la GGT de rein de rat (e) et pour la GGT
humaine recombinante du systéme des levures (& ).

Cette courbe montre que les deux enzymes testées, la GGT de rein de rat et la
GGT humaine recombinante du systéme des levures, sont aussi sensibles I’une que
Pautre a la tembérature. [l semble y avoir une meilleure stabilité¢ au niveau de la
GGT recombinante (la baisse d’activité spécifique débute a plus haute température
que dans le cas de la GGT de rein de rat), mais cette différence n’est pas trés
significative. Les deux enzymes semblent stables jusqu'a 45 °C, puis une baisse
rapide de Iactivité spécifique est observée avec un point d’inflexion d’environ 54 °C.

Ensuite, apres 60 °C, Pactivité spécifique est nulle. Il ne semble pas y avoir
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d’intermédiaire durant cette dénaturation thermique. La stabilit¢ de ces deux

enzymes est donc similaire.

4.2.7.3 Constantes cinétiques pour les substrats donneur et accepteur

Il est maintenant nécessaire de comparer les constantes cinétiques de la GGT
recombinante pour les principaux substrats avec les résultats obtenus pour d’autres
enzymes. En effet, des différences dans la glycosylation dues au systéme
d’expression utilisé et la présence de I’épitope c-myc et du « His-tag » sur I’enzyme

purifiée des levures peuvent créer quelques changements. Les constantes cinétiques
Km et k. " pour le substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide et le substrat

accepteur glycylglycine ont été déterminées pour la GGT recombinante. Le résultat

obtenu pour le substrat donneur est montré & la Figure 43.

Vitesse (uM min'1)
[4,]

0 1000 2000 3000 4000
[L-y-glutamyl-p-nitroanilide] (j.M)

Figure 43. Graphique Michaelis-Menten pour la détermination des constantes
cinétiques Ky et k)" pour le substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide en

présence d’une concentration saturante de 20 mM du substrat accepteur glycylglycine
dans du tampon 0,1 M Tris-HCl a pH 8,0 et 2 37 °C.
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Dans le cas de la détermination des constantes cinétiques pour la
glycylglycine, une concentration saturante de 1 mM de L-y-glutamyl-p-nitroanilide a
été utilisée. Les résultats obtenus, comparés a ceux d’autres types de GGT, sont

présentés au Tableau XVIII.

Tableau XVIII. Constantes cinétiques Ky et k.. " des substrats L-y-glutamyl-p-

cal
nitroanilide et glycylglycine pour la GGT humaine recombinante tronquée provenant
du systéme des levures et pour d’autres types de GGT.

Type de GGT L-y-glutamyl-p-nitroanilide Glycylglycine
Km (kM) koo™ (x 10° Km (mM) koo (x 10°
min™') min™)
GGT humaine 614 + 40 76+ 2 6,3+04 60 +2
tronquée et
avec « His-

tag » (levure)

GGT humaine 2100 79 3,4 42
tronquée
(cellules

d’insectes)"

GGT humaine 810'% 69" 12,4'6
(foie)

--- - Aucune valeur n’a été trouvée pour cette constante, sauf pour la GGT humaine
recombinante non tronquée dans des cellules d’insectes (42 000 min™").

Les constantes cinétiques sont donc assez similaires d’un systeme
d’expression a ’autre, ce qui confirme que la GGT tronquée et avec un « His-tag »
possede un comportement similaire & celle provenant des cellules d’insectes. Il est a
noter que le Ky du substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide semble meilleur dans
le cas de I’enzyme provenant des levures. La présence du « His-tag » pourrait créer
un changement de conformation menant a une liaison différente des substrats.

Cependant, cela ne semble pas vraiment affecter la vitesse de catalyse effectuée par

I’enzyme, comme le montrent les valeurs de k.o™. Il semble donc, a quelques

cat

différences pres, que la GGT humaine tronquée recombinante provenant du systéme
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d’expression des levures aie les mémes propriétés cinétiques que la GGT humaine

provenant d’autres systémes.

4.3 Discussion

La nécessité de posséder une source constante de GGT humaine n’est plus a
démontrer. En effet, la GGT humaine est impliquée dans plusieurs réactions et
désordres physiologiques et son étude exhaustive doit étre réalisée afin de mieux
comprendre son mécanisme et connaitre sa structure. Cependant, pour y arriver, il
est impossible, pour des raisons éthiques et de coits, de purifier de la GGT
directement des organes en grande quantité. Une source de GGT recombinante offre

donc la possibilité d’en posséder et de pouvoir la modifier par mutagénése dirigée.

Comme 1l a ét€ vu dans I'introduction, les systémes d’expression de GGT
recombinante souffrent tous de quelques lacunes. Dans les systémes chez E. coli**
ou S. cerevisiae"’| la GGT purifiée est parfois seulement le précurseur, son activité
n’est pas trés élevée et la quantité obtenue est nettement insuffisante. Ceci peut étre
di aux modifications post-traductionnelles différentes dans ces micro-organismes par
rapport aux systémes eucaryotiques supérieurs. Ceci est démontré par les activités
spécifiques et les quantités de GGT obtenues dans des systémes plus complexes tels
les cellules V79" et les cellules d’insectes S21%. Cependant, ces systémes sont trés
longs a établir, ce qui n’est pas pratique lorsque des mutants doivent étre effectués.
De plus, ces deux systémes sont trés coliteux et ne s’appliquent pas aisément a la
production de grandes quantités d’enzyme pour des études structurales. Un autre

systtme d’expression de GGT recombinante est donc nécessaire afin de pouvoir

obtenir aisément de I’enzyme en grande quantité et avec la séquence primaire désirée.

La levure P. pastoris est maintenant de plus en plus utilisée pour produire des
protéines recombinantes. Depuis son utilisation a cet effet en 1985, un nombre
croissant de publications montre |’utilisation de ce systéme dans la production en

grande quantité de protéines'’’. Cet organisme unicellulaire posséde I’avantage
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d’effectuer plusieurs des modifications post-traductionnelles présentes chez les
eucaryotes supérieurs. De plus, il est possible de lutiliser aisément dans un
fermenteur, ouvrant ainsi la porte & une production industrielle, dans certains cas, de

ce systéme.

Ainsi, depuis son étude en 1985'*%, 1a levure P. pastoris a été utilisée pour
produire une grande quantité de protéines ayant diverses applications. Ainsi, la
glycoprotéine D du virus de I’herpés équin a été obtenue avec succés sous forme
sécrétée avec un rendement de 50-100 mg pour un litre de milieu de culture'®®. Ceci
représente une quantité largement suffisante pour étre utilisée dans des tests in vivo
vérifiant Iutilité de cette protéine dans I’immunisation de souris contre ce virus, ce
qui a été fait avec succés. Dans ce méme but, I’hémagglutinine, une protéine
présente dans la membrane du virus de ’influenza, a été produite avec succes sous
forme monomérique et soluble dans la levure P. pastoris'®®. Cette protéine a été
injectée a des souris et a permis de protéger celles-ci contre ce virus qui peut mener a
la mort d’humains et d’animaux. Une grande quantité de protéine est donc nécessaire

et le systeme d’expression dans la levure permet d’atteindre ce but.

L’expression de ces protéines peut se faire en utilisant différents types de
plasmides et de souches de levure. Il a donc été nécessaire de judicieusement choisir
les caractéristiques désirées pour la GGT recombinante humaine avant de débuter le

travail sur un nouveau systéme d’expression.

4.3.1 Construction du plasmide

La mise au point d’un nouveau systéme d’expression permet de choisir le type
de GGT désiré et ses principales caractéristiques. Ainsi, comme il a été démontré
dans lintroduction, la purification d’une enzyme possédant une ancre
transmembranaire est assez problématique et demande I’ utilisation d’une protéase ou

d’un détergent afin de se débarrasser des membranes cellulaires. Il est possible,
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grice a la mutagénése dirigée, d’éliminer une partie du géne codant pour la GGT. 1l
a donc été décidé que la séquence d’ADN correspondant a I’ancre transmembranaire
ne serait pas conservée dans le plasmide d’expression pour les levures. Ce type
d’ancre a déja été proposé comme jouant un rdle dans la localisation de I’enzyme
dans la cellule'. Cependant, I’expression d’une enzyme tronquée a ce niveau a été
réalisée dans des cellules d’insectes et a permis d’obtenir une enzyme hautement
active sécrétée dans le milieu réactionnel'®. Ainsi, sa présence ne semble pas
nécessaire a l’activité enzymatique. Il est possible que celle-ci aide au bon
repliement, mais la dénaturation de la GGT avec ou sans ancre transmembranaire se
fait avec les mémes concentrations d’urée, montrant que la structure quaternaire est
probablement la méme'®. Ces résultats encourageants nous ont poussé a désirer une
GGT recombinante sans ancre transmembranaire. Cependant, la manipulation de
cellules d’insectes est plus fastidieuse que celles de levure, alors un nouveau systéme

d’expression utilisant P. pastoris peut combler cette lacune.

L’absence d’ancre transmembranaire aide a la sécrétion, mais il faut
¢galement s’assurer que ’enzyme sera bel et bien sécrétée a I’extérieur de la cellule
et non enfermée a l'intérieur. Ainsi, le bris des cellules n’est pas nécessaire. Une
séquence d’ADN correspondant a un facteur de sécrétion doit donc étre ajoutée a
celle de la GGT. Cette séquence peut provenir d’un plasmide commercial la
contenant déja. Le choix du plasmide pPICZa A répond donc bien a cette demande.
Il existe d’autres séquences permettant la sécrétion de la protéine, mais, dans
plusieurs cas, le facteur o provenant de S. cerevisiae retrouvée dans le plasmide

pPICZaA s’est avéré le meilleur pour y parvenir'49"50.

Il faut cependant bien
construire le plasmide afin de s’assurer que la séquence d’ADN du géne de la GGT
soit dans le méme cadre de lecture que celle du facteur a.. Cette séquence protéique
nécessaire a la sécrétion est donc fixée a la protéine. Celle-ci est clivée par les
enzymes Kex2 et Stel3p afin de ne pas se retrouver sur la protéine finale. Il a déja
¢été démontré, dans le cas de I’expression de I'hémagglutinine discuté précédemment,

que ces enzymes n’ont pas complétement clivé la séquence, mais un espaceur entre la

séquence et le début de I’enzyme est normalement nécessaire, ce qui est le cas dans le
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plasmide pPICZaA-hGGTA construit ici'®. Il semble donc moins probable que ce

cas arrive dans ’expression de la GGT.

Enfin, ’enzyme étant sécrétée, il serait bien de pouvoir aisément la purifier.
La levure P. pastoris est déja reconnue comme étant un organisme ne sécrétant pas
beaucoup de protéines et peu de protéines sont présentes dans son milieu de culture,
facilitant ainsi la purification'”. Cependant, I’ajout d’un « His-tag » a la partie
C-terminale de la protéine permet d’isoler facilement la protéine grice a une
chromatographie d’affinité avec une matrice de type Ni-NTA. Ainsi, il sera possible
d’obtenir de la GGT pure sans trop d’étapes de purification et en peu de jours. De
plus, la présence d’un épitope c-myc juste avant le « His-tag » permet la détection de

I’enzyme au cours d’immunobuvardage.

Le plasmide pPICZoA posséde donc les caractéristiques nécessaires a
Pexpression d’'une GGT humaine recombinante sécrétée et avec un « His-tag ». De
plus, un géne de résistance a I’antibiotique Zeocin est présent. Ce type de résistance
est nécessaire afin de pouvoir sélectionner les bactéries et les levures contenant le
plasmide d’intérét''. Il existe différents plasmides contenant un geéne de résistance a
un autre antibiotique (par exemple, ampicilline) et un géne codant pour la production
de lacide aminé histidine'*®. Ainsi, lors de transformations dans des bactéries,
celles-ci sont sélectionnées sur un milieu contenant de I’ampicilline. L’ampicilline
ne fonctionnant pas avec les levures, un autre type de sélection doit étre fait. Ainsi,
Putilisation de souches de levure ne produisant pas leur propre histidine (par
exemple, les souches de P. pastoris GS-115) est nécessaire'*®. La transformation du
plasmide d’intérét dans ces levures est alors suivie grice a une sélection sur un milieu
minimal ne contenant pas d’histidine, ce qui donne parfois des faux-positifs. L’ajout
d’un géne pour la résistance a I’ampicilline et pour la production d’histidine rend
donc le plasmide beaucoup plus gros et moins maniable. Le plasmide pPICZaA
confére donc un avantage certain a ce niveau. L’antibiotique Zeocin est un peu plus

onéreux et certaines précautions doivent étre prises lors de son utilisation, mais ce
I

choix s’avére meilleur par rapport a d’autres systémes de sélection'’
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Le plasmide pPICZaA posséde le promoteur AOXI. Celui-ci va permettre
I’expression de la protéine d’intérét seulement en présence de méthanol. Ainsi, il est
possible d’induire au moment désiré I’expression de la GGT. Il existe cependant
d’autres types de promoteur, tel le promoteur GAP (promoteur du gene codant pour

149,170

I’enzyme glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) Celui-ci n’est pas

induit par la présence d’un inducteur dans le milieu de culture. Il va toujours

produire la protéine (il est constitutif'*

), ce qui évite ’usage du méthanol.
Cependant, il faut s’assurer que la protéine n’est pas toxique pour la levure, son
accumulation pouvant mener a la mort de la cellule. Cependant, dans notre cas, une
induction au moment désiré était voulue, ce qui a mené le choix vers un plasmide

contenant le promoteur AOX].

Le plasmide pPICZaA-hGGTA a donc été obtenu avec succes. Celui-ci
posséde la séquence désirée et les éléments nécessaires a une bonne expression dans

les levures. Les levures P. pastoris ont donc ensuite été transformées.

4.3.2 Transformation des levures P. pastoris et intégration dans le
génome

Comme il a été décrit dans la section 4.2.2, le plasmide pPICZaA-hGGTA a
été linéarisé afin de permettre une meilleure intégration dans le génome de la levure.
En effet, il existe différents types d’intégration possibles qui possédent chacune leurs
avantages. Ainsi, l'intégration totale du plasmide dans le génome permet de
conserver le géne de résistance a I’antibiotique Zeocin et I’intégrité du geéne A0X!
codant pour I’enzyme oxydase d’alcool. Cette enzyme permet de métaboliser le
méthanol et peut représenter jusqu’a 30 % des protéines solubles dans la levure en
présence de ce composélso. Ainsi, la présence de ce géne permet a la levure de
métaboliser rapidement le méthanol et de croitre plus rapidement. Dans le cas du

remplacement complet du géne 40X/, un autre géne, A0X2, codant pour le méme
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type d’enzyme mais métabolisant plus lentement le méthanol, sera amené a

contribution'®’. La souche de levure sera alors appelée Mut® (S pour « slow »).

La souche utilisée dans notre cas a été la X-33. Cette souche ne contient pas

. . 1o 149,158
de mutation de géne et est donc considérée de type sauvage .

L’intégration du
plasmide dans le génome devrait permettre une croissance rapide sur un milieu dans
le méthanol. Ainsi, si le systtme d’expression de la GGT s’avére bon, il sera
possible d’obtenir de la GGT en moins de temps que dans le cas du remplacement
complet du géne AOXI. Il existe également des souches déja Mut® (par exemple,
KM71). Celles-ci ont un géne AOX] muté. Ainsi, quelque soit le type d’intégration
effectué dans le génome, ces levures pousseront toujours lentement sur un milieu
riche en méthanol. Cependant, il s’est avéré, dans certains cas, que 1’expression de la
protéine était meilleure dans ce type de souche que dans le cas d’une souche ayant
intégré le plasmide sans briser ’intégrité du géne 40X/, comme c’est le cas dans la
sécrétion de I’enzyme invertase’®. 11 est donc nécessaire normalement d’essayer des
souches permettant les deux types de croissance. Cependant, dans notre cas, la mise
au point d’un systéme d’expression rapide a mené au choix de la souche X-33 et
d’une intégration complete du plasmide pPICZaA-hGGTA dans le site du promoteur
5’A0X].

Comme il a été décrit dans la section 4.2.2, la transformation des levures
P. pastoris X-33 a été réalisée avec succés. Une sélection sur un milieu contenant
100 pg/mL de I’antibiotique Zeocin a été faite afin d’identifier les transformants
contenant le plasmide pPICZaA-hGGTA. Cependant, d’autres expériences auraient
pu étre effectuées a ce niveau afin d’obtenir de meilleurs transformants. En effet, il
est possible que plusieurs copies du plasmide pPICZaA-hGGTA se soient
incorporées dans le génome. Il a déja été démontré qu’un nombre plus élevé de
copies permettait d’obtenir une meilleure expression de I’enzyme désirée' !, Cet
effet a notamment ét¢ démontré dans le cas de la sécrétion d’un facteur de croissance
69

épidermal de souris (mEGF) dans les levures P. pastoris'®. Dans ce cas, le gene

AOXI de levures GS-115 a été remplacé par le plasmide d’intérét, créant ainsi une
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souche poussant lentement dans un milieu de culture contenant du méthanol. Les
quantités de protéines obtenues ont été plus de 30 fois supérieures lorsque le nombre
de copies passe d’une a 19 dans le cas d’une incubation normale utilisant des
erlenmeyers. De plus, les auteurs de cette recherche ont comparé leurs résultats a
ceux de ’expression de la méme protéine dans la levure S. cerevisiae. 1l s’avere que,
dans le cas de cette protéine, le systéme P. pastoris soit supérieur (environ deux fois

. . .. . . i aipsal69
mieux) que le systéme S. cerevisiae au niveau de la quantité de protéine sécrétée = .

Il semble donc, selon cet exemple, que le nombre de copies soit bien
important. Cependant, dans le cas de la protéine trypsinogene, il semble qu’un
nombre de copies plus élevé nuise, dans le cas d’un plasmide sous le contrdle du
promoteur 5’A0X1, a sa sécrétion, ayant comme résultat final une plus faible quantité
d’enzyme'’®. Cependant, ceci n’est pas observé lors de I'utilisation du promoteur
GAP expliqué plus tot. Il semble donc que le nombre de copies puisse aider a
I’expression d’une protéine, mais cela dépend en grande partie de la nature de la

protéine et du systéme d’expression utilisé.

Ainsi, dans le cas de la GGT, la sélection s’est effectuée grace a un milieu de
culture contenant de 1’antibiotique Zeocin a des concentrations de 100 pg/mL. Il est
important de noter que la protéine de résistance a la Zeocin agit de maniére
steechiométrique, et non pas de maniére enzymatique, en se liant a ’antibiotique et en
I’inactivant'*®. Un nombre supérieur de copies de ce gene de résistance permettra
probablement & la levure de croitre dans un milieu de culture contenant des
concentrations plus élevées de I’antibiotique. Ainsi, au cours de la transformation, il
aurait été possible d’étaler les transformants sur des milieux de culture contenant des
concentrations plus élevées de Zeocin (par exemple, 500 a 2000 pug/mL), permettant
ainsi seulement la croissance de levures ayant incorporé un plus grand nombre de
copies du géne de la GGT. Il est ensuite nécessaire de vérifier le nombre de copies
présentes dans le génome. Pour y arriver, il est possible de purifier I’ADN et de le
mettre sur une membrane de nitrocellulose pour ensuite I’hybrider avec une sonde

d’ADN radioactive correspondant 4 une partie du géne de la GGT'*. Selon
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’intensité du signal radioactif, il sera possible de connaitre le nombre de copies.
Cependant, il est impossible de dire si ce paramétre aura un effet positif ou négatif
sur la quantité de protéine sécrétée, comme il a été¢ montré précédemment avec les
autres exemples. Ainsi, une transformation dans des souches P. pastoris Mut® (tel
KM71) et un nombre de copies plus élevé peuvent aider a obtenir une plus grande

quantité de protéine.

4.3.3 Expression de la GGT humaine recombinante

Le plasmide pPICZaA-hGGTA a bien été intégré dans le génome de la
souche de levure P. pastoris X-33, mais il restait & vérifier si ’expression est
possible. Des tests effectués ont montré que de la GGT sécrétée est présente dans le
milieu de culture, confirmant ainsi le choix au départ du plasmide d’expression. De
plus, il semble que I’absence de I’ancre transmembranaire n’ait pas nui a I’expression
de Penzyme. Le milieu de culture BMMY des levures ne contient pas vraiment de
protéine menant a la transpeptidation du substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide
et du substrat accepteur glycylglycine utilisés dans le test d’activité. Les résultats
proviennent donc bien de ’enzyme GGT. Cependant, un certain nombre d’unités
d’enzyme semble présent dans le culot lorsque les levures contiennent le plasmide
pPICZaA-hGGTA comparativement aux levures contenant le plasmide pPICZaA
(vide). Ceci pourrait étre expliqué par de la GGT demeurée emprisonnée dans les
cellules, et non sécrétée. Il existe un espace périplasmique dans la levure. Ceci
représente un espace entre deux couches de membrane. Dans le cas de I’invertase,
environ 80-90 % de I’enzyme a été sécrétée dans le milieu de culture et une petite
portion de 10-20 % est demeurée dans I’espace périplasmique'®. 1l ne faut
également pas oublier que les levures ont également un peu d’activitt GGT
endogéne. En effet, la GGT de S. cerevisiae a déja été étudiée'’. Chez P. pastoris,
aucune étude n’a été effectuée a cet effet, cette levure étant plutot utilisée comme
systeme d’expression de protéines recombinantes, et non comme organisme

unicellulaire méritant d’étre étudié. Cependant, une différence existe entre les

levures ayant incorporé ou non le géne de la GGT humaine. Des tests
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d’immunobuvardage avec des échantillons trés concentrés en protéine n’ont donné
aucune bande, ce qui peut étre expliqué par une faible quantité présente dans ces
échantillons. 1l est donc possible qu’un peu de GGT recombinante, en plus de la
GGT endogéne probablement liée 4 la membrane, soit présente & ’intérieur de la
levure, mais ceci représente tout de méme une quantité plus faible que celle pouvant

&tre obtenue sous forme sécrétée dans le milieu de culture.

L’optimisation des conditions d’expression a permis d’obtenir de la GGT en
plus grande quantité. Le premier paramétre varié, le pH, n’a pas apporté de
variations importantes. Il semble que le pH de 7,0 soit préférable pour I’expression,
mais une faible différence existe avec le pH 6,0. Ce sont des raisons pratiques qui
forcent le choix pour le pH 7,0 par rapport & 8,0. En effet, des problémes de
précipitation a pH 8,0 rendent plus difficiles la préparation des milieux de culture.
Cependant, dans le cas de I’hémagglutinine, le changement de pH a significativement
aidé a ’expression de la protéine, mais il avait déja été noté que le pH avait cet effet

0

dans d’autres systémes d’expression pour celle-ci'®.  Alors, cet effet est

probablement plutét lié a la nature de la protéine.

Le deuxiéme paramétre varié, le pourcentage de méthanol, a montré des effets
frappants quant a la quantité de GGT sécrétée. En effet, il semble qu’un pourcentage
de plus en plus élevé tende a diminuer la sécrétion de ’enzyme. Pourtant, pour
certaines enzymes, des pourcentages aussi €levés que 3 % ont déja été utilisés™®. 1l
est possible qu’un pourcentage plus élevé méne a la mort des cellules, ce qui est peut-
étre arrivé dans le cas de la GGT. De plus, la concentration de protéine s’est avérée
trés élevée avec des pourcentages élevés de méthanol, ce qui peut étre expliqué par la
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sécrétion de protéines de stress tentant de protéger la levure’''.  Ainsi, un

pourcentage de 1 % a été conservé pour le reste des expériences.

Le troisieme paramétre, la densité optique a 600 nm lors de I’induction avec
le méthanol, a eu également un effet sur ’expression des protéines. Une densité

optique plus élevée méne & une quantité accrue du nombre d’unités de GGT, mais
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surtout a une activité spécifique plus élevée, ce qui aide a la purification de I’enzyme.
Il est a noter qu’un fermenteur permet justement d’obtenir des densités beaucoup plus
¢levées menant a la production d’une grande quantité d’enzyme'®®'®. 11 aurait peut-
étre été souhaitable d’essayer une gamme plus large de densités optiques, mais le
facteur de I’oxygénation devient alors important et il est plus difficile d’effectuer ces

expériences a partir de fioles coniques (« erlenmeyers ») dans un incubateur-

agitateur.

Enfin, le quatriéme paramétre est la présence de « casamino acids ». Il s’agit
d’acides aminés libres déja reconnus comme étant capables de bloquer diverses
protéases formées par la levure P. pastoris'®. En effet, des protéases se retrouvent
dans des vacuoles dans la levure. Cependant, lors du bris ou de la mort d’une levure,
les protéases se retrouvent dans le milieu réactionnel et peuvent donc dégrader les
protéines présentes, notamment la GGT. L’ajout de « casamino acids » permet donc
de diminuer cette dégradation. Cet effet a été observé aux deux densités optiques
testées. Il est peut-étre possible qu’une protéase soit sécrétée, mais elle provient
plutdt, normalement, du bris d’une cellule. Afin d’éviter ce probléme, il est possible
de changer le pH du milieu de culture, un pH acide inactivant les protéases.
Cependant, le pH ne doit pas avoir un effet sur la protéine sécrétée. Ensuite, une
autre possibilité est ’utilisation de souches de levures ne contenant pas de protéases.
Des génes codant pour des protéases vacuolaires ont été identifiés chez P. pastoris.
Ceux-ci ont été mutés dans certaines souches, permettant ainsi la sécrétion de la
protéine d’intérét sans risquer sa dégradation abusive. Dans notre cas, I’utilisation de
« casamino acids » s’est révélée trés efficace afin de conserver une bonne quantité de

protéines.

L’expression étant optimisée, la purification de la GGT recombinante a pu

étre effectuée.



179

4.3.4 Purification de la GGT humaine recombinante

La GGT humaine recombinante sécrétée par les levures a donc été exprimée
avec succes dans le systéme de levure P. pastoris. La purification doit ensuite étre
effectuée. Le passage direct du milieu de culture sur la matrice Ni-NTA
reconnaissant le « His-tag» n’a pas permis de lier efficacement la GGT
recombinante. Il est certain que les conditions de culture ne correspondent pas a
celles normalement utilisées pour faire ce type de chromatographie d’affinité. Méme
en ajustant les conditions, il a été impossible de lier la GGT sans faire de

concentration préalable.

La concentration de la protéine présente dans le milieu de culture a donc été
effectuée par précipitation a I’acétone. Ce solvant organique est reconnu pour ne pas
créer trop d’effets secondaires 4 la structure d’une protéine'®®. Ceci a été réalisé avec
succes, comme le montre le nombre d’unités d’enzyme présentes dans le culot par
rapport au surnageant lorsque la solution « précipitée » a été centrifugée. Cependant,
le gros désavantage de cette technique est la dénaturation possible de I’enzyme. En
effet, des concentrations trop €levées de ce solvant organique ou des hausses de
température peuvent mener & cet effet secondaire'”. Dans le cas de la GGT, toutes
les manipulations ont été effectuées a 4 °C dans une chambre froide et I’addition de
’acétone a été faite tres lentement afin que les hausses de température puissent étre
contrlées. Cependant, méme dans ce cas, une baisse du nombre d’unités d’enzyme
a été observée entre la précipitation avec 20 % d’acétone et celle avec 50 %, alors
une dénaturation, telle que décrite au Schéma 23, a été probablement effectuée.
Malgré ce désavantage, la technique s’est avérée efficace pour précipiter la protéine
et la purification par chromatographie d’affinité a été effectuée avec succés par la
suite pour donner une enzyme pure avec une activité spécifique de 239 U/mg (12 pg
pour 40 mL de culture), ce qui se compare avantageusement bien a la valeur de 450
U/mg (84 pg pour 300 mL de milieu de culture concentré) obtenue dans la
purification de la GGT sans ancre transmembranaire dans un systéme utilisant des

baculovirus et des cellules d’insectes'. 1l faut dire que la complexité des deux
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systémes (levures et cellules d’insectes) n’est pas la méme, ce qui pourrait expliquer

cette différence.

Une précipitation utilisant d’autres interactions entre les protéines a donc été
effectuée. Le sulfate d’ammonium permet, a des pourcentages élevés de saturation,
de faire sélectivement précipiter des protéines. Ainsi, en plus de la concentration de
la protéine, I’élimination d’autres protéines indésirables est possible, aidant ainsi 4 la
purification de I’enzyme. Cela a donc été effectué avec du milieu de culture
contenant de la GGT sécrétée. Une premiére précipitation a 60 % de saturation en
sulfate d’ammonium a été faite, mais celle-ci n’a pas permis d’éliminer beaucoup de
protéines indésirables. Une hausse de ce pourcentage a 95 % a mené a la
précipitation de la majorité de la GGT présente dans I’échantillon et a sa récupération
dans le culot a la suite d’une centrifugation. Cependant, comme il est indiqué au
Tableau XVII, plusieurs unités sont également présentes dans le surnageant lors de la
centrifugation. Il est impossible d’élever encore plus le pourcentage de saturation de
I’échantillon. De plus, malgré une modification des conditions de centrifugation afin
d’obtenir le maximum de précipitation, il a été impossible d’améliorer
significativement la quantit¢ de protéines récupérées dans le culot. Ceci est
possiblement expliqué par la différence de densité. Avec un pourcentage élevé de
sulfate d’ammonium présent dans la solution, les protéines se rapprochent et vont
former des types d’aggrégats plus denses qui vont aller dans le culot lors de la
centrifugation. Cependant, si le milieu n’est pas trés concentré en protéines et s’il
contient déja plusieurs composantes le rendant assez dense (acides aminés libres,
etc), la densité du milieu sera assez élevée et la différence ne sera pas assez grande
avec les protéines, menant alors au résultat obtenu ici. Il existe également la
possibilité de concentrer I’échantillon par ultrafiltration et centrifugation. Ceci est
trés efficace et souvent réalisé dans le cas de petits volumes de milieu de culture.
Dans le cas de volumes plus importants, il est nécessaire d’utiliser un type d’appareil
différent, et non plus une centrifugeuse. Dans le cas de ce systéme d’expression dans
les levures P. pastoris, de grands volumes seront utilisés afin d’obtenir de grandes

quantités. La concentration, par centrifugation, de grands volumes dans des tubes
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acceptant de petits volumes serait fastidieuse. Une précipitation avec du sulfate
d’ammonium apparait donc comme une méthode préférable afin d’obtenir de la GGT

en plus grande quantité.

Cette précipitation a tout de méme permis d’obtenir suffisamment de GGT
afin de faire une purification par chromatographie d’affinité. Une activité spécifique
de 284 U/mg a été obtenue, ce qui est supérieur a la purification par précipitation a
I’acétone. De plus, la quantité de protéine obtenue est plus élevée avec du sulfate
d’ammonium et le rendement global de la réaction est bien meilleur (46,4 % par
rapport a 20,1 %). Le protocole utilisant le sulfate d’ammonium est donc le meilleur
et constitue celui qui sera appliqué dans I’avenir dans le laboratoire afin d’obtenir de
la GGT humaine recombinante. Il est certain que la quantité d’enzyme obtenue ici
est tout de méme faible, mais celle-ci provient de 40 mL de milieu de culture, ce qui
est peu. Le travail ici consistait & mettre au point un systéme d’expression de la GGT
recombinante dans les levures, ce qui a été réalisé avec succés. Il restera donc a
optimiser le systeme a de plus grandes quantités de milieu de culture afin d’obtenir

plus de GGT pour faire des études structurales.

4.3.5 Caractérisation de la GGT

La GGT humaine recombinante a été obtenue avec succés. Il reste maintenant
a caractériser I’enzyme afin de s’assurer de ses modifications post-traductionnelles et
de son bon repliement. Pour débuter, au cours de gels d’électrophorése et
d’immunobuvardages, un mauvais poids moléculaire a été observé pour les deux
sous-unités de la GGT. Ceci peut facilement étre expliqué par la présence de sucres
ajoutés par la levure P. pastoris. En effet, celle-ci est reconnue pour hyperglycosyler,
parfois, les protéines formées'®. 1l est a noter que la GGT est normalement
glycosylée chez les mammiferes'’”. Les sucres peuvent étre fixés a I’azote de
certaines asparagines (sucres N-liés) ou a I’oxygéne de certaines sérines et thréonines

(sucres O-liésy’. Dans le cas des sucres N-liés, la structure est normalement 1’une de

celles représentées a la Figure 44.
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Figure 44. Structure de sucres liés a ’azote de certaines asparagines dans les
glycoprotéines. Les abréviations sont Asn, asparagine, GlcNAc, sucre
N-acétylglucosamine, Man, mannose, Gal, galactose et SA, acide sialique.

La connection de ces sucres permet d’obtenir différents types de complexes.

Dans le cas de la GGT, des sucres a haut contenu en mannose et de type complexe
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sont formés "*. Il y a jusqu’a huit sites de glycosylation sur un azote sur la GGT de

mammifére’. De plus, les différents isoformes de la GGT proviennent du contenu en
acide sialique, ce qui change leur point isoélectrique' . 1l existe également quelques
sucres O-liés. Ceux-ci sont principalement formés de galactose et de galactosamine
et se fixent sur des sérines et des thréonines, mais il n’existe pas réellement de
séquence consensus pour prévoir ces sites de glycosylation'™. II semble que deux
sites sont possiblement glycosylés sur des sérines ou des thréonines sur la GGT de

mammifeére, I’un sur chacune des sous-unités.

La levure P. pastoris ne posséde pas le méme type de machinerie pour ajouter

des sucres. En effet, des sucres a haut contenu en mannose sont pricipalement
) . : G 160,165
présents sur les azotes de certaines asparagines dans les glycoprotéines .

Lorsqu’une hyperglycosylation a lieu, il peut parfois y avoir jusqu’a 75-80 résidus de
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mannose dans ces sucres N-liés. Il existe également des sucres O-liés, mais ceux-ci
tor . . <« 165 . \ d
ont été beaucoup moins étudiés . Ces sucres, contrairement a ceux des
mammiféres, sont surtout formés de mannose. Les séquences reconnues pour la
glycosylation sont différentes chez les mammiféres et les levures, ce qui explique la

différence de glycosylation dans ces organismes.

La GGT recombinante humaine dans les levures est possiblement glycosylée,
ce qui explique probablement la masse plus élevée observée sur les gels
d’électrophorése. L’utilisation de glycosidase F permet de cliver complétement les

sucres N-ligs'3%160,

Il est également possible de faire ce clivage avec de
’endoglycosidase H, mais il reste une unité de sucre attachée a 1’asparagine de la
protéine'“. Ceci a €té réalisé avec succes puisque la bande correspondant a la petite
sous-unité est passée de 34 kDa a 30 kDa. Cependant, le poids attendu de 23 kDa n’a
pas été atteint. Ceci peut étre expliqué par la présence de sucres O-liés. Ce type de
situation a déja été observé dans le cas de I’expression de la glycoprotéine D'®. 11 est
possible de le vérifier grace a I’utilisation de NaBHj, mais ceci n’a pas été fait'".
Puisque la GGT a été reconnue par un anticorps se liant a 1’épitope c-myc, il s’agit
bel et bien de cette enzyme et la différence de poids moléculaire est due a la

glycosylation.

Quant aux autres caractérisations, la GGT humaine recombinante sécrétée et
la GGT de rein de rat possédent la méme stabilité a la température, ce qui démontre
que la structure de la GGT produite dans les levures est sensiblement la méme que
celle présente dans les mammiféres. Les constantes cinétiques sont également trés
similaires a celles des autres GGT de mammiféres (recombinantes ou non). Les
faibles différences observées ne sont peut-étre pas valables, dues a4 la grande

hétérogénéité dans la source de I’enzyme.

Tous ces résultats démontrent donc que de la GGT humaine recombinante a
été exprimée avec succeés dans un systéme de levures P. pastoris. Ceci a permis

d’obtenir de la GGT pure exempte d’ancre transmembranaire et en présence d’un
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« His-tag » (ce qui n’a jamais été fait pour quelque GGT que ce soit auparavant) afin
de faciliter la purification de ’enzyme. De plus, il est facile et peu coiiteux d’utiliser
les levures comme systéme d’expression comparativement a des cellules de
mammifére ou des cellules d’insectes. Il est certain que la période de culture des
levures est assez longue, mais le protocole de purification est beaucoup plus rapide
que ceux déja existants dans les autres systémes d’expression. Enfin, ce systéme
permet d’effectuer de la mutagénése dirigée pour vérifier I'identité des résidus
importants dans les mécanismes proposés dans les chapitres précédents. Des
quantités importantes de GGT peuvent donc étre obtenues afin d’effectuer des études
en état pré-stationnaire et de la cristallographie. Ce nouveau systéme d’expression
est donc tres utile et s’avere un excellent outil afin de mieux étudier la GGT et son

importance au niveau physiologique.



CHAPITRE 5

Conclusion
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Les travaux présentés dans cette thése ont porté sur ’étude de I’enzyme
y-glutamyltranspeptidase (GGT). Il s’agit d’'une enzyme hétérodimérique présente
dans les bactéries et les mammiféres. Dans ce dernier cas, elle est impliquée dans la
régulation de la concentration de glutathion présent dans les cellules, I’activation de
pro-drogues et I’élimination de déchets grace a la formation d’acides mercapturiques.
Son rdle semble également important dans des désordres physiologiques tels le
diabéte, les maladies cardiovasculaires et I’inhibition de I’apoptose. Son étude
exhaustive est donc nécessaire afin de mieux comprendre son fonctionnement et son

importance réelle au niveau physiologique.

Pour débuter, un mécanisme de type ping-pong modifié a toujours été proposé
pour la GGT sans étre appuyé par de solides preuves. En effet, la GGT se lierait 4 un
substrat donneur contenant une entité y-glutamyle pour former, aprés libération d’un
premier produit, un intermédiaire acyl-enzyme covalent. La présence de cet
intermédiaire serait une preuve que le mécanisme est bien de type ping-pong.
Cependant, cet intermédiaire n’a jamais été isolé et son existence a toujours été
démontrée de maniére indirecte en utilisant de I’enzyme modifiée chimiquement.
Gréce a des études en état pré-stationnaire, il a été possible de démontrer, en utilisant
de I’enzyme non modifiée (native) provenant du rein de rat et le substrat donneur
L-y-glutamyl-p-nitroanilide, I’existence de cet intermédiaire. Un graphique de la
libération de la p-nitroaniline du substrat donneur en fonction du temps dans une
réaction d’hydrolyse a été obtenu. Il est formé de deux pentes, la premiére ayant une
valeur plus grande que la seconde, ce qui constitue une preuve directe de
["accumulation de I’intermédiaire acyl-enzyme. De plus, ce type d’expérience a été
réalisé en présence, en plus du substrat donneur, du substrat accepteur L-méthionine,
et un graphique biphasique a encore une fois été obtenu, démontrant que
intermédiaire s’accumule également dans cette réaction de désacylation par
aminolyse. Cette série d’expériences a de faibles temps de réaction a permis de
prouver, pour la premiére fois avec de I’enzyme non modifiée chimiquement et de
maniére directe et continue, la présence de cet intermédiaire acyl-enzyme covalent.

Ceci confirme donc que la GGT fonctionne selon un mécanisme ping-pong.
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Par la suite, des études de 1’étape de désacylation ont été effectuées. L’étape
d’acylation de la GGT par un substrat donneur contenant une entité y-glutamyle a
déja été étudiée grice a des expériences de physico-chimie organique et un
mécanisme détaillé a ¢€té proposé. Cependant, |’étape de désacylation de
I'intermédiaire acyl-enzyme formé n’a pas été étudiée avec autant de détails dans la
littérature. L’utilisation de L-y-glutamyl-p-nitroanilide comme substrat donneur et de
dérivés de la L-méthionine comme substrat accepteur a permis d’obtenir plus
d’informations a ce niveau. En effet, des dérivés de la L-méthionine ont été
synthétisés et caractérisés, notamment au niveau du pK, du groupement
o-ammonium libre. Par la suite, ils ont été étudiés en tant que substrat accepteur de
la réaction de désacylation par aminolyse. Des manipulations mathématiques des
données cinétiques obtenues ont été nécessaires afin d’éliminer I’influence de la
réaction d’hydrolyse menant également & la dégradation de [’intermédiaire
acyl-enzyme. Ensuite, une courbe de Bronsted a été tracée et une pente positive a €té
obtenue, ce qui concorde avec une étape limitante ou une charge partiellement
positive est formée a 1’état de transition. D’autres expériences vérifiant I’effet
isotopique de solvant et ’effet du pH ont été réalisées et ont mené a la conclusion
qu’un proton était en vol a I’état de transition. Celui-ci pourrait provenir d’une base

générale nécessaire pour déprotoner le substrat accepteur.

Ces expériences ont permis de proposer pour la premiére fois un mécanisme
détaillé pour I’étape de désacylation par aminolyse. L’étape limitante serait I’attaque
nucléophile assez avancée a I|’état de transition du substrat accepteur sur
Uintermédiaire acyl-enzyme, concertée avec la déprotonation du groupement
o-ammonium, ce qui menerait au développement d’une charge partiellement positive
sur I’azote du substrat utilis€. Ceci concorde avec tous les résultats des expériences
réalisées. De plus, d’autres composés faisant partie de la famille des amines, des
alcools ou des thiols ont €t€ utilisés, mais ceux-ci se sont avérés de trés pauvres
substrats accepteurs. Le mécanisme proposé a la suite des expériences effectuées

avec des dérivés de la L-méthionine permet de comprendre la faible réactivité¢ de
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cette série de composés. Grice a ces expériences, le mécanisme de la réaction de
désacylation par aminolyse est beaucoup mieux compris. De plus, il semble que le

role physiologique principal de la GGT soit la transpeptidation et non I’hydrolyse.

Tout au cours de ces études, des résidus jouant le role d’acide/base général
ont ét¢ impliqués dans les mécanismes proposés. Cependant, ’enzyme utilisée
provient du rein de rat, donc il est impossible de modifier la séquence de la GGT. Un
systeme d’expression de GGT recombinante permettrait de modifier, par mutagénése
dirigée, les résidus désirés, mais également d’obtenir une source constante d’enzyme
afin d’effectuer des études structurales. De plus, il est possible de modifier la GGT
afin de faciliter sa purification qui s’avére fastidieuse dans le cas des reins de rat. Un
systeme d’expression dans la levure Pichia pastoris a donc été mis au point. Pour
débuter, le géne de la GGT humaine (et non la GGT de rat) a été modifié afin
d’éliminer I’ancre transmembranaire dont le clivage est problématique au cours de la
purification. Par la suite, il a été placé dans un plasmide contenant une séquence
pour le facteur de sécrétion o permettant la sécrétion de la GGT dans le milieu de
culture. Une séquence de six histidines et un épitope c-myc sont également encodés
dans le plasmide et sont placés a la fin du géne de la GGT afin de permettre la
détection et la purification efficace de la GGT recombinante exprimée. Le plasmide
contenant le géne de la GGT a ensuite été transformé dans des bactéries afin d’étre
obtenu en grande quantité, puis a été transformé dans des cellules de levure. Une
intégration génomique dans la levure a été effectuée afin de s’assurer de la réplication

du gene de la GGT. Le géne est alors placé sous le controle d’un promoteur induit

grace a du méthanol.

Des tests d’expression ont ensuite été effectués afin de détecter la GGT.
Celle-ci se retrouve bel et bien sous forme sécrétée dans le milieu de culture des
levures. Une optimisation des conditions d’expression a été réalisée, notamment au
niveau du pH du milieu de culture utilisé, du pourcentage de méthanol présent en tant
qu’inducteur, de la densité optique des cellules au départ lors de I’induction et de la

présence de « casamino acids » dans le milieu de culture. Ces conditions ont permis
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d’obtenir de la GGT en quantité suffisante pour la purifier. Des protocoles
permettant la précipitation des protéines présentes dans le milieu de culture avec de
’acétone ou du sulfate d’ammonium ont été utilisés. L’utilisation de ce dernier a
donné de meilleurs résultats. Par la suite, une purification grice a une
chromatographie d’affinité a permis d’obtenir une enzyme pure ayant une activité
spécifique finale de 284 U/mg, ce qui se rapproche avantageusement des activités
spécifiques préalablement obtenues dans la littérature avec d’autres systémes
d’expression beaucoup plus fastidieux. La GGT humaine recombinante tronquée
obtenue a ensuite été caractérisée au niveau des sucres ajoutés a sa structure au cours
de I’expression et de sa stabilité a la chaleur par comparaison avec de la GGT
purifiée a partir de reins de rat. De plus, des valeurs de constantes cinétiques pour
des substrats donneur et accepteur typiques ont été obtenues. Selon ces expériences,
la GGT humaine recombinante obtenue est trés similaire a de la GGT purifiée
d’organes ou produite par d’autres systémes d’expression. Le systéme d’expression
utilisant la levure P. pastoris s’avere donc excellent pour produire de la GGT
humaine de maniére beaucoup plus efficace que les autres systémes déja décrits dans
la littérature. De plus, la purification est grandement facilitée par la présence de six
histidines (« Histag ») pour la premiére fois sur de la GGT. Ce systéme sera donc

d’une trés grande utilité pour les recherches futures sur la GGT humaine.

Les travaux présentés dans cette thése ont donc permis d’avoir une meilleure
compréhension du mécanisme de la GGT. De plus, un nouveau systéme
d’expression est maintenant disponible afin d’obtenir de la GGT humaine
recombinante. Toutes ces informations permettront donc de continuer les études sur
les roles physiologiques de cette enzyme et d’apporter des solutions pour les

désordres physiologiques dans lesquels elle est impliquée.



CHAPITRE 6

Partie expérimentale
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6.1 Détection de I'intermédiaire acyl-enzyme de la GGT

6.1.1 Matériel

La GGT utilisée a été purifiée a partir des reins de rats selon le protocole
publié83 et lyophilisée pour étre conservée a -20 °C. Le substrat D-y-glutamyl-p-
nitroanilide a été synthétisé selon un protocole publié83 . Le tampon Tris basique et la
solution utilisée pour les tests de concentration de Bradford proviennent de chez
BioRad. Les autres composés utilisés dans la dérivation ont été achetés chez Aldrich.
L’eau déionisée a été obtenue avec un appareil Milli-Q biocel (Millipore). Le
mélangeur & inhibition rapide est un KinTek Chemical-Quench-Flow modéle RQF-3
(KinTek) attaché a un bain d’eau circulant (Neslab). Le mélangeur a flux arrété est
un SX.18MV Stopped-Flow Reaction Analyser (Applied Photophysics) avec une
cellule de 10 mm de longueur sous le contréle d’un micro-processeur Risc utilisant le

logiciel Pro-K. Les valeurs d’absorbance ont été prises sur un spectrophotométre

Cary 100 Bio (Varian).

6.1.2 Méthode expérimentale

6.1.2.1 Utilisation du mélangeur a inhibition rapide (« rapid-mix quencher »)

[’appareil a été préalablement calibré en utilisant des solutions radioactives
selon le protocole établi par la compagnie KinTek. La température de I’eau entourant
les seringues est de 37 °C. L’enzyme lyophilisée est resuspendue dans du tampon
0,1 M Tris-HCI pH 8,0 a une concentration finale de 6,2 pM (concentration vérifiée
par des tests de concentration de Bradford'”). Une solution de 2 mM de
D-y-glutamyl-p-nitroanilide est effectuée dans le méme tampon. Les seringues A et
B de la Figure 7 sont remplies avec du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 et la seringue
C, avec une solution de 40 % d’acide trichloroacétique. La boucle de I’échantillon A,
ayant un volume de 13,8 pL, est remplie avec la solution d’enzyme préalablement
préparée. La boucle de I’échantillon B, d’un volume de 14,6 pL, est remplie par le
substrat donneur. Les temps de réaction sont entrés dans I’ordinateur qui contrdle la

poussée des seringues A, B et C. Les temps choisis sont entre 2 et 2000 ms en
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duplicata. Pour chaque temps de réaction, le mélange réactionnel est récupéré. Dans
le cas des expériences témoins, la boucle de I’échantillon A a été remplie par du

tampon et un volume équivalent de la solution d’enzyme est ajouté par la suite a la

réaction inhibée.

Par la suite, la dérivation par diazotation de la p-nitroaniline libérée est
effectuée selon un protocole déja établi®. Pour chaque milieu réactionnel récupéré, il
est possible de connaitre le volume exact d’acide trichloroacétique présent (ce
volume varie selon la boucle de réaction utilisée). Du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0
a été ajouté au mélange réactionnel récupéré afin que le volume d’acide
trichloroacétique représente un quart du volume du mélange réactionnel final. Un
volume d’une solution de nitrite de sodium (4 mg/mL dans I’eau), équivalent au
volume de ’acide trichloroacétique présent, est ajouté. Aprés agitation, la solution
demeure a la température de la piéce durant 3 minutes. Par la suite, le méme volume
d’une solution de sulfamate d’ammonium (20 mg/mL dans I’eau) est ajouté, le
mélange réactionnel] est agité et un temps d’attente de 2 minutes est laissé pour que la
réaction puisse se faire. Le groupement —-NH; de la p-nitroaniline est alors
transformé en —-N,. Enfin, le double de ce volume d’une solution de N-(1-
naphthyl)éthylénediamine (1,5 mg/mL dans I’éthanol, a 1’abri de la lumiére) est
ajouté et une incubation est faite durant 10 minutes 4 la température de la piéce. La
solution prend alors une teinte mauve (un complexe diazo est formé) et I’absorbance
est mesurée avec un spectrophotométre a 560 nm. Chacune des valeurs est divisée
par le coefficient d’extinction molaire (0,057 pM" em™)®, puis multipliée par un
facteur de dilution di & ’arrét de la réaction et & la dérivation pour obtenir la
concentration initiale de p-nitroaniline dans le mélange réactionnel de 28,4 uL. Les

résultats ont été analysés avec le logiciel Axum 5.0. Les pentes obtenues a partir de

ce graphique ont été transformées en valeurs de k™ en divisant la valeur de la pente

par la concentration en enzyme (6,2 uM) et en normalisant les valeurs avec une

activité spécifique pour la GGT de 837 U/mg.
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6.1.2.2 Utilisation du mélangeur a flux arrété (« stopped-flow »)

La température de ’eau entourant les seringues et la chambre de mélange est
de 37 °C. L’enzyme lyophilisée est resuspendue dans du tampon 0,1 M Tris-HCI pH

8,0 & une concentration finale de 8,8 uM. Une solution de 6,64 mM du substrat

donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide est effectuée dans le méme tampon. Une
seringue de 1,0 mL est remplie avec la solution d’enzyme et la seringue de 0,1 mL,
de la solution de substrat, donnant un rapport de 10:1 et des concentrations finales de
8,0 uM pour ’enzyme et de 604 pM pour le substrat donneur. Sous le contrdle de
’appareil, une série de six expériences est effectuée avec le contenu des seringues.
Les trois premiéres expériences servent a s’assurer que la chambre de mélange et la
seringue d’arrét soient bien remplies et les trois derniéres expériences peuvent étre
utilisées pour ’analyse des données. Un total de 1000 points distribués de maniére
logarithmique a été enregistré par le détecteur d’absorbance a 410 nm sur une durée
totale de 10 secondes. Cette expérience a été effectuée avec de I’enzyme provenant
de différentes purifications avec des résultats similaires. Les valeurs ont été
analysées avec le logiciel Axum 5.0. La valeur de chacune des pentes a été divisée

par le coefficient d’extinction molaire de la p-nitroaniline (8800 M em™)®, puis

transformée en valeur de £™™ comme il est décrit a la section 6.1.2.1.

cal

6.2 Elucidation du mécanisme de I’étape de désacylation

6.2.1 Matériel

Pour la synthése des dérivés de la L-méthionine, tous les composés ont été
achetés chez Aldrich et Sigma. Les spectres RMN ont été faits sur des instruments
Bruker AMX300, AV300 (300 MHz), ARX400 ou AV400 (400 MHz). Les points
de fusion ont été¢ mesurés sur un appareil Thomas Hoover Uni-melt et ont été corrigés

avec un composé dont le point de fusion est connu dans la littérature. Les valeurs

d’activité optique [a]p ont €té obtenues avec un appareil Perkin Elmer Polarimeter
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341 a 25 °C. Les spectres de masse ont été obtenus sur des instruments Micromass

Autospec-TOF (MAB) du Centre Régional de Spectrométrie de Masse de

I’Université de Montréal.

Pour le titrage des substrats accepteurs dérivés de la L-méthionine, un
autotitrateur de type Mettler Toledo DLS53 (Mettler) a été utilisé. Une électrode
combinée Accumet avec la référence Ag/AgCl (Fisher) accompagne |’appareil.

L’électrode a été calibrée avant chaque série d’expériences selon le protocole indiqué
par le manufacturier'’S.

Pour le suivi des réactions cinétiques, un spectrophotométre Cary 100 Bio
(Varian) est utilisé. Les divers composés utilisés pour faire la courbe pH-vitesse
(MES, MOPS, CHES) et le composé L-méthioninamide (19f) ont été achetés chez
Aldrich.

Pour les expériences utilisant d’autres types de composés comme substrats
accepteurs, un lecteur de plaques de type HTS 7000 Bio Assay Reader (Perkin
Elmer) a été utilisé. Les composés ont tous été achetés chez Aldrich et VWR (pour

les composés agissant également comme des solvants).
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6.2.2 Méthode expérimentale

6.2.2.1 Tests des autres substrats accepteurs possibles

Les expériences ont été effectuées en utilisant un lecteur de plaques. Puisque
la libération de la p-nitroaniline est suivie, une courbe étalon pour le volume de
réaction et la distance parcourue par le faisceau lumineux de cet appareil doit étre
réalisée. Une solution-mére de 1 mM de p-nitroaniline dans ’eau déionisée a été
faite. Un total de six concentrations variant entre 5 et 100 pM ont été utilisées dans
six puits d’une plaque a 96 puits et le volume a été complété a 200 pL avec du
tampon 0,1 M Tris-HCl pH 8,0. La courbe a été effectuée en duplicata. Un
graphique de 1’absorbance en fonction de la concentration en p-nitroaniline a été fait
en utilisant le logiciel Axum 5.0. Un coefficient d’extinction molaire de (6500
+ 100) M longueur (la longueur étant celle formée par le volume de 200 pL dans

chaque puits) a été déterminé et a été utilis€ dans toutes les études cinétiques

effectuées.

Les amines testées ont toutes été solubilisées dans du tampon 0,1 M Tris-HCl
pH 8,0 afin de faire des solutions-méres de 1 M. Pour une amine testée, des
concentrations de 5, 25 et 100 mM ont été utilisées avec le lecteur de plaques en
présence de 1 mM du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide (provenant d’une
solution-mére de S mM dans du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0). Le volume est
complété a 200 pL avec du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0. La réaction est débutée
par I’addition d’environ 14 mU de GGT. Des puits sans enzyme sont préparés de la
méme maniere. De plus, des puits ne contenant pas d’amine sont préparés afin
d’étudier ’étape d’hydrolyse enzymatique. La réaction est laissée durant 20 minutes
et I’absorbance de la p-nitroaniline est mesurée a 405 nm. Un cycle complet pour lire
la plaque prend environ 30 secondes. Des pentes de I’absorbance de la p-nitroaniline
en fonction du temps sont obtenues pour chaque concentration. Une correction est
effectuée pour I’hydrolyse chimique du D-y-glutamyl-p-nitroanilide. La valeur est

ensuite divisée par le coefficient d’extinction molaire déterminé plus tot afin
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d’obtenir une vitesse de réaction. La vitesse d’hydrolyse enzymatique est soustraite

de la vitesse en présence de I’amine.

Les alcools ont été testés de la méme manieére que les amines. Des
concentrations de 0,2 a 2,5 M ont été testées. Pour ’acide D-lactique (12), une
solution-mére de 2,5 M a été préparée dans du tampon 0,1 M Tris-HC! pH 8,0. Une
série de cuvettes contenant des concentrations de I’acide D-lactique (12) (0-75 mM) a
¢été préparée afin d’étre utilisée avec un spectrophotométre. Une concentration de
1 mM du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide et de 20 mM du substrat
accepteur glycylglycine sont présentes. Du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 est ajouté
jusqu’a complétion du volume a 1 mL. Environ 5,5 mU de GGT sont ajoutées pour
démarrer la réaction. L’absorbance de la p-nitroaniline libérée est suivie avec un
spectrophotomeétre Cary sur une période de 20 minutes a 410 nm.

Pour I’acide L-lactique (13), une premiére série de cuvettes contenant des
concentrations variables du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide (67-1680
puM) et 20 mM du substrat accepteur glycylglycine est préparée et complétée a un
volume de 1 mL avec du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0. Une quantité d’environ 6
mU de GGT est ajoutée pour démarrer la réaction. La méme série de cuvettes est
préparée en ajoutant une concentration fixe d’acide L-lactique (5-20 mM). Pour
chaque cuvette, un graphique d’absorbance en fonction du temps est obtenu. La
pente est divisée par le coefficient d’extinction molaire de la p-nitroaniline (8800
M'em™). Ces données sont utilisées pour faire des graphiques de type Michaelis-
Menten ou Lineweaver-Burk grace au logiciel Axum 5.0. Les constantes d’inhibition
sont déterminées en réalisant des courbes de Dixon® avec le méme logiciel. Une
deuxiéme série de cuvettes contenant une concentration fixe du substrat donneur
D-y-glutamyl-p-nitroanilide (1 mM) et différentes concentrations du substrat
accepteur glycylglycine (0,5-20 mM) est préparée et complétée a 1 mL avec du
tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0. La réaction est démarrée par I’addition de 5,5 mU
de GGT. La méme série de cuvettes est préparée avec des concentrations fixes
d’acide L-lactique (13) (12,5-25 mM). Le traitement cinétique est le méme que dans

le cas de la premiére série de cuvettes.



197

Pour les dérivés thiolés, des solutions-méres de 1 M ont été préparées dans
I’eau dé€ionisée. Dans le cas du méthyl 2-thioacétate (16), une solution-mére de
0,5M dans 50 %/50 % H,O/acétonitrile est préparée. Les tests cinétiques sont
effectués avec un lecteur de plaques de la méme maniére que les amines testées. Les
concentrations présentes des thiols varient entre 0 et 150 mM, sauf pour le méthyl
2-thioacétate (16) qui varie jusqu’a 100 mM. Dans ce dernier cas, de 1’acétonitrile a
été ajoutée dans chaque puits afin que ce solvant occupe un volume total constant de
10 % du puits. Ce composé est alors comparé a la réaction d’hydrolyse en présence

de 10 % d’acétonitrile.
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6.2.2.2 Synthése des dérivés de la L-méthionine

N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionine (17)

HsN

0
o

BocHN CO,H

S S

16

La L-méthionine (1 g, 6,7 mmoles) est dissoute dans le méthanol. Le (Boc),0
(1,76 g, 8,0 mmoles) et la triéthylamine (5,6 mL, 40,2 mmoles) sont ajoutés et la
réaction est laissée sous agitation pour la nuit a la température de la piéce. Le solvant
est évaporé sous pression réduite et le solide obtenu est dissout dans une solution de
HCI I N (20 mL). Des extractions avec de ’acétate d’éthyle (3 x 20 mL) sont faites,
puis les phases organiques sont combinées, séchées sur MgSOQ,, filtrées puis

€vaporées sous pression réduite. Une huile incolore est obtenue (1,6 g, 76 %).

[a]p + 17,9 ° (¢ =1, CHCl3) (litt. : -7.3 ° (¢ = 1, EtOH, composé solide))'”".

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 1,40 (s, 9H), 1,94-2,12 (m, 2H), 2,05 (s, 3H),
2,53 (t,J = 4,9 Hz, 2H), 4,40 (m, 1H), 6,85 (s large, 1H), 11,64 (s large, 1H).

RMN "*C (100 MHz, CDCly) & (ppm) : 15,7, 28,7, 30,3, 32,2, 53,0, 80,7, 156,0,
176.9.

SMHR (MAB, M") 249,1027. C,oH;gNO,S calculé 249,1035.
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Protocole général pour les dérivés de N-tert-butoxycarbonyl-L-méthioninamide
(18a-d)
o

BocHN._COoH BocHN \/“\N/R
H

) —/Illuu-
) —/lllllll--

/
/

17 18

Le composé Boc-L-méthionine (17) (1 éq) est dissout dans 20 mL
d’acétonitrile. La diisopropyléthylamine (DIEA) (2,5 é€q) est ajoutée goutte a goutte.
L’amine désirée (1,5 é€q), puis le tétrafluoroborate de O-(benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tétraméthyluronium (TBTU) (1,5 €q) sont ajoutés au mélange réactionnel
et le tout est laissé sous agitation pour la nuit a la température de la piéce. Le
solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu huileux obtenu est dissout dans
I’acétate d’éthyle. Des lavages avec de I’eau (3 x 20 mL), puis avec une solution de
HCI 0,1 N (1 x 20 mL), une solution de 5 % bicarbonate de sodium (2 x 20 mL) et
une solution de NaCl saturée (1 x 20 mL) sont faits. La phase organique est séchée

sur MgSQOy, filtrée puis évaporée sous pression réduite.

N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionyl(2, 2, 2-trifluoroéthylamide) (18a).
L’amine 2,2,2-trifluoroéthylamine est utilisée. Un solide blanc-jaune est obtenu (1,4
g, 100 %).

R 0,37 (35 %/65 % acétate d’éthyle/hexane, révélateur : ninhydrine).
p-f. (88,0-89,5) °C.
[a]p —22,1° (c = 1, CHCI3).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 5 (ppm) : 1,41 (s, 9H), 1,88-2,02 (m, 2H), 2,07 (s, 3H),
2,53 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,70-3,98 (m, 2H), 4,39 (m, 1H), 5,56 (s large, 1H), 7,48 (s
large, 1H).
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RMN "C (75 MHz, CDCls) & (ppm) : 15,7, 28,6, 30,5, 31,6, 40,9 (q, J = 34,9 Hz),
53,6, 81,0, 124,4 (q, J = 278,6 Hz), 156,4, 172.8.
RMN “F (282 MHz, CDCl3) § (ppm) : -72.91 (t, J = 8,6 Hz).

SMHR (MAB, M") 330,1231. C),H;F3N,03S calculé 330,1225.

N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionyl (3,3, 3-trifluoropropylamide) (18b).
L’amine 3,3,3-trifluoropropylamine synthétisée selon un protocole publié“2 est

utilisée. Un solide blanc-jaune est obtenu (236 mg, 62 %).

R¢ 0,79 (100 % acétate d’éthyle, révélateur : ninhydrine).
p.f. (110-112) °C
[a]p -4,89 ° (c = 0,675, CHCl3).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) : 1,42 (s, 9H), 1,85-2,07 (m, 2H), 2,08 (s, 3H),
2,33 (m, 2H), 2,53 (t,J = 7,5 Hz, 2H), 3,50 (m, 2H), 4,25 (m, 1H), 5,31 (s large, 1H),
6,86 (s large, 1H).

RMN "*C (75 MHz, CDCls) & (ppm) : 15,6, 28,6, 30,5, 32,0, 33,4, 33,9 (g, J = 27,5
Hz), 53,8, 80,6, 126,7 (q, J = 277,1 Hz), 156,2, 172,6.

RMN "F (282 MHz, CDCl3) 6 (ppm) : -65,62 (t, J = 10,4 Hz).

SMHR (MAB, M + H)" 345,1471. C3H,4F3N,03S calculé 345,1460.
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N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionyl(2-fluoroéthylamide) (18c).
L’amine 2-fluroéthylamine a été utilisée. Une huile jaune a été obtenue (730 mg,
100 %).

R( 0,46 (50 %/50 % acétate d’éthyle/hexane, révélateur : ninhydrine).
[a]p —9,0° (c =1, CHCls).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) : 1,39 (s, 9H), 1,96 (m, 2H), 2,06 (s, 3H), 2,51
(t, J= 7,0 Hz, 2H), 3,51 (m, 2H), 4,28 (m, 1H), 4,43 (td, J = 4,7, 47,3 Hz, 2H), 5,50
(s large, 1H), 7,14 (s large, 1H).

RMN “C (100 MHz, CDCls) & (ppm) : 15,1, 28,1, 30,0, 31,8, 39,7 (d, J = 20,1 Hz),
53,3, 79,9, 82,2 (d, J= 167,4 Hz), 155,6, 172,1.

RMN "F (376 MHz, CDCl3) & (ppm) : -119,65 (t, J= 57,5 Hz).

SMHR (MAB, M") 294,1410. C;,H,3FN,0;S calculé 294,1413.

N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionylpropylamide (18d).

L’amine propylamine est utilisée. Une huile jaune est obtenue'’® (280 mg, 86 %).

R; 0,63 (50 %/50 % acétate d’éthyle/hexane, révélateur : ninhydrine).
[a]p +9,5 ° (c = 1, CHCI3).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) : 0,90 (t, J = 7,4 Hz, 3H), 1,42 (s, 9H), 1,51
(sxt, J = 7,2 Hz, 2H), 1,88-2,05 (m, 2H), 2,09 (s, 3H), 2,53 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,20
(t, J=5,3 Hz, 2H), 4,24 (m, 1H), 5,36 (s large, 1H), 6,48 (s large, 1H).

RMN "*C (75 MHz, CDCls) & (ppm) : 11,7, 15,7, 23,1, 28,7, 30,6, 32,3, 41,5, 53,9,
80,3, 156,2, 172,0.

SMHR (MAB, M") 290,1667. C3H;6N,0sS calculé 290,1664.
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N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionyléthylamide (18e).

A une solution de N-tert-butoxycarbonyl-L-méthionine (17) (230 mg, 0,92 mmole)
dans du dichlorométhane anhydre, la triéthylamine (142 pL, 1,02 mmole), le p-
nitrophényl chloroformate (205 mg, 1,02 mmole) et enfin la diméthylaminopyridine
(DMAP) (11 mg, 0,092 mmole) sont ajoutés. La réaction est suivie par
chromatographie sur couche mince (Ry = 0,91 (100 % acétate d’éthyle, révélateur :
UV et ninhydrine)) et laissée sous agitation pour la nuit. Le solvant est évaporé sous
pression réduite.

Le résidu est utilisé sans autre purification afin d’éviter la décomposition. Le résidu
est dissout dans du THF anhydre et placé a 0 °C. Ensuite, I’éthylamine (600 pL
d’une solution 2,0 M dans le THF, 1,20 mmol) est ajouté et la réaction est laissée
sous agitation durant la nuit en permettant au mélange réactionnel de revenir a la
température de la piece. La réaction est suivie par chromatographie sur couche
mince (Rf = 0,43 (50 %/50 % acétate d’éthyle/hexane), révélateur: UV et
ninhydrine). Le solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu est dissout dans
’acétate d’éthyle. Le solide non soluble est filtré par gravitation et le composé
dissout est purifié par chromatographie « flash» (50 %/50 % acétate
d’éthyle/hexane). Un solide blanc est obtenu (176 mg, 69 %).

R; 0,43 (50 %/50 % acétate d’éthyle/hexane, révélateur : ninhydrine).
p.f. (78-79) °C.
[a]p -4,6 ° (c = 1, CHCI3).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) : 1,15 (t, J = 7,3 Hz, 3H), 1,46 (s, 9H), 1,92
2,08 (m, 2H), 2,12 (s, 3H), 2,56 (m, 2H), 3,31 (m, 2H), 4,24 (m, 1H), 5,31 (s large,
1H), 6,36 (s large, 1H).

RMN "C (100 MHz, CDCL3) & (ppm) : 15,1, 15,7, 287, 30,7, 32,7, 34,7, 54,0, 80,3,
156,2, 172,1.

SMHR (MAB, M") 276,15080. C;,H24N,03S calculé 276,15077.
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Protocole général pour les dérivés de L-méthioninamide 19a-e

0 o]
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Le dérivé N-tert-butoxycarbonyl-L-méthioninamide (18a-e) (1 €q) est dissout
dans le dichlorométhane et placé dans un bain de glace. De ’anisole (1 éq) et I’acide
trifluoroacétique (TFA) (10 éq) sont ajoutés goutte a goutte. La réaction est laissée
dans le bain de glace durant 3 heures, puis laissée a la température de la piéce jusqu’a
ce qu’elle soit compléte (5 heures ou toute la nuit). Un volume correspondant a 5 éq
de TFA est ajouté au mélange réactionnel si nécessaire pour compléter la réaction.
Le solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu est lavé trois fois avec du
cyclohexane (3 x 10 mL). Le résidu huileux est ensuite dissout dans une solution de
HCI1 0,1 N (10 mL) et des lavages avec du diéthyl éther sont faits (3 x 10 mL). La
phase aqueuse est évaporée sous pression réduite et le résidu est placé sur une pompe

pour la nuit.

L-méthionyl (2,2, 2-trifluoroéthylamide)s HC! (19a)
Un solide est obtenu (69 mg, 100 %).

p.f. (128-130) °C.
[a]p +21,2 ° (c = 1, H,0).

RMN 'H (400 MHz, D,0 ) § (ppm) : 2,10 (s, 3H), 2,20 (q, J = 6,9 Hz, 2H), 2,20 (t,
J= 6.6 Hz, 2H), 3,90-4,12 (m, 2H), 4,17 (t, J = 6,5 Hz, 1H).
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RMN "*C (75 MHz, D,0) & (ppm) : 14,3, 28,4, 30,3, 40,7 (q, J = 34,7 Hz), 52,8,
124,3 (q, J=275,5 Hz), 170,5.
RMN “F (376 MHz, D,0) & (ppm) : -73,97 (t, J = 8,9 Hz).

SMHR (MAB, M") 230,0704. C;H,3F3N,0S calculé 230,0701.

L-méthionyl(3, 3, 3-trifluoropropylamide)HCI (19b)

Une huile jaune est obtenue (147 mg, 80 %).

[a]p +2,6 ° (c = 0,742, H,0).

RMN 'H (400 MHz, CD;0D) & (ppm) : 2,07-2,20 (m, 2H), 2,13 (s, 3H), 2,47 (m,
2H), 2,60 (t, J= 7,7 Hz, 2H), 3,42-3,60 (m, 2H), 4,01 (t, J = 6,6 Hz, 1H).

RMN *C (100 MHz, CD;0D) & (ppm) : 15,1, 29,8, 32,0, 33,9 (q, J = 28,1 Hz),
34,0, 53,7, 127,8 (q, J = 276,0 Hz), 169,9.

RMN “F (376 MHz, CD3;0D) 6 (ppm) : -68,25 (t,J = 11,4 Hz).

SMHR (MAB, M") 244,0848. CgH,sF;N,0S calculé 244,0857.
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L-méthionyl(2-fluoroéthylamide)*HCI (19c)
Un solide jaune est obtenu (99 mg, 98 %).

p.f. (110-113) °C.
[alp +37.3 ° (c = 1, H,0).

RMN 'H (400 MHz, D,0) 5 (ppm) : 2,11 (s, 3H), 2,18 (g, J = 7,0 Hz, 2H), 2,60 (t,
J=172 Hz, 2H), 3,50-3,68 (m, 2H), 4,12 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 4,56 (td, J = 4,5, 47,0
Hz, 2H).

RMN 3C (100 MHz, D,0) & (ppm) : 14,8, 28,9, 30,7, 40,8 (d, J = 19,7 Hz), 53,2,
83,4 (d, J= 163,9 Hz), 170,3.
RMN "F (376 MHz, D,0) & (ppm) : -124,25 (t, J = 57,5 Hz).

SMHR (MAB, M") 194,08889. C;H,sFN,0S calculé 194,08891.
L-méthionylpropylamideHCI (19d).

Une huile jaune est obtenue (182 mg, 94 %).

[a]p +33,1 ° (¢ = 0,717, H,0).

RMN 'H (400 MHz, D,0) & (ppm) : 0,88 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,52 (sxt, J = 7,2 Hz,
2H), 2,11 (s, 3H), 2,16 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,59 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,19 (m, 2H),
4,07 (t,J=6,7 Hz, 1H).

RMN C (75 MHz, D,0) & (ppm) : 11,1, 14,4, 22,1, 28,6, 30,4, 41,8, 52,9, 169,3.

SMHR (MAB, M") 190,1138. CgH;gN,0S calculé 190,1140.



TN
\

206

L-méthionyléthylamide*HCI (19e).
Une huile jaune est obtenue'” (129 mg, 96 %).

[alp +31,7 ° (c = 1, H,0).

RMN 'H (400 MHz, D,0) & (ppm) : 1,14 (t, J = 6,2 Hz, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,17 (q,
J=172Hz, 2H), 2,61 (t,J = 6,4 Hz, 2H), 3,27 (q, J = 6,8 Hz, 2H), 4,07 (t, J = 6,7 Hz,
1H).

RMN "C (100 MHz, D,0) & (ppm) : 14,3, 15,0, 29,1, 30,8, 35,6, 53,3, 169,5.

SMHR (MAB, M") 176,0981. C7H;¢N,OS calculé 176,0983.



6.2.2.3 Titrage des substrats accepteurs dérivés de la L-méthionine

Le pK, des substrats accepteurs dérivés de la L-méthionine (19a-f) est mesuré
a ['aide de I’autotitrateur. Une solution de 55 mM de KClI est utilisée afin de faire
des solutions de 0,2 M pour chaque substrat accepteur. Le titrage est effectué avec
une solution de 0,1 N de NaOH. Des courbes sigmoidales ont été obtenues en
duplicata pour chaque composé. La détermination du pK, est effectuée grace a une
équation correspondant a la présence d’un seul pK, présente dans le logiciel DLWin

utilisé pour analyser les données. La moyenne des deux valeurs obtenues a été

utilisée.

6.2.2.4 Etudes cinétiques en état stationnaire avec les substrats accepteurs dérivés de
la L-méthionine

Une solution de 0,1 M de chaque substrat accepteur testé est faite dans du
tampon 0,1 M Tris-HCl pH 8,0. Une série de cuvettes contenant différentes
concentrations (5-150 pM) du substrat donneur D-y-glutamyl-p-nitroanilide (a partir
d’une solution-mere de 5 mM) et du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 pour compléter
jusqu’a 1 mL est préparée. Les réactions cinétiques sont débutées par I’ajout
d’environ 39 mU d’enzyme purifiée a partir du rein de rat. La libération de la
p-nitroaniline est suivie par spectrophotométrie UV-Vis 4 410 nm 4 37 °C. La méme
série de cuvettes est réalisée, mais en présence d’une concentration fixe de substrat
accepteur (entre 4 et 20 mM, sauf pour le composé L-méthioninamide 19f, jusqu’a 8
mM). La valeur des pentes des droites obtenues pour I’absorbance en fonction du
temps est divisée par le coefficient d’extinction molaire de la p-nitroaniline
(8800 M'cm™).  Ces vitesses sont utilisées pour tracer des courbes de type
Lineweaver-Burk ou I’inverse de la vitesse est représenté en fonction de I’inverse de
la concentration du substrat donneur pour chacune des concentrations fixes du
substrat accepteur. Des expériences témoins sont également effectuées de la méme

maniere, mais en absence d’enzyme, pour corriger pour I’hydrolyse chimique du
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substrat donneur. L’équation (1) de la section 3.2.4 est utilisée pour analyser ces

données.

L’ordonnée a I’origine de la droite sur le graphique Lineweaver-Burk
correspondant a la réaction d’hydrolyse est appelée inty alors que ’ordonnée a
’origine des autres droites obtenues en présence d’une certaine concentration de
substrat accepteur est appelé€e intx. Le graphique de (intg-intx)™" en fonction de
[substrat accepteur]” est tracé. L’abscisse a origine correspond a I’inverse de la

constante de partage (-1/Ki»). Cette valeur, correspondant a (KyVp)/Vy, est utilisée

pour trouver la valeur de Vy/Ky. Celle-ci est transformée en k. / K, en divisant

cut b
par la concentration en enzyme (poids moléculaire de 68 000 Da) et en normalisant
pour une activité spécifique de 837 U/mg selon I’équation (2) de la section 3.2.4.
Ces données sont ensuite utilisées pour tracer un graphique de Bronsted. L’erreur
expérimentale sur la courbe de Brensted provient de I’erreur sur la valeur de la

constante de partage. Tous les graphiques ont €té tracés en utilisant le logiciel Axum
5.0.

6.2.2.5 Etudes de I"effet du pH

Le coefficient d’extinction molaire de la p-nitroaniline a pH 6,25 a été
déterminé en tragant une courbe de I’absorbance de ce composé en fonction de sa
concentration. Une série de cuvettes contenant différentes concentrations de
p-nitroaniline (0-100 uM) complétées a un volume de | mL par I’ajout de tampon 0,1
M MES pH 6,25 a été préparée. La mesure des absorbances a €té faite a 410 nm avec
un spectrophotometre UV-Vis. La pente de la courbe de I’absorbance en fonction de
la concentration représente le coefficient d’extinction molaire selon I’équation de la

loi de Beer-Lambert. L’analyse a été effectuée avec le logiciel Axum 5.0.

Les expériences cinétiques ont été effectuées de la méme maniere que dans la
section 6.2.2.4. Le substrat accepteur utilisé est le L-méthionylpropylamide (19d).

Les solutions de tampon ont été préparées avec des concentrations de 0,1 M (avec le
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tampon MES pour le pH 6,25, tampon MOPS pour les pH 7,0, 7,25 et 7,50, tampon
Tris pour les pH 8,0, 8,5 et 8,75 et tampon CHES pour les pH 9,0 et 9,5). Les valeurs
des pentes pour les droites d’absorbance en fonction du temps ont été divisées par le
coefficient d’extinction molaire de la p-nitroaniline correspondant a chaque pH.
Dans le cas du pH 6,25, le coefficient d’extinction molaire a été déterminé comme il
a été indiqué plus haut. Pour les autres pH, les valeurs utilisées sont celles publi€es
dans la littérature®®. Les analyses des données cinétiques ont été effectuées avec le

logiciel Axum 5.0 et le tracé de la courbe pH-vitesse a été réalisé¢ avec le logiciel
Origin 6.0.

6.2.2.6 Effets isotopiques de solvant

Les solutions préparées sont les mémes qu’a la section 6.2.2.4. De I’oxyde de
deutérium (D,0) remplace I’eau déionisée habituellement utilisée. Le pD des

solutions est ajusté avec une électrode combinée en lisant une valeur de pH de 7,6 au

pH-me‘:trel 5

. Le coefficient d’extinction molaire de la p-nitroaniline a pD 8,0 a été
mesuré et est le méme que dans I’eau déionisée. Les substrats accepteurs utilisés sont
le L-méthionyl(2-fluoroéthylamide) (19¢), le L-méthionylpropylamide (19d) et la
L-méthioninamide (19f). Les résultats cinétiques ont été analysés de la méme

maniere qu’a la section 6.2.2.4.



6.3 Expression et purification de la GGT humaine dans la
levure P. pastoris

6.3.1 Matériel

Le plasmide pVL1392-hGGT a été gracieusement donné par le Pr.
Taniguchi'*. Le plasmide pPICZoA provient de la compagnie Invitrogen. Les
cellules E. coli XL-1 Blue ont été gracieusement données par la Pr. Joelle Pelletier du
département de chimie de ’Université de Montréal. Les levures P. pastoris X-33

proviennent de I’Institut de Recherche en Biotechnologie (IRB-CNRC, Montréal)

grace au Docteur Robert Lortie.

Les amorces utilisées pour la PCR ont été fabriquées par la compagnie
AlphaDNA (Montréal). Les solutions utilisées pour les réactions de PCR
proviennent de la compagnie New England Biolabs (NEB). Les solutions nécessaires
pour la mini-purification d’ADN (plasmidique ou génomique, notamment la lyticase)
et pour les transformations (tel ’ADN de sperme de saumon), les billes de verre, les
inhibiteurs de protéases et les « casamino acids » proviennent de Sigma-Aldrich ou
de BioShop. Les enzymes de restriction EcoRI, Notl, BamHI et Sacl, leurs tampons
respectifs, et I’enzyme T4 Ligase proviennent de la compagnie Fermentas. Le
marqueur de fragments d’ADN ayant différents nombres de paires de base est le
Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas). Le marqueur de poids moléculaire
protéique, déja coloré avec du bleu de Coomassie et couvrant une gamme de faibles
poids, provient quant a lui de BioRad. La glycosidase F et les tampons nécessaires a
la déglycosylation (NEB) ont été donnés par le Pr. Guy Boileau du département de
biochimie de I’Université¢ de Montréal. L’ensemble QIAEX et la matrice de Ni-NTA
pour la chromatographie d’affinité ont été achetés chez QIAGEN. Les composés
entrant dans la composition des milieux de culture LB, YPD, BMGY et BMMY
proviennent principalement de la compagnie BioShop (Montréal). Les solutions pour
les gels d’électrophorése proviennent de la compagnie BioRad ou ont été

gracieusement données par le Pr. Pascal Chartrand du département de biochimie de
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I’Université de Montréal. L’anticorps primaire est un clone 9E10 anti-myc
monoclonal de souris, isotype IgGl. L’anticorps secondaire est un anticorps
Affinipure IgG (H+L) de chévre anti-souris conjugué avec la peroxydase provenant
de la compagnie Jackson Immunoresearch et a été¢ donné, comme 1’anticorps primaire
et la solution du substrat (Lumi-Light) pour la peroxydase de raifort (Roche), par le
Pr. Pascal Chartrand. L’antibiotique Zeocin a été gracieusement donné par le Pr.

Stephen Michnick du département de biochimie de 1’Université de Montréal.

Les mesures d’absorbance ont été prises avec ’appareil décrit a la section
6.2.1 ou le spectrophotometre Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 (Pharmacia).
L’appareil de PCR est un PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research). Les
micro-centrifugeuses sont de type Eppendorf 5417R (Eppendorf). Une centrifugeuse
Beckman GS-6R, possédant un rotor GS-3.8, a été utilisée. La centrifugeuse Sorvall
RC 5C est munie d’un rotor Sorvall SS-34. Pour 'immunobuvardage, |’appareil de
transfert sur membrane de nitrocellulose est un Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell (BioRad). Le développement du film est fait avec un appareil
appartenant au département de biochimie de !’Université de Montréal. Le
séquencage du plasmide pPICZaA-hGGTA a été effectué sur un appareil de la

compagnie Licor par le Service de séquengage d’ADN du département de biochimie

de I’Université de Montréal.

6.3.2 Méthode

6.3.2.1 Clonage du géne de la GGT humaine dans un plasmide et transformation des
bactéries E. coli

Amorces de la PCR : Des amorces pour la réaction de PCR ont été élaborées afin de
contenir, tel qu’indiqué a la section 4.2.1, des sites de reconnaissance pour des
enzymes de restriction et afin de pouvoir éliminer ’ADN correspondant a 1’ancre
transmembranaire. L’amorce 1 possede la séquence de nucléotides 5°-
CACACAGAATTCTCAGCCTCCAAGGAACCT-3’.  Elle contient le site de

reconnaissance pour ’enzyme de restriction EcoRI (nucléotides soulignés) et se lie
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au résidu 27 de la grande sous-unité¢ de la GGT humaine. L’amorce 2 posséde la
séquence de nucléotides 5’-CACACAGCGGCCGCGTAGCCGGCAGGCTCCCC-3’
et contient le site de reconnaissance pour I’enzyme de restriction Nofl (nucléotides

soulignés).

Réaction de PCR : La réaction de PCR a été réalisée selon le protocole suivant,

modifié d’un autre préalablement publié'>.

Dans un tube eppendorf sont mélangés
de I’eau (74 pL), du DMSO (5 pL, pourcentage final de 5 %), un mélange des quatre
nucléotides (2 pL d’une solution de 10 mM), I’amorce 1 (2 pL. d’une solution-mére
de 50 pmoles/pL), I’amorce 2 (2 pL d’une solution-meére de 50 pmoles/uL), la
matrice d’ADN (plasmide pVL1392-hGGT, 2 pL d’une concentration de 0,3 pg/uL),
le tampon Thermopol (concentré 10 fois; 10 pL), du MgSO, (3 pL d’une solution de
100 mM) et la Vent DNA Polymerase (0,5 gL d’une solution a 2000 U/mL). Ce
tube est préparé quatre fois. Un programme pour la réaction de PCR est préparé de la
maniére suivante : 2 minutes a 92 °C, 30 secondes a 92 °C, 30 secondes & une
température précise située entre 50 et 60 °C, puis 1 minute a 72 °C. Ce cycle des
deux derniéres minutes est répété 29 fois. Enfin, la réaction de PCR est terminée par
3 minutes a 72 °C, puis un temps infini a 4 °C. Il est possible de créer un gradient de
température dans le bloc de I’appareil a PCR. Un tube préparé selon le protocole
décrit plus tot est placé a I’endroit correspondant aux températures 50, 52,8, 56 et
60 °C afin de déterminer si 'une de celles-ci est meilleure pour I’amplification de
I’ADN par la Vent DNA Polymerase. L’échantillon est déposé pour migration sur un
gel d’électrophorése horizontal fait avec de I’agarose | % (tampon TAE 1X'*?) afin
de déterminer si la réaction de PCR a fonctionné. Un aliquot de 10 pL de chacun des
tubes est mélangé avec 2 pL d’une solution contenant du bleu de bromophénol (dont
la composition se retrouve dans la littérature'>), puis placé dans un puits sur le gel
d’agarose. La migration est effectuée & 120 V durant environ 30 minutes, puis la
révélation est effectuée sous une lampe UV grice au bromure d’éthydium présent
dans le gel d’agarose. La bande correspondant a I’amplification par PCR est
comparée avec un échantillon de fragments d’ADN ayant différents nombres de

paires de base (Gene Ruler DNA Ladder Mix).



213

Précipitation de I'’ADN : L’ ADN obtenu dans le tube avec la température de 56 °C
est précipité avec du n-butanol. Le volume de 100 pL dans le tube de PCR est divisé
en deux tubes eppendorf. Dans chacun, un volume de 450 pL de n-butanol est ajouté
et le tout est mélangé par inversion jusqu’a ce que la solution soit homogene.
Ensuite, une centrifugation a 14 000 rpm durant 30 minutes a 4 °C est effectuée dans
une micro-centrifugeuse. Le surnageant est doucement enlevé et le culot (ADN) est
laissé a la température de la piéce durant environ deux heures afin de bien le sécher.

Le culot est ensuite resuspendu dans un volume de 50 pL. d’eau déionisée.

Digestion enzymatique : Les digestions enzymatiques sont effectuées pour le
fragment d’ ADN obtenu par PCR et pour le plasmide pPICZa.A commercial. Pour le
premier, le volume total de 50 uL a été placé dans un eppendorf, puis du tampon O"
(6 pL), de ’enzyme de restriction EcoRI (1 pL), de I’enzyme de restriction Nofl (1
pL), puis de I’eau déionisée (2 pL) sont ajoutés. Ce tube est placé a 37 °C pour la
nuit. Le lendemain, un volume de 0,5 pL de chacune des enzymes de restriction est
ajouté et la digestion est laissée durant une heure. Dans le cas du plasmide
pPICZaA, un volume de 15 pL (provenant d’une solution-mére dont la concentration

estde 7,1 ng/pL) et un volume de 37 pL d’eau sont utilisés. Les autres éléments sont

présents en méme quantité.

Purification de I’ADN : Tout ’ADN est ensuite déposé sur un gel d’électrophorese
horizontal d’agarose 1 % puis la migration est effectuée a 120 V durant environ 45
minutes. Les bandes correspondant & ’ADN désiré sont ensuite découpées, puis
placées dans des eppendorfs. Une purification de I’ADN est effectuée avec un
ensemble QIAEX en suivant le protocole fourni par le manufacturier'®®. Cet ADN
purifié est ensuite quantifié sur gel d’agarose 1 %. Pour y arriver, une quantité de 5
ML de I’ADN purifié avec 1 pL de solution de bleu de bromophénol est mise sur le
gel d’agarose, tout comme un échantillon de 6 ul. de marqueur de paires de bases

d’ADN. La migration est effectuée durant environ 30 minutes. Ensuite, |’intensité
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de la bande d’ADN du géne de la GGT mutée et celle du plasmide pPICZaA
digérées est comparée a ’intensité de bandes présentes dans le marqueur grice au
bromure d’éthydium présent dans le gel lors de la visualisation sous une lampe UV.
Puisque la quantité d’ADN est connue pour certaines bandes'®', il est possible de

connaitre la concentration d’ADN des deux bandes désirées.

Ligaturation : La ligaturation des deux fragments d’ADN (GGT mutée et plasmide
pPICZaA) est effectuée selon le protocole suivant. Un ratio de 5 moles d’insert
(géne de la GGT mutée) pour 1 mole de vecteur est réalisé. Cependant, il est
nécessaire de tenir compte du nombre de paires de bases de chacun des fragments.
L’utilisation d’un site web'®* a permis de calculer le nombre de nanogrammes
nécessaire pour chacun des fragments. Un certain volume de chacun est utilisé selon
la concentration déterminée plus tot. Ensuite, un volume de 7 pL de tampon pour la
ligase et un volume de 1 pL de la T4 ligase sont ajoutés aux volumes d’ADN. Le
tout est complété a 70 pL avec de I’eau déionisée et laissé a 4 °C pour la nuit. La
méme expérience a été réalisée en respectant un ratio de 10 :1. Les deux solutions
sont ensuite précipitées avec le n-butanol comme il est inscrit plus haut et le culot est

resuspendu dans un volume de 25 pL. d’eau déionisée.

Electrotransformation : Des cellules E. coli de la souche XL-1 Blue ont été rendues
électrocompétentes (affaiblissement de leur membrane plasmidique) selon un
protocole préalablement établi'®®. Toutes les manipulations sont faites sur la glace.
Un volume de 10 pL d’ADN précipité préalablement est ajouté a 80 pL de cellules
¢électrocompétentes et le tout est agité sans faire de bulles. Le mélange est placé dans
une cuvette a électroporation, puis celle-ci est mise dans 1’électroporateur. Le
courant électrique est lancé (1800 V), puis un mélange de 880 pL de milieu LB, de
10 pL d’une solution de 0,25 M KCI/1 M MgCl; et de 20 pL de 20 % glucose,
stériles, est ajouté aux cellules bactériennes. Le tout est récupéré, puis placé dans un

tube eppendorf stérile laissé€ sous agitation durant 45 minutes a 37 °C. Un volume de

10 pL est étalé sur une boite de Petri contenant un milieu de culture solide LB (dont
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.. oy ¢ - 151
la composition se retrouve dans des protocoles déja établis

) et une concentration
finale de 25 pg/mL de I’antibiotique Zeocin (a partir d’une solution-mere de 100
mg/mL). Un volume de 100 pL de cellules électrotransformées est également étalé
sur une autre boite de Petri. Enfin, le reste des cellules a été centrifugé a 14000 rpm
durant 10 secondes, puis le culot, resuspendu dans environ 100 pl de surnageant, est
étalé sur une troisieme boite de Petri. Le tout est placé & 37 °C pour la nuit. Le
lendemain, les colonies bactériennes sont comptées. Une expérience témoin avec des
bactéries non transformées est menée et aucune colonie n’a été observée. Cette
expérience a été effectuée avec I’ADN provenant des deux ratios de ligaturation afin

d’observer si ’un des ratios est meilleur.

Pré-culture bactérienne : Des tubes de culture contenant 4 mL d’un milieu de culture

LB liquide (avec une concentration de 25 pg/mL de [’antibiotique Zeocin) sont
préparés' . Dans douze d’entre eux, une colonie de bactérie provenant d’une boite
de Petri est transférée, de maniére stérile, dans le tube. Un tube témoin ne regoit pas

de bactérie. Le tout est laissé & 37 °C durant la nuit sous agitation (250 rpm) dans un

incubateur.

Mini-préparation d’ADN : Un échantillon de 0,5 mL de bactéries provenant de
chacun des tubes est mélangé a un volume de 0,5 mL d’une solution de 50 %
glycérol/1 % NaCl puis entreposé a —80°C. Le reste des bactéries est utilisé afin

d’effectuer la mini-préparation d’ADN servant a isoler ’ADN plasmidique. Un
83

protocole déja publié a été suivi'®.
Analyse par restriction : Pour chacun des douze échantillons d’ADN plasmidique
purifié, une digestion enzymatique a été effectuée. Un volume de 2 pL. d’ADN
provenant de chaque purification est placé dans un tube eppendorf contenant un
volume de 1 pL de I’enzyme de restriction BamHI, un volume de 2,5 puL de tampon
BamHI" et le tout est complété a 25 pL avec de 1’eau déionisée. Le tube est laissé a
37 °C pour la nuit. Un échantillon de 1 pL d’ADN digéré est placé avec un volume

de 9 pL d’eau et de 2 pl. de solution de bleu de bromophénol, puis est mis sur un gel
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d’électrophorése d’agarose 1 % en présence d’un marqueur de fragments de paires de

bases. Les bandes obtenues aprés digestion enzymatique sont comparées a celles

présentes dans le marqueur.

6.3.2.2 Linéarisation du plasmide purifié et transformation des levures P. pastoris

Linéarisation du plasmide pPICZaA-hGGTA : Un volume de 40 pL du plasmide
pPICZaA-hGGTA (correspondant a une quantité d’environ 15 pg d’ADN) est placé
dans un tube eppendorf. Un volume de 3 pL d’enzyme de restriction Sacl puis un
volume de 6 pL du tampon Sacl” sont ajoutés. De ’eau déionisée compléte le
volume a 60 pL.. Le tout est laissé & 37 °C pour la nuit. Ensuite, un échantillon de 1
pL d’ADN digéré est mélangé avec 9 pul. d’eau déionisée et 2 pL de la solution de
bleu de bromophénol. Le tout est placé sur un gel d’électrophorése horizontal
d’agarose 1 % afin de vérifier si I’ADN est bien tout linéarisé. Le tout est également

fait avec le plasmide commercial pPICZaA.

Précipitation a l'acétate de sodium : Ce protocole provient d’une variation d’un
protocole déja publié'®. Dans le tube eppendorf dans lequel la digestion
enzymatique s’est effectuée, est ajouté un volume de 6 pL (1/10 du volume initial)
d’une solution de 3 M NaOAc. Par la suite, un volume de 120 uL (2 fois le volume
initial) d’éthanol 100 % préalablement placé a -20 °C est ajouté. Le tout est agité
doucement et est placé a -80 °C durant environ 45 minutes. Ensuite, une
centrifugation a 14000 rpm dans une micro-centrifugeuse durant 15 minutes a la
température de la piece est effectuée, puis le surnageant est jeté. Le culot est laissé
durant environ 30 minutes a la température de la piéce pour bien sécher. Il est

ensuite resuspendu dans un volume de 50 pL d’eau déionisée afin d’étre transformé

dans les levures.

Transformation des levures P. pastoris X-33 . Les levures P. pastoris X-33 sont

transformées selon la méthode utilisant le LiCl décrite dans la littérature’®'. Durant
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la transformation, une quantité de 15 pg d’ADN (et non 5-10 pg, comme il est
inscrit) est utilisée afin de favoriser le plus possible la transformation. Les levures
affaiblies n’ont pas été vortexées avec la solution de transformation, tel qu’indiqué,
mais plutdt mélangées par aspiration et expulsion avec un pipetteur (« Pipetman »).
Un volume de 100 pL de la solution de transformation a été étalé sur une boite de
Petri contenant un milieu de culture YPD (dont la composition se retrouve dans le

protocole'*’

) et une concentration de 100 pg/mL de I’antibiotique Zeocin. Le reste
du volume a été centrifugé a 14000 rpm durant 15 secondes a la température de la
piece, puis le culot est resuspendu dans environ 100 pl. du surnageant avant d’étre
¢talé sur une boite de Petri. Ces expériences sont effectuées avec I’ADN du plasmide
pPICZaA-hGGTA et du plasmide pPICZaA. Les boites de Petri sont laissées pour

3-4 jours dans un incubateur a 30 °C.

6.3.2.3 Purification de I’ADN génomique et vérification de I’intégration du géne

Pré-culture de levures : Un tube contenant un volume de 10 mL de milieu de culture
YPD (sans antibiotique) est inoculé avec une colonie de levure provenant de la
transformation avec le plasmide pPICZaA-hGGTA. Ceci est effectué avec d’autres
colonies obtenues avec ce plasmide et avec le plasmide pPICZaA. Le tout est placé

dans un incubateur a 30 °C avec agitation durant toute la nuit.

Isolation de I'’ADN génomique : 1’ ADN génomique a été isolé selon le protocole
décrit'*. Les seules modifications portent sur [extraction avec le
phénol/chloroforme.  L’étude effectuée ici a été faite avec un mélange
phénol/chloroforme/alcool isoamylique selon le ratio 25/24/1 acheté de la compagnie
Sigma. Aussi, le culot d’ADN obtenu lors de la derniére étape a été laissé a la
température de la piéce toute la nuit. Les autres étapes ont été effectuées de la méme

maniere.
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Quantification de I’ADN : Une cuvette contenant 999 pL d’eau déionisée et 1 pL de

la solution d’ADN a été préparée pour chaque échantillon analysé. L’absorbance est

mesurée a 260 et a 280 nm avec un spectrophotométre UV-Vis. Le ratio Am/ a
280

été calculé afin de vérifier la pureté¢ de ’ADN génomique purifié. Ensuite, la valeur
d’absorbance a 260 nm est multipliée par 50 ng/me, puis par 1000 (le facteur de

dilution de I’ADN) pour donner la valeur de la concentration d’ADN en ng/pL.

Amplification par PCR : Un tube eppenforf est préparé avec les volumes suivants
pour les différentes solutions : 71,25 uL d’eau déionisée, 5 pL. de DMSO, 2,5 uL
d’une solution-mére de 10 mM de nucléotides (mélange de dNTP), 3 pL d’une
solution 50 pmoles/ul. de ’amorce 1 (voir section 6.3.2.1), 3 pL d’une solution 50
pmoles/ul. de I’amorce 2 (voir section 6.3.2.1), 1 puL de la solution d’ADN
génomique, 10 pL de tampon Thermopol, 3 pL d’une solution 100 mM MgSO, et
0,75 pL de ’enzyme Vent DNA Polymerase. Un tube est ainsi préparé quatre fois

pour chaque ADN afin de pouvoir faire la réaction de PCR a quatre températures

différentes.

Le programme de la réaction de PCR est le suivant : 94 °C durant 2 minutes,
94 °C durant 1 minute, entre 50 et 60 °C pendant 1 minute, puis 72 °C durant 1
minute. Ces trois dernieres étapes sont répétées 29 fois. Enfin, il y a un temps de 7
minutes a 72 °C, puis I’échantillon est laissé a 4 °C pour un temps indéfini. Ensuite,
un échantillon de 2 pL. d’ADN est mélangé a 8 puL. d’eau et a 2 pL de solution de bleu
de bromophénol, puis placé sur un gel d’électrophorése horizontal d’agarose 1 %. La
migration est effectuée durant environ 30 minutes, puis la révélation est faite par

exposition & la lumiére UV.

6.3.2.4 Vérification de I’expression de la GGT dans P. pastoris

Culture des levures : Des cellules congelées a —80 °C ou fraiches sur un milieu de

culture solide YPD contenant de I’antibiotique Zeocin sont utilisées afin d’inoculer
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un tube de pré-culture contenant 10 mlL de milieu de culture BMGY (dont la
composition se retrouve dans la littérature'*®). Ceci est fait pour des cellules ayant
été transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA ou avec le plasmide pPICZoA.
Les tubes sont laissés sous agitation dans I’incubateur a 30 °C pour la nuit. Par la
suite, les cellules sont centrifugées dans des tubes stériles a4 2000 rpm durant 5
minutes en utilisant un rotor GS-3.8 d’une centrifugeuse Beckman GS-6R a la
température de la piéce. Par la suite, le surnageant est éliminé et le culot, contenant
les levures, est resuspendu dans un milieu de culture BMMY (1 % méthanol) afin
d’obtenir une densité optique a 600 nm de 1,0 (donnant environ 40 mL de milieu de
culture) a 30 °C. Du méthanol (1 %) est ajouté a chaque 24 heures afin de maintenir
Pinduction. Des échantillons de 1 mL sont prélevés a différents temps sur une
période allant jusqu’a environ 90 heures. Chaque échantillon est centrifugé a 14000
rpm durant 3 minutes dans une micro-centrifugeuse a la température de la piéce. Le

surnageant et le culot sont congelés séparément a —80 °C jusqu’au moment

d’effectuer les analyses.

Tests d'activité et de concentration : Les tests d’activité sont effectués tel qu’indiqué
dans la littérature' en utilisant le substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide et le
substrat accepteur glycylglycine. Les tests de concentration sont faits selon la
méthode de Bradford'”. Les surnageants sont étudiés tel quel, sans autre
modification. Les culots sont resuspendus dans environ 100 puL du tampon de lyse
(50 mM phosphate de sodium, pH 7,4, 5 % glycérol, 300 mM NaCl) contenant des
inhibiteurs de protéases. Ces inhibiteurs sont le PMSF (solution-mére de 17,5
mg/mL préparée dans I’éthanol, concentration finale dans le tampon de 87,5 pg/mL),
I’aprotinine (solution-meére de 1 mg/mL dans I’eau, concentration finale de 5 pug/mL)
et de pepstatine (solution-mere de 0,85 mg/mL dans I’éthanol, concentration finale de
5 pg/mL). Par la suite, un volume équivalent de billes de verre lavées a 1’acide est
ajouté au culot resuspendu. Le tout est vortexé durant 30 secondes, puis placé sur la
glace durant 30 secondes. Ce cycle est répété sept fois. Les tests sont effectués avec
cette solution, aucune centrifugation n’est effectuée afin de séparer les membranes de

la solution. L’activité spécifique est calculée en unité par mg de protéine, une unité
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correspondant a la quantité d’enzyme nécessaire pour voir la libération de 1 pmol de

p-nitroaniline par minute a 37 °C en présence de 20 mM de glycylglycine.
6.3.2.5 Optimisation des conditions d’expression de la GGT

Optimisation de ['expression : Le protocole suivi pour optimiser les conditions
d’expression de la GGT est le méme qu’a la section 6.3.2.4. Cependant, dans le cas
de I’effet du pH, le tampon 100 mM phosphate de potassium pH 6,0 généralement
utilisé présent dans les milieux de culture BMGY et BMMY est remplacé par 100
mM phosphate de potassium pH 7,0 ou pH 8,0. Pour le pH 8,0, le tampon 60 mM
Tris-HC] pH 8,2 a également été testé. Dans le cas de I'effet du méthanol, le
pourcentage initial présent dans le milieu de culture BMMY a été modifié (de 1 % a
3 %) et ce pourcentage a été maintenu par 1’ajout d’un volume de méthanol a chaque
24 heures. Pour I’effet de la densité optique de départ, les levures présentes dans le
milieu de culture BMGY sont centrifugées, puis resuspendues dans le milieu de
culture BMMY a la densité optique désirée a 600 nm. Pour I’effet de la présence des
« casamino acids », une solution de 0,2 g/mL de ceux-ci est faite dans I’eau, stérilisée
sur des filtres 0,22 pm, puis congelée a -20 °C a I’abri de la lumiére. Un volume de
cette solution est ajouté au milieu de culture BMMY afin que les « casamino acids »

soient présents a une concentration de 1 %.

Gel d’électrophoreése de protéines : Les échantillons de surnageant ont été concentrés
selon le protocole suivant. Un volume d’acide trichloroacétique (TCA) est ajouté a
quatre volumes de I’échantillon a concentrer. Typiquement, des volumes de 400 pL
de surnageant ont ét¢ mélangés a 100 pL de TCA dans un tube eppendorf. Ensuite,
le mélange est incubé a 4 °C durant 10 minutes. Une centrifugation a 14000 rpm
durant 5 minutes a 4 °C est effectuée dans une micro-centrifugeuse. Le surnageant
est enlevé, puis le culot est lavé avec 200 pL d’acétone préalablement placée a
-20 °C. Une centrifugation a 14000 rpm durant 5 minutes a 4 °C est faite 4 nouveau.
Le surnageant est enlevé, puis le lavage a ’acétone est refait. Le culot est séché a
95 °C durant 5-10 minutes. Par la suite, le culot est resuspendu dans 20 pL de

solution de chargement (fait a partir de bleu de bromophénol et de dithiothréitol'>).
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Du tampon de chargement plus concentré (6X a la place de 1X) est ajouté, puis le
culot est dénaturé a 95 °C durant 10 minutes. Ces échantillons sont placés sur les

gels d’électrophorése.

Les gels d’électrophorése sont réalisés selon un protocole décrit dans la
littérature'®.  Le gel de séparation de protéine (« running gel ») posséde une
concentration de 12 % en acrylamide et le gel de concentration des protéines
(« stacking gel »), une concentration de 4 %. Les échantillons (environ 20 pL) et un
marqueur de poids moléculaire sont placés sur le gel. La migration est effectuée a 80
V lorsque les protéines sont dans le gel de concentration, puis a 120 V lorsque les
protéines se retrouvent dans le gel de séparation. Par la suite, les gels sont révélés
grice 4 du sulfate de zinc et de 'imidazole'®®. Une solution d’imidazole-SDS est
préparée grace a 0,680 g d’imidazole et un mL de SDS 10 % dans un volume total de
50 mL d’eau déionisée. Le gel d’électrophorése de protéine est placé en contact avec
cette solution durant environ sept minutes sous agitation, puis le gel est rincé
rapidement deux fois avec de I’eau déionisée. Ensuite, il est placé en contact avec

une solution de 0,2 M sulfate de zinc et le tout est agité jusqu’a ce que les bandes de

protéines soient bien visibles. Le gel est par la suite rincé 4 I’eau déionisée trois fois.

Immunobuvardage : Le protocole suivi se trouve dans la littérature'. Le gel
d’électrophorése de protéines est placé dans une solution de transfert (formée de
tampon Tris base, de glycine et de méthanol). Une membrane de nitrocellulose et des
papiers absorbants sont également placés dans cette solution. Par la suite, sur
I’électrode de I’appareil de transfert Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell, sont placés, dans ['ordre, quatre papiers absorbants, la membrane de
nitrocellulose, le gel d’électrophorése et quatre autres papiers absorbants en
s’assurant de I’absence de bulles d’air. Le tout est laissé dans [’appareil pour le
transfert des protéines sur la membrane de nitrocellulose durant environ 1h-1h30 4 15
V. Par la suite, la membrane de nitrocellulose est placée dans une solution de

blocage faite a base de lait écrémé en poudre et de tampon PBS durant la nuit.
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Une série de lavages doit maintenant étre effectuée afin de révéler la protéine
d’intérét. Pour commencer, deux lavages de 15 minutes de la membrane de
nitrocellulose avec 100 mL de tampon PBS 1X sont effectués sous agitation
constante. Par la suite, la membrane est placée en contact avec une solution de 10
mL de ’anticorps primaire (anticorps contre 1’épitope c-myc monoclonal de sourts, la
description compléte se retrouve dans la section 6.3.1) durant une heure. La solution
d’anticorps est ensuite récupérée, puis trois lavages successifs de 15 minutes de la
membrane sont effectués avec une solution de 100 mL PBS 1X/0,3 % Tween 20. La
solution de I’anticorps secondaire (anticorps contre |’anticorps de souris et lié & la
peroxydase de raifort) est mise sur la membrane de nitrocellulose durant 30 minutes
sous agitation. Par la suite, une succession de cinq lavages de 15 minutes avec 100
mL de PBS 1X/0,3 % Tween 20 sont faits. L.a membrane est placée en contact avec
une solution de substrat chimioluminescent (Lumi-Light) pour la peroxydase de
raifort durant 5 minutes. Par la suite, la membrane est placée dans une pellicule
moulante, puis placée dans un boitier d’exposition. Dans une chambre noire, un film
est placé sur la membrane, puis une exposition du film est faite durant 2 minutes. Le

film est par la suite développé.

6.3.2.6 Purification de la GGT humaine recombinante

Purification directe de la GGT sans concentration préalable : Un volume de 1,0 mL
de la matrice de la colonne Ni-NTA est placé dans un tube eppendorf, puis centrifugé
a 3000 rpm dans une micro-centrifugeuse a 4 °C durant une minute. Par la suite, le
surnageant est enlevé, puis la colonne est resuspendue dans un volume de 800 plL de
tampon de lavage (0,1 M tampon phosphate de potassium pH 8,0). La centrifugation
est faite & nouveau. La resuspension de la colonne est faite deux autres fois. Au
dernier lavage, la matrice est placée dans une petite colonne de plastique pour étre
déposée dans le fond. Par la suite, lorsqu’il ne reste plus de tampon de lavage a
Iextérieur de la colonne, I’échantillon de protéines (provenant de I’induction de
levures transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA a pH 7,0 avec 1 % de

méthanol et une densité optique initiale de 1,0 (environ 30 mL)) est placé sur la
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colonne. Un débit d’environ 1 mL par minute est observé. Le milieu non fixé a la
colonne est recueilli, puis des lavages avec des solutions de tampon de lavage
contenant 5, 10 et 20 mM d’imidazole sont effectués. Par la suite, I’élution est
effectuée avec un tampon d’élution (0,1 M phosphate de potassium pH 7,4) contenant
250 mM d’imidazole. Des échantillons sont recueillis a chaque étape puis sont
analysés par des tests d’activité et de concentration. Les mémes expériences sont

effectuées aprés avoir ajusté le pH du milieu de culture a 8,0.

Purification avec concentration par de ['acétone : Des levures transformées avec le
plasmide pPICZaA-hGGTA puis induites a pH 7,0 dans du milieu de culture BMMY
avec 1 % de méthanol et une densité optique initiale de 1,0 et 1 % de « casamino
acids » (environ 40 mL) sont placées dans un incubateur a 30 °C durant 100 heures.
Apres centrifugation, le surnageant est conservé. Tous les contenants a utiliser sont
préalablement placés a 4 °C. Le volume d’acétone & ajouter est calculé selon

I’équation (1) suivante'> :

1000(y — x)
100 -y

Volume =

(D

ou x est le pourcentage initial d’acétone et y, le pourcentage final désiré pour un
volume initial d’un litre de milieu de culture. Ainsi, dans le cas présent, un volume
de 10 mL doit étre ajouté. Celui-ci est ajouté goutte a goutte assez lentement au
milieu de culture placé dans un bécher dans la chambre froide afin de ne pas trop
élever la température de I’échantillon. Par la suite, le tout est laissé sous agitation a
4 °C durant 15 minutes. Le milieu de culture est placé dans des tubes de
centrifugation pré-refroidis puis le tout est centrifugé a 8000 g durant 15 minutes a
4 °C dans une centrifugeuse Sorvall RC 5C avec un rotor Sorvall SS-34. Ensuite, le
surnageant est mis de coté et le culot est séché a la température de la piéce sous la
hotte durant 4 minutes. Avec 1’équation (1), un volume de 16,2 mL d’acétone est
ajouté au surnageant de la méme maniére que précédemment. Le culot final est

resuspendu dans du tampon de lavage décrit précédemment.
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La colonne de Ni-NTA est conditionnée de la méme manieére que
précédemment. Cependant, la matrice est mise avec le culot resuspendu et le tout est
laissé sous agitation assez lente 4 4 °C durant 30 minutes. Ensuite, le tout est versé
dans une colonne en plastique permettant & la matrice de se déposer dans le fond.
Les autres étapes sont similaires a celles décrites précédemment pour I’élution. Les
échantillons ont été analysés pour leur activité et leur concentration en protéine. Le
gel d’électrophorése et I’immunobuvardage ont été effectués de la méme maniere

qu’a la section 6.3.2.5, mais les échantillons de protéine n’ont pas été concentrés.

Purification avec concentration par du sulfate d’ammonium : Des levures
transformées avec le plasmide pPICZaA-hGGTA puis induites a pH 7,0 dans du
milieu de culture BMMY avec 1 % de méthanol et une densité optique initiale de
15,0 et 1 % de « casamino acids » (environ 40 mL) sont placées dans un incubateur a
30 °C durant 90 heures. Du méthanol est ajouté a chaque 24 heures afin de conserver
le méme pourcentage durant I’induction. Aprés centrifugation du milieu de culture,
le surnageant est conservé. La masse de sulfate d’ammonium a ajouter au milieu de
culture a été calculée selon des formules préalablement établies'”. Pour 40 mL de
milieu de culture, une masse de 14,44 g de sulfate d’ammonium a été ajoutée
lentement a la température de la piéce pour un pourcentage de saturation de 60 %.
Par la suite, le tout est laissé sous agitation durant une heure. Une centrifugation est
faite a 12000 rpm (avec un rotor Sorvall SS-34) durant une heure 4 4 °C avec une
centrifugeuse Sorvall RC 5C. Par la suite, le surnageant est utilisé et une masse de
9,56 g de sulfate d’ammonium est ajoutée lentement sous agitation pour un
pourcentage de saturation de 95 %. Les mémes étapes sont ensuite répétées au
niveau de la centrifugation. Le culot est alors récupéré et resuspendu dans un volume
d’environ 2 mL de tampon de lavage. Le tout est agité en présence de la matrice de
Ni-NTA. La chromatographie d’affinité et les tests sont effectués de la méme

maniere que dans le cas de la concentration par acétone.
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6.3.2.7 Caractérisation de la GGT humaine recombinante

Déglycosylation : Deux échantillons de 50 pl. de GGT humaine recombinante
purifiée sont dénaturés en les mélangeant a 2,5 pL d’une solution de SDS 10 %
(concentration finale de 0,5 %) et de 0,5 pl. de B-mercaptoéthanol (concentration
finale de 1 %). Le tout est bouilli a 100 °C durant 10 minutes, puis est laissé pour
refroidir. Le premier échantillon est placé en présence de 7 pl d’un tampon de
réaction G7 (50 mM phosphate de sodium a pH 7,5), de 7 pL du détergent NP-40, de
1 pL de glycosidase F (500 000 U/mL, ce qui correspond a I’ajout de 500 U) et le
tout est complété a 70 pL avec de I’eau déionisée. Le deuxiéme échantillon, quant a
lui, est mélangé aux mémes composantes, mais en absence de glycosidase F. Le tout
est laissé sous incubation a 37 °C pour la nuit. Ensuite, ce volume, pour les deux
échantillons, est précipité grace a de I’acide trichloroacétique, tel que décrit a la

section 6.3.2.5. Un gel d’électrophorése et un immunobuvardage sont effectués selon

le protocole trouvé dans la méme section.

Stabilité thermique : Un échantillon d’environ 100 pL de GGT de rein de rat avec
une concentration finale de 0,0034 mg/mL dans de I’eau a été préparé dans un tube
eppendorf.  Un échantillon du méme volume pour la GGT humaine recombinante
purifiée avec une concentration finale de 0,008 mg/mL est également préparé. Ceux-
ci sont placés a 25 °C durant au moins 7 4 10 minutes, puis un aliquot est prélevé afin
de faire un test d’activité. Par la suite, la température est montée a 30 °C et le méme
délai est attendu afin de s’assurer que I’enzyme soit bien équilibrée a cette
température. Un test d’activité est fait. Ces manipulations sont répétées pour une

gamme de température de 25 a 65 °C.

Constantes cinétiques : Une série de cuvettes est préparée avec différentes
concentrations du substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide (100 a 3500 pM a
partir d’une solution-mére de 5 mM), une concentration saturante de 20 mM du
substrat accepteur glycylglycine (a partir d’une solution-mére de 0,1 M) et le tout est

complété¢ a un volume de 1,0 mL avec du tampon 0,1 M Tris-HCI pH 8,0. Un



226

volume correspondant 4 environ 8 milliunités d’activit¢ de GGT humaine
recombinante est ajouté pour démarrer la réaction. Une cuvette témoin contenant du
tampon 4 la place de I’enzyme est également préparée. L’absorbance de la p-
nitroaniline libérée du substrat donneur est suivie a 410 nm avec un
spectrophotométre UV-Vis sur une période de 10 minutes. Les pentes obtenues a
chaque concentration de substrat donneur sont divisées par le coefficient d’extinction

molaire (8800 M'cm™), puis un graphique de type Michaelis-Menten, correspondant

Vasax *[S]

Ky +1S]

a la formule v = ou v est la vitesse initiale, Vmax est la vitesse maximale

de la réaction enzymatique, [S] est la concentration du substrat donneur et Ky, la

constante de Michaelis, est effectué. La valeur de Vpax est ensuite transformée en

. valeur de k™ selon les équations décrites a la section 6.2.2.3.

Les manipulations sont les mémes pour la détermination des constantes
cinétiques du substrat accepteur glycylglycine. Cependant, dans ce cas-ci, une
concentration saturante de 1 mM du substrat donneur L-y-glutamyl-p-nitroanilide et
des concentrations variables de glycylglycine (entre 0,5 et 20 mM) sont utilisées. Le

traitement mathématique est le méme que dans le cas précédent.
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