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Production de la protéine recombinante GFP (GreduoFescent Protein
d’Aequoria victoria) par une bactérie ( E. coli)mtenant le plasmide pGlo.
Mise au point d'un protocole pour la productionextraction et la
purification de la protéine recombinante.
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Production of recombinant protein GFP (Fluorescebteen Protein of
Aequoria Victoria) by a bacteria (E. coli) transted by the pGlo plasmid.
Development of a protocol for the production, thdraction and the
purification of recombinant protein.
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1. Introduction

Actuellement, la production de protéines recombtiesugrace a I'utilisation
de bactéries et plasmides est une des techniqagsius utilisées. Pour
rentabiliser au maximum cette production, il estessaire d'optimiser les
conditions de production, d'extraction et de pcaifion de la protéine
d'intérét.

2. Objectifs généraux

Le premier objectif poursuivi est de simuler le dbonnement d'un
« team » de laboratoire de recherche. Les ensdgyohnisissent le sujet de
recherche afin que, grace a celui-ci, une majoxigs techniques
fondamentales de la biologie moléculaire puisstrtéxpérimentées.

Le sujet est présenté aux étudiants a partir diticle de base. Ceux-ci
complétent ensuite les informations en consultarittérature existante sur
le theme proposeé via les sources classiques (thibhjpies) ou Internet. Une
premiére discussion enseignants-étudiants permetalsir le matériel ainsi
que les techniques adaptées au sujet de recheteheligne” avec le
matériel dont dispose le laboratoire).

Les étudiants construisent leur propre plan expntal en tenant compte
des limites de temps imposées (6 semaines a rds@demi-journées par
semaine). Chaque semaine, une séance d’informadiont 'ensemble du
groupe et les enseignants. Les idées et stratémgias discutées. Les
expériences sont soigneusement consignées danahier de laboratoire.
Une évaluation de I'état d’avancement du projesesimise a I'appréciation
critique du groupe et de nouvelles orientationd pomposeées.

Le second objectif confronte les étudiants aveaedanologie de production
d’'une protéine recombinante.

Le projet est conclu par un rapport final, une enéstion orale par le
groupe d’étudiants et éventuellement par la résdisal’'un poster.

Cette année académique 2005-2006, notre choix gesté sur la
production de la protéine GFP par la bactérie Hsdia coli, protéine
habituellement produite par Aequoria victoria (megu En effet, cette
protéine GFP a la propriété de produire de la 8aoence, ce qui facilite sa
mise en évidence.
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3. Etat de la question
3.1 La protéine GFP

Initialement identifié chez la méduse Aequoria mii, le géne gfpgreen
fluorescent proteipa été cloné et utilisé comme gene rapporteur.

Figure 1 : Structure cristallographique de la proté GFP.

La protéine GFP a une masse moléculaire de 27008ssede une structure
remarquable : le fluorophore, composé d'une séqueahe trois acides
aminés sérine-tyrosine-glycine, est enchassé da@sstuucture cylindrique
de 300 nm de diametre et 400 nm de hauteur. Cetietige est formée de
11 feuilletsp et d’une hélicex portant le fluorophore. Les feuillefs sont
disposés en parallele et forment une cage dansllagst enfermée I'hélice
a qui contient le chromophore. Les boucles entrefdasglets B forment le
plancher de la cage.

Mécanisme de fluorescence : la protéine GFP jouéléed’accepteur dans
un mécanisme de transfert d’énergie par voie lusteerte. Chez Aequoria
victoria, la source de lumiére provient de I'aedp®r une protéine activée a
partir de fluctuations du taux de calcium intragelire. L’'aequorine émet
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une lumiére bleue (470 nm), absorbée par la pm@t&RP qui elle-méme
réémet a une longueur d’'onde plus élevée (508 nm).

Asguorin Aeguorin Agquarin
(inactive} {active) (excited chromaophore)

: (470nm}) hw{508nm}
;» T ’WV\.P’

Figure 2 : Mécanisme du processus de fluoresceateeile.

La photo-activation de Ila protéine GFP entraine ur@action
autocatalytique, provoquant I'émission, par la @ireé, d’'une fluorescence.
Une cyclisation de la protéine est observée sultecéation d'une liaison
chimique entre un atome d’azote de la glycine eatome de carbone de la
sérine; le cycle formé se déshydrate spontanérh&Edygéne environnant
attague une liaison de la tyrosime, qui a pour effet de former une double
liaison entre celle-ci et la glycine. La molécutamée est le fluorophore
produisant une émission de lumiere.

3.2 Les plasmides

Le plasmidé pGLO sera utilisé comme « transporteur » (vecteurigéne

ofp.

Ce plasmide contient :

- le géne bla codant pour IBdactamases qui détruisent 'ampicilline et
qui confere a la bactérie une résistance a celle-ci

! Les plasmides sont des molécules d’ADN circulaisemple ou double brin, se
reproduisant de maniére indépendante du génomeneetodant pas des fonctions
essentielles des bactéries.
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- le géne araC : codant pour la protéine ARAC eacte régulation de la
transcription de I'opéron arabinose, et ici, dpratéine GFP.

- Psap : géne promoteur de I'opéron arabinose et du géme

- ori: origine de réplication du plasmide dansolt.c

MNide |

araChy,
ori [:' GLO iﬁ!ﬂ':
5,400 bp | .-
& GFP"‘ Mde |

"-MECUHI

HinD» 1l

Figure 3 : Cartographie du plasmide pGLO.

Le plasmide pNILO04 est semblable au plasmide pGL{exception du
promoteur qui est un « promoteur fort » permettamé expression plus
importante de la protéine GFP dans la bactérie.

3.3 Production de la protéine GFP

La production de la protéine GFP dans E. coli yazeddre de I'efficacité du
vecteur d’'expression contenant la séquence cogantecelle-ci.
Les avantages de la production de protéines paratgsries sont :

- un procédé moyennement complexe;
- une expression rapide;

- une production élevée;

- un milieu de culture bon marché;

- une purification simple;

- peu d'interférence avec I'h6te.

Par contre la production de protéines se fait sauseus forme d’agrégats
insolubles appelés “"corps d’inclusion”. Ceux-ci y@nt étre isolés par
centrifugation, puis solubilisés dans une solutamée 8M; les protéines se
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trouvent alors sous forme dénaturée. Une étape |&upptaire de
renaturation permettra de retrouver la structuitela de la protéine.

3.4 Extraction et purification de la protéine GFP

La protéine GFP n’est pas excrétée par E. coliaua donc production de
la protéine dans le cytoplasme. Il faudra desédorgsager une technique de
rupture cellulaire afin d'isoler la protéine. Demtweuses techniques sont
disponibles. Dans notre cas nous avons choisi ailebimer diverses
méthodes pour optimiser la rupture des cellules. a@i (voir partie
expérimentale).

La protéine GFP formant des "corps d'inclusionle skra isolée, séparée,
solubilisée dans l'urée 8M, et enfin renaturée. e Weparation, par
chromatographie d’interaction hydrophobe, achevaraurification de la
protéine.

Cette méthode repose sur une interaction entnaddscules a fractionner et
le support chromatographiquéa chromatographie en phase inverse
utilise un support greffé, porteur de chaines hydobes,et un éluant de
polarité¢ variable. A ce procédé s'apparente chromatographie
d'interaction hydrophobe (HIC) dans laquelle I'élution s'effectue en
utilisant un gradient décroissant de force ionique.

f g
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~0-CH~CH-CH,-0<

/ \
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gel de phénylsepharose

P : matrice de polymere S : molécule soluble
H : partie hydrophobe a la surface des moléculés ligand attaché a la matrice de
solubles polymere

W : molécules d’eau de la solution

Figure 4 : Principe de la chromatographie d’intetaan hydrophobe.



105

Rel. Abs

Gradient salin

i| /

\
\ fl 4 ."(\_/_
) L )'l L. % \"._f\_/’f \ﬁ o

Elution volume

Figure 5 : Chromatogramme obtenu (absorbance =lé(ve d’élution))
suite a I'élution, par un gradient salin, d’une oahe HIC.

4. Partie expérimentale

4.1 Transformation de bactéries Escherichia coli-TG par le plasmide
pGLO

La transformation des bactéries E.coli-TG1 par laspide pGLO est
réalisée par un traitement des bactéries au clelorde calcium

(neutralisation des charges négatives de I’ADN mldgjue ainsi que de
celles portées par la membrane des bactéries)i@ssam choc thermique;
une incubation sur glace qui rigidifie les membgacellulaires est suivie
d’'une élévation brutale de la température qui audenéa perméabilité de
ces mémes membranes , favorisant ainsi la pérugtrdti plasmide dans la
bactérie.
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Figure 6 : Transformation de E.coli-TG1 par le ptaisle pGLO.

Les bactéries ainsi transformées sont déposéesirsumilieu de culture
gélosé Luria Bertani (LB) contenant notamment aeficilline (incubation

a 37°C pendant 24 h). Le plasmide pGLO contenargéame de résistance a
cet antibiotique, seules les bactéries ayant imérple pGLO se
développeront sur ce milieu de culture.

4.2 Vérification de lincorporation du plasmide pGLO par les
bactéries (mise en évidence de la production de lprotéine
fluorescente GFP)

bY

Une colonie isolée est prélevée a la surface dueunide culture
LB/Ampicilline et est réensemencée sur un milielog® LB/Ampicilline
contenant de plus du L-Arabinose; celui-ci étandlicteur d'expression de
la protéine GFP (le géne codant pour cette protémedrouve dans le
plasmide pGLO).

Apres une période d'incubation a 37°C pendant 24eise la boite de Pétri,
soumise a une exposition aux rayonnements UV, ptésme fluorescence
verte, caractéristique de la protéine GFP produite.
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Figure 7 : Colonies de bactéries E.coli-TG1 tramgiées par le plasmide
pGLO et produisant la protéine fluorescente GFP.

4.3 Vérification de lincorporation du plasmide pGLO par les
bactéries (mise en évidence de la présence du gefi®

Une colonie isolée est prélevée a la surface dueunide culture
LB/Ampicilline et est réensemencée dans 50 ml deuilloo
LB/Ampicilline. Celui-ci est alors incubé, sousitatjon permanente, a
37°C pendant 24 heures. L'ADN plasmidique est iensextrait des
bactéries a l'aide d'un kit commercialisé par tmdé SIGMA (GenElutE”
High Performance Plasmid Midiprep Kit).

La quantité d’ADN plasmidique n’étant pas suffigsaqour permettre sa
visualisation sur gel d’agarose, le plasmide pGL&té& soumis a une
réaction en chaine par polymérase ou PCR. Caeattmitpie de biologie
moléculaire permet d’amplifier énormément le nombee copies d’'une
séquence speécifique d’ADN et ce, méme si la quamitiale d’ADN est

tres faible. Dans notre cas, la séquence ampl#tecelle codant pour la
protéine GFP (en utilisant des amorces a la polgaigon « bordant » le
géne gfp). La vérification de lincorporation dlagmide pGLO par les
bactéries revient donc a mettre en évidence l'emcs du gene gfp.

Le résultat de I'amplification PCR est analysé phactrophorése sur gel
d’agarose : sous l'action d'un champ électriques feolécules d’ADN

(toutes chargées négativement) migrent dans le vgg§ une électrode
positive, en parcourant une distance qui dépenttutecharge et donc de
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leur taille (exprimée en nombre de paires de bapb}. Un marqueur de
poids moléculaire (composé de dix étalons stanjlaeds analysé en
parallele avec les échantillons ; celui-ci pernagties coloration du gel au
SYBR Green et visualisation sous lampe UV, déwvalie taille des
molécules d’ADN ainsi séparées.
L’étude du gel réalisé par les étudiants attestéad@ésence d’'une bande
située entre 700 et 800 pb; il s’agit la vraiseabl@ment du gene gfp
(750 pb).

Electrode (-)

+ Dépdts des
échantillons

+ 1000 pb
+ Gene gfp

« 100 pb

Electrode (+

Figure 8 : Mise en évidence de la présence du gémear électrophorese
sur gel d'agarose.

4.4 Production de la protéine GFP par les bactérie€.coli-TG1
transformées (ensemencement en milieu liquide)

Une colonie isolée est prélevée a la surface dueunide culture
LB/Ampicilline et est réensemencée dans 5 ml d'onillon de culture
LB/Ampicilline/L-Arabinose (37°C pendant 24 hrs)rafl'obtenir une pré-
culture bactérienne. Celle-ci est ensuite intreglline colonie isolée est
prélevée a la surface du milieu de culture LB/Aniine et est
réensemencée dans 5 ml dun bouillon de cultureAicilline/
L-Arabinose (37°C pendant 24 hrs) afin d'obtenire upré-culture
bactérienne. Celle-ci est ensuite introduite d&@s ml de bouillon
LB/Ampicilline/L-Arabinose, et est incubée, soustatijpn permanente, a
37°C pendant 48 a 72 heures; 'objectif visé étmet production protéique
la plus importante possible.
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Deés lors, l'estimation de la concentration de Ispsusion bactérienne est
obtenue par une mesure de densité optique a 620 nm.

dans 50 ml de bouillon LB/Ampicilline/L-Arabinosef est incubée, sous
agitation permanente, a 37°C pendant 48 a 72 helobgectif visé étant
une production protéique la plus importante possibl

Deés lors, l'estimation de la concentration de Ispsusion bactérienne est
obtenue par une mesure de densité optique a 620 nm.

Isolement sur gélose Pré-cultorml) Culture (50 ml)
Figure 9 : Production de la protéine GFP.

Cette expérience a été reproduite a l'identique des bactéries E.coli-TG1
ayant incorporé un autre plasmide nommé pNILOO4&luieti est semblable
au pGLO, mais possede cependant un “"promoteur fmtinettant une
expression plus importante de la protéine GFP.

TG1 - pNILO04

l

‘ Culture sur LB + L-arabinose ‘

1

‘ Mise au point de I'extraction ‘

1

‘ Mise au point de la purification ‘

Figure 10 : Schéma opérationnel en vue de la prodnde la
protéine GFP.
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4.5 Extraction des protéines, et en particulier déa protéine GFP

Apres de nombreux essais, les étudiants sont pasven extraire les
protéines des cellules bactériennes (essais reaigéE.coli-TG1-pGLO et
sur E.coli-TG1-pNILO04) ainsi qu'a les solubiliseelon le protocole
d’extraction schématisé a la figure 11.

Centrifugation de la suspension bactérienne
4000 tours/min, 10min

Culot fluorescent

| Action du lyzosyme, 15 min 37C |

!

| Broyage a la silice |

1

| Congélation pendant 15 min |
l Poubelle
| Urée 8M, 1h, 37C
1 Culot

Surnageant
contenant
la protéine GFP

en présence d'urée

Centrifugation
4000 tours/min, 10min

Figure 11 : Protocole d’extraction des protéines.
4.6 Purification de la protéine GFP par chromatogrghie hydrophobe

La colonne chromatographique est conditionnéei@del'd'une solution de
sulfate d'ammonium 2 M préparée dans un tampon HBOSA pH 7.4.
L'échantillon protéique est introduit au sommetlaecolonne et pénetre
dans celle-ci. Une solution de sulfate d'ammoniuivl dans le tampon
Tris-EDTA traverse alors la colonne entrainant ae#le les protéines
«indésirables » alors que les molécules protéiqdes GFP restent
accrochées au support hydrophobe. Ensuite, ledanipis-EDTA seul
décrochera la protéine GFP. Une mesure continda densité optique a
280 nm de la solution éluée permet d'obtenir ummlatogramme attestant
du "décrochage" des protéines. La totalité delati®on protéique est, quant
a elle, récupérée dans divers tubes successifs.
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(Remarque : un premier essai non concluant a étésééen effectuant un
gradient de concentration de la solution de sutf&emonium (2 M a 0 M)
dans le Tris-EDTA).

Pic correspondant
a |'élution de la
protéine GFP -

Figure 12 : - AKTAprime plus, un systéme compaat phromatographie
en phase liquide.
- Purification de la protéine GFP par HIC.

4.7 Caractérisation de la protéine GFP

La caractérisation d'une protéine consiste notarhraeestimer sa masse
moléculaire a l'aide d'une technique appelée PAGE-&lectrophorese sur
gel de polyacrylamide en milieu dénaturant). Ledsidi@nts n'ont
malheureusement pas pu confirmer la masse moléeuwlaila protéine GFP
(27000), la quantité d'échantillon analysée aysntrép faible.

Un dosage protéique par la technique de Bradfoédadement été réalisé
mais il n'a cependant pas permis d'estimer la ctrateon totale en protéine
GFP extraite des bactéries.
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5. Conclusions
5.1 Conclusions

Grace a ce projet, les étudiants ont pu se famsdinravec les techniques
employées en biologie moléculaire : insertion dasplide pGLO dans
E. coli, amplification PCR pour la mise en évidemieela "réussite” de la
transformation bactérienne (présence du géne gfp geli d'agarose),
production de la protéine GFP par les bactéries, esdraction (mise au
point du protocole) et sa purification (a l'aideurd technique
chromatographique).

5.1 Perspectives

Le remplacement du plasmide pGLO par le plasmideApBHis,
notamment, nous semble étre une perspective istéres Le géne gfp
produit par PCR a partir du plasmide pGLO (cfr igagixpérimentale), puis
isolé par électrophorése, serait inséré au siteeskeiction Pst I/ EcoRI du
plasmide pBAD.

La nouvelle construction aurait les mémes carati@des que le pGLO,
enrichies de la présence, a la fin de la protéif®,&d’une terminaison
peptidiqgue de 6 Histidines.

Ce marquage nous permettrait de séparer la prot€iRE des autres
molécules du mélange par une chromatographie diafisur colonne
« chelate de Ni » (His tag purification HisTrap; GEalthcare).

Cette méthode devrait rendre plus rapides les etapextraction -
purification car I'on pourrait alors travailler avein extrait cellulaire brut
déposé directement sur la colonne « chelate de Ni »

Dans le cas éventuel de la formation de corps ldigan, il serait possible,
aprés redissolution de ceux-ci, de renaturer laépre (re-folding On-
column HisTrap; GE Healthcare) par une technigoelaire.
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Figure 13 : Le plasmide pGLO produit la protéine Bf&andis que
le plasmide pBAD produirait la protéine GFP-6His.
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