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Dans le cadre d'un travail antérieur. trois clones contenant le gène codant pour laB-galactosidase 

de K Ji-agi.lis (L<\C F) ont étéisolésparcomplémentationdu caracterelac- de Ja souche XLJ blue cle E 

coli. au moyen d'une banque génomique de .K. ihlgil.is sauvage établie dans le vecteur YEp351. Nous 

avons etabli la carte de restriction des inserts de ces 3 clones. Nous avons déterminé la position du gène 

L~C F dans ces inserts par comparaison ~ec la carte de restriction du gène de lactase de .K. faros . De 

plus. 1a comparaison des cartes de restriction des inserts suggère également que Je gene de lactose 

pennéase de K Jragilis a. été cloné simultanément avec LAC F. 

La régulation de LAC Fa été étudiée chez K iragilis sur base de l'hypothèse d'un contrôle 

transcriptionnel. Le séquençage de la région située en amont de Li\C F a mis en évidence une séquence 

(appelée UASl)bomologue aux UA ... "G.AL (séquences d'activation des gènes G.'-\L) de S cererùiae . Cette 

UASl pourrait être reconnue par le système de régulation (GAL4-GA.L80) des gènes GAL de S. 

cereJ-•isiae. Nous avons en effet mesure une surexpression du gène Li\C F chez .. '>: cereJ-isùe en 

conditions d'induction des gènes GAL. ce qui démontre l'existence d'une régulation hétérologue. De 

surcroît, nous avons montré que les séquences situées en 5' de J'UASl ne sont pas nécessaires à 

l 'induction de L.\C F chez S cerevis:iae. La démonstration directe du rôle du système GA.L4-GAL80 

dans 1a régulation hétérologue demande des expériences additionnelles. La caractérisation complete par 

séquençage du gène LAC F et du gène associé de 1a perméase ainsi que l'étude comparative avec des 

séquencesbomologuesdevTontëtrepoumtivies. 

Mérnoi re de 1 i cence en Sei en ces Zoo 1 ogi ques 
'"luin 1990 

Promoteur: ,J Vondenheute. 
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Choracterizotion of the gene cocling for the n-golactosidase of 

~7ugveromgces fr11gi lis 

DE BOLLE r.avier 

Summazy 

In a previous study, tbree clones containing the gene coding for the K Jragilis 13-galactosidase 

(LAC F) were isolated from agenomic bank constructed in vector YEp351 by complementationofthe lac

E coli strainXL1 blue. We have estahhshed therestrictionmaps oftheinsetts oftbese 3 clones. \Vefowe 

determined the position of the LAC F gene by comparison with the re!)triction map of the K Jactis lactase 

gene, wich also suggest that we have simultaoeously clonedthe lactosepermease gene. 

The regulation of Lo\C F bas been studied as!l'Wiling of a transcriptional controL By sequencing 

the region upstream of LAC F, we have found a sequence (named UAS1 ), homologous to the UASG.Al 

(activating sequence of the GA.L genes) of S. cererd.riae. This UASl could be recognized by the GAL 

gene system (GAL4-GAL80) of .. '>: cereri.riae. Indeed we have measured overexpression of L..\C Fin S 

cereiisiae under inducing conditions of the GAL genes, whicb indicates heterologous regulation. 

Moreover, we have demomtrate that the sequences upstream of UAS1 are not necessary for L<\C F 

induction in S. cereri.rùœ. Furtber experiments are necessary to prove the_ role of the GAL4-GAL80 

system in the heterologous regulation. The complete cbaracterization by sequencing of the L<\.C F and 

associated permease gene, as well as a comparative study with heterologus sequences will be pursued. 

Mémoire de 1 i cence en Sei ences 6i ol ogi ques 
.Ju1n 1990 

Promoteur: J. \/andenhaute 



.Abréviations: 

X-gal : 5-bromo 3-indolyl _, n-D galectopyranoside 
IPTG: lsoprop~l, B-D thiogalactopyr-anoside 
ONPG: ortt,o-nitropt1ênyl 13-D-gal actopyranoside 
SDS-PAGE: électrophorèse en gel de SDS-po1yacnJ1amide 
Ptt poids moléculaire 
kb: Id l ob~se 
pb: pa1re de bases 
MCS: site multiple de clonage 
UAS: séquence d'activation en arnont 
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Séquences c11 tes "c1 s" Séquence codante (codi ng) 

-.. 
.... . 

1 

' CAAT TATA 
,., 

LIAS ,, box box +1 ATG--
---~c=i----,,'~--J---C:::-----.----- ------ 1 C.ù di ng 

.,:., ' ~ 
·· .. GC ,,. 

box 
RIS ► transcr1 pt 

Fi g. 1.1. Modèle général d'un gène de levure. 
En amont (solt côté 5') de la séquence codante .. on trouve: 
- un ou plusieurs sites+ 1: sites d'initiation de la transcripUon par la RNA polymé
rase Il (RNA polymérase Il Initiation Site: RIS\ 
- une ou plusieurs TATA box qui fixent le dérnarrage de la RNA polymérase 11 au site+ t 
- une ou plusieurs séquences d'act1vatton (UAS: Upstream Acttvating Site) qui 
sont des séquences de règulations dites "cis", reconnues par des protéines règulatri ces 
(elles-mêmes codées par des séquences dites "trans"). Notons que les UAS ne se trouvent 
pas toujours en amont de la (ou des) TATA box; dans certains cas elles peuvent mêrne 
se trouver dans la séquence codante du gène et sont alors appelées OAS (pour Down
stream Activattng Site). 



CHAPITRE 1: INTRODUCTION 

1.1.: Le clonage de gènes ouvre des perspectives: 

Le cl on age d'un gène offre plusieurs perspectives à l'expéri men
tateur. Outre les études d'homologie avec d'autres gènes connus, on pourra 
par exemple transformer avec ce gène des souches de la même espèce ou 
d'espèces différentes afin de leur conférer une caractéristique 
phénotypiQue nouvelle. On pourra aussi tenter de modifier les signaux de 
régulation de ce gène afin d'agir sur le taux d'expression de la protéine 
(fig. 1.1.). La surexpression d'un gène est un préalable souvent indis
pensable è l'étude structurelle cristellogrephique ou autre de le protéine. 
Enfin, le "protein engineering" consiste à modifier la séquence d'une 
protéine, et par là ses propriétés., en modifiant la séquence de régi ans 
codantes déterminées du gène. 

1.2. Le gène de B-galactosidase est parmi les mieux 
étudiés chez E coti: 

La 13-galactosidase (aussi appelée lactase) est une enzyme qui clive 
le lactose en ses deux constituants: le glucose et le galactose ( fig. 1.2.). 

Chez E. coli, l'opéron lactose comprend (Yoir fig. 1.3.) : 
- le gène lacZ: qui code pour le J3-galectosidese 
- le gène McY : qui code pour le B-galectoside perrnéase (protéine 
mernbranaire responsable de l'entrée du lactose dans la cellule) 
- le gène li1cA : qui code pour une û-galactoside transacétylase (enzyme 
qui transfère le groupe ecétyl de l'acétyl-CoA aux J3-galectosides). 
En amont de ces trois gènes se trouve /~cl, Qui code pour un répresseur 
tétramérique. 

Les trois gènes structuraux lt1cl; Yet .4 sont transcrits en un même 
ARN messager (polycistronique). Le régulation de le transcription de 
JocZf'.4 a été particulièrement bien étudiée. La transcription de lacZf'.4 à un 
contrôle positif et/ou négatif. 

Le contrôle négatif de la transcription de lt1c:ZYA: 

E. coli ne synthétise pas les protéines impliquées dans le 
métabolisme du lactose lorsque celui-ci est absent du milieu, car il y a 
répression de l'initiation de la transcription. 

En effet (fig. t.4.), le gène /tic/ code pour une protéine (PM : 38000) 
Qui forme un homotétnimère lequel, en absence d'inducteur, va se fixer â 
l'opérateur de Jac2YA , empêchant la transcription de li1c2YA. L'opérateur 
se situe juste en aval du promoteur, eu site de fixation de la RNA poly
mérase. 
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Flg.1.2. La 13-galactosidase catalyse l'hydrolyse du lactose en glucose 
et galactose. 
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F1g.1.3. Représentation de l'opéron lactose (Lewin, 1988) 
- - - - - - = ARN messagers 
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Fig.1.4. Représentation du contrôle nêgotif de l'opéron loctose par le 
répresseur codé por le gène loci (Lewin, 1988). 



En présence d'inducteur, celui-ci vient se fixer sur le répresseur qui 
se dissocie aussitôt de l'opêroteur, rendont possible lo tronscripUon de Mc-

Notons que l'inducteur naturel de l'opéron est l'allolactose, le 
lactose ayant un léger effet anti-inducteur. Le réaction prédominante de la 
J3-ga1actosidase en présence de lactose est de cliver le lactose en glucose 
et galactose. Toutefois, une réaction "secondaire" transfère le galactose à 
une molécule acceptrice, produisant principalement l'allolactose et le 
galactobiose. L'induction implique l'entrée d'un peu de lactose dont une 
partie est transformée en allolactose par la 13-galactosidase. La forte 
induction par une petite quantité d'ellolactose, qui continue à être 
synthétisé, est suffisante pour contrebalancer le faible effet anti
i nducteur du 1 actose. 

Le contrôle positif de la transcrition de JecZYA: 

E. coli ne synthétise pas les protéines impliquées dtms le 
métobolisrne du loctose lorsqu'il y o du glucose dons le milieu, ce dernier 
étant considéré comme une source de carbone "préférentielle". C'est la 
répression catabolique. Celle-ci affecte le métabolisme du lactose et 
également celui du galectose et de l'arabinose par exemple. 

En absence de glucose, la protéine CAP (Cataboltt.e Activat.or 
Proteî n) ou CRP ( Cycl i c AMP Receptor Prote1 n) peut être activée en fixant 
une molécule d'Af1Pc, synthét1sé ebondarnrnent par l'edénylate cyclese à 
partir d'ATP. Le protéine CAP va se fixer (sous forme de dimère) en amont 
du promoteur, pour induire la transcription de /8cZYA, vraisemblablement 
par contact avec la RNA polymérase. 

En présence de glucose, le taux d'AMPc chute dans la cellule d'E coli 
et la protéine CAP ne peut plus fixer d'AMPc, elle reste donc inactive et ne 
peut induire la transcription de loc2YA. 

1.3. Intérêts de l'étude d'un gène de B-galactosidase de 
1evure: 

1.3.1. Intérêts fondHmentHux : 

Le principal intérêt fondamental de l'étude d'un gène de B
galactosidase de levure est qu'elle peut mener â une comparaison d'un gène 
d'eucaryote avec des gènes de procaryotes (l'étude de ceux-ci étant. 
poussée). 

Les comparaisons de séquence entre gènes de .13-galactosidase issus 
d'organismes différents permettent de préciser les relotions 
phylogénétiques entre eux. En effet, la divergence obserYée est une mesure 
du temps écoulé depuis la séparation des deux lignées à partir d'un ancêtre 
commun. 

9 



FigJ_,_~ Exemple de mécanisme de régulation conservé au cours de l'évolution: 
Chez E. coli_. l'Af1Pc est un signal intracellulaire "de famine" produit en absence de glucose. L'AMPc, en se fixant à 

la protéine CAP, permet entre autres l'induction de lacZ'-IA (voir 1.2.) (Lewin, 1988). 
Dans les cellules de mammifères, une voie d'activation cellulaire implique aussi l'Af1Pc (messager secondaire). Un 

stimulus externe induit la s•Jntr,èse intracellulaire d'AMPc qui peut (entre autrest se fixer sur des protéines activatrices 
de la transcription de gènes spécifiques (Loomis, 1988). 
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"~' , _____ , 
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gene 
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Cependant, si on définit une mutation comrne toute modification de 
la structure primaire au niveau de l'ADN génornique d'Lm individu, il est 
nécessaire (d'un point de vue èvolutif) de classer les mutations en de w< 
catégories (Loornis., 19ôô): 
- les mutations (silencieuses) n·ayant pas d'effet phénotyptque. 
- les mutations al:Jant un effet phénotypique. Ces mutations apparaissent 
eu ni\~eau de séquences qui interviennent dans l'expression d'un gène. Elles 
entrelnent soit un avantage soit un désavantage sè l ecti f. Dès lors, eu cours 
de l'évolution, les séquences n'intervenant pas dans l'expression d\m gène 
se modifient rapidement car elles ne sont pas soumises i5 le press1on 
sélective, à l'inverse de la sèquence codante par exemple qui, soumise à la 
pression sélective .. se modifie nettement pl us 1 ente ment, ce qui explique 
un certain degré de conservation entre séquences de pr-otéines àe même 
fonction, issues d'espèces ayant divergé. 11 n·y a pas que le séquence 
codante des gènes qui subit lô pression sélective. Toutes les séquences 
rntervenent dens le fonctionnement du gène le subissent eussi, ce qui 
explique la conservation observée dans les mécanismes de transcription et 
de régulation de le transcription. 

La figure 1.5. illustre un e~<emple de similitude entre des systèmes 
de régul et ion de procaryotes et d'eucaryotes QLJi pourraient têrnoi gner d'une 
origine évolutive cornmune. 

La comparaison des régions codantes et de régulation entre gènes 
devrait. permettre d'évaluer 1 eur degré de parenté et de comprendre 1 es 
bases moléculaires de différences eu niveau de la réoulat.ion de . ., 
l'expression et des propriétés fonctionnelles des protéines pour le:;quelles 
ils codent. Ces comparai sons évo 1 uU ves sont réa li sab 1 es car p 1 usi eurs 
gènes de D-ga1actosïdase {essentiellement de procanJotes) ont déjà èt2 
séquencés (E coll.. Loctolrocil/11s tr11/geriet1s_. lïelrsie/18 pne11morli88.. 
8ocillt1s ste8rot/Jerr1Jop/Ji/11s )( Scr1midt et o/ . , 19ô9). 

1.3.2. 1 ntérêt app li gué : 

Le clonage d'un gène de (!>-galactosidase de levure permet d'envisager 
la construction de souches trensgéniques de 5: cerevisiflB capables de 
métaboliser le lactose (Lac+), ce que S. cerevisl8B (Lac-) est incapable de 
faire. Une application possible concernerait par exemple la valorisation du 
lactosérum. Ce sous-produit abondant de l'industrie fromagère (contenant 
du lactose) pourrait servir de milieu nutritif à s cerev/siae, aux fins de 
produire de la biomasse ou de produits de fermentation (étr1anol ou acétone 
par exemple). 

l'approche consistf.lnt ô exploiter le lactosérum par des souches 
transgéniques de levures (processus en une étape) semble préférable à 
celle qui est utilisée ectuellernent, consistant à cliver artificiellement le 
lactose par une lactase avant mise en culture (processus en deux étapes), 
étant donné le coût éle •,;é des lactases. 
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Fig.1.6. Colon1es de l.:'ltlJl~·'Bli.?lJ,:t/ces- 1i-ê~qHis- après croissance sur milieu VEPD soli de. 
J..-ïtlJ:l}'Glî.?til'J/ces li-a._qilis produit une !3-galactosidase, donnant aux colonies 

une couleur bleue (en présence d'Lm chrornogène particulier) même en présence de 
glucose (conditions de répression catabolique)(Hewitt et Grootwessink, t 984). 

Sourct: Produccr pH Tt:mpt:rature K'" (L:.ictosc) Cof:.icto°rs 
Optimum Stability Optimum (°C) (mM) 

Aspt!rgi/111s W:.illcrst.:in, 3.0-4.0 2.5-S.0 55 85 
niger Rapidase 

Aspi:rgi/!us Tokyo Tanabc, 5.0 2.5-7.0 55 50 
ory:ae lvliks Lab. 

K fuyt·eromyces Novo Jnd. 6.6 6.5-7.5 · 30-35 1~ i'-·ln:+' 
fragifis K+ 

K lu l'N'rom rces Gist 13roc:iùt:s 6.5-7.0 6.5-7.5 30-35 l'.!-17 ;..,111:+' 
l~c,is · N;i• 

Esc/11:ridria Aldrich Chcm. 7.'.! 6.0-S.0 35 Na•, K .. 
rn/i 

TebJeau 1.1.: Propr1étés b1octi1m1oues de d1Hérentes ~-galactos1dases 
commerc1a11sées, dont celle de K. frogilis (Crueger, 19ô4). 



Vu le problème de l'absence de système d'importation du 11:ictose. chez S. 
cer .. "wfsf .. 98 , la création de souches Lac+ peut êtrn menée selon deux 
stratêgi es : 
1) Transformer S cerevisiee avec un gène de ü-galactosidase auquel on a 
greffé (au dêbut de la sêquence codante) une séquence codant pour un 
peptide signal. Ce peptide signal permettrait l'exportation de l'enzyme 
dans l'espace périplesmique. 
2) Transformer S. cerevisiee avec un gène de lactose perméase ( qui 
permet l'entrée du lactose dans la cellule ) et avec le gène de n
galactosidase. 
Le manque de données concernant l'exportation des protéines chez S 
cerevisi6B constitue un inconvérdent majeur de la première stratégie. En 
revanche, le seconde stratégie permettre peut-être d'éviter de trop f e\bles 
rendements de fermentation, cons ta.tés quand S. cenwisiee croît sur un 
mélange glucose-galactose (.Jackson et Jolly, 1969). Le glucose est en 
effet connu pour réduire la fermentation du galactose (Strnthern et e.l ., 
1982),. La première stratégie se r,eurtera immanquablement à ce problème. 

1.4. Intérêt de l'étude du gène de B-galactosidase de K 
frogilis: 

Kll~yveromjjces fregilis (nom usuel de J( mendam1s var. marxfem1s- ) 
est une des cinq levures qui produisent une n-ga1actosidase ( K mendam1s· 
var. rnerxiom1s, I( morxi8m1s var lectis- - ou I( lactis- -, Cr_yptococa1s· 
lot1rentif, Debrom_yces· henstmi i et. Pichie po/ymorpll6) (fig. 1.6.) 

La firme HNovo lndustrieÇ prodult industriellement la lactase de K 
tregi lis depuis 1979. 

Les propriétés biochimiques de différentes 13-galactosidases 
commercialisées dont celle de K fr&gilis- sont indiquées au tableau 1.1. 

Récemment, du lait pauvre en lactose e été mis sur le marché. Le 
lactose de ce lait a été cliYé par le B-galactosidase de K fre_gilis. Le lait 
peuvre en lôctose est recommandé aux personnes souffrant d'intolérance au 
lactose ( leur lactase est réprimée â l'age adulte ) ( Hout.s, 19813; Kocian, 
19ôô). 
Ce problème est important car 11 touct,e 70 à 90 % des asiatiques et des 
africains et 2 à 15 % des blancs américains et des européens (Crueger et 
Crueger, 1984). 

Ces caractéristiques donnent donc à I( fre_gilis et à son enz!:Jrne û
galactosidase un statut relativement privilégié dans une perspecti ve 
d'exploiteUon industrielle. En outre, cornme nous allons le voir ci-dessous, 
l'étude comparée des gènes de 13-galactosidase de K fragilis- et K lactis· 
et l'étude dlJ contrôle hétérologue de son expression chez s: cerrwisi88 
présentent un grand intérêt fondamental. 
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Fig.1.7. Modèle du gène LAC4 établi à partir des données de Ruzzi et al. ( 1987) et Fi cca 
et Ho11enberg ( 1989). Il existe une IJAS à 545 nucléotides en amont de l'ATG qui est 
responsable de l'activation du gène en présence de lactose cornrne seule source de 
carbone po,;r une culture de Klt1.!J"'erom!Jces- Joctis; De plus, il existe deux TATA box 
fonctionnelles à 230 et 142 nucléotides et deux RIS à 115 et 105 nucléotides en amont 
de J'ATG. 



1.-4.1. Le gène de B-galectosidase LAC4 de ~: lochs; 

Dickson et Markin ( 1978) ont cloné un fragment génomique de K 
Joctis· contenant le gène LAC4, par cornplémentation d'un mutant lô-c:Zde E 
co!i. Breunig et 81 . (1984) ont établi la carte de restriction de ce 
fragment génomique. Ils ont également séquencé la région amont et les 350 
premières pb de la réglon codante du gène LAC4. 

Un modèle de ce gène est présenté à la fig . 1.7. La régulation de ce 
gène e été étudiée par Ruzzi et tJI. (19ô7), qui ont déterminé des séquences 
en flrnont de la séquence codante, impliquées dans l'induction de l'initiati on 
de la transcription du gène quand K /octis croît sur lactose ou galactose. 
Le gène qui code pour la protéine régulatrice qui induit l'initiation de lô 
transcription de LAC4, appelé LAC9, e été cloné et caractérisé par 'v•/rny et 
8/. ( 1987). Cette protéine se fixe sur l'UASL qui se situe à 545 pb en amont 
de l'ATG de LAC4. Breunig ( 1959) a montré que LAC9 était aussi 
responsable de 1 a répression par 1 e glucose. 

D'autres études fonctlonnelles, menées par Ficca et Hollenberg 
( 1959), ont montré que 1 e gène LAC4 possède deux TAT A box 
fonctionnelles, à 230 et 142 pb en amont de l'ATG. La TATA box à la 
position -230 semble jouer un rôle majeur, car elle permet l'initiation de 
la transcription à elle-seule. 

1.4.2 Données actuelles sur la régulation de la fi-galactosidase 
de K. f rogi lis: 

Les travaux de He•witt et Groot:wassink {1954) ont montré que la 
production de n-galactosidase chez K fragilis- est induite par ie lôcto ·3e 
et le galactose et réprimée par le glucose. 

11 est probable que cette régulation s'exerce au niveau de l'initiati on 
de la transcription, comme chez K /ectis-. Si tel est le cas, nou:3 der,;rions 
retrouver en amont de la séquence codante du gène de K lrtJ,gilis- des 
séquences régulatrices dites "cis", ainsi que les facteurs régulateurs 
interagissant avec ces ~:équences. 11 sera. intéressant de comparer 1 e ou 1 es 
rnécani srnes régulateurs intervenant entre eux ai ns:i qu'avec d'autres 
systèmes d'autres levures, telles que 5: ce.rff}'isitJe . L'étude de la 
régulation hétérologue du gè_n e de K fregilis chez s: cerevisiae par 
exemple permettralt de tester la conservation des mécanismes de régu
lation. 
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1.5. But du travai 1 : 

Ce travail se place dans le cadre général de la construction de 
souches transgéniques Lac+ de s: cenwls/oe. 

Dans ce but, le gène de f>-gelactosidase de J( trogllfs- avait été 
cloné en 1989. 

Lors de ce trovoil, nous nous fixons comme objectif de caroctériser 
le gène de f5-galactosidase de K. tn,gilis tant au niveau structurel 
(établissement d'une carte de restriction) qu'au niveau fonctionnel, par 
l'étude de sa régulation chez K frQgilis (régulation homologue) et s 
cere~/s/Qe(régulation hétérologue). 

Une comparaison évo1ut1ve des caractéristiques de ce gène avec 
celles de gènes de 13-galactosidase d'autres taxa sera entreprise. 

1.3 
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Fig.2.1. Résumé schématique de le construction d'une banque génomique dans un 
vecteur comme VEp351. 



CHAPITRE Il: RESULTATS ET DISCUSSIONS: 

li.A. Clonage du gène codant pour la B-galactosidase de 
ltluvveromvces lrogilis : • • 

Préalablement à notre travail .. le clonage du gène codant pour- la D
galactosidase de K .frepill~~ a êtê réalisé au laboratoire pat· Olivier 
Laloux. Un bref rappel de son trevan est fait ci-dessous. 

11.A, 1. Réalisation de la banque: 

La banque génomique de K f,,•"~ills a été réalisée en utilisant: 
- l'ADN génomique de la souche ATCC 12424 de K ln .. 9....1.,,?ilis . 
- le vecteur VEp 351, vecteur navet te (E. cttli - S ce.r&}'iSJ'..98 ) portant le 
marqueur LEU2 et l'origine de réplication 2it pour la levure, ainsi que li.9cz· 
(voir IV.2.4) 
- 1a souche XL 1 blue de E. coll, permettant le sélection blanc-bleu de 
transformants ayant acquis un plasmide recombinant {voir IV.2. l ). 
Le plan général de réalisation d'une banque génomique est indiqué à le 
figure 2.1. 

L'ADN génomique de K tro.gilis- a été partiellement digéré par 
l'enzyme Seu 3A et les fragments d'ADN obtenus ont été séparés selon leur 
taille par sédimentation en gradient de sucrose. 5 pools: de fragments 
d'ADN génomique ont ainsi été séparés. Le pool correspondânt à des 
fragments d'ADN d'une taîlle moyenne de 10 kb est utilisé car cette taille 
éleYée augmente les chances pour un insert de contenir un gène entier. 

Le vecteur VEp351 est restreint au site BarnHI du gène Lecz· et 
déphosphorylé par la BAP (phosphatase alcaline bactérienne). Les groupe
ments pr,osphates en 5· sont ainsi éliminés, empêchant par conséquent 
VEp351 de se re1iguer sur 1ui-rnêrne. 

9 µg d'ADN génomique sont ligués à 9 µg de vecteur 'î'Ep351 
déphosphorylé. 90 transformations de XL 1 blue sont réalisées, chacune 
avec 200 ng d'ADN du mélange de ligation (quantité d'ADN offrant un teu:<'. 
de transformation optimum). 30000 clones transf orrnants sont obtenus sur 
milieu sélectif (avec arnpiciHine) parmi lesquels 90 % (soit 27000) sont. 
recombinants (apparaissent sous forme de colonies blancr,es sur milieu X
gal + IPTG, preuve que le gène Jec z· est disrupté par l'ADN génomique 
inséré en BarnHI) (voir IV.2.4.). 

L'analyse par électrophorèse en gel d'agarose des plasmides extraits 
de 40 colonies blonches prélevées au hasord montre que 100 % des 
plasm1des sont recombinants. Le tiers de ceux-ci contient un insert de 
taille supérieure à l O kb. Cette banque comprend donc approximativement 
(27000 X 0,33 =) 9000 clones contenant un insert de 1 0 kb au moins. 
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La formule de Clarke et Carbon (1976) nous permet de calculer le 
nombre de clones minimum nécessaire pour avoir 99 chances sur 1 oo 
qu'une séquence quelconque du génome soit représentée dens le banque : 

N = ln (1-P) / ln (t-f) 

où Pest la probabilité: 0,99 
f est la proportion de génome contenue par recombinant soit : 1 o kb / 

14000 kb où 1 O kb est 1 a tai 11 e moyenne d'un i nsert 
14000 kb est 1 a tai 11 e approximative du génome de 1 a 1 evure 
K. frogilis 

N est le nombre minimum de clones 
donc, N = 6500 
Vu le nombre de transformants obtenus, la banque peut être considérée 
comme représentative du génome de K trogflis . 

La banque est al ors stockée. L'opérat 1 on de stockage cons1 ste à 
ajouter 1 ml de mi 1 i eu (ri cr,e comprenant 15 % de gl ycérol) sur chacune des 
boites de Petri de la banque, puis à râcler les colonies, à rassembler les 
suspensions de cellules, à les répartir en aliquots et à les congeler à -
80°C. La densité cellulaire est approximativement de 400.1 Of. cellules par 
ml. 

11.A..2. Screening de la banque : 

Nous posons comme hypothèse de départ que le gène de E
galactosidase de K fregilfs est exprimé en une enzyme active chez E. coli. 
Pour détecter, parmi les milliers de clones constituant le banque, les 
clones contenant le gène de B-galactosidase, un test phènotypique peut 
être mis â profit. En effet, les colon1es productrices de 13-galactosidase 
sont colorées en bleu sur un mflieu contenant du X-gal, chromogène don t 
l'hydrolyse par la 13-galactosidase libère un chrornophore bleu. 

Cependant, les plasmides non recombinants confèrent également une 
coloration bleue en présence de X-gal aux colonies de E. co/i (car le gène 
lecz· n'est pas disrupté, voir IV.BJ Les clones non recombinants 
représentant environ 1 O % des clones de la banque, il est nécessaire de 
mettre au point un test phénotypique permettant de discriminer les clone~: 
non recomb1nants des clones · porteurs du gène de J3-galectos1dase de K 
fregilfs- . 

Ct,ez E coli , le gène de 13-galactosidase (Qui, comme nous l'avons vu 
plus haut, a été particulièrement bien étudié) est régulé positivement par 
la présence de molécules inductrices (le lactose ou l'IPTG par exemple), et 
négetiYement par le glucose (répression catabolique). En absence 
d'inducteur et en présence de glucose ( 1 %) et de X-gal, des bactéries XL 1 
blue transformées par le plasmide sans insert (non recombinant) f arment 
des colonies blanches, car l'expression du gène de 13-galactosidase de E. 
coll est répr1mée. o·autre part, 11 est probable que le gène de 13-
galoctosidase de K fr6gilis ne subisse p6s le répression par le glucose 
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Fig.2.2. Les colonies de E ct,li transformées par pBl, pB2 ou p63 apparaissent 
bleues sur un milieu avec IPTG .. sans glucose et sur un milieu sans IPTG., 
evec glucose. Les colonies de E calf transformëes par VEp35 l apparais-... 
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4.36 kb ► 
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Fig.2.3. Proflls en électrophorèse en ge 
d'egarose 0.8 % des 4 plasmides pB 1 ( 1 )_ 
pB2 (2), pB3 (3) .. pB4 (4) et de VEp35 l ( 
après restriction par l'enzyme.Hindi 11. 
(l"l = marqueur- de taille: phage -~ restrei 
parHindlll) 



chez E. ct1li. Vu la distance évolutive qui sépare les deux espèces, il est en 
effet probable que les mécanismes de répression par le glucose aient 
sensiblement divergé. 

Isolement des clones : 

Disposant d'un test pt,énotypique qui nous permettra probablement de 
détecter le ou les clones porteurs du gène recherché, les bactéries de la 
banque sont étalées sur des boîtes contenant le milieu défini ci-dessus (LB 
+ ampicilline + X-gal + 1 % glucose). Après 2 jours d'incubation à 37°C, on 
distingue 4 colonies bleues parmi environ 80000 colonies (fig. 2.2.) 
Les 4 plasmides extraits de ces colonies, 6ppelés pBl, pB2, pB3 et pB4., 
sont supposés contenir le gène de 13-galectosidase de I( fregilis, gène que 
nor.Js symboliserons LAC F pour la . suite du travail (cette 8ppe11ation 
n·ayant d'applicat1on que dans le cadre de ce mémoire). 

11.A.3. Analyse des plasmides isolés : 

11.A.3.1. Analyse du pattern électrophorétigue après restriction: 

Ces quatre plasmides sont restreints par l'enzyme Hind 111 puis les 
fragments issus de cette restrictions sont séparés par électrophorèse sur 
gel d'agarose 0,8 % (fig. 2.3.). L'examen du gel nous montre que les troi s 
plasmides pB 1, pB2 et pB3 présentent des profils de restriction différents 
alors que le plasmide pB4 donne un profil identique à pB 1. Les tailles des 
plasmides des trois clones indépendants (pô 1, Pô2 et pB3) peuvent être 
estimées, par référence à un standard de taille, à 15.5 , 12.4 et 13.7 kb 
respectivement. Sachtmt que la taille de la matrice VEp351 est de 5.7 kb, 
nous pouvons estimer la taille de l'insert de chaque plasmide. Ceci donne : 
15.5 kb - 5.7 kb = 9.8 kb pour l'insert de pB 1 
12.4 kb - 5.7 kb = 6.7 kb pour l'insert de pB2 
13.7 l<b - 5.7 l<b = 8.0 kb pour l'insert de pB3 
Notons que, 8près restriction par Hind 111, les inserts des plasmides de ces 
trois clones indépendants présentent · tous un fragment d'une . terne 
approximative de 0.7 kb. Cec1 tend à indiquer que ces trois clones sont 
apperentés, en ce sens qu'ils proviennent d'une même région génomique 

11.A.3.2. Démonstrat1on de le présence du gène dens les plasmides isolés : 

a. Retransformetion de E ct1li : 

Les quatre plasrn1des sont ut111sés pour retransf orrner la souche XL 1 
blue de E coli . Des étalements sont réalisés sur des boîtes LB + 
ernpicilline + X-gal, cornprenont 1 % de glucose. Tous les transformants 
apparaissant bleus (correspondant à une activité n-galactosidase), le 
phénotype eet re~teuré, ce qui démontre qu'il eet bien lié è le préeience du 
plasmide, constatation qui s'applique aux quatre plasmides. 
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b. Expression du gène chez S. cere}11s1ee : 

Rappelons que S. cerevisiaa ne présente pas d'activité û
gal actosi dasi que. 

Les tro1s plasmides indépendants sont utilisés pour transformer la 
souctre GRF 18 (le,12, hfs·~·n de 5. cerer'isioe selon la rnéttrode de lto et o/. 
(voir IV.4.7.) et les transformants sont sélectionnés sur un milieu sans 
leucine. VEp351 sert de · contrôle de transformation. Les transformants 
obtenus sont mis en culture liquide. Après une nuit d'incubation â 30°C, les 
cellules sont récoltées et lysées au chloroforme. L'ectiYité n
galactosidasique est dosée sur les lysats. Le lysat de la souche 
transformée par VEp351 ne présente pas d'act 1 v1tè, contra1 rement aux 
lysats des souches transformées par les tro1s p1asrn1des isolés. 
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J LB. Délimitation du gène dans les trois inserts grâce à 
leur carte de restriction : 

Suite eu clonage du gène codent pour le B-galectos1dese de /..-'. 
frs,..q.i/J~~ (que nous avons .. dans le cadre de ce travail, nommé LAC_ F), nous 
disposons de trois plasmides (pB 1 .. pB2_. et p83) compr·enant ch~cLm un 
insert génomique contenant le gène LAC F. Pour caractériser ces trois 
clones.. nous établissons leur carte de restriction, c·est-à-dire la 
localisation des sHes de clivage reconnus par une batterie d'enzymes de 
restriction. 

Par électrophorèse en gel d'agarose, la taille des fragments obtenus 
après restriction de ces plasmides a été estimée. A partir de la taille des 
fragments de restriction, en connaissant la position des sites de clivage 
des enzymes de restricUon dans la matrice du plasmide, on peut 
positionner les sites de clivage dans l'tnsert. 

Nous avons commencé par établir la carte de restriction de l ï nsert 
de pB2, pour ensui te posi t i oriner 1 es i nserts de pô 1 et pB3 par rapport à 
celui de pB2. Cela nous a permis de déterminer une région commune au :x: 
trois inserts. Ce fragment commun contient par conséquent le gène LAC F. 

11.8.1. Carte de restriction de pB2 : 

Rappelons que le plasmide p82 est constitué d'une matrice (VEp351) 
dont nous connaissons la carte de restriction (fig. 2.4.) et. d'r..m insert à 
étudier. Les données sur lesquelles on se bôse pour étattlir la car te de 
restnctîon de pB2 sont les positions des sites de clivBge des enzwnes de 
restriction dans la matrice de ce plasmide. Nous avons commencé par 
déterminer les enzymes de restriction qui n'avaient pas de site de clivage 
dans rtnsert de pB2. 

Afin de localiser tous les sites de cli vage des enzymes de 
restri et ion testées, nous avons eu recours à des doubles restrictions. Lors 
d'une double restriction, on restreint tout d'abord le plasmide à 
caractériser par une enziJrne dont le ou les sites de cliva_ge sont dè_i ci 
localisés. Par électrophorèse sur gel d'egarose d'un échantillon du mélange 
de restriction, on Yérifie que cette restriction est complète. On soumet. 
alors les fragments issus de · cette première restriction à l'action d'une 
enzyme de restriction dont on cherche à positionner les sites de clivage. Le 
résultat de cette double restriction est anal!JSé par électropr1orèse en gel 
d'agarose. 

Pour illustrer ce principe, utilisons un exemple concret. : 
localisation des sites de clivage de l'enzyme Clal . Après restriction de 
pB2 par Clal, on obtient. un fragment. de 7.4 kb et un fragment de 4.9 kb. 
Nous en déduisons deux r1ypothèses illustrées ci-dessous, quant è la 
localisation des sites Clal. 
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piste 2: pB2 restreint par Clal + Sal 1 
standard de tei 11 e : phage À restreint par Hi nd 111 



Hypott,èse 1 Hypotrièse2 

Donc, si on restreint le plosmide pB2 par Clol + Sol 1, on obtiendre : 
- pour l'hypothèse 1 : des fragments de 7.4 kb ; 3.2 kb et 1.7 kb 
- pour l'hypothèse 2: des fragments de 5.7 kb; 4.9 kb et 1.7 kb 
Les profils de restrictlon après une double restriction Clel + Sali seront 
donc différents en fonction de l'h~pothèse qui se vérifie. Dans le cas 
envisagé, la double restriction Clal + Sali donnant des fragments de 7.4 kb, 
3.2 kb et 1.7 kb (fig. 2.5.) démontre que le site Clal est locelisé comme 
proposé dans l'hypothèse 1. 

Un exemple de gel obtenu lors de l'étf.lblissement. de la carte de 
restriction de pB2 est présenté à la figure 2.6. Les enzymes de restriction 
utilisés, le teille estimée des fragments de restriction ainsi que le nombre 
et la localisation des sites de clivage sont présentés en annexe. L8 
synthèse des résultats répertoriés en annexe nous permet d'établir le carte 
de restriction de l'insert de pB2 (fig. 2.7.) 

11.B.2. Délimitation d'une région commune aux trois inserts (de 
pB 1) p82 et p83 ): .. 

Nous savons que 1 es tro.i s pl asrni des (pB 1, pB2 et pB3) portent cha
cun le gène LAC F. En établissant une carte de restriction sommaire des 
inserts p83 et p81, nous pouvons les positionner per rapport à l'insert pB2 
et déterminer la région commune aux trois inserts, qui contient LAC F. 

11.e.2.1. Corte ohys1 aue de J 'i nsert de oB3 : 

Nous avons établi la carte physique de l'insert. de p63 selon le 
schéma expérimental utilisé pour l'établissement de celle de pB2, mais en 
disposant d'une donnée supplémentaire, à savoir que la carte physique de 
l'insert de pB2 doit chevaucher au moins partiellement celle de l'insert de 
p83. 

19 



A B 

123 456 789 
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Fig.2.6. Exemple d'analyse de mélanges de restriction par électrophorèse en 
gel d'agarose. utilisée pour établir une carte physique de pB2. Le plasmide 
pB2 est restreint par les enzymes suivantes: 
(A): gel contrôle: simples restrictions: piste 1: Pst! , piste 2: EcoRV, piste 3: 
Pst 1, piste 5: Hpal, piste 9: Pstl; : ADN du phage À restreint par Hindi 11 
(marqueur de taille). 
(B) : gel test: simples et doubles restrictions: piste 1: Pstl + Sphl, pis-
te 2: EcoRV + Sal 1, piste 3: Pst 1 + EcoRV, p1 ste 4: EcoRV, piste 5: Hpa 1 + Sal 1, 
piste 6: Hpal, piste 8: Hindi li, piste 9: Pstl + Hindi IL 
Piste J.. (A) et piste 7 (B): ADN du phage J.. restreint par Hindi 11 (marqueur de 
taille). 
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Flg.2.7. Représentatlon de la carte 
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Fig.2.8. Alignement des 1nserts de pB2 et pB3 grâce à leur carte de restriction. 



Les enzymes de restriction utilisés, la taille estimée des fragments 
de restriction ainsi que le nombre et le localisation des sites de clivoge 
sont présentés en annexe. Le synthèse de ces résultets nous permet 
d'aligner les inserts de pB2 et p83 (fig. 2.6.) et d'établir le carte de 
restriction de l'insert de pB3, illustrée à le figure 2.9. 

11,B,2.2. Carte physique de l'insert de pB 1 : 

La carte physique de l'insert de pB 1 a été réalisée selon la même 
logique expérimentole que celle de l'insert de pB3. 

Les enzymes de restriction utilisés, le teille estimée des fragments 
de restriction ainsi que le nombre et la localisation de sites de clivage 
sont présentés en annexe. La synthèse de ces résultats nous permet 
d'aligner les inserts de pBt, p82 et p83 (fig. 2.10.) et d'établir la carte de 
restri et ion de n nsert de pB 1, m ustrée à la fig. 2. 11. 

Au tenne de cette coroctérisotion physique des trois plosmides pB 1, 
pB2 et pB3 nous avons donc délimité une région de 5.4 kb (fig. 2.12.) com
mune eux inserts des trois plasmides et qui contient donc le gène codant 
pour le 6-galactosidase del( ll·eJulis (LAC F). 

11.B.3. Délimitation du gène de 13-galactosidase par comparaison 
avec la carte physique de LAC4 de Ati{l•·•1,•·e.n.·:vr~vc·es /4.."ll"iis : 

LAC4 est le gène qui code pour la n-galactosidase chez K lectis ,, 
une variété proche de I( lra,..qilfs. Lo corte de restriction de LAC4 de .1..-: 

l8Ctis, publiée par Breunig et 6l( 1984), est alignée avec celle de la région 
commune pB 1-pB2-pB3 è la figure 2.13. Nous constatons, pour la majorité 
des enzymes de restriction utilisées, que l'ordre des sites de clivage est 
identique et que la distance entre les sites de clivage est proche. 11 es t 
probable que les cartes physiques de LAC4 (.K lsctis) et LAC F (,,f lrff!.1/lis) 
soient identiques et que les différences _mineures qu'on constate ne soient 
dues qu'à des imprécisions de mesures (seul un site Sphl supplémentaire 
est trouvé en aval du gène LAC F par rapport à LAC4). Cette hypothèse 
pourra être confirmée ou in,firmée par séquençage et comparaison de 
séquences. 

Si le carte physique du gène LAC4 de K Jectis est pratiquement 
fdentfque à celle que nous avons obtenue pour le gène codant pour la û
galactosidase de K frcgilis, à la figure 2.14., on remarquera que la carte 
du gène /.1c.2'(Qu1 code pour le O-gelectos1dese) de E. coli, est complète
ment différente de celle de LAC F. 
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Fig.2.9. Représentation de 
le carte de restriction de 
l'insert de pB3. 
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Fig.2.1 O. Alignement des inserts de pB 1, pB2 et 
pB3 et délimitation d'une région commune. 
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Fig.2.11. Représent6tion de 16 carte physique 
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Fig.2.12. Représentation de la carte de rnstriction 
de 1 a rég1 on cornmune aux 1 nserts de pB 1, 
p82 et pB3. 
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Fjg.2.13. Alignement des cartes de restriction de la région commune aux inserts 
dè pB 1, pB2 et pB3 avec la région génomique de K loctis comprenant le gène LAC4. 
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Flg.2.14. Alignement des cartes de restrictlon de le région commune eux inserts 
d_e pB 1, pB2 et p83 avec 1 e régi on génomique de E. coll comprenant 1 e gène locz 
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Fig,2, 15. Allgnement des cartes de restr1ct1on des rég1ons génomtques 
situées en eva1 du gène codant pour la f5-ga1actos1dase chez J(l1iweromgces 
tri1gi!is et /(1111,weromuces Joctls: 
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11.B,4, Détection du gène codant pour la lactose perrnéase de 
ki'Ll1,•·ver'ot11vces li'lî·• llis : . 

Si on compare la carte de restriction de la région comprenant LAC4 
de K ,~ct.is avec la carte de restriction correspondante de /i'. .f.··· .. %7.ill$ , on 
constate une grande similitude qui couvre la région compren,:mt, ct1e2 I( 
lectfs, le gène LAC12 (fig. 2.16.). Ceci laisse supposer l'existence, dans la 
région correspondonte de pB 1, d'Lm gène hornologue o LAC 12 .. codont pour lo 
lactose perméase. Pour plus de commodité, nous avons nommé le gène 
codant pour la lactose perméase de K 1i--a._qilis "LAC P", ce nom n'ayant 
d'application que dans le cadre de ce travail. 

Enfin, lorsqu'on compare les cartes de restriction de la région située 
en aval du gène LAC F avec la région située en aval du gène LAC4 (fig. 
2. 15.), on obtient encore une forte correspondance. 
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11.C. Chez KIIJ)~ven1Ul)··ces frogilis. la production de B
galactosidase est régulée : influence des conditions de 
culture: 

Chez K frogilis- , f1 a été dérnontré par Hev•dtt et Groot v-,assi nk 
( 1984) QUe : 
- te lactose et le galactose induisent la synthèse de 13-gatactosidase 
- le glucose (à une concentration supérieure ê 1 mM) la réprime. 
Nous avons suivi cette synthèse par ta mesure de l'activité spécifique de 1a 
13-galactosidase et par onalyse de SOS-PAGE (selon tes protocoles décrits 
en matériels et méthodes) après croissance sur différents milieux de 
cultures: 
- milieu minimum avec 2 % de lactose comme seule source de carbone 
(conditions d'induction). 
- milieu minimum avec 2 % de glucose comme seule source de carbone 
(condH ions de répression). 
- milieu minimum ave 2 % de glucose et 2 % de lactose comme seules 
sources de carbone (conditions de répression). 

I LC. 1. Mesure de l'activité spécifique : 

Lo mesure de l'octivité spécifique de lo f5-go1octosidose nécessite : 
- la lyse aux billes de verre après culture jusqu'en fin de phase 
exponent i e 11 e (fig. 2.17,) 
- le dosage de l'activité 13-galactosidasique sur le lysat (tableau 2.1,) 
- le dosage des protéines du lysat (tableau 2.1,) 
- le calcul de l'activité spécifique de la n-galactosidase (tableau 2. L) 

Une unité 13-galactosidasique spécifique est définie comme la 
quantité d'enzyme nécessaire pour hydrolyser 1 nmole d'0NPG par minute et 
par rmg de protéines à 2ô''C et à pH 7.00. 
Les valeurs d'activité spécifique que nous obtenons sont présentées au 

_ tab 1 eau 2. L et représentées è 1 a figure 2.18. 
Nous avons donc un ratio : activité en conditions de répression (glucose et 
lactosel /activité en conditions d'induction (lactose) de O ,o 16. 

Notre protocole de mesure d'actfvité 13-galactosidasique nous 
permet donc de mettre en évidence l'induction et la répressf on de l'activité 
13-galeictosidasique chez J(. frt1gilis (souche ATCC 12424) après croissance 
sur différents milieux. 

1 LC.2. Analyse des lysats par électrophorèse en gel de 
po 1 yacry 1 aml de-SOS: 

Par analyse des SOS-PAGE (fig. 2.19,), on met en évidence une bande 
protéf que d'un Pr1 de l'ordre de 140000 dans le lysat où nous mesurons une 
i mportonte activité 13-gal actosi dasi que. Cette bande est absente du 1 ysat 
de K fregilis· dans lequel nous ne détectons qu'une très feible activité 13-
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DOSAGE ACTIVITE DOSAGE PROTEINES 
Acth•ité Source de carbone 

de 1 a culture d'où Volume de 
provient le lysot lysat (µ1) 

- 2 % lactose 5 
- 2 l lactose +2 ~ glucose 50 
- 2 1 glucose 50 

Tableau 2.1. Activité spécifiQue 
en fonction du milieu 
de culture de K frogilis. 
Temps d'incubation à 
28°C: 10 minutes. 

.ti.A420 nm 
[ONP) Volume de ti.A [protéines) spécifique 

(en nmole/ml) lysat (µl) 540 nm (en µg/µ1) (en milliunités) 

0.398 0.165 50 0.223 0.945 5220 
0.084 0.0376 50 0.306 1.39 81 
0.052 0.0247 50 0.358 1.67 44 

Détermination de l'activité spécifique: 

Activité spécifique= dilution . ___ [_O_N_Pl __ _ 
temps . [protéines) 

où dilution = volume final ( 1500 µ1) 
volume de lysat (en µ1) 

[ONPl = concentration en ortho-nitrophénol 
temps= temps d'incubation à 28°C (en minutes) 
[protéines] = concentration en protéines (en µg/µ1) 
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Fig.2. lô . Représentation des résultats obtenus pour le dosage de l'activité 
B-galactosidasique spécifique, en fonctlon de la source de carbone 
du milieu de culture. 
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au monomère de 13-ga 1 actosi dase de K lregills. 
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golectosidesique. Précisons que le P~l ettendu pour le monomère de f3-
golectosidase de /( lat.,_qllis est de l'ordre de 135000. Nous en dèduisons 
que le bende protêique observée correspond en toute vreissemblance eu 
monomère de l>-galectosidese. 

11 existe donc un processus de régulation de le production de 13-
galactosidase en fonction des conditions de culture. A quel niveau de 
l'expression du gène de 13-galactosidase ce mécanisme de contrôle . 
s·exerce-t-11 ? Por analogie â K. J,5ctis, où le contrôle de l'expression de 
LAC4 est tnmscriptionne1, nous formulons l'r1ypoU1èse que le contrôle de 
l'expression du gène de 13-:-galactosidase de K fr,5gilisest transcrlptionnel. 
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première parue du gène LAC F. 



11.D. Comparaison des séguences LAC4 et LAC F pour 
l'identification de signaux potentiels de régulation 
transcriptionnelle du gène LAC F de "7u,..-·..-·erom,vces 
frog1Jis : 

Notre hypothèse étant que le contrôle de la production de B
galactosidese par K fr8gilis est de type transcriptionnel, comme il l'est 
pour LAC4 de K lactis, nous avons recherché chez K frogilis l'existence 
de signaux UAS (séquences régulatrices en amont du gène) décrits pour 
LAC4. 

Par comparaison de séquences de gènes régulés, plusieurs auteurs 
ont identifié des séquences consensus conservées, en amont de ces gènes 
(parfois dans 1 a séquence codante) e\ ces séquences jouent un rôle dans 1 e, 
régulation en s·associ ant avec des protéines régula tri ces qui les 
reconnaissent spécifiquement. Une séquence régulatrice LIAS est décrite en 
amont de LAC4 chez K /ectis . Après séquençage de la région amont de LAC 
F, nous rechercherons une UAS dans cette région. 

11.0.1. Etude de la séquence de la région amont du gène L.A.C F : 

11.D.1.1. Clonage de la région amont de LAC F dans un vecteur pBluescript 
(pSB 1 ): 

Vu la méthode de séquençage choisie {voir matériel et méthodes, 
IV.5), 11 est nécessaire de disposer d'un oligonucléotide (appelé primer) qui 
s'r,ybridera en amont de la région è séquencer et servira d'amorce pour la 
polyrnérase. Nous disposons d'un vecteur, le pBluescript KS+ conçu pour le 
séquençage selon la méthode de Sanger. En effet, il est fourni avec une 
série de prirners capables de s'hybrider à des séquences situées de part et 
d'autre du 11CS. Dans le but de séquencer la région amont du gène LAC F, 
nous l'insèrerons dans le MCS de pBluescript KS+. La région è séquencer est 
représentée à la figure 2.20. 

Nous choisissons d'1ntrodtJ1re un fragment EcoRl-ôarnHI dans 
pBluescr1pt KS+ (f1g. 2.21.). La figure 2.21. décra le protocole utilisé. Le 
mélange de ligation obtenu par ce protocole sert à transformer la souche 
XL 1 blue d'E coli. Les clones tronsformonts de XL 1 blue sont sélectionnés 
sur un milieu LB + ampicilline (sélection des trensf orments ayant acquis 
un plasmide portant le gène BLA) + IPTG + X-gal permettant de discriminer 
les clones non-recombinants (colorés en bleu) des clones recombinants 
(colorés en blanc). Après culture ttqutde de 6 colonies blanches choisies 
aléatoirement, nous avons extrait l'ADN plasmidtque des cellules 
bactériennes (miniprep). L'ADN plasmidique de chacune des 6 préparati ons 
est restreint par l'enzyme EcoRV et les fragments de restriction sont 
séparés par électrophorèse en gel d'agarose 1 %. Le profil de restriction de 
le construction recrierchée comporte un fragment de 4.05 kb et un fragment 
de 1.05 kb (fig. 2.21.), Quatre des 6 plasmides issus des 6 transformants 
présentent ce profil. · 
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Fig.2.22. Electrophorèse en gel d'agarose: piste,\: marqueur de taille 
(ADN du phage-~ digéré par l'enzyme Hindll l); pistes 1: pô3 
restreint par EcoRI + BamHI; piste 2: pBluescript KS+ res
treint oar EcoRI + B~mHI. 
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Nous appelons pSBl (plasmide Séquençage B-gal. 1) ce plasmidè pBlue
script ayant inséré dans son site multiple de clonage le fragment EcoRI
BamH I de 2. 15 kb issu de pB3. 

11.D.1.2. Séquençage de la région amont du gène de n-galactosidase : 

Pour construire le plasmide pSB 1 .• nous avons introduit le fragment 
EcoRI-BamHI au site multiple de clonage de p61uescript KS+. PoLw 
séquencer d'EcoR I vers BamH 1 (fig. 2.23.) nous utilisons 1 e "Reverse primer" 
(Phormocio). Le séQuençoge s'est foit selon le méthode de Sanger, en 
suivant le protocole décrit (Yoir matériel et méthodes IV.5) avec des 
modifications du temps de migration et de la quantité de matériel déposé 
sur gel afin d'augmenter la résolution des gels, en particulier dans les 
zones d'ADN de grande taille (fig. 2.24.). 358 pb ont été séquençées : 
- 67 pb : partie du site multiple de clonage de pBluescript KS+, située 
entre le site d'hybridation du primer et le site EcoRI 
- 291 pb : de la région à séquencer, après le site EcoRI 
L'analyse de cette séQuence nous rnontre qu'il n·y o pos de phase ouverte de 
lecture et confirme l'absence effective d'un certain nombre de sites de 
restriction de la carte établie en I1.B.2.2. (Fig. 2.12.). 

11.0.2. Détection des signaux de régulation par cornparaison de 
séquences avec L.A.C4 de !(lu~-·~·-ert~ï,k'Ces l'5ctis : ' \ 

La séquence que nous avons obtenue est alignée à la séquence 
correspondante en amont de LAC4 de K l5t:tis à la figure 2.25. On y 
remorque le toux très élevé d'identité (plus de 98 % d'identité). Lei 
séquence de 236 è 252 peut être alignée avec l'UASL (LIAS en amont du gène 
LAC4 de l( lectis) et avec la séquence consensus des UASGAL (LIAS en 
amont des gènes GAL de S. cs---evisie-a ): 

5' - CGGAAATTTGTGGTCCG - 3_' 
LIASL 5' - CGGAAATTTGTGGTCCG - 3· (Ruzzi et ~,, 1987) 
UASGAL : 5' - CGGAgGACAGTCGTCCG - 3' 

Le séquence de 239 è 255 est donc è considérer comme une LIAS car elle 
est identique à UASL et conservée par rapport è UASGAL; elle est appelée 
UASl . 



EcoRI 1 NSERT DE pSB 1 

t Séquence codante de LAC F 

·, --- --'- •- . 

' -'- - - -' ·--- -·-, - -- -- - ·-. 
' . 

' EcoRI 100 pb 200 pb 

Quantité ' ' t 
de rnatéri el Temps de 

déposée migration 
sur gel (µ1) (heures) 

2,5 1 ► 41 
2,5 2,25 180 
2,5 4,5 80 

2,5 2 1 170 

3 5,25 82 

4 65 120 
I 

Fi_g.2.2.4. Séquences établies dans la région en amont du gène de LAC F: 
ces séquences se recouvrent entre elles, ce qui permet d'établir 
1 a séquence de 1 à 291 pt,. 

-

238 

BamHI 

' J 

-- 300 pb 

' 

291 
►320 



1 * 62 
LACF: GAATTCTGTTCACCGCAAAGTTCAGGGTGCTCTGGTGGGTTTCGGTTGGTCTTTGCTTTGCT 
LAC4 : GAATTCTGTTCACCGCAAAGTTCAGGGTGCTCTGGTGGGTTTCGGTTGGTCTTTGCT-TGCT 

63 124 
LACF: TCTCCCTTGTCTTGCATGTTAATAATAGCCTAGCCTGTGAGCCGAAACTTAGGGTAGGCTT 
LAC4 : TCTCCCTTGTCTTGCATGTTAATAATAGCCTAGCCTGTGAGCCGAAACTTAGGGTAGGCTT 

125 * * * 185 
LACF: AGTGTTGGAACGTACATATGTATCACGTTGACTTGGTTTAACCA-GGCGACCTGGTACCAG 
LAC4 : AGTGTTGGAACGTACATATGTATCACGTTGACTTGGTTTAACCAAG-CGACCTG-TACCAG 

186 247 · 
LACF: CCATACCCACACACGTTTTTTGTATCTTCAGTATAGTTGTGAAAAGTGTAGCGGAAATTT 
LAC4 : CCATACCCACACACGTTTTTTGTATCTTCAGTATAGTTGTGAAAAGTGTAGCGGAAATTT 

248 291 

LACF: GTGGTCCGAGCAACAGCGTCTTTTTCTAGTAGTGCGGTCGGTT 
LAC4: GTGGTCCGAGCAACAGCGTCTTTTTCTAGTAGTGCGGTCGGTT 

Fig.2.25. Alignement de notre séquence (LAC F) avec la règion correspondante en 
amont de LAC4 (LAC4). * : différences entre les deux séquences 

=== : UAS L de LAC4 
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11.E. Etude chez SocchlJromyces cerevisioe du rôle 
régulateur de la séquence UAS 1 : 

Comme nous l'avons montré, le séquence UASl est proche de le 
séquence consensus UASGAL- Les UASGAL sont impliquées dans le système 
de régulation GAL4-GAL80 de S cenwisiae . 

Rappelons brièvement en quoi consiste le système GAL4-GAL80. (fig. 
2.26.). La protéine régulatrice GAL4 se fixe à l'UASGAL et la protéine 
GAL80 vient se fixer sur elle. En présence d'inductew- (galactose), la 
protéine GAL BO se détache de la protéine GAL4 et cette dernière peut al ors 
exercer J'induction de la transcription du gène situé en aval de l'UAS à 
laquelle GAL4 est fixée. En présence de glucose, la protéine GAL4 se 
dissocie de l'UASGAL â laquelle elle était fixée et il n'y a donc plus 

. ~ 

d'induction de la transcription. Celle-ci est affectée par un mécanisme de 
répression cetebolique par le glucose. 

Chez /:.:" loctis, Ruzzi et c,l.(t 987) ont montré que l'UASL (en amont 
de LAC4) est fonctionnellement identique à la séquence consensus UASGAL 
de S. ceren·siBe . En effet, LAC9, le gène qui code pour la protéine 
régulatrice qui se lie à l'LIASL chez /( .lectis , a été cloné par 
complémentation d'un mutant gel4de S. ce.rei,•l~.;k~e. D'autre part, \\1rey et 
el ( 1967) ont constaté que le gène GAL4 pouvait cornplémenter une 
mutation l6c9 chez I( At:t.ct/s. 
Notre hypothèse est que, si on transfom1e S. cel·twisiee par un plasmide 
navette (E cttli - S. cerevisi .. 'fe) portant le gène LAC F avec son UAS 1 ., 
l'expression de ce gène sere induite en conditions d'induction des gènes 
GAL de S. ce..·""B'i-'isie8 . En effet, il est possible que la protéine GAL4 
reconnaisse l'UAS 1 plasrnidique et qu'elle induise la transcription du gène 
LAC F en présence de galactose. 

ll.E.1. Régulation de l'activité J3-galactosidasique c!,ez 5~ 
t..'c'1'131,••1sù1~ transformée par p82 : 

11.E.1.1 . Transformation de S. cere'i.'i°siBe et mise en culture des 
transformants : 

Le plasmide pô2 contierit une matrice (VEp351) qui porte le marqueur 
LEU2. La souct1e GRF 1ô (le,12, his3) de s cerevisit1e est choisie pour être 
trensforrnée par pB2 et par VEp351 (contrôle) selon la méthode de lto (voir 
rm,tériel et méthodes, IV,D,7) et les tronsformonts sont sélectionnés sur 
un milieu minimum avec histidine et sans leucine. 

Les transformants servent à lancer des cultures liquides avec 
différentes sources de carbone: 2 % galactose (conditions d'induction) 

2 % galactose+ 2 % glucose (conditions de repressic,n) 
2 % glucose (conell t 1 ons de repress1 on) 

Ces trots mttteux ont été ut111sês par V-lest et t!I. (1954) pour montrer 
l'effet régulateur des UASGAL en fonction des conditions de culture. 
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Fig.2.27. Le turbidité de cultures de différents clones sur différentes sources de 
carbone a été suivie par mesure de le densité optlque è 660 nm: il apparaît que 
ces clones ne peuvent croître sur un milieu où le galactose est le seule source de 
carbone si on ensemence le culture avec une colonie ayant poussé sur boîte 
{milieu avec 2 ~ de glucose comme seule source de carbone). 

-o - GRF 18 transformée P8r pB2 sur MAM + 2 % glucœe 
_,. - YEp351 
-1~ - p82 sur MAM + 2 % galactose 
,. - VEp351 



Nous avons constaté que la souche de S. cenwisiee GRF 1 ô 
transformée par pB2 ou par VEp35 l ne pousse pas sur un milieu contenant 2 
% de gelectose comme seule source de cerbone lorsqu'on utilise une colonie 
de boîte de transformation pour l'ensemencer (fig. 2.27.). Notre hypothèse 
est que. les levures consomment toute l'énergie qu'elles eveient stockêe eu 
moment de l'inoculation de la culture avent d'avoir rendu leur voie 
métabolique du galactose fonctionnelle (par induction du système GAU. Par 
conséquent. nous inoculons d'abord une préculture de 1 o ml dans un mn i eu 
contenant glucose (0.5 ~) et gelactose (2 ~). Quand cette culture arrive en 
fin de phese exponentielle, elle sert o inoculer trois cultures de 20 ml de 
checun des trois milieux susdits (avec histidine). 

I1.E.1.2. Dosage de l'ecti'f'ité spécifique de le B-galectosidese : 

Quand les cultures arrivent en fin de phase exponentielle, on récolte 
les cellules à partir desquelles on réalise un dosage de l'activité 
spécifique de la n-galectosidase selon le protocole que nous avons éprouvé 
che t.ït(l/~·era.r11.._~1œs fr".._qilis. On dose l'oct i vité û-go l actosi dosi que avec un 
volume de lysat de 5, 20 ou 100 itl après une incubation de 15 minutes è 
2e❖ c. Les résultats obtenus sont consignés-au tableau 2.2. et repr·ésentés è 
1 f . ')?~ a 19 . ..:. .""B. 

Comme attendu, la souche GRF 18 transformée par VEp351 (contrôle) 
ne présente pas d'activité f.S-galactosidasique tandis que GRF 1 ô 
trensf armée par pB2 présente une activité û-gal actosi dasi que spécifique 
qui est foible en conditions de répression (264 et 3ô4 rnilllunités sur 
glucose et glucose + galactose respectivement) et importante en 
conditions d'induction (1940 milliunités sur galactose). On e un ratio 
activité en conditions de répression (glucose + galactose) / activité en 
conditions d'induction (galactose) de 0,20. 

11 y a bien régulation hétérologue, probablement due à une 
conservation des systèmes de régulation. 

I1.E.1.3. Mise en évidence de la 13-galactosidase par SDS-PAGE: 

Per analyse en SOS-PAGE (fig. 2.29.) de lysat de K tregflfs après 
croissance sur lactose, on voit apparaitre une bande majeure qu'on ne 
retrouve pas dans le lysat de K fragflfs après croissance sur glucose. 
Cette bande correspond à un PM de l'ordre de 140000, ce qui correspond au 
PM attendu du monomère de 13-galectosidese de K tragilis . Cette bande est 
absente du lysat de GRF 18 transformée par VEp351 (contrôle) mai s 
présente dans 1 e 1 y sot de GRF 18 trensf orrnée par pB2. 11 est donc probab 1 e 
que cette bonde corresponde ou monomère de 13-goloctosidose de J( 

fregilis. 
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DOSAGE ACTIVITE DOSAGE PROTEINES 
Plasmide Sor.Jr ce de car bone 
trensfor- de 1 a culture d'où Volume de AA [ONP] Volume de 

420 rim ment 
VEp351 

p82 

provient le lysat lysat (µ1) (en nmole/ml) l!JSat (µ1) 

2 % galactose 100 0.002 0.004 50 
2 % galactose + 2 % glucose 100 0.000 0.000 50 
2 •~ gl tJCOSe 100 0.000 0.000 50 

2 % galactose 5 0.214 0.090 50 
2 % galactose + 2 % glucose 20 0.125 0.054 50 
2 % glucose 20 0.115 0.050 50 

TablealLll Résultats du dosage de l'activité B-galactosidasique spécifique 
après transformation de S cerevfsfoe par pB2 et par I/Ep351. 
Ternps d'incubetion à 28°C : 15 minutes. 

b.A: différence d'absorbance 
[0NP]: concentration en ortho-nitrophéno 1 
Activité spécifique: une unité d'activité spécifique est définie 
corrime la quantité d'enzyme nécessaire pour t-,ydrolyser 1 nmole 
d'ortho-nitrophényl B-D-galactopynmoside par minute et par mg 
de protéines. 

b.A540 nm 
[protéines] 
(en µg/µ1) 

0.214 0.897 
0.161 0.613 
0.220 0 .929 

0.220 0.929 
0.178 0.704 
0.211 0.881 

Activ1té 
spécifique 

(en mi 11 i unités) 

4.45 
0 
0 

1940 
. 384 
284 
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Fig.2.2ô. Activité 13-galactosidasique spécifique de GRF 1 ô transformée par p82 
mesurée oprès croissance sur différentes sources de carbone. 
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Fig.2.29. Electrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS: 
- pi ste M 1: marqueurs de faibles PM 
- pi ste 1: lysat de K li-eg1Jis après croissance sur 2 ~ glucose. 
- pi ste 2: lysat de K fr5gilis après croissance sur 2 ~ lactose. 
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- pi ste 3: lysat de GRF18 transformée par pB2 après croissance sur 2 ~ galactose. 
- pi ste 4: lysat de GRF 18 transformée par VEp351 après croissance sur 2 % galactose 

(contrôle). 
On voit, à la piste 2, apparaître une bande à un PM de l'ordre de 140000, on retrouve 
une bande à le même hauteur à la piste 3 (qu'on ne retrouve pas dans le contrôle, â la 
piste 4). Nous en concluons qu'il doit s'agir de monomères de J3-galactosidase. 
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2 kb 

Fig.2.30. Position présumée des UAS potentieJles de LAC P (UAS.LP) 
dans 1 ï nsert de pB2. 



11.E.1.4. Séquences régulatrices potentielles situées en amont de LAC F: 

Dans les 2.8 kb de séquence en ernont du gène LAC F, au niveau de 
l'insert. de pB2, i1 est probable que, outre l'UAS 1, s'y trouvent aussi 2 UAS, 
qui seraient situées en amont du gène LAC P (fig. 2.30} En effet, chez K 
loctis-, 2 UAS sont situées en amont du gène LAC t 2 (de lactose perméase) 
et à 2 kb en amont de LAC4. 11 est probable que cette situation soit 
identique ct,ez J(. frtJgi/is-, car d'une part, les cartes de restriction de cette 
région génomique chez K Jectis et K fregilis- sont proches et d'autre part, 
les 291 pb séquencées en amont de LAC F sont presque identiques chez ces 
deux 1 evures. 

Dans une première hypothèse, les 2 UAS supposées présentes 
pourraient intervenir dans la régulation de l'expression de LAC F en plus de 
l'IJAS 1. Selon une autre hypothèse, l'UAS 1 seule jouerait un rôle régulateur 
dans l'expression de LAC F. La première t11Jpothèse est supportée par le fait 
que, chez s· certwisiee et J( lectis·, des UAS peuvent servir à la régulation 
de deux gènes en même temps, au niveau du système GAL Cependant, i, 
l'appui de la deuxième hypothèse, les deux UAS supposées présentes en 
amont de LAC P seraient trop loin (2 kb) de LAC F, pour jouer un rôle dans 
sa régulation. 

Pour tester ces r11dpothèses chez s: cerBvisioe, la stratégie mise en 
oeuvre consiste è construire un sous-clone portant l'insert de p82 délété 
des séquences situées en amont de l'IJAS 1 (par conséquent dépourvu des 2 
UAS potentielles de LAC P) puis à comparer la régulation du gène LAC F 
chez la levure S. cerevisiDB tnmsformée avec pB2 ou avec ce sous-clone. 

I1.E.2. Construction de pB7, dérivé de pB2 par délétion des 
séquences en amont de l'UAS 1 : 

Notre but est ici de déléter les deux UAS qui pourraient se trouver en 
amont de LAC F (et de LAC P) et qui pourraient avoir un rôle régulateur 
dans l'expression de LAC F. 

Rappelons que suite au séquençage, nous disposons du plasmide 
pSB 1, qui comporte (dans une matrice pôluescript KS+) 0.65 kb de région 
amont du gène LAC F et la partie 5' de la région codante de ce gène. Nous 
allons ajouter la partie 3' de· la région codante du gène à la suite de la 
partie 5' dans l'insert de pSB 1. Le plasmide ainsi obtenu (qui sera appelé 
pB6) comprendra le gène LAC F entier evec son UAS 1 en amont, sans les 
deux UAS qui pourraient se trouver en amont du gène LAC P. Ce plasmide 
pB5 ne conviendra pas pour la transf orrnation de S. cerevisiee car 11 ne · 
possède pas de marqueur de sélect1on, n1 d'origine de réplication pour S. 
cerBvisiee . Notre but étant de transf orrner la levure avec un plasmide 
contenant lïnsert de pB6, nous placerons cet insert dans un vecteur nous 
permet.tant. de transformer S. cerevisioe: VEp351 . Le plasmide résultant 
sera appelé p67. 
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Le stratégie de construction du sous-clone pB6 est présentée è la 
figure 2.31. Le mélange de ligetion sert à trensforrner la souche XL 1 blue 
d'E cctli . Les transformants sont sélectionnés sur LB + ampicilline + X-gal 
+ 1 % glucose. Sur ce milieu .. les transformants contenant un plasmide 
portant le gène LAC F entier apparaissent bleus (voir 11.A.2.). Douze 
colonies bleues ont ainsi été obtenues et mises en cultures liquides. L'ADN 
plasmidique est extrait des bactéries issues de ces cultures (miniprep) et 
restreint par Hpal. En effet, après séparation des fragments de restriction 
par électrophorèse en gel d'agorose (fig. 2.31 J. cette digestion nous 
perrnet de discriminer pB2 de pB6 (plasmide attendu), Qui conf ère nt tous 
deux une coloration bleue eux colonies et qui sont donc indiscernables sur 
la seule base du phénotype bleu-blanc. Deux des 12 colonies présentent le 
profil attendu sur gel. o·autres restrictions (par Sel 1 + Secl, BamHI et 
Sphl) analysées par électrophorèse en gel d'agarose nous ont confirmé que 
le plasmide obtenu est bien p86 (fig. 2.3 U. 
Le plasmide p56 nous servira à construire pB7, le sous-clone avec lequel s 
cerfl-·isi.w sera transformée. La stratégie de construction de ce sous
cleine p67 est présentée o 1~ figure 2.32. le mélonge de ligotion sert è 
transformer le souche XL 1 blue de E cali . Les transformants sont 
sélectionnés sur LB + arnpicilline + X-gal + 1 ~ glucose. Sur ce milieu les 
transformants par pB6 et par pB7 apparaissent bleus. Les 4 colonies bleues 
ainsi obtenues sont mises en cultures liquides. l'ADN plasmidique est 
extrait des bactéries issues de ces cultures (miniprep) et restreint par 
EcoRI, qui permet de discriminer pB6 et pB7 (plasmide attendu) après 
électrophorèse en gel d'agarose. D'autres restrictions (por Pstl et Hind 111) 
analysées par électrophorèse en gel d'agarose nous ont confirmé que le 
plasmide obtenu est bien pB7 (fig. 2.32.). 
Ce plasmide pB7 comporte : 
- une matrice comprenant le marqueur de sélection LEU2 et l'origine de 
réplication de 2µ (plasmide de levure). 
- un insert comprenant le gène LAC F avec son UAS 1, les séquences en 
amont de l'UAS 1 étant délétées par rapport à p82 (fig. 2.33.). 

11.E.3. Réçiulation de l'activité -f3-Qalactosidasique chez s 
cer&k'Jsioe transformée par pB7 : 

Rappelons que l'induction comparée de l'activité n-galactosidasique 
dans les transformants de S. cBrBvisi5epar pB2 et pB7 vise à dérnontrer le 
rôle éventuel des 2 UAS 5' présentes dans le seul p82. 

GRF 18 a été trensf ormée par pB7 et les transformants sont mis en 
culture dens les mêmes condlt1ons que GRF18 transformée par pô2. Le 
dosage de l'flctivité spédifiQue de lfl 13-galactosidase est aussi fait dans 
les mêmes conditions (voir 11.E.1.2.). Les résultats obtenus sont consignés 
eu tableau 2.3. et représentés graphiquement à le figure 2.34. 
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Le ratio d'activité. spécifique réprimée (sur milieu glucose + 

galactose) / induite (sur milieu galactose) est de 0,20 pour les trans
formants de GRF 18 par pB2 et de 0,21 pour les transformants de GRF 18 per 
pB7. Vu les inserts de pB2 et pB7 (fig. 2.33.), on peut affirmer que la 
séquence en amont de l'UAS 1 .• comprenant les 2 LIAS hypothétiques n'est 
pas nécessaire à l'induction de LAC F chez S. cerensiee. 

Ces valeurs de ratio (activité spécifique réprimée/induite) peuvent 
être comparées à d'autres valeurs de ratio (activité spécifique réprimée i 
induite) obtenues pour LAC F chez K lr8..,tJflis: 0,02 et les gènes GAL de S. 
cenzw,~~,~e : 0,01 (West et el., 1984). Ces valeurs indiquent une régulation 
plus marquée par rapport è le régulation hétérologue développée ci-dessus. 
Une explication possible de cette observation serait que les facteurs dits 
"trans", qui interviennent dans ces régulations, aient divergé au cours de 
l'évolution des deux levures, ce qui .entraînerait une reconnaissance plus 
faible des sêquences dites "cis" (QLJi sont restées proches). Il n·y a pas que 
la divergence évolutive qui entre en jeu pour expliquer que l'tnductton que 
nous observons est 10 fois moindre dons lo régulation hétérologue (gène 
LAC F chez S. cenwisir:1e) que dons lo régulation homologue (gène LAC F 
chez l( fre,pllis et gènes GAL chez S. ce.re}''/siee ). En effet, le nombre de 
copies de pB2 et pB7 varie entre 40 et 50 par cellule de levure. Toutes les 
copies de LAC F ne sont probablement pas toutes régulées simultanément 
(par le s~stèrne GAL4 - GAL60), contrairement à le situation hornologue où 
une seule copie du gène LAC F doit être régulée. 

Enfin, nos données d'activité spécifique pour GRF 1 ô transformée par 
pB2 et pB7 sur les milieux "inducteurs" et "répresseurs" (voir fig. 2.2B. et 
2.34.) suggèrent que le gène LAC F est réprimé sur un triilieu comprenant 
du glucose chez S. ce.rey'isl& . 

En conclusion, chez S. cenwisitJe l'activité J3-galactosidasique est 
régulée en fonction des conditions de cultures. L'induction de cette 
activHé après croissance sur un milieu galactose est conservée si on 
délète les séquences en 5' de l'UAS 1 de LAC F. 

Des expenences complémentaires seront nécessaires pour 
déterminer si cette régulotlon s'exerce au niveau de l'initiation de la 
transcription de LAC F; grâce au système GAL4-GAL80, comme nous l'avons 
supposé. 11 s'agira de tests de mesures d'activité spécifique par exemple 
dans des mutants ge/81.Î ou suite è une délétion de l'UAS 1 ou une muta
genèse dirigée contre l'UAS 1. D'autres tests devraient permettre de déter
m1ner s1, en cond1t1ons d'1nduct1on, on observe une augmentatlon de la 
quantité d'ARN messagers de LAC F. 
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DOSAGE ACTl\llTE DOSAGE PROTEINES 
Source de carbone 
de la culture d'où Volume de b.A [ONP] Volume de flA 
provient le lysat lysat (µl) 420 nrn (en nmole/ml) lysat (.ul) 540 nm 

2 % galactose 50 0.301 O. 125 50 O. 175 
2 % galactose+ 2 % glucose 50 0.533 0.219 5 0.156 
2 % glucose 50 0.463 O. 191 5 0.239 

Tab 1 eau 2.3. Résultats du dosage de l'activité 13-ga 1 actosi dasi que spécifique après 
transformation de la souche GRF 18 de S. cerensfee par pB7. 
(Temps d'incubation à 28(\C: 15 minutes) 

ÂA: différence d'absorbance 
[ONP]: concentration en ortho-nitrophénol 
Activité spécifique: une uni té d'ect i vité spécifique est défi nie 
comme la quantité d'enzyme nécessaire pour hydrolyser 1 nmole 
d'ortho-nitrophényl 13-D-ga 1 ectopyrenosi de par minute et par mg 
de protéines. 

[protéines] 
(en µg/µ1) 

0.690 
5.86 
10.3 

Activité 
spécifique 

(en mi 11 i unités) 

906 
187 
93 
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Fig.2.34. Activité 13-galactosidesique spécifique de GRF 18 transformée par pB7 
mesurée après croissance sur différentes sources de carbone. 



CHAPITRE Ill: RESUME, CONCLUSION ET 
PERSPECTIVES: 

li I.A. Résumé : 

Lors du criblage (screening) de la banque génomique de 
/(/tlj/r'eromyces fregilfs (encore eppelée, selon la nouvelle taxonomie, K 
rnorxiom1s './ar. morxfom1s ), trois plasmides ont été isolés et nous avons 
montré que leur insert contient le gène de 13-galactosidase (que nous avons 
symbolisé LAC F). Nous evons établi la carte physique des inserts et 
déterminé une région qui leur est commune par alignement de leurs cartes 
de restr1ct1on. Les tro1s plasrn1des conférant une act1v1 té 13-
galactosidasique odes transformants de S cerevlsioe et de E coll, cette 
région commune doit contenir le gène qui code pour lo û-galoctosidose. 

La carte physique de la région commune a été comparée à la carte 
physique du gène LAC4, codant pour la 6-galactosidase de K /ectls. Ces 
deux cartes physiques étant très proches, nous ayons situé la régi on 
codante du gène LAC F par rapport à la carte de restriction. En comparant 
les cartes de restriction des fragments génomiques dans les régions amont 
aux gènes LAC F et LAC4, nous ovons émis l'hypothèse que le gène de 
lactose perrnéose (que nous avons symbolisé LAC P) se trouve en amont de 
LAC F et qu'11 est probablement présent dans son entièreté dans un des 
inserts issus du clonage du gène LAC F de K trogllls . 

Dans la suite de notre caractérisation du gène, nous nous sommes 
intéressé è la régulation du gène de J3-galectosidase. Nous avons confirmé 
que l'expression du gène est induite quand K frogilis croît sur lactose 
tandis qu·e11e est réprimée quand K tregills croît sur glucose. Nous avons 
donc cherché à identifier, en amont du gène, les séquences intervenant 
dans cette régulation. Dans ce but, nous avons séquencé 291 pb de la région 
située en amont du gène. La séquence obtenue s'est révélée contenir une 
séquence, que nous avons appelée UAS 1, identique à l'UASL présente en 
amont du gène LAC4 de K loctfs· , dont le rôle régulateur a été démontré 
par Ruzzi et t!I ( 1987). L'UAS 1 est également proche de le séquence 
consensus UASGAL intervenant dans la régulation de l'expression des gènes 
GAL (GAL 1,2, 7 et 10) de S cerevlsfee. Wray et el. ( 1987) et Ruzzi et ol 
( 1987) ont montré que l'UASL de K Joct/s est f onctionnellement identique 
à l'UASGAL de S cerejj/slee en étudiant 1es gènes LAC9 (qui code pour la 
protéine régulatrice qui se fixe à l'UASL chez K /actis) et GAL4 (qui code 
pour 1a protéine régulatrice qui se fixe sur l'UASGAL de S cerevislee ). En 
effet, le gène LAC9 complémente une mutation _go/4 chez S cerejlfsiae et 
le gène GAL4 cornplémente une mutation loc9 cr,ez K loctfs. 
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Nous avons étudié l'effet que pourrait avoir l'LIAS 1 sur la régulation 
de l'expression du gène LAC F chez S. ce.ren~<;iee. Dans ce but, nous avons .... 
transformé S cel'twisfee avec un plasmide issu de la banque portant ce 
gène et 2.8 kb de séquence amont. Après croissance sur différentes sources 
de carbone, nous constatons une augmentation de l'activité B-.... 

galactosidasique en présence de galactose. Cette induction n'est pas 
observée si le milieu contient également du glucose. Nos résultats 
indiquent également que les deux UAS potentielles en amont du gène de 
loctose perméase, ne sont pas nécessaires au processus d'induction de 
l'expressi on de LAC F. Le mécanisme moléculaire d'induction dans le 
système hétérologue de S. cerEwisi6i.t? transformée avec un plasmide pB7, 
porteur du fragment génomique de K tra._qilis contenant le gène LAC F et 
son UAS 1 s·exerceraa via les protéines transactives GAL4 et GAL80. Ces 
protéines interagiraient de manière cognitiYe avec l'UASl suivant le 
modèle proposé par Ptashne ( 1988). Cette hypothèse. pour être confirmée, 
requier-t des expêriences cornplêmenteires. 

111.B. Perspectives : 

Lo perspective appliquée de ce trovail, il long terme, est la 
construction de souches transgéniques de S. cenwisitJe (de laboratoire et 
industrielles) capables de métaboliser le lactose. 

Pour qu'une souche de S. cere.visl8e trensf ormée par un gène de fJ
gelactosidase puisse croître sur lactose, il faut trouver un moyen de 
rendre ce substrat accessible â l'enzyme. Deux stratégies sont 
envisageables : 
1- greffer en s· de la région codante du gène de 13-galactosidase une 
séquence nucl éot i di que codant pour un signal d'exportation. 
2- transformer S. cerevisitJe avec un gène de lactose perrnéase. Comme 
nous l'avons proposé dans l'introduction, la seconde stratégie est 
préférable à le première. 

La comparaison des cartes de restriction de pB 1 et du fragment 
génomique de K. /octis QIJi contient les gènes LAC4 et LAC 12 (de lactose 
perrnéese) suggère fortement que pB 1 possède également deux gènes côte à 
côte (LAC F et LAC P), avec leurs séquences de régulat1on. Afin d'établir 
que l'insert de pB 1 contient bien le gène de 13-geiloctosidese et le gène de 
loctose perméose fonctionnels, on vérifiera que ce plosmide conf ère 6 S. 
cere}'fSIBela capacité de croître sur un milieu contenant du lactose comme 
seule source de carbone. 

Tenant compte de l'observation de Sreekrishna et Dickson ( 1986), qui 
ont montré que le gène de lactose perméase de K. /actis n'est fonctionnel 
cr,ez S. cereJ1/s/4e que lorsqu·n est 1ntégré è un endro1t précis du génome 
de S certwis!Be, nous sous-clonerons l'insert de pB 1 dans un vecteur qui 
nous permettre de tronsformer S cereYisiae selon le mode intégratif. 
L'hypothèse que les auteurs avancent pour expliquer que le gène de lactose 
perméese n'est fonctionnel que lorsqu'il est intégré il un sous-locus précis 
du génome de S certwisf,,-e est que le gène peut ainsi être activé. Le 
déterminisme moléculeire de l'effet de cette intégration site spécifique 



LAC12 LAC4 
( n 1-( -------1 ~ 1-------<~----=----=--=--=--==-~►....,_-----1 13.2 kO 

(2) LEU2 __ ....__L_A_C_P__._ ___ __.__ __ LA_C_F __ ...___BLA 

Fig.3.1. L'olignernent de l'insert du plasmide qui 6 servi à tronsf orrner S. cere
visitJe (Sreekrishno et Dickson, 1986) (1) ovec l'insert du plasmide pBl (2). 
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sur activation génique n'est pas é 1 uci dé et mériterait d'être étudié. Se 1 on 
les euteurs .. cette activation peut se faire soit par fusion du gène avec un 
promoteur de S. cerei·isiee , soit par séparation du gène de séquences 
proches (de K l8ctis ), qui empêcheraient se transcription ou se traduction 
chez S. certwisiee. Dans cette dernière hypothèseJ sachant que le fragment 
d'ADN que Sreekrishna et Dickson ont intégré est plus grand ( t 3.2 l<b) que 
nnser·t de pB 1 (9.7 kb) (fig. 3.1.), il est possible que ce dernier ne 
contienne pas les séquences qui répriment l'expression du gène de lactose 
perméase chez S. certwis.ie-e . 11 est donc possible que le gène LAC P porté 
por pB 1 s'exprime chez S. certwisitte même s'il n'est pos intégré o un locus 
spécifique. · 

Si il s'avère que le transformant Lac+ de S. cerevisiae a un taux de 
croissance faible sur un substrat lactosé, il sera envisageable d'optima
liser l'expression des gènes LAC F. et LAC P par une approche rétro
génétique, efin dïntensifier le métabolisme du lactose. Dans cette per
spect1ve, une bonne connaissance de la régulation hétérologue des deux 
gènes chez S. cereYisitJe est nécessaire. 

111.C. Considérations évolutives : 

111.C.1. Données taxonomiques et moléculaires concernant la 
proximité de /( m8n.?ilnus var. rn,3n,'1t1nus et K. r11arxù1nus var-. 
/,3cf is .· 

D'après les données taxonomiques récentes, Klt«JverorfiJJCE!S' trogilis 
et /( lactis appartiennent en fait à la même espèce: K mtJndom1s, et en 
sont deux Yariétés : respecth1ement K msr✓~·iam1s· VF.!r. mô'r,J,,'i8m1s et K 
rnarxiam1s· var. Jactis. 

Au plan des données moléculaires, les cartes de restriction que nous 
avons établies pour les inserts des trois plasmides pB 1, pB2 et pB3 sont 
pratiquement identiques aux cartes de restriction des régions génomiques 
correspondantes ct,ez 1 e variété K rnar✓~'itJm1s· var. /tJct is· , indiquent une 
proximité . sinon une identité de séquence de cette zone génomique. Nous 
avons conflrmé cette hypothèse en comparant la séquence que nous avons 
obtenue en amont du gène de 13-galactosidase a•,1ec la séquence 
correspondante chez K /actis·· : on constate plus de 98 % d'identité entre 
ces deux séquences. 

Nous nous sommes 1nterrogés sur la signification évolutive de cette 
prox1m1té, en 1'1ntégrant clans l'ensemble des données acquises concernant 
les deux variétés. 11 est s1Jrprenant d'observer l'identité presque complète 
entre les cortes physiques et les séquences des régions étudiées chez deux 
souches qui appartiennent è deux variétés diff.érentes {/( mt1r✓~'it1m1s var. 
mandam1s et K mtJrxit1m1s var. /actis ). En effet, chez une espèce, eu sein 
d'une rnêrne variété, le polymorphisme de restriction (différence entre les 
cartes de restriction de portions génomiques correspondantes) entre 
différents individus ou populations dïndividus est courant (Gelinas et al .. 
1965). Or nous sommes ici en présence de variétés réputées différentes. En 
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Tableau 3.1. 

Différences constatées entre K mar,\'i8/Jl/S var. mar,\'i8/Jl/S 
Source et K r11arxia1J11s var. Jactis 

Pattem d'électrophorèse de 7 isoenzymes Sidenverg & Lachance, 
1986 

Electrophorèse de chromosomes en gel d'agarose (ou "chro- Sor & Fukuhara, 1989 
moblots") 

Polymorphisme de restriction de l'ADt~ mitochondrial Sor & Fukuhara, 1989 

Hybri dations ADN-ADN entre génomes Johannsen, 1960 

Contenu en Guanine-Cytosine des génomes Johannsen, 1980 

Croisement entre les deux variétés: obtention possible de Steensma et ,1/., 1988 
diploïdes hybrides stables qui sporulent en redonnant l'une 
ou l'autre variété mais pas d'haploïde hybride (donc absen-
ce d'échange de matériel génétique) 

Croissance sur inuline (pas de croissance pour K mi1rxi,11J11s Si denberg &. Lochance, 
var. Mctis ), critère le plus courant 1986 

Optimum de température pour lo croissonce (33°C pour K Steensma et al., 1988 
mi1rxi,11J11svar. J,1ctis et 37 à 40 °C pour K. m,1rx1'61J11svor. 
m"ndi11J11s ). 



effet_. plusieurs auteurs (tableau 3. L) ont mis en évidence une série de 
différences entre les deux variétés. L'ensemble de ces données o omenè la 
plupart de ces auteurs è proposer d'élever ces deux variétés au rançi 
d'espèce. ... 

Dans le ces présent, l'identité révélée par le fragment. que nous 
avons séquençé (98 % d'identité) est d'avantage encore étonnante dans la 
mesure où nous avons séquençé une région non-codante et dès lors 
vraisemblablement non soum1se è la pression sélective. 

111.C.2. Hypothèses concernant la parenté évolutive entre les 
deux variétés : 

Les données présentées cf-dessus nous amènent â proposer deux 
r,ypotr,èses opposées . Dans le première hypothèse, les deux génomes 
seraient largement identiques et les différences constotées por les 
auteurs seraient des exceptions qui différencieraient deux souches 
voisines appartenant è la même variété. Dans la seconde hypothèse, seule 
une partie du génome incluant la région étudiée serait identique et le reste 
du génome présenterait un certain taux de divergence correspondant au 
degré d'apparentement de variétés ou espèces. 

Pour tester ces deux hypothèses, 11 est impératif d'étudier 
comparattvement d'autres parties du génome de K. fré!gilis et de K. Joctis. 

A cet égard, la présence d'une activité inulinase chez la seule 
variété K trogilis est intéressante. En effet, dans l'hypothèse d'une grande 
identité des deux génomes nucléaires, on s'attend à ce que K loc:tis 
comporte le gène d'inulinase inactivé par mutation, ce qui peut être 
aisément ré\/élé par un Southern blot. 

Un sujet de comparaison intéressant entre les deux taxe est celui 
Qut concerne 1 eurs rnîtochondr1 es. En effet, Sor et Fukuhara ( 1959) ont 
montré qu'll existe un polymorpht sme de restriction de l'ADN 
rnitoct1ondrial. Certaines différences phénotypiques observées entre les 
deux taxa pourraient être en rapport avec ces seules différences, 
indépendamment du statut d'homologie relatif à leur génome nucléaire. 
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CHAPITRE IV: MATERIEL ET METHODES 

IV.1 Solutions et tampons : 

IV. 1. 1 Solutions : 

Solutions stock d'antibiotigu.es : 
Ampici11ine ( Boehringer) 1 00mg/rnl 
Tétracycline (Sigma) 12.5 mg/ml 

stériliser par filtration sur millipore 0,22 µm, 
aliquoter et stocker à -20°C. 

Solution stock d'lsopropyl. 13-D thiogalactop1Jranoside (IPTG) : 
( Boehrtnger) 100 rnM dans l'eau distillée. 

stériliser par filtration et stockée à -20°C. 

Solution stock de 5-bromo 4-chloro 3-jndolyl. f>-D galactoprJranoside 
(X-gal): 

( Boehringer) 2 % dans du N-N dimethylf ormamide. 
stériliser par filtration et conserver à -20°c è l'abri de la 
lumière. 

Solutions d'agarose : 
0.8 %, 1 % ou 2 % d'agarose (BRL) dans du TBE. 

Solution d'alourdisseur et de colorant: 
Saccharose 80 % 
TBE 10X 
SOS 1 % 
EDTA 0,5M 
81 eu de bromophèno 1 

Solution de bromure d'éthidf urn: 
2 mg/rnl 

2,7 ml 
0,3 ml 

1 rnl 
1 ml 
1 mg 

Solution de phénol-chloroforme: 
phénol 50 ml 
chloroforme 50 ml 
alcool isoarnylique 2 ml 
hydroxyqu1no11ne 0,05 g 

saturer avec 100 ml de TE (pH 7.5), centrifuger 5' è 5000 rpm 
(Rotor GSA Sorvall), éliminer le TE et recommencer deux fois 
(ne pas éliminer le dernier volume de TE). 
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Solution "TE+ LiOAc" : 
Acétate de lithium 
TRIS.Cl pH 7,5 
EDTA 

Solution 'TE+ liOAc + PEG" : 
"TE+ LiOAc" 
PEG 4000 

New Wosh: 

t\ 1 M 
10 m~l 

1 mM 

1 X 
40 % 

"New concentrate" (Geneclean) 7 ml 
Eau distillée 140 ml 

Agi ter eu vortex 
Ajouter 155 ml d'éthanol 100% froid (-20°C) 
Agi ter au vortex 
Stocker è -20(',c. 

So 1 ut ion stock de RNaseA : 
(Boehringer) 10 mg/ml de TRIS.Cl 10 mf1 (pH7,5) 15rnM NaCl 

Chauffer 15' à 1 oor.,c 
Aliquoter et stocker à - 20°c. 

Solution d'alourd1sseur et de colorent {pour séquençage) : 
Formarnide 9ô % 
B1 eu de brornophénol 0, 1 % 
EDTA lOrnr-1 
Xylène cyano 1 0, 1 % 

Solution de fixateur (pour gel de séquençage) : 
Acide acétique 10 % 
Méthanol 1 o % 

Solution stock d'ortt10-nitropt1énrJ1 J3-D-ga1actopyrenoside {ONPG): 
0,4 % dans de l'eau distillée 

Stockée è -20°C. 

Solution SB (5X) : 
TRIS.Cl 
SOS 
Bleu de brornophénol 
13-rnercaptoéthanol 
glycéro1 

312,5 mf'1 
10 % 

0,005 % 
25 % 
50 % 

Solution de coloration (SOS-PAGE) : 
Bri11ant blue R (Bleu de Coomassie) 0, 1 % 
Acide acétique 10 % 
Méthanol 40 % 

Porter è volume avec de l'eau distillée 



Solution de décolorotion {SOS-PAGE}: 
Métheno l 40 % 
Acide acétique 1 O % 

Porter à volume avec de l'eau distillée 

Solution de fixation (SOS-PAGE} : 
Méthanol 30 ~ 
Glycérol 3 ~ 

Porter o volume ~vec de l'eau distillée. 

IV.1.2. Tarnpons : 

Tampon TE : 
è pH 8,0 

TRIS.Cl pH 8,0 
EDTA pH 8,0 

à pH 7,5 
TRIS.Cl pH 7,5 
EDTA pH 7,5 

Tampon de 1 i get ion 5X (BRL) : 
TRIS.Cl pH 7,4 
MgC12 
OTT (dithiothreïtol) 
ATP 

Tampon de polyrnérase 10X : 
TRIS.Cl pH7,8 1 M 
MgC12 1 M 

10 mM 
1 mM 

1 o mf1 
1 rnt1 

20 rnM 
1 O rnt1 
10 rnM 
1 mM 

J3-rnercaptoéthanol 14 t1 
Eau stérile 

T arnpon TBE 1 OX : 
TRIS 10ôg 
Borate 55 g 
EDTA 9,3 g 

250 µ1 
25 µ.1 
3,8 µ.1 

220 µ1 

Porter ii 1 litre avec de l'eau distillée. 

T arnpon P 1 (01 AGEN) : 
TRIS.Cl pH 8 ,0 50 rnt1 
EOT A pH 8 ,0 10 rnM 

Autoclaver 
Ajouter extemporanément de la solution de RNaseA à une 
concentration finale de 400 µg par ml. 
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Tompon P2 {OIAGEN) : 
NaOH 
SOS 

Ne pas eutoclaver 

Tampon P3 (OIAGEN) : 

200 rnl'"l 
1 % 

Acétate de potassium 2,55 t'1 
Ajuster è pH 4,8 avec de l'acide acétique concentré 
Ne pas autoclaver 

Tampon OB (QI AGEN): 
NaCl 750 mt1 
MOPS (acide 3-[N-Morpholino]propene-sulf onique) 50 rnr-1 
Ethanol 15 % 

Ajuster à pH 7 ,o avec du Na OH 

Tampon OC (QIAGEN) : 
NaCl 1 M 
MOPS 50 rnl1 
Ethanol 15 % 

Ajuster à pH 7 ,0 avec du N_aOH 

Tampon OF (OIAGEN) : 
NaCl 1,2 t1 
t10PS 50 rnt1 
Ethanol 15 % 

Ajuster à pH 8,0 8','8C du NaOH 

Tampon z (dosege activité .13-galectosidasigue) : 
Par litre: Na2HP04.7H20 

NaH2P04.H20 
KCJ 
MgS047H20 
.13-m_ercaptoéthanol 

Tampon d'électrophorèse pour SOS-PAGE: 
TRIS.Cl pH 25 mM 
Glycine 0, 192 mt1 
SDS 1 % 

16, 1 g 
5,5 g 

0,75 g 
0,246 g 
2,7 ml 
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Chromoaome 

Fig.4.1. t·1orqtJeurs présents dons une boctérie de lo souche XL 1 blue 
hébergeant un pl asrni de pB1 uescript (pBS) 



1 V .2, Souches et p 1 asmi des : 

IV.2.1 . Souche bactérienne: 

Nous avons utilisé la souche XL 1 blue de Es·cherichitJ coli, commer
cialisée par Stratagene, Qui contient l'épisorne F' (fig.4.1 J. XL 1 b1ue est 
recA 1, endA 1, gyr A96, thi-1, r1sd R 17 (rk-,mk+}, sup E44, rel A 1, À-,pro 
AB, (lac-), [F', pro AB, lac IQZ.6.M15, Tn 10 (tetR)]. 
Rec A 1 réduit la recombinaison eu millième de son taux normal, 
minimisant oinsi les risques de réarrangements par recombinaison entre 
ADN endogène et exogène. 
end A 1 diminue le teux d'endonuc1éase, préservant de la sorte l'intégrité de 
l'ADN plasmidique préparé à partir de cette souche. 
Une délétion au niveau de l'opéron lactose (lac ZVA) rend XL 1 blue incapable 
de métaboliser le lactose (lac-), condit1on requise pour 1a sélection bleu
blanc (vo1r ci-dessous). 
L'épisome F', responsable de la présence de pili sexuels en surface de la 
bactérie, porte un fragment Tn 10. qui contient un marqueur de résistance 
à la tétracycline, permettent de sélectionner les bactéries contenant 
l'épisome F' (sur un milieu contenant de la tétracycline). 
L'épisorne F' permet une sélection des clones portant un plasmide 
recombinant ou non par un test bleu-blanc. L'épisome F' contient un 
fregrnent du gène lecZ {ZAM 15) qui, par complémentation intregénique evec 
un plasmide portent un autre fragment du gène lacZ (l.e..cZ.'..), donne une 
coloration bleue è le colonie en présence d'un chromogène, 1e X-gel (voir 
plus loin). Si, au niveau du plasmide, le fragment lacz· est disrupté 
(plasmide recombinant), 1a colonie sera blanche en présence de X-gal (voir 
légende Fig.4.2.). 
Au niveau de l'épisome F', juste en emont de 26M 15, on trouve lacl.Q., une 
mutation augmentent la force ( 1 OX) du promoteur du gène codant pour le 
répresseur de l'opéron lactose 

IV.2.2. Plasmides bactériens: 

Le vecteur utilisé en vue. du séquençage est le pBluescript KS+ 
commercialisé par Stretagene (Fig.4.3.). 
Le plasmide pBluescript est en fait un phagernide, c'est-à-dire un hybride 
entre un plasmide et un phage, de 2964 paires de bases (pb). 11 porte une 
origine de répl1catlon pour E cali (col E 1 ORI) et l'origine de réplication 
pr1agienne f 1; pB1uescript peut a1ns1 se répliquer sous forme d'un plasmide 
bicaténoire ou d'un phage rnonocatém1ire selon les conditions du milieu. 

Cerectéristigues de pBluescript: 
BLA: gène de résistance à l'ampic111ine (O-lactarnase) permettant la 

sélection des colonies possédant le vecteur. 
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Fig.4.2. Système de complémentation intragénique permettant le test 
bleu-blanc dans XL 1 blue 



Le.s gènes de structure de l'opéron lactose (locZ., locV et lacA) 
assurent le métabolisme du lactose et leur régulation est telle que ces 
gènes ne s'expriment ni en l'absence de lactose ni en présence de glucose, 
source de carbone préf érent i e 11 ement métabolisée. 
Le contrôle négatif de l'opéron est assuré par une protéine répresseur 
codée par le gène lacl. En se liant à l'ADN en un site opérateur, ce 
rêpresseur empêche l'initlation de la transcription de ropéron. 
Le gène laclQ porté par l'épisome F' de la souche XL 1-blue est caractérisé 
par la force de son promoteur. La synthèse de rêpresseur est augmentée 
d'un facteur 10. La répression peut ainsi s'exercer sur les quelques copies 
de F' présentes dans une bactérie mois également sur les copies plus 
nombreuses de p6luescript. Cette répression empêche que l'expression des 
gènes portés par ce vecteur è nombre de copies élevé ne constitue un 
fardeau mortel pour la bactérie. Cependant en présence de lactose (en 
conditions naturelles)_. l'inducteur (l'allolactose ou le gelactobiose, produit 
par une activité secondaire galactosyl-transférase de la fi-galactosidase) 
se flxe eu répresseur formant un complexe non lié à l'opérateur. Cette 
dérepressi on permet l'i n1t i at ion de la transcri pli on eu promoteur. Nous 
utilisons un inducteur non dégrodoble, l'IPTG. 
Le. facteur de contrôle positif est lo protéine CAP. 
Le fragment lacZ du plesmide pBluescript contient: 

lecl : un fragment non opérationnel du gène régulateur lecl. 
lecz·: contient le promoteur lac, l'opérateur et le partie N-terminale 

du gène de la B-galactosidase. Cette portion de gène code pour un peptide ~ 
qui est un peptide inactif. Lorsqu'un tel vecteur transforme une bactérie 
XL 1-blue, la complémentation intragénique entre le peptide C'. (codé par le 
vecteur) et le produit du gène 1acZ6M 15 (porté par F') permet d'obtenir une 
n-galactosidase fonctionnelle. L'activité 11-galactosidasique est mise en 
évidence par un test coloré (Fig.4.2.). 
En cond1tion inductrices, le X-gal ejoutê eu mil1eu de culture est 
décomposé par le n-galoctosidose, donnant naissance o un chromophore 
colorant les colonies en bleu. 

A l'intérieur de l'extrémité N-terminale· du gène lacz· e été introduite une 
batterie de sites de clonage (oligonucléot1de de synthèse) où sont localisés 
21 sites de restriction uniques (Fig.4.3.), Cette insertion n'altère pas la 
capacité de complémentation èlu pept1de et.. 

Cependant lors du clonage d'un fragment d'ADN dans un site de restriction 
de cette batterie {créant un plasmide recombinant), Je gène lacz· est 
disrupté entrBînant rt,bsence de production du peptide C(. : la 
complémentat1on n'ayant plus lieu, les colonies restent blanches. Le test 
de coloration permet donc de d1scr1m1ner les colonies possédant le 
plasmide m,tif et celles possédent un plosrnide recombinant. 
Lo b~tterie de sites est orientée de telle sorte que lo tronscription de locZ 
se fait dans le sens Kpn I vers Sac 1 (d'où l'appellation KS). Cette batterie 
de sites de clonage est eussi eppelée polylinker ou site multiple de clonage 
(en anglais: MCS pour "multiple cloning stte·). 
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site multiple de clonage (ou MCS) 



Le vecteur DGEM-blue (commercielisé par Promege) est utilisé cornrne 
témoin de trensformetion (Fig.4.4.). 
Ce plasmide de 2.,75 kb porte notamment une origine de réplication pour E. 
t:t1lf et un site multiple de clonage dans le gène lacz·. 

IV'.2.3. Souches de levures: 

Nous avons utilisé la souche de levure Sacc/Jarort1j/CBS cereYisiae 
GRF l ô (le112, /Jls.J ) af nsf que la souche de /(!11jjy1eror11uces fragilis 
ATCC 12424 (American Type Culture Collectfon). 

l\/.2.4. Plasmide navette E coll -S ceœvisioe : 

les plasmides navette E ctili-5. cerewisi58 ont les caractéristiques 
cornrnunes sui vantes: 
-ils possèdent un marqueur de sélection (LEU2, URA3, HIS3 par exemple) 
permettant la sélection dans des souches de leYure mutant.es pour le gène 
porté par le plasmide. 
-ils portent. une origine de réplication pour E. coll permettant le maintien 
du plasmide dans E. coll 
-ils possèdent un gène de résistance à un antibiotique (arnpicilline et/ou 
parfois tétracycline) perrnettont lo sélection dans E. C8!1. 
-ils portent des sites uniques de restriction pour le clonoge. 

11 existe plusieurs types de plasmides navettes E. co!i-S. cerevisiae : 
-les plasmides VCp (Veast Centromeric plasrnids) contiennent une séquence 
ARS (Autonomously Replicating Sequence) et une séquence centrornérique 
f oncUonnelle (CEN). Le nombre de copies de YCp par cellule de levure es t 
fa1b1e ( 1 ou 2) et leur stab111tê mltot1que est élevée. 
-les plosrnides VEp (Veast Episornal plosmids) contiennent un frogment du 
plasmide 2µ de levure (qui comprend une origine de réplicotion pour la 
levure). Le nombre de copies de VEp par cellule de levure est élevé (25 â 
100) et ils ont un taux de transf ormatiori éleYé. 
-les plasmides VRp (Veest Repliceting plesrnids) contiennent une séquence 
ARS (Autonomously Replicating Sequence). 
-les plasmides Ylp (Veast lntegrat1ng plasm1ds ) ne sont pas â proprement 
parler des vecteurs navettes dans le sens où, si on peut les transférer de E. 
coli è s: certwisf4e, l'inverse est impossible ceir les Vlp s'intègrent dans 
le génome de S cenwisi4e et on ne peut donc plus les récupérer. 

Le plasmide que nous a•.,ions utilisé ici est VEp351 (5644 pb), construit 
par Hill et ol. (1984) à partir de pUC18, du fragment de 2µ et d'une 
séquence génomique de le111.1re comprenant le marqueur LEIJ2. 
Sont apportés par pUC t 8 (plasmide bactérien): 
-Je gène 6LA, responsable Cie ta rêststonce 6 remp1c1111ne, cooant pour une 
13-loctcmase 
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-une origine de réplication pour E. cali(col E 1 ORI) 
-un MCS (Multiple Cloning Site) où tous les sites de restriction sont .... 
uniques sauf EcoRI et Kpnl, qu'on retrouve aussi eu niYeeu de LEU2. 
Le plasmide VEp351 est représenté à la fig.4.5. 

IV.3. Milieux de cultures: 

IV.3.1. Mi lieu de culture bactérien: 

Tryptone (Oxo'f d) 
Na Cl (Merck) 
Veast extract (Oxoïd) 
Agar (Oxoïd) 

Autoclavege 

10 g/1 
5 g/1 

10 g/1 
· 20g/1 (si milieu solide) 

Les cultures se font à 37°C sous agitation pour les cultures liquides. 
Les produits thermolabiles sont ajoutés quand le milieu est à 60°C: 
-l'ampicilline: concentration finale de 100 µg/ml 
-le X-gal: concentration finale de 40 µg/rnl 
-l'IPTG: concentration finale de 75 µg/ml 

IV.3.2. Milieux de culture pour levures: 

Milieu riche (VEPD) : 

Glucose (Merck) 20 g/1 
\'east extn1ct (Oxoïd) 1 O g/1 
Peptones (Di f co) 20 g/1 

Ajuster è pH 4,6 evec de l'HCl concentré 
Agar (0xoïd) 20 g/1 (si milieu solide) 

Milieu minimum (MAM) et MAM complérnenté: 

Veast Nitrogen Base w1 tt1out emmon1urn sulf ete end arnino~cids 
(Di f co) 1, 75 g/1 
Ammonium sulfote (Merck) 5 g/1 
Glucose (ou eutre sucre) 20 g/1 soit 2 % 

En cas de complément d'acides aminés: 
Histidine (Sigma) 25 mg/1 
Leucine (Sigma) 25 mg/1 

Ajuster à pH 4,8 si nécessaire 
Agar (Oxoïd) 20 g/1 (si milieu solide) 

Au toc lavage 
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5· 3' -------GAT A TC-------
3· -------CT AT AG------- 5, 

' 5' 1' 5' 3' -------G.A, T - A TC-------
+ 

,, -------CT A T AG-------
~\ 5' 3' 5' 

Fig.4.6. Exemple d'enzyme de restriction clivont 
1 'ADN o bouts froncs 

s· '"'GATC"' 3· -------l, , L------- 3' 

3· -------CCT AGG------- 5· 

5' 3· -------G 
3. -------CCT.A.G - 5' 

tBMIH 1 

s· GA TCC------- 3· 
+ 

3G------- s· 

Fig.4.7. Exemple d'enzyme de restriction cli'.·ont l'ADN 
en bouts collonts s· protrudants 



IV.4. TechniQues d'ADN recombinant: 

IV.4.1. Réaction de restriction: 

Les endonuc 1 éoses de restriction qui sont uti 1 i sées sont réparti es en 
deux groupes: 
-les enzymes hydrolysant les liens phosphodiesters de la double hélice 
d'ADN de manière è produire des bouts francs ("blunt ends"). Par exemple: 
EcoRV, Hpal, ... (Fig.4.6.) 
-les enzymes hydrolysent les liens phosphodiesters de la double hélice 
d'ADN de manière à produire des bouts collants (extrémités adhésives). Ici, 
deux catégories sont distinguées: 

-les enzymes qui produisent _des extrémités 5' protrudantes (la 
majorité). Por exemple: BamHI, EcoRI, ... (Fig.4.7.) 
-les enzymes qui produisent des extrémités 3· protrudantes. Par 
exemple: Sphl, Sacl, ... (Fig.4.8.) 

Les fragments d'ADN obtenus après restriction ont: 
-un groupement phosphate côté s· 
-un groupement hydroxyle côté 3· 

Les tampons utilisés pour les réactions de restriction sont ceux 
recommandés par les firmes qui commercialisent les enzymes. 

Conditions de réaction: 

On mélange: 
-ADN è restreindre 
-Tampon de restriction 10X: 1/10 du volume final 
-Enzyme de restriction: 3 è 10 unités/µg d'ADN è restreindre, suivant 
1 e degré de pureté de cet ADN. 
-Eeu stérile pour erriver au volume final 

Le volume de solution d'enzyme de restriction qu'on ajoute ne doit jamais 
excéder 1 / l O du volume final car les enzymes sont stockés dans une 
solution comprenant 50 % de glycérol . A une concentration en glycérol 
supérieure à 5 %, l'enzyme peut: 
-être moins l!lctive et donner lieu è des restri et ions partielles 
-présenter une ectivité "star" (par exemple: l'activité "Eco stor" pour 
EcoRV) et cliver l'ADN à des sites non reconnus dens des conditions 
normales. 
Le mélange réactionnel est incubé une i, deux heures â la température 
adéquate pour l'enzyme (conditions conseillées par le producteur). 
Les enzymes de restriction, après réaction, peuvent être dénaturées: 
-par la température sïls sont thermosensibles 
-par extraction eu phénol-chloroforme 
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5· -------GCA TGC------
~· -------CGT ACG-------.... s· ... 

s· ,-: '"'AT,... 3· se:.._______ 3· -------...,[. G 
+ 

3· -------C s· 3, GT ACG------- s· 
" .... 

Fi g.4.8. Exemple d'enzyme de restrictlon clivant l'ADN 
en bouts collants 3' protrudants 

A B 

C 

Fig.4.9. L'ADN plasmidique se trouve sous trois configurations différentes: 
"' {A) la forme CCC 

{B) le forme OC 
{C) la forme L 
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Fig.4.1 O. t-lontoge du gel pour électrophorèse en gel d'ogorose 



IV.4.2. Electrophorèse en gel d'agarose: 

l'v'.4.2. l. Electrophorèse enalytiaue: 

L 'ê 1 ectrophorèse en gel d·agarose sert: 
-à séparer des fragrnents d'ADN et à évaluer leur taille 
-à éveluer le quantité d'ADN dans un échantillon 

Principe: 
Les molécules d'ADN sont chargées négatiYement (groupements phos

phates), Le rapport entre la charge et le messe des molécules d'ADN est 
donc identique quelle que soit le1Jr tatlle, La séparation des fragments 
d'ADN selon leur taille s'effectue en cours d'électrophorèse par un effet de 
freinage différent tel du gel sur ceux..;.ci. 
Le vitesse de migration de fragments d'ADN dans un gel d'egarose dépend 
essent i e 11 ement de quatre f ecteurs: 
1) la conformation de l'ADN (Fig.4.9,), Un plasmide peut se présenter sous 
trois formes: 
-superenroulée: CCC (Covalently Closed Circuler), le plus abondante 
-circulaire: OC (Open Circular), cette forme provient de la CCC où un nick 
{cassure sur un seul brin de l'ADN) s'est produit (ce qui e eu pour effet de 
"désuperenrouler" la molécule) 
-linéaire: L (Linet1r), cette forme souvent non-visible sur gel résulte d'un 
double-nick au même niveeu de lei double hélice, 
En général, la forme CCC migre plus vite que la forme L et celle-ci plus 
vite que la forme OC. 
2) le potds moléculatre de l'ADN: les molécules d'ADN migrent è une vitesse 
inversément proportionnelle au logarithme de leur poids moléculaire, 
3) la concentration en agarose (0.8, 1 et 2 %) qui déterminera la taille des 
pores du gel, 
4) le voltege eppliqué: il faible voltage, lo vitesse de migration de l'ADN 
linéaire est proportionnelle au voltage appliqué mais le vitesse de 
diffusion dans le gel inter',1ient quand le voltage eppliqué est trop feible, 
D'autre part lorsque le voltage s'accroît, l'efficacité de le séporation 
décroît. 

Protocole: 
L'agarose est chauffé dans un volume odéquat de TBE jusqu'à 

ébullition et dissolution complète de l'agarose. Le solution obtenue est 
ensuite refroidie è so~c, du bromure d'éthidiurn y est ojouté (à une 
concentration finale de 0.03 µg/ml), la solution est homogénéisée puis 
coulée dans un support en plexiglas (Fig.4.1 O,), Au niYeau de ce support, un 
peigne e été disposé de manière à créer des puits dans le gel après sa 
solidification. Le gel est immergé sous un fin film de TBE dans la cuve 
d'é 1 ectropt,orèse. 
Avant d'être chargés dans les puits, les échantillions sont additionnés de 
solution de colorent et d'elourdisseur (seccharose), Le seccharose 
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Longueur des frogments de restriction 
du phage À digéré por .1-lind 111 (en l<b) : 

?- 1-0 ,S . ... , 

9.416 
6.557 
4.361 
2.322 
2.027 
0.564* 
0.125* 

* rarement ou 
jamais visible 

Fig.4. 11 . Marqueur de taille obtenu par restriction 
du phage À par fht1d 111 

Longueur des fragments oe restrict1on 
du plasmide pBR322 digéré par Hinf 1 (en pb) 

1632 
517 
506 
396 
344 
-~QÊ\ . ~ - -
~~4 
220 
154 
75* 

*: rarement ou jamais 
visible 

Fig,4.12. Marqueur de taille obtenu par restriction 
du p 1 asmi de pBR322 par Hill f 1 



45 
augmente la densité de l'é.chantillion et entraîne celui-ci au fond du puits 
tondis que le colorant (bleu de brornophénol) permet de suivre le front de 
migration. 
Sous une différence de potentiel de 80 à 100 Volts 1 l'électrophorèse dure 
environ deux heures (pour un gel de 1 O crn 1 0.9 % d'agarose). Après 
migration1 les fragments d'ADN sont visualisés sous UV (longueur d'onde: 
302 nm) grâce au bromure d'éthidium, composé fluorescent qui s'intercale 
entre les bases de l'ADN. 

Evaluation de la taille d'un fragment d'ADN sur gel: 
Dens un des puits du gel, on fait migrer un marqueur de taille c·est-â

dire une solution contenant des fragments d'ADN de taille connue et en 
quantité connue. Ces marqueurs de teille sont obtenus par restriction de 
phages ou de plasmides connus: 
-le phage À digéré par Hindi Il (Fig.4.11.): marqueur de taille le plus utilisé, 
il permet l'estimation de la taille de fragments de 0.6 è 8 kb. 
-le plasmide pBR322 digéré par Hinfl (Fig.4.12.): pour est1mer des ta1lles 
de fragments d'ADN inférieure à 0.6 kb. 
Grâce au marqueur de teille, on peut tracer une courbe d'étalonnage 
exprimant le logarithme du poids moléculaire en fonctf on de la distance de 
migration. A partir de cette courbe d'étalonnage1 connaissant la distance de 
migration de fragments d'ADN 1 on peut estimer leur taille. 

Evaluation de la guantité d'un fragment déposé sur gel: 
La fluorescence d'une bande est proportlonnelle au nombre de 

molécules de bromure d'étMd1um intercalées. La fluorescence d'une bande 
est donc proportionnelle â le taille et à la quantité du fregrnent d'ADN. Donc 
on peut estimer la quantité d'un frogrnent d'ADN par comparaison ovec 
l'i ntensHé des bandes du marqueur de tail 1 e. Le sensibilité du système 
permet de visualiser jusqu'è 1 O ng. 

IV.4.2.2. Electrophorèse préoarative: 

On peut extraire une bande d'ADN d'un gel d'agarose pour isoler un 
fragment intéressant d'un mélange de restriction. 
Le rnétr,ode décrite ci-dessous utilise un kit commercialisé par Geneclean 
(BIO 101 Inc.) 

Principe: 
Un morceau d'agarose comprenant la bande d'ADN qui nous intéresse 

est découpé. L'agarose est dissous et l'ADN est fixé sur de f1nes billes de 
verre1 dans de.s cond1ttons de concentration en sels élevée. Les billes sont 
récupérées 1 lavées, séchées et l'ADN en est détaché par resuspension dans 
de l'eau (concentration saline=0). 
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B 

C 

5' OH ~ 
··· pA-pC-pGJpA-pA-pT-pT-pC-pG-pT ... 

. . . T p-Gp-Cp-T p-T p-Ap-AprGp-Cp-Ap ··· 
3' OH 5' 

ATP l Mo" 

· ··pA-pC-pG-pA-pA-pT-pT-pC-pG-pT . .. 

Tp-Gp-Cp-Tp-Tp-Ap-Ap-Gp-Cp-Ap 

5' OH 3' 

··· pC-pG-pAJpC-pG-pT-pA . .. 

.. . Gp-Cp-TpfGp-Cp-Ap-Tp ··· 

31 OH 5' 

ATP 1 MgH 

. . . pC-pG-pA-pC-pG-pT ~ pA .. . 

.. . Gp-Cp-Tp-Gp-Cp-Ap-Tp .'-. . 

Fi g.4.13. (A) Action générele de le T 4 DNA 11gese: le complexe 1igese
At1P se lie eu nick portent les groupements 3'-0H et 5'-P. l'AMP ré
egit avec le groupement phosphate. l'etteque par le 3'-0H génère un 
lien phosphodiester reliant les deux morceaux du brin. 

(B) Exemple de ligation de bouts collants. 
(C) Exemple de ligetion de bouts francs . 



Protocole: 
Par bande à récupérer: 

-découper un morceau de gel (le plus petit possible) comprenant la bande è 
récupérer et le placer dens un eppendorf 
-ajouter 3 µg de Nel par mg de gel 
-le mélange est incubé plusieurs fois 2 minutes à 50°C, en secouant entre 
chaque incubation et cela jusqu'à ce que l'agarose soit complètement 
dissous. 
-5 µ1 de la suspension Glassmilk (suspension de billes de verre 
préalablement réhornogénéisée) sont ajoutés 
-secouer â le main 
-incuber sur glace pendant 5 à 1 O minutes en mélangeant au vortex toutes 
les 1 à 2 minutes 
-centrifuger 15 secondes à 12000 rpm . (.Janetzk!J) et. éliminer le 
surnageant 
-ajouter 300 µ 1 de New \t-/asri (maintenu sur glace), centrifuger 15 
secondes et éliminer le surnageant 
-recommencer deux fois l'étape précédente 
-sécher 1 O minutes sous vide 
-resuspendre 1 e culot dans 1 o µ 1 d'eau 
-incuber 1 o· à 50°C 
-centrifuger 1' 
-récupérer le surnageant 
-resuspendre une seconde fois le culot dans 1 O µ1 d'eau 
incuber 1 o· è so0 c 
-centrifuger 1 · 
-récupérer ce second surnageant et ressembler les deux surnageants 
-cette solution est incubée 3' à 50°C et centrifugée 1 · 
-le surnageant qu'on récupère constitue la solution contenant le fragment 
d'ADN correspondant à le bande récupérée plus haut 

1\/.4.3. Réaction de ligation: 

Elle est ut111sée ·pour lier deux extrémités de fragments d'ADN. A cet 
effet, l'enzyme T 4 DNA 1 i gase (ADN 1 i gase du phage T 4) est ut i 1 i sée. Elle 
cotol!JSe lo formotion de liens phosphodiesters entre un groupement 
hydroxyle en 3' et un groupement phosphate en 5· (voir Fig.4.13.). L'enzyme 
nécessite lo présence d'ATP et de Mg++ pour être active. 
Trois ces peuvent se présenter: 
-ligation entre deux molécules bicaténaires è bouts collants compatibles 
-ligetion entre deux molécules bicaténaires à bouts francs 
-ligatton entre deux molécules possédant chacune un bout collant et un 
bout franc 
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IV.4.3.1. Ligation de deux molécules bicaténaires à bouts collants: 

Les ponts hydrogène pouvant se former entre les bouts collants 
complémentaires de deux molécules différentes augmentent la probabilité 
de ligetion. 

Protocole: 
X ug de vecteur 11néarisé 
"I µg d'ADN è insérer (rapport nombre de molécules è insérer/nombre 
de molécules de vecteur linéarisé de 4 si le plasmide peut se ref er-

mer sur 1 ui-même 
de 1 dans 1 e cas contraire) 

8 .ul de tampon de ligation 5X (BRL) 
1 unité de T 4 DNA lige se 
Porter le volume à 40 !-ll avec de reau stérile 
Incuber à l 4°C pendant 1 o è 14 heures 
(le fait d'incuber à relativement faible tempéroture favorise lo 
formation de ponts hydrogène) 

IV.4.3.2. ligation entre deux molécules bicatênaires è bouts francs: 

Dans ce cas il n'y a pas de ponts hydrogène qui peuvent se former pour 
favoriser la ligation, qui aura donc une probabilité nettement moindre de 
se produire. Ce type de ligation est donc évité autant que possible, sauf cas 
exceptionnel (insertion de linker par exemple). 

Protocole: 
Le protocole de ligation est identique au précédent, cependant: 
-il f eut mettre en présence au moins 4 fois plus de molécules d'ADN 
à insérer que de molécules de vecteur linéarisé 
-l'incubation se fait durent 4 heures ii température ambiante, étant 
donné q1.J'ici l'activité enzymatf que de la T 4 DNA lîgase prime sur la 
formation de ponts hydrogène. 

IV.4.3.3. Ligation entre" deux molécules bicaténeires possédant chacune un 
bout franc et un bout collant: 

Ici, il faut à la fois favoriser la formation de ponts hydrogène et l'activité 
enzymatique de la T 4 DNA 11gase. 

Protocole: 
Le protocole de ligation est identique au précédant à l'exception des 
conditions suivantes: 
-il faut mettre en présence deux fois plus de molécules d'ADN à 
insérer que de molécules de vecteur ltnéarisé. 
-l'incubation se fait en deux temps: 

-10 à 14heures è 14°C (favorise le formation de ponts 
hydrogène et donc la 11gatlon entre bouts collants) 
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Activité 

51-31 

f'.olymerose 

3•-5• 
Exonucleose 

- - - --- -----------

Réoction 

Mg++ 
ONAOH + ndNTP -- ONA-(pdN) + PPi n n 

dsDNA 
ssONA 

Mg++ -

dATP 
+ dCTP 

dGTP 
TTP 

f1111ng de 
1 ·extrérni té 3· -OH 

Fig.4.14. Activité du frogment de Klenow de l'ADN polymérese 1. 
Cette enzyme è une activité 5'-3' polymérese et 3'-5' exonucléese 
mais l'activité 5'-3' exonucléese lui manque. 



-puis 4 heures à température ambiante (ligation entre bouts 
francs) 

IV.4.3.4. Contôles de ligation: 

La ligation est toujours suivie d'une transformation. 
On utilise deux contrôles: 
-d'une part le vecteur restreint mais non 11gué qui va servir à transformer 
(normalement aucun transformant ne doit être obtenu car un fragmen t 
linéaire d'ADN ne peut transformer E coli) 
-d'autre part un vecteur restreint et ligué qui va permettre d'éval uer 
l'efficacité de la T 4 DNA ligase (après transformation) 

IV.4.4. Réaction de filling (remplissage): 

Elle sert à former un bout franc è partir d'un bout collant 5· 
protrudent. Elle est utilisée quend on veut liguer deux molécules d'ADN dont 
les extrémités sont incompatibles. 

Pour mener à bien la réaction de filling (Fig.4.14.), on utilise 
l'activité enzymatique du fragment de Klenow de la DNA polymérase I de E 
coll. Le fragment de Klenow est obtenu par une digestion de la DNA 
polymérase I par la trypsine. 

Activité DNA polymérase 1 

5'-3' polyrnérase 
3'-5' exonucléase ("exo 3'") 
5'-3' exonucléase ("exo 5'") 

Protocole: 

+ 

+ 
+ 

Pour un volume réactinnel de 40 µ1 : 
-X µg d'ADN restreint 

Fragment de Kl enov·1 

+ 

+ 

-4 µ1 de tampon de polymérese 1 OX (préparé extemporanément) 
-2 µ.1 d'une solution 0.1 mM en dNTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP) 
-2 unités de Kleno'f/ 
Le volume est porté à 40 µ1 avec de l'eau distillée stérile 
1 ncubati on: 1 heure à l 4°C (ou 30' à 30°C) 
Passage 1 o· à 75,.,C (inactivet1on de l'enzyme) 

IV.4.5. Purification de l'ADN: 

IV.4.5.1. E><traction au phênol-chlorof orme d'une solution egueuse d'ADN 
pour él 1 miner 1 es protéines: 

L'emploi conjoint de phénol et de chloroforme permet une 
dénotureition de toutes les protéines, même les RNeises, ce qui permet une 
déprotéinisation plus efficace. 
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Protocole: 
Porter le volume de solution d'ADN à 100 ou 200 µ1 avec de l'eau 

distillée stérile 
Ajouter un volume égal de phénol-chloroforme 
Mélanger au vortex pendant environ une minute 
Centrifuger 5' à 12000 rpm (Janetzky) 
Récupérer la solution aqueuse (supérieure) et évent1Je11ement recom

mencer l'opération. 

IV.4.5.2. Précipitation de l'ADN à l'éthanol à basse température en présence 
de cations monovalents: 

Ajouter à le solution d'ADN un dixième de volume d'acétate de sodiurn 3 M, 
pH 4.8 

Ajouter 2.5 volumes d'étr,anol 100 % froid (-20°C) et mélanger 
Lat sser pré ci p1 ter 15 à 20 m1 nutes à -80,;,C 
Centrifuger à froid (+-4°C) pendant 15 à 20 minutes è 12000 rprn (Janetzky) 
Eliminer le surnageant délicatement 
Déposer un volume d'éthanol 70 % (pour éllminer les solutés piégés par le 

précipité) 
Centrifuger à froid (+4°C) pendant 15' 
Eliminer le surnageant très délicatement 
Sécher sous vide 
Resuspendre dans le tampon approprié. 

IV.4.6. Transforrnation bactérienne: 

Principe: 
La transformation consiste à faire entrer de l'ADN exogène 

(plesm1de) dans un m1croorgan1sme. A cette f1n, la paroi et la membrane 
bactériennes doivent devenir perrnéobles à l'ADN: la bactérie est alors dite 
compétente. E coli , bactérie Grem-, doit être rendue ertificiellernent 
compétente, pa~ passage dans une solution hypotonique de chlorure de 
calcium ou de chlorure de rubidium. Ces ions déstabilisent la paroi et le 
membrane de la bactérie, qui gonfle en prenant l'aspect d'un sphéroplaste. 
Un choc thermique permet l'entrée de l'ADN dans la bactérie. Suite à cela un 
temps d'1ncubat1on crau moins 30' à 37°C en rn111eu riche est nécessaire 
pour permettre à la bactérie de régénérer sa paroi et de commencer à 
exprimer le gène de résistance apporté par le plasmide. Enfin, les bactéries 
sont étalées sur un milieu sélectif où seules les bactéries trensforrnées 
c'est-à-dire contenant un plasmide portent lui-même un gène de résistance 
à l'antibiotique (l'egent sélectif) pourront croître. 
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Protocole: 

(a) Préparation de cellules XL 1-blue compétentes: 
Culture de la souche à 37°C sur milieu solide LB + tétraC!dC1ine 100 µ.g/rnl 
afin de sélectionner les bactéries possédant l'épisome F'. A partir d'une de 
ces colonies, ensemencer une préculture contenant 1 0 ml de LB + 
tétracycline. 
1 ncuber cet te pré culture à 37"C pendant environ 4 t,eures jus qu'à une 
absorbance à 550 nm comprise entre 1,5 et 2. 
Cette préculture sert o ensemencer 100 ml de LB + tétrocyclf ne. Agiter 
fortement la culture pendant environ 1 heure à 37"C jusqu'à une absorbance 
à 550 nm de 0,3 (phase de croissance logarithmique). 
Arrêter le culture dans la glace pendant 10·. 
Centrifuger la cultures· â 4000 rpm à 4°C (Rotor S534 S0RVALL). Eliminer 
le surnageant et resuspendre le culot dans un volume de cac12 50 mM 
équ1valent à la moftfé du volume 1n1tf el. Répéter cette étape une seconde 
fois . 
Laisser la solution 20· dans la glace puis centrifuger 5' à 4°c à 4000 rpm. 
Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans un volume de CaCl2 50 
rnr-1 - 15 % glycérol équivalent au dixième du volume initial. 
Aliquoter la solution dans les eppendorf set stocker è -80,;,C. 

(b) Transfomation: 
A 100 à 200 µ1 de cellules compétentes: 
-ajouter : soH 1 à 100 ng d'ADN suspendu dans de l'eau ou du TE 

soit 1 0 µ1 ou plus de mélange de ligation 
-incuber 30 à 45· sur glace 
-2· de choc thermique à 42°C 
-ajouter 0,5 rnl à 1 ml de LB 
-incuber entre 30 et 60' è 37°C 
-ételer sur boîte avec rnt11eu sélectif et incuber une nuit à 37°C 

Contrôles de transf orrnation: 

-Transformation par un vecteur non-restreint très efficient pour la 
transformation ( pGEt1-blue, pBluescript ou VEp351 ) afin de vérifier la 
compétence des cellules. 
-Cellules compétentes sans ADN subissant les conditions de 
transformation, étalées en partie, 

-sur milieu riche non sélectif comme contrôle de viabilité des 
cellules compétentes 
-sur milieu sélectif comme contrôle de sensibi11té, montrant ainsi 
la validité de ce milieu et la proportion de rnutents spontenés 
résistants i, l'antibiotique. 
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D'après la méthode de lto (1983) è l'acétate de lithium. 

Protocole: 
So1t une culture de cellules de levures en m11leu VEPD. 
-Quand 1 a culture a atteint une DO de 1 à 600 nrn (ce qui correspond à une 
densité de cellules de 1 à 2. 1 o 7 /ml), la fractionner en a11quots de 1 O ml 
que l'on centrifuge 1 o· à 6000 rprn ( Rotor SS34 SORVALL) 
-Eliminer rapidement le surnageant ( culot fragile) 
-Resuspendre chaque culot dans 5 ml d'eau distillée stérile et les 
ressembler deux à deux 
-Centrifuger 10· à 6000 rprn (Rotor 5S34 S0RVALL) 
-éliminer le surnageant et resuspendre chaq1.Je culot obtenu dans 2 m1 de 
ïE + LiOAcN 
-Répartir à raison de 1 ml par eppendorf (dans un eppendorf, on a donc 
l'équivalent de 1 O ml de culture) 
-Centrifuger 15" à 12000 rpm (Janetsky) 
-Resuspendre dens 100 µ1 de ïE + UOAc" 
-Incuber une heure à 30°C sous agitation légère 
-Ajouter 5 â 50 µg de DNA carrier ( ADN de thymus de veau), c·est-à-dire 5 
fois plus que la quantité d'ADN plasmidique qui servira à transformer les 
levures. 
-Ajouter 1 à 1 0 µg d'ADN plasmidique 
-Incuber 30' à 30/)C sous agitation légère 
-Ajouter 0,7 rnl de HTE + LiOAc + PEG" 
-Incuber à 30"C pendant une heure (ou pendant la nui t) 
-Choc thermique de s· à 42°C 
-Centrifuger 1 · è 12000 rprn (.Janetsky) et éliminer le surnageant 
-Re suspendre les cellules dans 200 µ1 d'eau distillée stérile et étaler sur 
mllieu sélectif ( 100µ1 par boîte) . 

. Contrôles de transf orrnation: 

-Témoin de compétence des cellules: transformation avec un plasmide dont 
on sait qu'i l transforme efficacement la souche de le..,,ure utilisée par la 
méthode de I to ('v'Ep351 par exernp 1 e). 
-Témoin de viabilité des souches compétentes: ces dernières subissent le 
protocole de transformation mais sans ajout d'ADN p1asmidique et sont 
étalées sur un milieu non sélectif. 
-Détection des révertonts souvoges spontanés: par étalement sur milieu 
sélectif de cellules ayant subit le protocole de transformation sans 
addition d'ADN plasmidique. 
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1 . 

IV,4.8. Extraction rapide d'ADN plasmjdlque de E col/ (miniprep): 

Le miniprep est divisée en cinq étepes: 
-lyse alcaline des bactéries 
-pré ci pitati on des protéines et des débris ce 11 ul a1 res 
-précipitation de l'ADN plasmidique 
-lovoge de l'ADN plosmidique 
-resuspension 

Protocole: 
-Un milieu LB+ empicilline (100 µg/rnl) est inoculé avec une colonie 
de bactéries transformantes 
-1 ncubet ion une nuH â 37°c en boute111 es un1 vers el I es egHées 
-Prélever 2 à 3 ml de culture (selon le stede de croissance) dans un 
eppendorf et centrifuger 5' è ternpéreture ernbionte il 12000 rprn 
(Jenetzky) 
-Eliminer le milieu 
-Ajouter 400µ1 de tampon Pl et resuspendre les bactéries à la 
pipette 
-Ajouter 400 µ1 de ternpon P2 (lyse alcaline) 
-Incuber s· è tempêreture embiente 
-Ajouter 400 µ1 de tempon P3 (précfpf letton des protéines et des 
débris celluloires) 
-Centrifuger 15' èi 4r..c ii 12000 rpm (.Jonetzky) 
-Récupérer le surnageant 
-Ajouter 0.8 volume d'isopropanol (précipitation de l'ADN plasmidi-
que) 
-Centrifuger 15' è température embi ente â 12000 rpm (Janetzky) 
-Eliminer délicatement le surnageant 
-Ajouter un volume d'éthanol 70,; (lavage de l'ADN) 
-Centrifuger 15' è 4°C è 12000 rpm (Jonetzk!d) 
-Eliminer très délicotemènt le surnogeont 
-Sécher sous Yi de 
-Resuspendre dens de l'eau stérile· ou du TE , 

Cette méthode permet de récupérer 1 è 5 µg d'ADN plasmidique. 

IV.4.9. Préparation d'ADN plasmjdique de E coll (rnidiprep): 

-Un milieu de 50 à 80 ml de LB + empicilline ( 1 00µg/rnl) est ensemencé 
e•,iec une colonie de bactéries trensformantes ou e•,iec 1 rnl issu d'une 
pré culture. 
-lncubatfon une nuit è 37°C en fiole de Wiem.e egitée 
-Le culture est centrifugée ê 9000 rpm (Rotor GSA S0RVALL) è +4c.c 
pendant une è deux minutes 
-Eliminer le milieu 
-Ajouter 4 ml de tempon P 1 et y resuspendre les boctéries è lo pipette 
-Ajouter 4 ml de tompon P2 (lyse olceline) 
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-Incuber s· à température ombionte 
-Ajouter 4 ml de tompon P3 
-Centrifuger 30' è 13000 rpm (Rotor SS34 S0RVALL) à +4°C 
-Récupérer le surnageant -
-Equilibrer une colonne QI AGEN P 100 (commercialisée en kit par '•r/estburg 
et utilisée selon le protocole OIAGEN) avec 2.5 ml de tampon QB. Ne jamais 
asséct1er la colonne. 
-App11Quer le surnageant obtenu oprès centrifugat i on sur la colonne (débit 
optimum de la colonne: approximativement une goutte toutes les deux 
secondes) 
-Appliquer deux fois 4 ml de tampon QC sur le colonne (élution de l'ARN, 
des protéines, . ..) 
-Appliquer 2 ml de tampon OF et récupérer l'éluat qui sort de la colonne à 
partir de ce moment 
-Ajouter 0.8 volume d'isopropanol à l'éluat, mélanger 
-Centrifuger 30' à 11 ooo rprn (Rotor Hô4 SORVALL) à température 
ambiante 
-Eliminer 1 e surnogeont 
-Ajouter délicatement 2 ou 3 ml d'éthanol 70 % 
-Centrifuger 1 o· â 11 ooo rprn (Rotor HB4 SORVALL) â + 4°C 
-Eliminer le surnageant et sécher le culot sous vide 
-Resuspendre dans de l'eau stérile ou du TE 

IV.5. Séquençage: 

Principe: 

La méthode de séquençage utilisée e été mise au point par Sanger 
( 1977) 

Une molécule d'ADN bicaténaire à séquençer est dénaturée (les deux 
brins sont donc séparés). Un des deux brins (le brin "template" ou matrice) 
est t,ybridé ê un o11gonucléotide de syntr,èse (le "primer" ou amorce). Celui
ci est en falt complémentaire d'une sêQuence de pBluescript bordant la 
batterie de sites de clonage (Fig.4.15.). Ce primer est utilisé comme 
amorce pour l'ADN polymérase. 

L'ADN polymérase comm_ence la synthèse d'un brin d'ADN complémen
taire (au brin template) â partir de l'amorce et ce dans un mélange 
réactionnel contenant: - les quatres désoxyribonucléotides dont l'un est 

radioactif (dATP*, dCTP, dGTP, dTTP) 
- un des quatre didésoxyribonucléotides 

Lorsque l'ADN polyrnérase incorpore un clidésoxyr1bonucléotide, la 
synthèse s'arrête; en effet le didésoxyribonucléotide ne possédant pas 
d'hydroxyle en 3' ne peut former une liaison phosphodiester avec le 
nucléotide suivant. 



Pour choque vecteur.. quatre mélanges de. polymérisation sont 
ut i 1 i sês. 

Mélenge réectionnel 

Désoxyribonucl éot ides 
présents 

Dl désoxyr1 bo
nucl éot ides 
présents 

A C 

dATP* dATP* 
dCTP dCTP 
dGTP dGTP 
dTTP dTTP 

ddATP ddCTP 

*: marqué au 535 

G T 

dATP* dATP* 
dCTP dCTP 
dGTP dGTP 
dTTP dTTP 

ddGTP ddTTP 

Les proportions de constituants sont telles que statistiquement, on 
obtiendra l'errêt prématuré de la synthèse d'au moins une molécule d'ADN 
monocaténaire pour chaque position dans la séquence template comportant 
un nucléotide complémentaire eu didésoxyribonucléotide utilisé (Fig.4. 16.) 

Pour chaque mélange, les brins radioactifs de longueur variable ainsi 
synthétisés sont déposés dans des puits voisins d'un gel de polyacrylamide 
et séparés suivant 1 eur tai 11 e par é 1 ectrophorèse. 

L'analyse de l'autoradiographie du gel séché permet d'établir la 
séquence des 250 nucléotides (environ) en aval de le portion 
complémentaire de l'amorce. 

Protocole: 

t. Réactions de séquençage: 

Toutes les solutions reprises ci-dessous sont comprises dans le kit 
de séquençage commercialisé par Pharm~cia. 

1.e. Dénaturation: 

Le solution d'ADN doit être la plus pure possible et les plasmides 
doivent se trouver sous forme CCC, c'est-à-dire sans nick (un nick fournit 
une extrémité 3'0H qui peut servir de point de démarrage pour l'ADN poly
rnérase et peut donc provoauer des 1nterf érences). 

Dans un eppendorf: 
-1.5 à 2 µg d'ADN dans 6 JJ.1 (porter è volume avec de l'eau stérile si 
nécessaire) 
-Ajouter 2 µ1 de NaOH 2 N 
-Incuber 1 o· è température ambiante 
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Précipitation de l'ADN dénoturé: 
-A iouter: 3 µl d'ecétete de Nei 3 M pH 4.6 

7 pl d'eau distillée sté.rlle 
60 }.ll d'éthanol 100 ~ froid (-20°C) et mélanger 

-Placer 15' è -socc 
-Centrifuger 1 s· à + 4cc à t 2000 rpm (Janetzky) 
-Eliminer le surnageant et laver à l'éthanol 70 % 
-Sécher- sous vide 

1.b. "Annealing": 

Etape d'hybridation du primer (amorce) sur le brin "template" 
(matrice) 

-Resuspendre 1 e culot séché dans 1 0 µ 1 d'eau stérile 
-Ajouter rapidement: 2 µ1 de primer (amorce) 

2 µl d'Anneoling Buff er 
-Incuber 20' à 37°C 
-Incuber 1 o· à température ambiante 

1.c. "Lebel ii ng": 

Etape de rnarQuage du brin néoformé: la polymérisation par l'enzyme 
T7 DNA pol yrnérase commence en absence de ddNTP et en présence des 
quatres dNTP dont un est marqué (de l'[~-s35J dATP) permettant la 
synthèse d'un court brin marqué, extension du primer {amorce) de quelques 
dizaines de nucléotides. 

Après l'ennealing: 
-Ajouter: 3 µ1 de "1obelling mi:,( (solution de dCTP, de dGTP et de dTTP) 

1 µ 1 d'[ex,-535] dATP (soit 10 µCi) 
3 unités de T7 DNA polymérase diluée dans son tampon de 
dilution jusqu'à 1.5 unité par µ1 

-Incuber 5· è température ambiante 

Ld. ffîermination" ou "Seguenc_ing": 

Lors de cette étape, l'ensemble T7 DNA polymérase + brin ternplate 
(matrice) evec pr1rner (amorce) allongé sont mis en présence de dNTP et de 
ddNTP. 

Dans 4 eppendorfs, on fi 2.5 µ1 de: 
"Short A" pour l'eppendorf A (dNTP + ddATP) 
"Short C" pour l'eppendorf C (dNTP + ddCTP) 
ffShort G" pour 1 'eppendorf G (dNTP + ddGTP) 
"Short TH pour 1 'eppendorf T (dNTP + ddTTp) 
Ces 4 eppendorf s sont préincubés è 37°C 
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-A chaque eppendorf ajouter 4.3 µl du mélange obtenu après labelling. 
-Incuber s· à 37(.\C 
-Ajouter 5 µ1 de solution de bleu (arrête la réaction) 
Stocker à -20°C 

2. Electropr,orèse en gel de oolyai::rylemide: 

2.1. 11ontage des pl aaues: 

-Laver les 2 plaques de verre: au savon 
puis à l'eau de vi 11 e 
puis à l'eau distillée 

-Sécher les vitres 
-Laver les vitres avec de l'éthanol-éther 
-sn1coner les plaques (sur la face qui sera en contact avec le gel) avec 
1 o ml de "Repelcote" (Hopkin &Williams) 
-Lever à l'eau distillée 
-Sécher 
-Déposer les "spacers" sur la plus grande d~s deux plaques 
-Appliquer le petite plaque sur les "spacers" 
-Coller du tape à la jonction entre les deux plaques et serrer les deux 
plaques avec des pinces 

2.2. Préoarat f on du gel (gel dénaturant): 

-Dans un berlin,ajouter à 42 g d'urée: 
1 O ml de TBE concentré 1 OX 
15 ml d"acrylarnide 20 % bisacrylarnide 0.8 % 
40 ml d'eau distillée 

-Après df ssolut1on de l'urée, filtrer la solutton eu Buchner (filtre Mi111pore 
SA 78 BUC) 
-Ajouter rapidement et dans l'ordre: 600 .ul de persulfate d'amminium 

30 µ1 de TEMED 
-Aspirer la solution avec une seringue de 100 ml (rapidement) et la couler 
entre les deux plaques après avoir retiré les pinces. Garder le reste de le 
solution comme témoin de polymérisation 
-Après polymérisation (45 à 60'), le gel peut être stocké à +4°C 

2.3. M1 grat 1 on et autorodi ogreoh1 e: 

-Le gel est chauffé pendant 30 â 45', monté comme pour la migration mais 
sans échantillon ("prérun"). Les conditions de migration sont: 

Pui ssence: 60 Watts 
Tension: enYiron 1600 Volts 

Le haut et le bas du gel baignent dans du TBE ( 1 X) 
-Après avoir arrêté la source de tension: 

placer les peignes 
nettoyer les puits pour enlever les bulles et les impuretés 
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placer les échantillons-à charger sur gel (eppendorfs A, C, G et T)
durent 3· à 85°C pour dénaturer l'ADN 

déposer 2.5 J.ll d'échantillon de chaque eppendorf par puits (ordre 
standard de dépôt des échantillons: A, C, G et T) 

-Rebrancher le source de tension et laisser migrer l'échantillon durant ... 
deux heures ou plus 
-Après migration, recueillir le gel (sans le plier) sur une des deux plaques 
de verre 
-Placer la plaque de verre qui porte le gel dans un bain de fi xateur 
-Transférer le gel sur papier buvard Whatrnan 17 Chr et le couvrir d'un fil m 
plastique 
-Sécher le gel sous './ide (environ 2 à 3 heures) 
-Placer le gel edhêrant au papier buvard dans une cassette â 
autoradiographie avec un film autoradiographique (Kodak) et laisser une 
nuit. 
-Ret1rer le fllm autoradf ogrephique de la cassette et le plonger dans un 
bain de révélateur (Kodak) durant s·. 
-Rincer o l'eou 
-Transférer le film ré•,élé dans un bain de fixateur durant 10 â 15' 
-Rincer abondemment le film a•,1ec de l'eau et sécher. 

IV.6. Techniques biochimiques: 

IV.6.1. Dosage des pr·otéines: 

Les protéines sont dosées par la méthode de Lov-try ( 1951), utilisant 
le réactif de Fol in. 

Protocole: 

-Diluer la solution de protéines dans de l'eau distillée pour obtenir un 
volume final de 200 µ1. 
-Ajouter 200 µ1 de Na0H 1 N (dénaturation) 
-Laisser egir 30' à température ambiante 
-Ajouter 2 ml de solution A (préparée extemporanément): 

100 ml de Na2C03 2 % 
+ 1 ml de Cr.JS04-SH20 0 ,04 M 
+ 1 ml de NaKC4H406.H2□ 0,07 M 

-Laisser agir 5 à 15' à température ernb1ante 
-De minute en minute, ajouter 200 µ1 de réactH de Folin dilué deux fois et 
ogiter irnmédieternent au vortex 
-Après 30', lire l'absorbance à 540 nrn (de minute en minute) 
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ortho-nitrophènyl 
n-D-ga l oc topyronosi de 

(ONPG) 
1 

1 

' N'obsorbe pes 
o 420 nrn 

13-gal actos1 dase 
ortho-ni trophénol + D-gal actose 

(ONP) 

Absorbe 
o 420 nrn 

Eig.4.17. RéacUon lrnpliquêe dans le dosage de l'acUvHé de la 13-galactosidase: 
l'enzyme hydrolyse l'ONPG en ge1actose et ONP_. dont 1'appari lion est 
détectée pâr mesure de 1'absorbence è 420 nm. 



Té.moins: 

-un blenc (200 pl d'eeu eu dépert) 
-deux solutions étalon de concentration connue en protéine (ici la SAB ou 
6SA) correspondent eux limites de i.,•alidité de le loi de Lembert-Beer pour 
ce dosage. 

IV.6.2. Dosage de l'activité B-galactosidasique: 

Le réaction impliquée dans ce dosage est représentée à la fig.4.17. 

Protocole: 

-Une culture de cellules de levures (J.:~ fregilis· ou .. '?. cereY-fsfee) est menée 
jusqu'en fin de phase exponentielle, début de phase stationnaire. 
-Prélever 1 o à 20 ml de culture et les centrifuger 1 o· ê 6000 rprn {Rotor 
S534 SORVALL) 
-Eliminer le surnBgeant et resuspendre les cellules dans 1 rnl de tornpon Z 
(pH 7.0), transférer dans un eppendorf. 
-Centrlfuger 15" è 12000 rpm (Jenetzky) et éliminer le surnageant. 
-Resuspendre les cellules dans 200 µ1 de tempon Z 
-Ajouter des billes de verre (diamètre: de 316 è 416 µrn) jusqu'à environ 1 
mm au dessous dtJ ménisque de la suspensf on de cellules. 
- t1él anger au vortex de man1 ère à obtenir des bou111 ons dans l'eppendorf, 
trois fols 3', en déposant sur glace entre temps (lyse aux billes de verre). 
-Centrifuger 5' à 12000 rprn (Jenetzky) et récupérer 1 e surnageant (1 ys~t) 
-En prélever un oliquot et porter le volume ii 1 ml ovec du tampon Z 
- De minute en minute, ajouter 200 µ1 d'ONPG è 4 mg/ml (solution stock 
unique pour l'ensemble des expériences). 
-Incuber 1 O ou 1 s· à 28"C 
-De minute en minute, ajouter 300 µ.1 de Na2C03 1.6 7 t1 (arrêt de la 
réaction) 
-Lire l'ebsorbance è 420 nm et la comparer avec la droite d'étalonnage 

Témoins: 

-Contrôle enzyme: remplacer les 200 µ1 d'0NPG par 200 µ1 d'H20, pour 
chaque e li quot de 1 ysat. 
-Contrôle substrat: remplacer la solution de lysat diluée (dans du tampon 
Z) par 1 ml de tampon Z. 



A 

Protéine 

Thyroglobuline 
Ferritine 
Cetelese 
Lectete dêshydrogênase 
Albumine 

B 

Proteine 

Phosphorylase b 
Albumine 
Ovalbumine 
Anh!Jdrase carbonique 
Inhibiteur de la tr!JPSine 
etv-Lactal burni ne 

PM des 
sous-uni lès 

330000 
16500 
60000 
36000 
67000 

Pl1 des 
sous-un1 tés 

94000 
67000 
43000 
30000 
20100 
14400 

Fi o.4.18. Marqueurs de Pt1 utilisés pour les SDS-PAGE: 

1 Autres P~1 VlSlbles 
( di ssocl ati on partie 11 e. 

des monomères) 

220000 

140000 

(A) t1arqueur de hauts PM (Pharmacie High Molecular '•t/eight.) 
(8) Marqueur de faibles PM (Pharmacie Low Molecular V-/eight) 



IV,6,3. Electrophorèse en gel de SDS-polyacrylamlde: 

Cette électrophorèse sur gel en conditions dénaturantes permet de 
séparer les sous-unités protéiques en fonction de leur poids moléculaire. 

La migration se fait en deux temps: 
-d'abord dans un gel d'empilement où la solution de protéines est tassée en 
une. très fine bande 
-ensuite dans un gel de migration, où les protéines sont séparées suivant 
leur Pt1. 

3.1 Préparation des échantillons: 

8) Le quantité de protéines {x) est identique dans tous les échantillons 
déposés un gel. Le volume déposé sur gel ne doit pas excéder 25 µ.1. 

x µg de protéines 
1 /5 de solution SB concentrée 5X 

porter au volume final avec de l'eau distillée . 

.6.)Pour les marqueurs de PM (Fig.4.18.); 
1 µ.1 de solution stock de marqueur de PM (Pharrnaci a) 
1,6 µ.1 de SB 5X 
3 µ1 de tampon Tris.Cl 0,5 M SOS 0,4 % 
2,4 µ.1 d'eau distillée 

soit 8 µ1 au total 
Incuber 3' à 100°C et charger sur le gel. 
On utilise le système MINI PROTEANîi"l Il de BIORAD 

3.2. Préparation du gel: 

Préparer le "running gel" (gel de migration): dans le cas d'un gel 7.5 % : 
1,675 ml d'ecrylarnide 30 % biseicrylemide 0,8 % 
1,875 ml de Tris.Cl 1.5 f1 SOS 0.4 % pH 8,8 
3,375 ml d'eau distillée 
0,375 ml de persulfate d'ernmoniurn 
7 ,5 µ 1 de TEt1ED 

Couler ce gel et le laisser polymériser. 
Préparer le Nstacklng ger (gel' d'empilement): 

0,5 ml ct·acrylamlde 30 % bisecrylamide 0,6 % 
1,25 ml de Tris.Cl 0,5 M SOS 0.4 % PH 6,8 
2,75 ml d'eau distillée 
0,5 ml de persulfate d'ammonium 1 % 
5 µl de TEt1ED 

Couler ce gel et le laisser polymériser. 
Déposer les échantillons et lancer la migration. 
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3.3. Coloration (au bleu de Coomassie): 

Après migration, laisser le gel colorer pendant environ 45'. 
Remplacer le solution de coloration par le solution de décoloration (45'). 
Remplacer la solution de décoloration par la solution de fixation (45'). 
Récupérer le gel sur- un papier buvard et le sécher sous vide. 
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Fig.A.2. 

Fig.A.3. 

Fig.A.4. 

Fig.A.5. 
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t 5.2 kb 

C1el 
7.4kb 
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Pstl 

t 
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Représentetion des certes physiques du plesmide pB2 pour les enzymes 
de restrictlon citées ci-contre. 



ANNEXE 

1. Restrictions du plasmide pB2: 

Enzymes de 
restriction 

Smal 

Sali 

Xbol 

Aflll 

Pvull 

Clal 
Clel + Sali 

Pstl 
EcoRV 
EcoRV + Sali 
EcoRV + Pstl 

Hindi l i* * 
Hindi l i + Pstl 

Sphl 
Sphl + Pstl 

BamHI 
BomHI + Smal 
BemHI + Sali 

Taille estimée des fragments . 
de restriction (en kb) 

10-20 

10-20 

10-20 

10-20 

10-20 

7 + 5.3 

7.4 + 4.9 
7.4 + 3.2 + 1.7 

7.9 + 4.6 + 0.2* 
5.3 + 4.45 + 1.8 + 1.05 
5.2 + 3.35 + 1.8 + 2 X 1.05 
5.2 + 3.2 + 1.45 + 2 X 1.05 

7 + 4.4 + 0.74* + 0.38* 
7 + 4.2 + 0.74* + 0.35* + 0.2* 

2 X 6 + 0.4* 
6 + 4.6 + 1.15 + 0.4* + 0.2* 

10-20 
10 + 2.25 
8 + 4.45 

Nombre et localisation 
des sites de cl ivage 

Pas de site Smal dans 
l'insert 

Pes de site Sel I dans 
l'insert 

Pas de si te Sac I dens 
lïnsert 

Pas de si te Xba I dans 
l 'insert 

Pas de site Afl Il dans 
1 'i nsert 

Pes de site Pvul I dans 
l'insert 

1 site Clel dans lïnsert 
Voir fig.A.1. 

2 sites Pstl dans lïnsert 
3 sites EcoRV dans 
lïnsert 
Voir fig.A.2. 

3 sites Hindi 11 dens lïn
sert. Voir fig.A.3. 

2 sites Sph I dans l'i nsert 
Voir fig.A.4. 

t si te BemH I dans 
l'insert 
Voir fig.A.S. 

* : Ces valeurs ont été obtenues per enelyse par èlectrophorèse en gel d'egerose 2 sg 
(les autres valeurs, en gel d'agerose ·1 i) 

** : Suite à une restriction partielle de pB2 per Hindi Il, un fragment de l. t kb est ap
paru, indiquant que les fragments de 0.38 kb et 0.74 kb sont adjacents. 
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Reprêsentation des cartes de restr1ct1on des plesm1des p62 (A.6 et 7) et p63 (A.8 à t 2). 



(Rest ri et ions du pl osmi de pEl2, suite) 

Enzymes de Taflle estimée des fragments 
restriction de restriction (en kb) 

Hpol 4. 7 + 4. 1 + 3.6 
Hpol + Sol 1 4.7 + 3.6 + 2.22 + 1.85 
Hpol + BomHI 4.7 + 4.1 + 2.6 + 1 

EcoRI 4.5 + 2.65 + 2.5 + 0.95 + 2 X 0.85 
EcoR 1 + BomH 1 4.5 + 2.6 + 2.15 + 0.95 + 2x0.65 
EcoRI + Hpal 3.45 + 2.65 + 2.5 + 1.05 + 0.95 + 0.7 

2. Restrictions du plasmide pB3: 

Enzymes de Taille estimée des fragments 
restric ti on de restriction (en kb) 

Smal 10-20 

Clal 10-15 + 3.6 
Clal + Sma l 6.2 + 3.9 + 3.6 

Sali 7.2 + 6.5 
Sel 1 + Srnal 7.2 + 5.7 + 0.8 

Pvull 7 + 5.4 + 1.35 
Pvull + Smal 7 + 5.4 + 1.15 

Pstl 8 + 3.5 + 2.25 
Pstl + Clet 6.4 + 2.25 + 1.95 + 1.65 + 1.45 

Hpal 4.6 + 3.6 + 2.75 + 2.4 

BamHI 8-10 + 3.8 + 1. 1 

Hindi l i 7.6 + 3 + 2.05 + 0.74* + 0.38* 
Hindi li+ Smal 5.7 + 3 + 2.05 + 1.8 + 0.74* + 0.36* 

EcoRI 4.65 + 3.5 + 2.45 + 1.5 + 2 X 0.85 
+ 0.25* 

EcoRV 6.2 + 3.05 + 1.75 + 1.5 + 1.05 

Nombre et local i sation 
des sites de cl i vage 

2 sites Hpol dons l'insert 

Voir fig.A.6. 

4 si tes EcoR I dons l'i n-
sert 
Voir fig.A.7. 

Nombre et localisation 
des sites de cl ivage 

Pas de si te Sme I dans 
l'insert 
1 site Clal dons l'tnsert 
Voir fig.A.ô. 

1 site Sel I dans l'insert 
Voir fig.A.9. 

1 si te PYLl 11 dans 1 'in
sert. Voir fig.A.1 O. 

2 sites Pstl dans l'in
sert. Voir fig.A.11. 

3 si tes Hpa I dans 1 'in
sert. Voir fig.A.12. 

2 si tes BamH I dans 
lïnsert .. voir fig.A.13. 

4 sites Hindi 11 dans 
J'insert, voir fig.A.14. 

5 sites EcoR I dans l'i n
sert. Voir fig.A.15. 

4 sites EcoRV dons 
lïnsert. Voir fig.A.16. 

* : Ces valeurs ont été obtenues par analyse por électrophorèse en gel d'egerose 2 ~ 
(l es autres valeurs, en gel d'egerose 1 i) 
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Représentet1on des certes phys1ques des plesm1des pB3 (A: 13 o 16) et pB 1 (A.17 il 19). 



3. Restrictions du plasmide pB 1: 

Enzymes de 
restriction 

Smal 

Sali 

PYUII 

Xbal 

Pstl 
Clal 
Pstl + Clal 

EcoRV 

BamHI 

Sphl 

Hindi li** 

Taflle estimée des fragments 
de restriction (en kb) 

10-20 

10-20 

10 + 5.4 

10-20 + 2.35 

7.5 + 4.6 + 3.3 
8-9 + 7.2-7.3 
5.8 + 3.3 + 3.2 + 1.7 + 1.45 

5.9 + 5. 1 + 1.6 + 1.5 + 1.05 

10-20 

9 + 6. 1 + 0.4 

7 + 5.7 + 1. 1 + 0.73* + 0.38* + 0.26* 
Hindi li+ Smal** 2 x 5.7 + 1.25 + t. t + 0.73* + 0.36* + 0.28* 
Hindi 11 + Pstl** 7 + 4.2 + 1.55 + t. t + 0.73* + 0.36* + 0.28* 

EcoRI 
EcoRI + Sal 1 
EcoR 1 + Xba 1 
EcoRI + Pstl 

4.4 + 2.65 + 2.45 + 2.1 + 1 + 0.95 + 2 X 0.85 
4.4 + 2.45 + 2. 1 + 1.5 +. 1.2 + l + 0.95 + 2 X 0.85 
4.4 + 2.45 + 2. 1 + 1.5 + 1.2 + 0.95 + 2 X 0.85 
4.4 + 2.35 + 2 X 1.5 + 1.2 + 0.95 + 2 X 0.85 

Nombre et localisation 
des sf tes de clivage 

Pas de site Smal dans 
lïnsert 

Pas de si te Sa 11 dans 
lïnsert 

Pas de site Pvull dans 
l'insert 

1 site Xbal dans 1'1n
sert, 11oir fig.A.17. 

2 sites Pstl et 
1 site Clat dans l'in
sert, Yoi r fig.A. 18. 

4 si tes EcoRV dans 
l'insert, voir fig.A.19. 

1 site BamHI dans 
l'insert 

2 sites Sphl dans l'in
sert, voir fig.A.20. 

5 sites Hindll l dans 
l'insert 
Voir fi g.A.21 . 

6 sites EcoRI dans 
l'insert 

V . t · A?? Otr lQ. ·--· 

*: Ces valeurs ont été obtenues par analyse par êlectrophorèse en gel d'agarose 2 ~ 
(les autres voleurs, en gel d'agarose t :«) 

** : Tous les s1les Hindll l ne petNent être situés sur nnsert de pB 1 evec ces seuls 
résultats. La position des sites qui nous manquent n·e pes été recherchée car ces 
sites sont à grande distance de le rêgion commune. qui contient le gène qui nous 
intéresse. · 
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Représentation des certes de restr1ction du plesmide pB 1. 




