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GRIFNEE Alain 

Résumé 

PH081 est le gène situé le plus en amont du système génétique régulant sous l'action du 

Pi, l'expression de la phosphatase acide (gène PH05) chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae. Les études antérieures de notre laboratoire et celles du groupe de Y oshida, où 

le gène a été cloné independamment conduisent à des conclusions contradictoires quant à 

la taille de ce gène.En effet, selon Yoshida, un insert de 2,8 kb complémenterait la 

mutationpho81, alors que le mRNA correspondant atteindrait 3,5 kb. 

Nous avons testé la capacité de complémentation du mutant par différents sous-clones 

obtenus à partir d'un insert initial de 7kb contenant le gène entier. Les résultats 

démontrent que les sous-clones de taille inférieure à 4,7 kb ne complémentent 

effectivement pas la mutation. D'autre part, le séquençage du gène auquel ce mémoire a 

contribué confirme ce résulat, puisqu'une ORF de 3531 pb a été mise en évidence. Par 

ailleurs, l'analyse de la région 5' amont de l'ORF a révélé par comparaion avec les 

séquences des UAS du gène PHOS, la présence de 3 UAS potentielles susceptibles 

d'être reconnues par les protéines trans-activatrices (PH02 et PH04 )du gène PH05. La 

situation et l'arrangement de ces 3 UAS indiquent que la régulation de PH081 se ferait 

selon le même mode que P H05 comme cela avait été suggéré à partir de certains résultats 

de Northem publiés par Yoshida. 

La démonstration directe du rôle de ces UAS dans le contrôle transcriptionnel dePH081 

demande des expériences complémentaires. 

Mémoire de licence en Sciences Zoologiques 

Juin 1990 

Promoteurs: J. Vandenhaute et J. Delcour 



ERRATA 

ABREVIATIOi,IS lire pBS : ~,Bluescript KS+ au lieu de pBS: pBluesript KS+ 

oa,;12 1 : lire ... les qènes C<)iJants ... au lieu de .. . les qènes coclant... 
lire ... , de'.:; séc1uenc:es non-inf orrnat ive::; ___ au lieu cle ... , c!e::; 

sèauerices non-rnf orrnat ive .. . 
11re ... alor:s qu'il existe trois cocions ~;top: ... au lieu c!P ... alors qu'il 

existe trois coclon stop: ... 
paçie 4: lir·e ... ne contr·ôle pas le site+ 1 de la transcription, au lieu de ... ne 

contrôle pa:3 le site+ 1 de le transcr1Ption, 

oziQe 9 : lire .. . le'.:; protéines PH02 et PH04 sont nécessair•es ... au lieu (Je ... 
les protéines PH02 et PH04 sont nécessaire .. . 

[)age 10: lir·e ... , le gène f-WOô'/n'est pas ex~ir-irné ... au lieu cle .. . , le gène 

PH081 n'est pas exprimé ... 

oage21 : lire Mettre 5µ1 sur· ç1el... au lieu (Je r1ettre Srnl sur gel... 
r>a 1Je23: lire 1µ1= 1 unité .. . au lieu de 1 ml= l unité ... 
paçie35: lire Le plasmide pTC3 (4µg) ... au lieu cle Le plasmide pTC3 (4mgL 

lire .. le vecteur YCrJSO (2µc~L au 1 ieu c! e .. le vecteur 'r'CpSO 
(2mg) .. . 

oaae 36 : 1 ire ... , par Sµ.g de pAG l, ... au 1 ieu de ... , par 5mg de pAG 1, ... 

Fig. 111. 7. : ajouter: pi ste 1. YCpS0 restreint par BamHI et 5'all ( la bande 

2J 0,3kb n'est pas visible) 

piste 2. pTC3 restreint paî BamHI et 5a!I 
piste 3. marqueur cle tai 1 le). r·estr·eint par H1ml 11 . 

page37: lire ... sont ct,acuns clonés dans pBluesc:r-ipt KS+ ... au lieu de 

... -:.ont cr1acun clonés clans pBluescript ... 
Fiç1. Ill. 15: lire A/ 5chérna cle la construction obtenue ... au lieu de A/ 

Schéma de l:a construction obtenues ... 

l ir'e ... la construction recherchée: pAG2 ( 11 .4~~b et 3,4kb). au 

1 ieu cle .. . la construction rect-1ercr1ée : r,AG2 ( 10,4kb et 
3,4f:t,) . 

page38 : 1ire Le plasmide pTC7 (7,Sµg) ... au lieu c!e Le plasmide pTC7 
(7,Srng) ... 

lire ... le vecteur pBluescript KS+ ( 1,2v.g) ... au lieu de ... le 
vecteur- pB luescript ( 1,2mg) ... 

1 ire ... et les bandes de 2,4kb et de l 1,4kb ... au lieu de ... et les 
bandes de 2 .4kb et (je 1 1 , 7kb ... 



... 
,, 

paçie39: lir·e ... , pVI l (5µ.g) ... au lieu de ... , pVI 1 (SmgL 

lire Le plasmide pAG l (8µ.g) ... au li eu de Le plasmide pAG1 
(8mgL · 

oaçie40: lire Le plasmicle pTC7 (6_tJ.ÇJ) .. . au lieu de Le plasmicle pTC7 (6mg) ... 

Fia. 11 1.19. lire .. et dèlirnitation du 9ène PH08!.. au lieu de .. et 
clé li rn i tat ion clu gène PH08 1... ~ 

pa9e41 : li1-e ... se lon la rnèthode de lto par Sµq .. . au l ieu cle ... selon la 

méthode cle I to par· 5mg ... 
paçie42 : lir·e En effet, la figur·e 111 .19. montre ... au lieu de En effet, la 

figur·e montre ... 
paçie44 : lire .. . et d'autre part du €;ite rnultiple cJe clonage cl e 

pBluescript KS+. au lieu de ... et crautre par-t (Ju site multiple 

cle clonage de pB·luescript KS+MCS. 

lire Au contraire, la séquence ... au lieu cle Au contriare, la 

séquence ... 
Fiel. 111.25. lire ORF: 3531bp au lieu de 3581bp 

paqe46 : lire ... nous avons décidé ... a'u lieu de .. nous avons décider· ... 

Fio. 111.26. : lire 595 au lieu cle 596. 
0 -

paç1E:47 : 1 ire ... une grande ORF de 3531 bP ... au 1 ieu cle .. une grande ORF de 
3528l)p ... 

lire ... se terrnine au codon STOP TAA en posit ion 4124 au lieu de 
... :3e termine au co,jon STOP TAA en pos i tion 4121 

li re ... contiendrait donc 3531 nucléotides. au iieu cle 
... contiencJr;3it donc 3528 nuc léot ides. 

page47 : 1 ire ... une ORF ,je .35.31 bp au lieu de ... une ORF de 3528bp 
pa9eSO : 1 ire ... , nou:3 avons reconstitué ... au 1 ieu de ... , nous avons 

reconstitue ... 
oaoe53: lire .. . le sous-clone pAG2 (cornplérnentant la mutation) contient. 

une OP.F de 3531 bp , alors que les sous- clones pAG 1 et 

pAG4 (ne cornplérnentent pas la mutation) ... au lieu de ... le 

sous-c lone pAG3 (cornplémentant la mutat ion) cont ient une 

ORF de 35.31 bp, alors que les sous-clones pAG 1 et pAG4 (ne 

complérnentant la mutation) ... 

ANNEXE: piste 4.: lire pDP47 restreint par P11dl et EccR.I au lieu de pDP47 

restreint par· Pvu I et Psti 
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LISTE DES ABREVIATIONS. 

aa: eicide e;miné. 

ADN: acide désoxyri bonuc l éi que. 

AMPc: adénosine monophosptrnte cyc 1 i que. 

ARN: acide ri bonuc l éi que. 

ARNrn: ARN messager. 

ATP: adénosine tri phosphate. 

DEAE: diéthyl arninoéthane. 

DO: den si té optique. 

DTT: di thi othréi to l. 
E coll · Esc/Jericl1ia coll 

EDT A: éthylène diamine tétra acétate. 

g: gramme. 

kb: ki 1 obase. 

kd: ki 1 oda 1 ton. 

MCS: site multiple de clonage (rnultiple cloning site). 

ORF: phase ouverte de lecture (open rea ijing frame). 

bp: paire de base (base pair). 

pBS: pBl uesri pt KS+. 

Pi: phosphate inorganique. 

PEG: polyéthylène glycol. 

RNAse: ribonucléase. 

rpm: tour par minute. 

SOS: sodium dodécyl sulfate. 

UAS: séquence activatrice amont (upstream activating sequence). 

UV: ultra-violet. 

x: restreint par. 

Les gènes de levure sont notés en italique. 

Les protéines sont notées en caractère normal. 



!.INTRODUCTION 
1.1. Comprét·1ension des mécanismes de régulation cellulaire par 
l'analyse de séquences de régulation 

1.La région codante du gène 
2.La régi on promoteur du gène 

1.2. Les éléments de contrôle transcriptionnel chez la levure 
1.2.1.Les séquences de sélection du site+ 1 de transcription 
1.2.2.Les séquences de modulation du taU>~ de la transcription 

1.2.2. 1.Contrôle positif: les LIAS 
1.2.2.2.Contrô 1 e néçiêlt if: les URS 

1.3. Le système particulier de la phosphatase acide répressible de 
S&r:c/Joromyces cerevisioe 

l.3.1.PhV4et FW0.2activent la transcription de PhV5 
1.3.1.1.Rôle attribué à PH04 
1.3.1.2.Rôle attrit,ué à PH0.2 

1.3.2.PHOô'iJet PHOL'15réprirnent la transcription de F'i-1{1...~ 
1.3.3. PHOl1 J 

1.4. But du travail 

11.MATERIEL ET METHODES 
11. 1.Souches et p 1 asrni des 

11.1 .1.Souches bactériennes 
A. XL 1 blue 
B.JM101 

11.1.2.Plasmide bactérien 
11 . 1.3.Souches de levure Socchorompces cerevisioe 
11. 1 .4.Pl asmi de "navette" E coli - 5: cerevisib·e 

11.2.Mil i eux de cultures 
11.2.1.Milieu de culture bactérien 
11.2.2.Milieux de culture pour levures 

11.3.La restriction d'ADN plasmidique 
11.4.Electrophorèse dans un gel d'agarose 

11.4. 1.Pri nci pe 
11.4.2.Protocole 
11.4.3.Extraction d'une bande d'ADN d'un gel d'agarose 

11.5.Purification et précipitation de l'ADN 
11.6.Ligation de molécules d'ADN linéaires ayant des bouts droits ou 
des bouts protrudants co 11 ants 
11.7.Transformation bactérienne 
11.8.Transformation de la levure Secc/J6rt11nyces cerevislee 
11.9.Extraction rapide d'ADN plasrnidique de E c1.1/i(miniprep) 
11.1 O.Préparation d'ADN plasmidique de E co/i(midiprep) 
11. 11 .Séquençage 
11. 12.T est de co 1 orat ion d'activité de phosphatase acide 



II1.F!ESULT ATS ET DISCUSSIONS 
II1.1.Cornplémentations 

1I1.1.1.Entrée en matière 
I11.1.2.Le fragment Re,nHI-So/1 de 4kb ne contient pas le 
gène entier 

II1.1.2.1.Construction de pAG 1 
AJ:estricti ons 
B.Ligation 
C.Transf orrnation et analyse des clones recorn
binants 

111. 1.2.2.T est de cornp 1 érnentat ion 
II1.1 .3.Délimitation d'un fragment minimum contenant le gène 
Ph'O{i I entier 

1I1.1.3.1.Etab li ssement de la carte de restriction 
détaillée de l'insert tN,,~- SôA de 7 kb du clone primaire 
p.JV8 
111. 1.3.2.Sous-c 1 onege de trois fragments s'étendant. au
del à du site interne B8n.HI de llnsert lfllJ.-58,t de 7kb 

A.Construction de pAG2 comportant l'insert Hp'-9.-
58,t de 6.4 kb 
B.Construction de pAG3 portant l'insert Pvt,l I- so,., 
de 5.9 kb 
C.Construction de pAG4 portant l'insert BgA 1- so,., 
de 5.3 kb 

111 . 1.3.3.Tests de comp l émentat ion 
111. 1.4.Di scussi on 

III.2.Séquençage 
111.2.1 .Stratégie de séquençage 
II1.2.2.Séquençage du gène PH08 I 

I11.2.2.1.Entrée en matière 
II1.2.2.2.Construct ion et séquençage du sous-c 1 one J,·l'?~ -

BgAI 
1I1.2.2.3.Résultats 

111.2.3.Ânalyse de la régions· du gène PH08/ 
111.2.3.1.Séquences de sélection du site+ 1 de trans
cription 
1I1.2.3.2.Séquences qui modulent 1 e taux de transcription 



III.2.4.Di scussi on 
111.2.4. 1.Le séquençage du gène PHOll / met en évidence 
l'existence d'un ATG initiateur situé è 2200 pb en amont 
de l'ATG défini antérieurement par Voshida 
II1.2.4.2.Les UAS présentes dans la région distale du 
promoteur rendent compte des mécanismes sernblat,les 
de régulation de PH{l5et PH08I 

· II1.2.4.3.L'eibsence d'UAS potentielles de PH081 pourrait 
être compensée par des séquences présentes dans 1 a 
ma tri ce du vecteur \o'Cp50 

IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

BIBLIOGRAPHIE 



Promoteur 

1 ntrons 

+t ATG stop 
ADN _____ -11_~-fMMM@W#Mm-m-~-~-m---L-------•™wi&&ii1iiiibl~-----i 

TRANSCRIPTION 

ARN 

MATURATION 
(ép i ssage ,modifications .. . 

ARNm 

TRADUCTION 

Protéine 

/\U(i 

l'Pfff! 

1 / 

AUG 1 / ~;' 
ORF 

stop 

~ ~41 7 7 
I I / 

/ I 
/ / 

~ stop 

Fig. 1.1. Synthèse protéique è portir de l'informotion contenue dons l'ADN. 
(N.B.: le protéine peut être sujette à des modifications 

post-treduct i one 11 es) 



1. INTRODUCTION 

1.1 . COMPREHENSION DES MECANISMES DE REGULATION CELLULAIRE 
PAR L'ANALYSE DE SEQUENCES DE REGULATION. 

Ces vingt dernières années ont vu naître un extraordinaire 
interêt pour la biolog1e cellula1re. Des nouvelles techniques en 
m1croscop1e, en 1mmunolog1e ou en b1och1m1e ont contribué largement à nos 
connaissances actuelles sur le fonctionnement de la cellule. Aujourd'hui, 
l'obj ectif ultime est d'expliquer en termes moléculaires comment la 
cellule croît, se divise ou réagit face à un environnement déterminé. 

La structure et la fonction de la cellule sont basées sur une 
information contenue dans l'ADN : le programme génétique. Le gène est 
considéré comme l'unité de ce programme génétique. Grâce aux techniques 
de la genétique moléculaire, 11 est possible d'isoler un gène et de l'étudier. 
La première étude réalisée sur un gène cloné consiste d'abord à le 
délimiter, puis à caractériser sa structure au niveau moléculaire par le 
séquençage. 

Le nombre de séquences connues de gènes ne cesse d'augmenter 
au j ourd'hui, de même que les techniques de séquençage évoluent et 
s'automatisent à tel point que des pro Jets de séquençage du génome entier 
de la levure Sacc/Jaromyces cerev1s1aeou du génome humain ont vu le Jour. 
Ce nombre élevé de sequences connues a permis de dégager les traits 
généraux de la structure d'un gène eucaryote et d'y identifier deux régions 
essentielles . Nous considérons exclusivement ici les gènes codant pour des 
protéines et transcrits par l'ARN polymérase 11 

l / la région codante du gène. 

Cette région contient l'information de la structure primaire de la 
protéine correspondante. L'expression de cette information comporte la 
transcription en ARN messagers et la traduction des ARN messagers en 
protéines. 11 faut aussi noter que la région codante contient outre les 
séquences conservées dans l' ARN messager ( les exons), des séquences non
informative ( les introns) destinées à être excisées. 

La transcription et la maturation finies, !'ARN messager est 
alors traduit selon le code génétique par les ribosomes en chaines 
polypeptidiques qui formeront la protéine. L'ARN messager est lu codon par 
codon de son extrémité s· vers son extrémité 3'. Chaque codon consiste en 
un triplet nucléotidique représentant un acide aminé. Le codon de départ 
est le plus souvent un AUG alors qu'il existe trois codon stop : UAA, UAG et 
UGA. 

- - - ---- - ----- - ----------
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\ / 

y 

100-1500 bp 
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TATA box site+ 1 
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Fig. 1.2. Eléments de contrôle transcriptionnel d'un promoteur-type de 
g~e de levure. 
UAS•Upstream Activating Sequence 
URS•Upsream Repressing Sequenœ 



La région codante comprise entre le codon initiateur et de 
terminaison est appelée phase ouverte de lecture ou ORF (pour Open Reading 
Frame) <Fig.1.1 J. 

2/ La région promoteur du gène. 

Cette région située en amont (en 5') de la région codante 
contient les signaux responsables de la régulation de la transcription. 
Cette région promoteur sera détaillée plus loin. 

Le séquençage d'un gène permet donc d'identifier ces deux 
réglons mais c'est aussi un po1nt de départ pour l'étude du gène à deux 
niveaux : 

-au niveau de la relation structure-fonction de la protéine codée 
par ce gène. En effet, l'établissement de la séquence 
nucléotidique de la région codante du gène nous Informe sur la 
séquence en acides aminés de la protéine codée par ce gène. Par 
comparaison de séquences, il est possible de trouver des 
homologies avec des protéines dont la fonction est connue. 

-au niveau des mécanismes de contrôle de l'expression du gène. La 
transcription est centrale . dans l'expression des gènes. 
L'établissement de la séquence de la région promoteur permet 
d'identifier de éléments importants pour la transcription. 

Nous allons nous intéresser particulièrement à ce deuxième 
niveau en détaillant les signaux responsables de la transcription d'un 
promoteur d'un gène de levure Sacc/Jaromyces cerevisiae 

1.2. LES ELEMENTS DE CONTROLE TRANSCRIPTIONNEL CHEZ LA 
LEVURE.(F1g. 1.2J 

La plupart de nos connaissances sur les mécanismes 
moléculaires Impliqués dans la régulation de la transcription des gènes 
eucaryotes sont Issues des études réallsées sur la levure Sacc/Jaromyces 
cerev/slae En effet, cet organisme bénéficie d'avantages Intéressants tels 
que son taux de croissance rapide, la facilité d'isoler un mutant et la 
possib111té d'appliquer la technologie de l'ADN recombinant. De plus, 
Sacc/Jaromyces cerevisiae est un eucaryote inférieur et constitue un bon 
modèle d'étude de la régulation des gènes chez les eucaryotes dans la 
mesure où les mécanismes de régulation sont conservés des eucaryotes 
inf ér1eurs jusqu'à l'homme. 

Ceci explique l'intérêt de nombreuses recherches sur les 
promoteurs de levure. Le développement de la rétrogénétlque a permis 
d'identifier et d'étudier le rôle des signaux que comporte le promoteur. La 

2 



stratégie de la rétrogénétique consiste à "manipuler" in vitro un gène cloné 
et à en tester les conséquences sur sa fonction dans un système in viva 
Pour le contexte évoqué, la "manipulation" du gène consiste à réaliser des 
délétions dans le promoteur et à contrôler in vivosi l'expression de ce gène 
est altérée. 

Cette stratégie, mais auss1 la comparaison de séquences de 
promoteurs de levure ont perm1s de montrer deux caractéristiques 
générales des promoteurs de levures. Le premier est la taille très grande 
de ces promoteurs. Des éléments du promoteur qui contrôlent l'activité 
transcriptionnelle peuvent s'étendre sur une région de plus de 300bp en 
amont du site de départ de la transcription (Struhl, 1981 ). L'autre 
caractéristique des promoteurs de levure est leur richesse en A-T. La 
région promoteur comprend habituellement 70 à 80% de A-T contre 50 à 
60% dans la région codante (Holland et Holland, 1979). 

Mais les résultats de ces deux types d'approche ont surtout 
permis de distinguer deux catégories de séquences promotrices : les 
séquences de sélection du site d'initiation et les séquences de modulation 
du taux de transcription 

1.2.1. LES SEQUENCES DE SELECTION DU SITE+ l DE TRANSCRIPTION 

La TATA box, séquence de 6 à 8bp riche en A et T, semble 
Importante pour l'in1tiation de la transcription dans la plupart des gènes de 
la levure. Une délétion de la TATA box réduit fortement le taux d'ARN 
transcrits. La TATA box est localisée à distance de 40bp à 120bp du site + 1 
d'initiation de la transcription. Contrairement aux eucaryotes supérieurs où 
la distance séparant la TATA box du site +I varie peu, 11 apparaît, en fait, 
que chez la levure, cette distance peut être variable. C'est le cas par 
exemple du gène H/53où le déplacement de la TATA box de plusieurs 
diza1nes de paires de bases n'altère pas la transcription (Chen et Struhl, 
1985). 11 semble de plus que chez certains gènes de levure, li existe 
plusieurs sites + l de transcription. HIS! a, par exemple, 13 sites + l de 
transcr1ption qui sont répartis sur une distance de 11 0bp (Hinnebusch et 
Fink, 1983). 

En insérant des oligonucléotides de synthèse dans des mutants 
où il manque la TAT A box, Nagawa et Fink ( 1985) ont montré que les 
séquences TAT A ou TAT AA n'étaient pas suffisantes pour 1'1n1t1at1on de la 
transcription, alors que la séquence TAT AAA fonctionne aussi bien que la 
séquence sauvage TAT AT AA. 

Mais, il faut aussi noter que certains promoteurs ne contiennent 
pas de séquence consensus TAT A box. D'autre part, des promoteurs à haute 
efficience de transcription contiennent des TATA box qui n'ont pas une 
fonction essentielle. C'est le cas du promoteur du gène P6K(qu1 code pour 
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l'enzyme phosphoglycérokinase, très abondante chez la levure) (Ogden et 
al, 1986). 

Dans le cas où la TAT A box ne contrôle pas le site + 1 de le 
transcription, il semble alors que les séquences autour du site + 1 de 
transcription jouent un rôle crucial. Plusieurs séquences consensus ont 
été proposées mais aucune n'est une caractéristique universelle pour tous 
les gènes de levure. Notons tout de même que par compara ison des 
séquences autour du site + 1 de transcription d'un grand nombre de gènes de 
levure, deux séquences consensus sont apparues: TC(G/A)A et RRYRR 
(R=purine et Y=pyrimidine ). Ces deux séquences consensus rendent compte 
de plus de la moitié des promoteurs comparés (Hahn et al., 1985). 

Certains auteurs ont aussi attiré l'attention sur d'autres 
séquences conservées chez la levure qui peuvent avoir une signification 
pour la transcr1pt1on. Dobson et al< 1982) ont s1gnalé que quelques gènes 
de levure fortement transcrits, contiennent des "CT-rich blacks" dans leur 
promoteur et sont suivis d'un tétranucléotide CAAG 8 ou 12bp en aval. 
Dans des gènes faiblement exprimés, soit ces séquences sont absentes, 
soit la distance entre la région "CT-rich block" et la séquence CAAG est 
plus grande. Par exemple, le gène P6K a une région "CT-rich black" suivie 
1Obp plus loin par CAAG. Par contre, le gène TRP/faiblement exprimé a une 
réglon "CT-rich block" mais suivie d'un CAAG 47bp plus loin. Pour 
démontrer l'importance de ces séquences, il serait nécessaire de faire 
varier la distance entre les "CT-b lock" et CAAG, par les techniques de 
mutagenèse in vitro , dans les promoteurs de gènes faiblement et 
fortement exprimés. 

Donc, dans certains gènes de levure, la TATA box semble 
influencer le choix du site + 1 de transcription alors que dans d'autres 
gènes la TAT A box semble relativement moins importante que d'autres 
éléments de transcription. 

1.2.2. LES SEQUENCES DE MODULATION DUT AUX DE LA TRANSCRIPTION. 

1.2.2.1. CONTROLE POSITIF: LES UAS. 

Les UAS (Upstream Activating Sequences) sont de courtes 
séquences de 6 à 3Obp de longueur qui sont localisées dans le promoteur 
relat1vement 101n du s1te + 1 de transcr1pt1on ( 100 à 1500 bp) et sont 
requises pour l'activation de la transcription. La mise en évidence des UAS 
a été rendue possible par des expériences de délétions mais aussi par la 
construction de gènes de fusion : l es éléments UAS d'un gène sont 
remplacés par d'autres séquences amont d'autres gènes dont on suspecte 
qu'elles contiennent des UAS. Ainsi, on a montré qu'en remplacant l'UAS 
authentique du gène C'lCI par la séquence amont des gènes 6AL4 et GAL 10, 
le gène CYC I est régulé de man 1ère spécifique des gènes 6AL I et GAL/(} 
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En absence d'un acide aminé dans le milieu de culture, la protéine 
GCN4 est activée et est cepeble de se lier à le séquence TGACTC 
située dans les promoteurs des gènes sous contrôle général des 
acides aminés. Le transcription de ces gènes est ainsi activée. 



(ç'est-à-dire de manière dépendante du galactose (Guarente, 1987). L'UAS 
confère donc dans ce cas au gène une régulation spécifique. 

En général, les éléments UAS trouvés par délétions dans 
différents promoteurs de levure ne présentent pas de séquences communes. 
Ceci confirme la spécificité de la régulation : les UAS seraient en fait des 
sites de 1 iaisons spécifiques pour des protéines activatrices de la 
transcription. Ce principe peut être illustré par l'exemple du contrôle 
général des acides aminés ffig.1.3.). 

Chez la levure, lorsqu'il manque un acide aminé dans le milieu, il 
y a une augmentation du taux d'expression de gènes de structure codan t 
pour des enzymes de multiples voles de biosynthèse d'acides aminés. Une 
séquence consensus S'TGACTC3' est répétée plusieurs fois dans les 
promoteurs de ces gènes de structure. Cette séquence est absente dans 
tous les -autres gènes. Des expériences de dé}éttons ont montré que le gène 
est toujours sous le contrôle général des acides amines tant qu'il subsiste 
une seule copie TGACTC et ne l'est plus lorsque cette copie est absente 
<Donahue et al, 1982). 

C'est le produit du gène 6CN4 qui est l'activateur de la 
transcription des gènes sous le contrôle général des acides aminés. En 
effet, chez le mutant gcn4 on n'observe pas d'augmentation du taux de 
transcription de ces gènes lorsqu'il manque un acide aminé. La proté ine 
GCN4 peut se lier in v!troaux promoteurs de ces gènes et le site de liaison 
est TGACTC (Arndt et Fink, 1986). 

Donc, la protéine GCN4 est capable de reconnaître l'UAS 
(TGACTC) dans les promoteurs de gènes sous contrôle général des acides 
aminés et d'activer leur transcription lorsqu'il manque un acide aminé dans 
le milieu. 

Dans d'autres cas, les séquences reconnues par une proté ine 
activatrice sont dégénérées c'est-à-dire qu'elles varient légèrement d'un 
promoteur à l'autre (Struhl, 1989). 

Les UAS sont analogues aux enhancers d'eucaryotes supérieurs, 
dans le sens où ils activent la transcription quelle que soient leur 
orientation. Mais au contraire des enhancers, les UAS ne sont plus actives 
si elles sont placées à plus de 15OObp en amont de la TATA box ou en aval 
de celle-ci (Struhl, 1989). . 

1.2.2.2. CONTROLE NEGATIF: LES URS. 

Chez les eucaryotes et plus particulièrement chez la levure, la 
régulation est le plus souvent positive. Toutefois, certains promoteurs de 
levure possèdent des séquences qui répriment le taux de transcription. Ces 
séquences sont appelées : URS (Upstream Repressing Sequence ). Les URS 
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sont similaires aux UAS dans le sens où elles sont des courtes séquences 
situées en amont de la TAT A box à des distances variables et 
fonctionnelles dans les deux orientations. L'URS peut répr1mer la 
transcription lorsqu'elle est en amont d'une UAS mais la répression est 
généralement plus efficace si elle est localisée entre l'UAS et la TATAbox 
(Struhl 1 1989). 

Nous avons donc vu quels sont les éléments importants d'un 
promoteur de levure pour l'initiation et la modulation de la transcription. 
Mais l'étude de la régulation des gènes vise à comprendre comment 
l'expression génétique peut être adaptée aux conditions de l'environnement. 
Dans ce but, plusieurs circuits de régulation de gènes soumis au contrôle 
d'un effecteur (=stimulus environnemental) ont été étudiés chez la levure, 
notamment: le contrôle général des acides aminés, le circuit régulateur du 
métabolisme du galactose <système 6AL) ou encore le clrcult régulateur de 
la synthèse des phosphatases. Parmi ces dernières,c'est le système de 
régulation de l'expression de la phosphatase acide répressible qui a été 
l'objet de nombreux travaux et nous intéresse plus particulièrement. 

1.3. LE SYSTEME PARTICULIER DE LA PHOSPHATASE ACIDE 
REPRESSIBLE DE S11ccllort1177.vces c&rei.-·1si11&. 

La phosphatase acide répressible <E.C. 3.1.3.2.) est localisée dans 
l'espace périplasmique chez Saccharomyces cerev!siae La fraction majeure 
.de l'enzyme est codée par le gène PH05 (et la fraction mineure est 
composée des produ its des gènes PHOI I et PH0/0 ). L'expression du gène 
PH05 est réprimée par un excès de phosphate Inorganique < Pl ) présent 
dans le milieu. Elle est au contraire activée à faible concentration en Pi. 
Des études génétiques ont permis de montrer que cette expression du gène 
PH05en réponse au phosphate inorganique est contrôlée par 5 gènes de 
régulation :PH02, PHO~ PH080, PH08/et PH085(Toh-e et al, 1973). Un 
modèle de ce mécanisme de régulation a été proposé par Oshima (Oshima, 
1982) (Fig. 1.4.) 

Le produit du gène PH04 s'associe au produit de PH02 pour 
former un complexe protéique qui peut activer la transcription de PH05 
tandis que le produit de PH080et celui de PHO85s'associent pour former le 
facteur négatif de l'expression de PH05 

En présence de Pi, donc en conditions de répression, le complexe 
PH080-PH085 se 1 ie à la protéine PH04 et empêche celle-ci de former avec 
le produit de PH02le complexe activateur de la transcription de PH05 
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Par contre, en absence de Pi, le produit de Pfl(J8 !, le médiateur, 
s'associe au complexe PH080-PH085 pour former un ensemble protéique 
sans affinité pour la protéine PH04. Celle-ci peut alors s'associer au 
produit de PH02 et activer la transcription de PH05 Le médiateur est 
inhibé en présence de Pi et donc incapable de s'associer au complexe 
PH080-PH085. Pour que le modèle s'applique, tous les gènes sont supposés 
être exprimés de manière constitutive. 

Le modèle proposé ci-dessus est basé sur des études réalisées 
sur des souches comportant des mutations dans les différents gènes 
régulateurs. L'isolement et la caractérisation moléculaire des gènes 
impliqués dans ce .système sont nécessaires afin de vérifier les hypothèses 
émises par ce modèle. 

Nous présentons, ici, les travaux réalisés sur ces différents 
gènes régulateurs, gr~ce aux techniques de génétique moléculaire et les 
implications des résultats de ces travaux sur le modèle de régulation de la 
phosphatase acide. 

Nous examinerons d'abord les gènes PH04et PH02qui activent la 
transcription de PH05 puis les gènes PH080 et PH085 qu i répriment la 
transcription de PH05et enfin le médiateur PH08! 

1.3.1. PH04et PHO2actlvent la transcription de PH05 

1.3.1.1. Rôle attribué à Pf/04 

Rappelons que la protéine PH04 est un facteur positif capable 
d'activer la transcription de PH05 Il a été montré qu'elle peut se lier in 
v!troau promoteur de PHO5sans le concours de la protéine PH02 (Vogel et 
al, 1989). Deux sites de liaison, l'UASp 1 et l'UASp2, ont été Identifiés 
(Fig.1.5. ). Donc, le produit du gène régulateur PH04est capable de se lier 
seul au promoteur du gène PH05et de médier ainsi le signal d'activation de 
transcription de celui-ci. La manière selon laquelle la protéine PH04 se lie 
à !'ADN n'est pas encore connue. Mais, l'analyse de la séquence protéique de 
PH04 déduite de la séquence nucléotidique(Legrain et al, 1986 ; Koren et 
al, 1986) révèle la présence d'un domaine de liaison à l'ADN (0gawa et 
Oshima, 1990). En effet, la partie C-terminale de PH04, dont le rôle a été 
confirmé par délétion CBerben et al., 1990a), a une grande homologie avec 
un motif de liaison à !'ADN récemment décrit : ''l'amphlpat1c hellx-loop
he l ix" (ou A-HLH) (Murre et al, 1989). Ce motif A-HLH a été trouvé sur la 
protéine c-myc ou les protéines E 12 et E 17 qui sont capables de se lier aux 
enhancers d'immunoglobulines. Le motif A-HLH est caractérisé par deux 
hélices a de part et d'autre d'un "loop" et précédées par une région basique. 

De plus, le gène PH04présente toutes les caractéristiques des 
gènes régulateurs chez 5acc/Jaromyces cerevis!ae (Legra1n et al, 1986 ; 
Koren et al, 1986) à savoir, un taux de transcription faible et constitutif 

7 

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



-400 

( PH02 ) 

++ PH05 

UAS i 
c::::J 

-3~ -200 
-......----T-: ..... :-:----~._

1
T_G ___ #= 

/ \ 

/ \ 
/ \ 

/ \ 
-296 , , -279 

GAATAGGCAATCTTCTAAA 

Fig.1.6. La protéine PH02 est capable de se lier in vitro à une séquence, 
l'LIASi dans le promoteur de PH05et d'activer la transcription de 
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( indépendant du Pi), une traduction se faisant à un faible niveau en 
ut 11 isant, préf èrentie 1 lement, des codons de genes faiblement exprimes.et 
enf in une taille faible de la proteine qui est de 310 acides amines pour 
PH04. 

1.3.1.2 .. Rôle attribué à PH02 

La protéine PH02 est aussi un facteur positif qui active la 
transcription de PH05 Elle est aussi capable de se lier in vitro à un site 
spécifique du promoteur de PH05,nommé UASi (Vogel et al, 1989) (Fig.1.6.). 
Une surproduction de PHO4peut remplacer la fonction de régulation de 
PH02 dans le système phosphatase (Berben et al, 1988). La fonction de 
PH02 serait alors d'augmenter l'efficience de la transcription de PH05 
(Yoshida et al, 1989a). 

Mais, le gène régulateur PH02 est aussi important pour le 
développement de la levure Saccharomyces cerevisiae En effet, la souche 
mutante f)llo2- est incapable de "sporuler" alors qu·une surproduction de 
PH02est toxique pour la levure. Cette toxic1te est observee au niveau de la 
morphologie des cellules et d'un ralentissement du taux de cro issance 
(Berben et al, 1990b). 

Le gène PH02 est en fait un gène pléiotropique qui interv ient 
dans différentes voies métaboliques. En effet, par mapping génétique et par 
comparaison de séquences, i I est apparu que le gène PH02est le même que 
le gene BAS2 BAS2 est requis dans le contrôle basal de la transcription du 
gène H/54 un gène qui code pour une protéine qui intervient dans la 
biosynthèse de l'histidine et de l'adénine (Arndt et al, 1987). De plus, PH02 
(=BAS.2 intervient auss i dans la biosynthèse du tryptophane en contrô lant 
l' expression du gène TRP4(Braus et al, 1989). Dans les deux cas, il a été 
montré que PH02se lia i t in vitro aux promoteurs de H/54et de TRP4 Les 
si tes de liaison reconnus dans chacun des promoteurs ( PH05, H/54 TRP4 ) 
se révèlent légèrement di fférents. Donc, les séquences reconnues par PH02 
dans les différents promoteurs sont dégénérées. Une séquence consensus a 
tout de même été proposée : (TTAA)n (Tice-Baldwin et al, 1989). Dans 
chaque cas, la protéine PH02 intervient avec une autre protéine régulatri ce. 
L'analyse de la sequence protéique de PH02 (Sengstag et al, 1987 ; Berben 
et al, 1988) révèle des sites éventuels de liaison avec l'ADN. Une région 
est entre autres homologue à une homéobox (Bürgl in, 1988). Les homéobox 
sont des séquences conservées dans la région codante des gènes qui 
contrôlent le déve loppernent chez OrosoJJ/7/la melanogaster On retrouve 
aussi ces séquences dans les gènes d'amphibiens et de mamm ifères 
intervenant dans le déve Jappement embryonnaire. 11 a été montré qu'une 
proté ine de OrosoJJ/7/la melanogaster pourvue d' une séquence homéobox (la 
protéine En produite par le gène engrailed) est capable de se lier in vitro 
au promoteur de H/54exactement au site de liaison de PH02 (Ti ce-Baldwin 
et al, 1989). Les protéines codées par ces gènes sont donc capables de se 
lier à l'ADN, mais le mécanisme de liaison n'est pas connu. 
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Ceci confirme donc le fait que PH02est un gene régulateur qui 
peut intervenir dans le développement en contrôlant d1ff érentes voies 
métaboliques. Dans la régulation de la phosphatase acide. sa fonct ion 
serait d'augmenter l'efficience de transcription de PHO5après que le signal 
d'activation médié par PH04soit enclenché. 

Récemment, un mécanisme d'activation de la transcription de PH0S par les 
protéines PH02 et PH04 a été proposé (Fascher et al, 1990) <Fig. 1.7.). Ce 
mecan1sme est base sur l'observation suivante : la structure de la 
chromatine dans la reg1on du promoteur de PH05 est différente lorsque le 
gène est activé et serait donc importante pour la régulation de la 
transcription. En condition d'activation (faible concentration en Pi), on a 
constaté que quatre nucléosomes étaient enlevés du promoteur de PH05 
(Ai mer et al. , 1986). 

11 a été montré que les protéines PH02 et PH04 sont nécessaire 
pour l'enlèvement des nucleosomes. En condition d'activation, la protéine 
PH04 pourrait se lier a l'UASpl en pos1t1on -367 qui coïncide avec une 
régi on hypersens i b 1 e dépourvue de nue l éosomes. En se I i ant à l'UASp 1, 1 a 
protéine pourrait enlever deux nucléosomes. L'UASp2 reconnue par PH04 et 
l'UASi reconnue par PH02 qui sont intranucléosomiales seraient dès lors 
accessibles une fois le premier nucléosome enlevé. La protéine PH02 
pouvant se I ier à l'UAS i aiderait la protéine PH04 (par interaction PH02-
PH04 ou par effet direct de PH02 sur la stabilité du nucléosome) à enlever 
le nucléosome adJacent. Les nucleosomes enlevés, la transcription du gene 
PHO5pourra avoir lieu. (Fascher et al, 1990) 

1.3.2. PH080et PH085 répriment la transcription de PH05 

Les protéines PH080 et PH085 sont des facteurs négatifs qui 
répriment la transcription de PH05 lorsque le taux de Pi est élevé. 

Le gène PHOBO présente les caractéristiques des gènes 
régulateurs (Madden et al, 1988 ; Toh-e & Shimauchi, 1986) à savoir, un 
taux de transcription faible et constitutif (indépendant du Pi), une 
uti l isation des codons ne correspondant pas à ceux préférentiellement 
uti 1 isés dans les gènes de structure à haut niveau d'expression et enfin une 
taille faible de la protéine qui est de 293 acides aminés pour PH080. 

Pour PH085, par comparaison de séquences, une homo log1e avec 
une protéine kinase CDC28a été trouvée (Toh-e et al, 1988). CDC28est une 
protéine kinase AMPcycl ique dépendante qui intervient, comme sa 
désignation l'indique ( CDC), dans le cycle de division cellulaire. 
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PH085 serait alors une protéine kinase AMPc dépendante et sa 
fonction serait de phosphoryler la protéine PH080. En effet , on retrouve 
dans la protéine PH080 une séquence consensus de la phosphorylation pour 
la protéine kinase C. Cette séquence se trouve dans une région essentielle 
pour la fonction de la protéine PH080 (Gilliquet et al, 1990). Donc, la 
fonction de PH080 serait régulée par phosphorylation. 

La manière dont le produit du gène PHOBO exerce sa répression 
sur PH05n'est pas connue. Deux hypothèses sont avancées (Madden et al. , 
1988) : 

-soit la protéine PH080 se lie à la protéine PH04 et empêche 
cette dernière d'ac tiver PH05 

-soit la protéine PH080 se lie directement au promoteur de PH05 
pour réprimer sa transcription. 

En vue de valider une de ces hypothèses, il faudra tester la 
capac i te de liaison 1n v/trode la protéine PH080 au promoteur de PH05 

En résumé, la protéine PH085 serait une kinase qui régulerait la 
fonction de PH080 par phosphorylation (Fig. 1.8.).La manière dont la 
protéine PH080 exerce la répression sur PH05n'est pas connue. 

1.3.3. PHOBI 

La protéine PH081 est le mediateur dans le modèle de regulation 
de la phosphatase acide présenté à la fig. 1.4.. Mais, contrairement a ce qui 
a été proposé dans ce modèle., le gène PH081 n'est pas exprimé de manière 
const itutive car les travaux de Yoshida et al ( 1987) indiquent que la 
transcription de PHOB/est dépendante de la concentration en Pi. Il montre, 
par t~orthern, qu'un taux élevé d'ARN messagers du gène PHOB!est produit 
en conditions d'activation (faible concentration en PD. En milieu de culture 
r iche en Pi , la transcription du gène PHOB!est fortement réprimée. 

Dans une étude complémentaire récente (Yoshida et al., 1989b), 
les résultats semblent montrer que la régulation de la transcription du 
gène PHOB I est la même que ce 1 le du gène PH05 En effet , dans le mutant 
p/Jo4ou p/Jo2, la transcription du gène PHOB/n'est pas act ivée alors qu'elle 
est constitutive dans le mutant p/Jo80 ou p/Jo85 Donc, comme pour la 
transcription de PH05, les protéines PH04 et PH02 seraient des facteurs 
positifs de la transcription de PHOB I et les protéines PH080 et PH085,des 
facteurs négatifs. 

Il en découle alors un modèle d'un système régulateur en circuit 
fermé. Mais dans ce nouveau modèle, la fonction de la protéine PH081 
n'apparaît pas clairement. Deux mécanismes ont été proposés par Yoshida 
pour expliquer la fonction de PH081 . Dans les deux mécanismes proposés le 
rôle particulier de PH085 n·est pas précisé. 
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Selon un des mecanismes (Fig. 1.9.A.), la protéine PH081 est 
impliquee dans la détection du signal de Pi. Lorsque la concentration de 
l'et'fecteur (le Pi ou un de ses dérivés) est faible, la protéine PH081 
interagit avec la protéine PH080, le facteur négatif. La protéine PH080 est 
alors inactivée, et la protéine PH04 peut activer la transcription de PHOS. 
Par contre, lorsque la concentration de l'effecteur est élevée, la protéine 
PH081 est inactivée par l'effecteur et la protéine PH080 peut alors exercer 
sa répression. 

Dans l'autre mécanisme (Fig. 1.9.B), la proté ine PH081 peut être 
considérée comme une enzyme qui métaboliserait l'effecteur en un forme 
inact ive. Lorsque la concentration en Pi est élevée, la protéine PH080 est 
activée par l'effecteur et peut exercer sa répression sur PH05 A faible 
concentration en Pi, l'enzyme PH081 fortement exprimée peut métaboliser 
l'effecteur en une forme inactive. La protéine PH080 n'est alors plus 
ac t ivée et ne peut donc plus exercer sa répression. 

Yoshida avance deux arguments en faveur du deuxième mecan1sme 
attr ibuant à la proté ine PH081 une fonction d'enzyme. En effet, au contraire 
des gènes régu lateurs expr imés à faible taux et de manière constitutive, le 
gène Pl-/08 I est expr imé à un taux élevé et de manière régulée. 

Cependant , les résultats des travaux de Yoshida appara issent 
contradicto ires. En effet., lors de l'isolation du gène PH08 I (Yoshida et al, 
1987), ses résultats montrent qu'un fragment de 12,4 kb complémente la 
mutat ion p/Jo8! De ce fragment de 12,4 kb, est délimité un fragment rédu it 
de 2,8 kb qui complémente toujours la mutation p/Jo8/(Fig. 1.1 O.). Le gène 
ent ier de PH08I serait donc contenu dans ce fragment de 2,8 kb qui , selon 
des resultats non publ iés, comporterait une ORF de près de 2 kb. 

or, ces mêmes auteurs, dans des travaux plus récents (Yoshida et 
al, 1989b), estiment sur base d'expérience de Northern la taille de l'ARN 
messager de PH08I à 3,5kb (Fig.1.11.). Il est donc clair que la 
détermination de la taille du gène estimée précédemment à 2,8kb sur base 
de résultats de complémentation doit être revue. 

Pour ce faire , nous allons réaliser la construction de différents 
sous-clones à partir d'un insert génomique contenant le gène PH08 I entier 
afin de délimiter sans ambiguité la taille minimale du gène. Les 
constructions sont réalisées dans des vecteurs à copie unique (YCp) au 
contraire du protocole suivi par Yoshida, ceci afin d'éviter les effets de 
dosage gemque suscept1ble de biaiser les résultats. En effet, on peut 
craindre qu'un gène même tronqué produisant une protéine déficiente ou à 
taux réduit puisse complémenter une mutation s'il est por té par un vecteur 
à haut nombre de copie (YEp). 
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Fig. 1.11. Détection des transcripts PH08I par Northern chez différentes 
souches mutantes et une souche sauvage en présence ( +) et en 
absence (-) de Pi. (Yosh1da et 61., 1989b) 
La sonde utilisée est le plosmide pUC 18 marqué au 32p ayant 
inséré un fragment de 1,4kb du gene PH08 I et un fragment de 
0, 9kb du gène LIRA~î. 
Le taille de l'ARN messager du gène PH08/est estimée â 3,5kb. 
La taille de l'ARN messoger du gène URAJ'est estimée â 0,9kb. 
A noter l'absence de transcript chez les mutants pho2et pho4en 
con dit 1 on d'act i vat 1 one-> . 



Nous pensons donc que le gene complet doit atteindre une taille 
minimale de l'ordre de 3,5kb. En se référant aux resultats de 
complémentation obtenus dans notre laboratoire ( cfr: résultats et 
discusion), un fragment génomique d'au moins 0,7kb devrait se situer en 
amont du site BamH I de l'insert de 2,8kb pour que le gène PHOBI soit 
entier. 
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1.4. BUT DU TRAVAIL 

Ce travail est réalisé dans le cadre général de l'étude du gène 
PH08 I qu i intervient dans le système régulateur de la phosphatase acide 
chez la levure Saccharomyces cerevisiae Cette étude vise, d'une part, à 
élucider les mécanismes impliqués dans le contrôle de l'expression du gène 
PH08! et, d'autre part, à expliquer la fonction de la protéine PHO81 dans le 
système de la phosphatase acide. 

Une équipe de chercheurs Japonais a publié à plusieurs reprises 
des données sur le gène PH08 ! (Yoshida et al, 1987 et Yoshida et al, 
1989b). Cependant, les résultats présentés par ces auteurs apparai ssent 
contradictoires. En effet, un fragment de 2,8 kb contenant le gène PH08 ! 
entier a été cloné par comp lémentation, alors même que la taille du mRNA, 
telle qu'elle apparaît sur Northern blot, est estimée à 3,5 kb. 

Notre hypothèse est donc que le fragment de 2,8 kb porte le gène 
PHO8/tronquè en sa règion s· d'une séquence d'au moins 0,7 kb. 

Notre but est donc de déterminer les limites exactes du gène et 
de lever ainsi cette contradiction. Pour ce faire, nous disposons d'un 
vecteur (pJV8) portant un fragment génomique de 7 kb qui contient le gène 
enti er PH08/ (Vandenhaute et al, 1988) et d'une souche (VD33d) de levure 
mutante pour- ce même gène. A partir de ce fragment de 7 kb, nous allons 
construire une sèrie de sous-clones et tester leur capacitè de 
comp lementer la souche mutante. Nous dél imiterons ains i un fragment 
réduit qui contient le gène PH08 I entier. 

Par ailleurs, le séquençage du gène PH08 ! nous donnera 
f inalement une information précise quant au début de la phase ouverte de 
lecture. De plus, l'analyse de la région amont (côté S') nous permettra 
d'identifier des séquences éventuelles de régulation de la transcription. 
L'ensemble de ces données devrait permettre d'apporter des réponses aux 
questions relat ives au contrôle de l'expression du gène PH08! 
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Fig. 11. 1. Morqueurs présents dons une boctéri e de 1 o souche XL 1-Ell ue 
hébergeont un plosmide pBluescript (pBS). 



11. MA TERI EL ET METHODES. 

11.1. Souches et plasmides. 

11 .1 .1 . Souche bactérienne 

AXLl blue 

Nous avons utilisé la souche XLI blue de Esc/Jeric/Jia coll 
commercialisée par Stratagene, qui contient !'épisome F' (fig.I1.1 .). XL 1 
blue est recAl, endAl, gyr A96, thi-1, hsd R17 (rk-,mk+), SUD E44, rel Al, 
Â-.,proAB, (lac-), [F', pro AB, lac lqZ.t.M15, Tn 10 (tetR)]. 
Rec Al réduit la recombinaison au millième de son taux normal , 
minimisant ainsi les risques de réarrangements par recombinaison entre 
ADN endogène et exogène. 
end A 1 diminue le taux d'endonucléases, préservant de la sorte l'intégrité 
de l'ADN plasmidique prépare à partir de cette souche. 
Une dé lét 10n au niveau de !'opéron lactose ( lac ZYA) rend XL 1 b lue rncapab le 
de métaboliser le lactose (lac-), condition requise pour la sélection bleu
blanc (voir ci-dessous). 
L' ép isome F' , responsable de la présence de pili sexuels en surface de la 
t,actér1e, porte un fragment Tn 1 O qui cont 1ent un marqueur de résistance 
à la tétracycline, permettant de sélectionner les bactéries contenant 
l'épisome F' (sur un milieu contenant de la tétracycline). 
L'épIsome F' permet une sélection des clones portant un plasmide 
recombinant ou non par un test bleu-blanc. L'épisome F' contient un 
fragment du gène lacZ (Z.t.M 15) qui, par complémentation intragénique avec 
un plasmide portant un autre fragment du gène lacZ (lacZ'), donne une 
coloration bleue à la colonie en présence d'un chromogène, le X-gal (voir 
plus loin). Si, au niveau du plasmide, le fragment lacZ' est disrupté 
(plasmide recombinant), la colonie sera blanche en présence de X-gal . 
Au niveau de l'épisome F', juste en amont de Z.t.M 15, on trouve lac W .. , une 
mutation augmentant la force ( 1 OX) du promoteur du gène codant pour le 
répresseur de l 'opéron lactose 

B. JM101. 

Nous avons aussi uti 1 ié la souche d' Esc/Jeric/J1a coliJM I O 1 en vue 
des transformat ion aves le vecteur YCpSO. Son génotype est : thi-1, sup 
E44, ).-,pro AB, (lac-) [F', pro AB, lac lqZ.t.MlS]. 
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Fig. 11.2. Le plasmide pfHuescript KS~. 
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Fig. 11 .3. Système de cornplérnentation intregénique perrnettf.lnf. le test 
bleu-blenc dôns XL 1 blue 



11.1.2. Plasmide bactérien 

Le vecteur utilisé en vue du séquençage est le pBluescript KS+ 
cornmffcialisé par Stratagene (Fig.I1.2.). 
Le plasmide pBluescript est en fait un phagemide, c·est-à-dire un hybride 
entre un plasmide et un phage, de 2964 paires de bases (pb). 11 porte une 
origine de réplication pour E coli(col El ORI) et l'origine de réplication 
phagienne f 1; pBluescr1pt peut ainsi se répliquer sous forme d'un plasmide 
b1catenaire ou d'un phage monocatenaire selon les conditions du milieu. 

Caractéristiques de pBluescript: 

Amp: gène de résistance à l'ampici 11 ine (13-lactamase) permettant la 
sélection des colonies possédant le vecteur. 

Les gènes de structure de l'opéron lactose (lacZ, lacY et lacA) 
assurent le métabolisme du lactose et leur régulation est telle que ces 
gènes ne s'expriment ni en absence de lactose ni en presence de glucose, 
sour-ce de carbone préf érent ie l lement métabolisée. 
Le contrôle négatif de ]'opéron est assuré par une protéine répresseur 
codée par le gène lac l. En se liant à l 'ADN en un site opérateur, ce 
répresseur empêche l'initiation de la transcription de !'opéron. 
Le gène laclQ porté par !'épisome F' de la souche XL 1-blue es t caractérisé 
par la force de son promoteur. La synthèse de répresseur est augmentée 
d'un facteur l o. La répression peut ainsi s·exercer sur les quelques copies 
de F' présentes dans une bactérie mais également sur les copies plus 
nombreuses de pBluescript. Cette répression empêche que l'expression des 
gènes portés par ce vecteur à nombre de copies élevé ne constitue un 
f ar-deau mortel pour- la bactérie. Cependant, en présence de lactose (en 
conditions naturelles), l'inducteur (l'allolactose ou le galactobiose , produit 
par une activité secondair-e galactosyl-transférase de la 13-galactosidase) 
se fixe au répresseur formant un complexe non lié à l'opérateur. Cette 
dérépression permet l'initiation de la transcription au promoteur. Nous 
utilisons un inducteur non dégradable, l'IPTG. 
Le facteur de contrôle positif est la protéine CAP. 
Le fragment lacZ du plasmide pBluescript contient: 

lacl : un fragment non opérationnel du gène régulateur lacl . 
lacZ' : contient le promoteur lac, l'opérateur et la partie N-terminale 

du gène de la 13-galactosidase. Cette portion de gène code pour un peptide a 
qui est un peptide inactif. Lorsqu'un tel vecteur transforme une bactérie 
XL 1-blue, la complémentation intragénique entre le peptide a (codé par le 
vecteur) et le produit du gène lacZ.6.M 15 (porté par F') permet d'obtenir une 
13-galactosidase fonctionnelle. L'activité 13-galactosidasique est mise en 
évidence par un test coloré (Fig.I1.3.) 
En condition inductrices, le X-gal ajouté au milieu de culture est 
décomposé par la 13-galactosidase, donnant naissance à un chromophore 
coloran t les colonies en bleu. 
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Fig. l I _,.6,. . Le plasmide YCpS O 



A l'intérieur de l'extrémité N-terminale du gène lacz· a été introduite une 
batterie de sites de clonage (par un oligonucléotide de synthèse) où sont 
localisés 21 sites de restriction uniques CFig.11.9.). Cette insertion n'altère 
pas la capacité de complémentation du peptide a . 
Cependant lors du clonage d'un fragment d'ADN dans un site de restriction 
de cette batterie (créant un plasmide recombinant), le gène lacz· est 
disrupté entraînant l'absence de production du peptide a : la 
complémentation n'ayant plus lieu, les colonies restent blanches. Le test 
de coloration permet donc de discriminer les colonies possédant le 
plasmide natif et celles possédant un plasmide recombinant. 
La batterie de sites est orientée de telle sorte que la transcription de lacZ 
se fait dans le sens Kpn I vers Sac 1 (d'où l'appellation KS). Cette batterie 
de sites de clonage est aussi appelée polylinker ou site multiple de clonage 
(en anglais: MCS pour "multiple cloning site"). 

11.1.3. Souches de levure ~"6c,.,-flt1n.,1m,,k·ces cerevis1oe 

-FL 100 est une souche de type sauvage c'est-à-dire qu'elle ne porte aucune 
mutation . Son type sexuel est a. Cette souche sera utilisée comme 
contrôle positif lors des test de l'activté de la phosphatase acide. 

-VD33d (Vandenhaute et al, 1988)porte une mutation au locus ,o/Jo8/ainsi 
qu'au locus uraJCette souche est donc déficiente en activité phosphatase 
acide répressible et est incapable de synthétiser de l'uracile. 

11.1.4. Plasmide "navette" EC,.,1/f- SCerev1s1't!e 

Nous avons utilisé le plasmide "navette" E.CCJ!f-5Cerev!s!ae YCpS0 
<Fig.11.A) qui présente les caractéristiques suivantes : 

-il possède un marqueur de sélection URA3 permettant la sélection dans 
des souches de levure mutantes pour le gène porté par le plasm ide. 
-il contient une séquence ARS (Autonomous Replicat ing Sequence) du 
chromosome I de 5Cerev!s!ae et une séquence CEN (Centromère) du 
chromosome IV . Cette séquence CEN permet au plasmide de se comporter 
comme un chromosome lors de la mitose. Ainsi, le nombre de copie de 
YCpS0 par cellule de levure est faible ( 1 ou 2) et leur stabilité mitotique 
élevée. 
- i l porte une origine de replîcation pour E. coll permettant le maintien du 
plasmide dans E. coll 
-i 1 possède un gène de résistance à un antibiotique (ampici l l ine et 
tétracycline) permettant la sélection dans E coll 
- i ls porte des sites uniques de restriction pour le clonage. 
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11.2. Milieux de cultures: 

11.21. Milieu de culture bactérien: 

LB : 
Tryptone (Oxoïd) 1 O g/1 
NaCl (Merck) 5 g/1 
Yeast extract (Oxoïd) 1 O g/1 
Agar· (Oxoïd) 16 g/1 (si milieu solide) 

Autoclaver à 120°C pendant 20min. 
Les cultures se font à 37°C sous agitation pour les cultures l1qu1des 
Les produits thermolabiles sont ajoutés quand le milieu est à 60°C: 
-l'ampicill ine: concentration finale de 100 µ.g/ml 
- la tétracycline : concentration finale de 12,Sµg/m 1 
-le x-gal : concentration finale de 40 µg/ml 
-l'IPTG: concentration finale de 75 µ.g/ml 

11.2.2. Milieux de culture pour levures: 

Milieu riche (YPD) : 

Glucose (Merck) 20 g/l 
Yeast extract (Oxoïd) 1 O g/1 
Peptones (Difco) 20 g/1 

A_iuster à pH 4,8 avec de l'HCl concentré 
Agar (Oxoïd) 16 g/l (si milieu soltde) 

Milieu minimum (MAM) 

Yeast Nitrogen Base wlthout ammonium sulfate and aminoacids 
CDifco) 1,75 g/1 
Ammonium sulfate (Merck) 5 g/1 
Glucose (ou autre sucre) 20 g/1 soit 2 % 

Agar (Oxoïd) 
Au toc lavage 

Milieu165-30 : 

Pour 11 i tre: 

Sulfate de magnésium 
Chlorure de calcium 
Ch 1 orurede sodium 
Sulfate de potassium 

16 g/1 (si milieu solide) 

0,7g 
0_,4g 
O,Sg 
1,0g 
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Fig. 11.4. Le séquence de reconneissence pour l'enzyme Eccf!. V qui g~nère 
des extrémités franches. 
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Fig. 11.5. Le séquence de reconneissence pour l'enzyme EccR I qui génère 
des extrémités protrudentes. 



Acide citrique 
Hydroxyde de potassium 
Dihydrogenophosphate de potasium 
Chrorure de potassium 

Agar (Oxoîd) 

Ajouter au rnileu 165-30 après autoclavage : 

Pour 100 rn 1 de rni 1 ieu: 

10ml de glucose 30% (stérilisé par autoclavage) 
7,5 ml d'asparagine 1,5% (stérilisé par filtration) 
0, 1 rnl de traces métaliques 
1 ml de vitamines lOx concentrée. 

11.3. La restriction d'ADN plasmidique. 

1 O,Sg 
9,03g 
0,030g 
1,Sg 

t 6g (si mi I ieu sol ide) 

Les endonuc léases de restriction sont des enzymes qu1 reconnaissent 
une séquence précise dans l'ADN double-brin et qui coupent à un endroit 
déterminé dans cette séquence de reconnaissance ou, pour certaines 
enzymes, à proximité. La plupart des enzymes de restriction ont une 
séquence de reconnaissance cle 4 ou 6 pb qui est un palindrome (c'est à dire 
que la séquence est identique sur les deux brins de l'ADN). Deux exemples 
sont les enzymes EcoR I et EcoR V dont les sites de reconnaissance sont 
des hexanucléotides pal indromiques (Fig. 11.4). 11 existe deux types 
d'enzymes: les premières coupent au mi 1 ieu du site de reconnaissance, 
faisant ainsi apparaître une coupure à bouts droits (francs) (Fig. 11.5.); les 
secondes coupent à quelques nucléotides de distance sur chacun des deux 
brins d'ADN générant des bouts collants (protrudants). Dans ce second cas 
les extr·émités libres peuvent être 3'0H ou S'P. 

Les enzymes utilisées sont commercialisées par les firmes BRL, 
Boehringer et Biolabs. El les sont conservées à -2o·c. 

Ces tampons sont concentrés 1 OX par rapport à la concentration 
d'utilisation dans la réaction de restriction. Ils sont le plus souvent livrés 
avec l'enzyme. 

La réaction de restriction fait intervenir l'ADN (minlprep: 5 ou 1 O µl 
d'ADN; maxiprep: 250 ou 500 ng d'ADN), un dixième du volume final de 
tampon adéquat concentré lOX, l'enzyme de restiction ( lU par µg) et de 
l'eau stérile jusqu'au volume final. 
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c. 

Fig. 11.6. Représentation schématique des formes plasmidiques CCC (a), OC 
(b) et OL (c). 



11.4. Electrophorèse d'ADN dans un gel d'agarose. 

11.4.1.Principe. 

Cette rnéU-10de de séparation des fragments d'ADN permet 
l'évaluation de la taille et de la quantité de ces fragments. Elle est basée 
sur le fait que l'ADN est chargé négativement (groupes phosphates) et donc 
migre vers l'électrode positive dans un champ électrique. Le rapport entre 
la charge et la masse des molécules d'ADN étant constant, il est 
necessa1re de réa 11ser cette é lectrophorese dans un ge I d'agarose pour 
séparer les molécules suivant leur taille, les pores du gel limitant la 
migration. Dans ces conditions la vitesse de migration dans le gel dépend 
essentiellement de 4 facteurs: 

- le poids moléculaire des fragments d'ADN. Les molécules d'ADN 
double-brin li néaire migrent à une vitesse inversement proportionnelle à 
leur poids moléculaire. 

- la concentration en agarose. Les gels à forte concentration ( 1.5 ou 
2%) servent à séparer des molécules d'ADN de petite taille (lOOpb à 
1 SOOpb) tandis qu'à faible concentration (0.8%) les gels servent à séparer 
des molécules de tai 1 le supérieure ( SOOpb à plus de 1 O kb). 

- la conformation de l'ADN. Les formes plasmidiques CCC 
(Completely Closed Circular) ou superenroulée, OC (Open Circular) ou 
ci rculaire cassée sur un seul brin (nick) et OL (Open Linear) migrent à des 
vitesses différentes. La mobilité relative de ces bandes dépend de 
di fférents facteurs et notamment des tours de superr1élicité de la forme 
CCC; l'ordre de migration sera CCC>OL>OC (Fig. 11 .6 ).. 

- le voltage appliqué. A faible voltage, la vitesse de migration de 
l'ADN linéair-e est propor-tionnelle au voltage appliqué. Si ce voltage est 
trop important, la résolution diminue. 

11.4.2.Protocole. 

Composition des solutions et tampons ut11 isés: 
le TBE dans lequel est réalisé et est plongé le gel : 
pour· 10 litres: 108 gr Tris donc Tris 0.089M 

SS gr Ac. Borique Borate 0.089M 
9.3 gr EDT A EDT A 0.002M 
(ou 40m I EDT A O.SM pH8.0). 

La solution d'alourdisseur 1 OX: Bleu bromophenol 0.25% 
glycérol 50% 
EDTA 25mM. 

L'agarose est a jouté à du TBE (solution à 0.8% ou 2%) et le tout est 
porté à ébullition puis refroidi à so·c. Ajouter le bromure d'éthidium à une 
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Longueur des freigments de restri et ion 
du phage À di géré pi:ir h'tn d 111 (en kb) : 
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0.125* 

* rarement ou 
jamais visible 

Fig. 11.7. Marqueur de teille obtenu peir restriction 
du phage À per /-//..?d 111 



concentration finale de 0.5 mg/ml < solution stock à 1 0 mg/ml conservée à 
l'abri de la lumière). Le bromure d'éthidium a la capacité de s'intercaler 
entre les bases de !'ADN (par là même hautement mutagene et donc 
dangereux) et permet de repérer les bandes d'ADN car il fluoresce en rose
orange sous UV. 

Le gel encore liquide à cette température est coulé sur une plaque de 
plexiglas sur laquelle on place un peigne qui permet d'obtenir des puits 
dans le ge 1 refroidi et so 1 idif ié. La taille des dents du peigne est choisie en 
fonction du volume des échantillons à déposer, le plus souvent 15 ou 20µ,1. 
Enlever le peigne et introduire l'échantillon d'ADN à la micropipette dans 
un des puits. L'échantillon d'ADN aura été préalablement alourdi par 
l'adjonction de 1 / 1 0 du volume total final de solution d'alourdisseur 1 0X; 
cette opération permet à l'échantillon de rester au fond du puits grâce au 
glycérol , et le bleu de bromophénol qui migre à la même vitesse que les 
plus petits fragments visibles sur le gel permet de contrôler la migration. 

Quand tous les échantillons sont introduits dans les puits, placer le 
ge 1 dans une cuve a é I ec trophorèse remp I i e de TBE. Appliquer une 
différence de potentiel de 40 à 100 V aux extrémités de la cuve pendant 
environ 2 heures à 4 heures. Placer le gel sur un transilluminateur UV 
(1=302 nm) pour visualiser les bandes d'ADN et photographier. Deux 
évaluations peuvent être réalisées: 

*la taille des fragments. Dans un puits adjacent à celui ou ceux des 
échantillons, placer un marqueur de taille qui est une molécule d'ADN 
coupée par une enzyme de restriction générant des fragments de taille 
connue. Nous avons utilisé le marqueur de taille! l'ADN du phage }.restreint 
parHind IIUFig. 11.7.) 

*la quantité d'ADN dans une bande. La fluorescence étant 
proportionnelle à la quantité de bromure d'éthidium intercalée dans l'ADN, 
el le sera d'autant plus intense que les fragments d'ADN d'une bande sont 
grands et nombreux. La quantité d'ADN du marqueur étant connue, il sera 
fac i le d'estimer par comparaison la quantité d'ADN de l'échantillon étudié. 
Une bande contenant I 0ng d'ADN peut être vue sur un gel d'agarose mais la 
fa lb le intensité de la bande dans ce cas ne permet pas à ce Ile-ci de se 
marquer sur la photo. 

11.4.3. Extraction d'une bande d'ADN d'un gel d'agarose <Dretzen, 
1981 ). 

Préparer des bouts de papier DEAE ce l lui ose Whatman DE81 d'environ 
1 cm2 et les faire tremper 2 à 3 heures dans une solution de NaCl 2.5M puis 
laver 3 fois à l'eau stérile avant de les stocker dans une solution d'EDTA 
lmM à 4°C. 

L'électrophorèse ayant séparé les fragments d'ADN, le gel est incisé 
devant la bande à récupérer (côté electrode +) et si nécessaire également 
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derrière pour ne pas contaminer la bande choisie par un fragment un peu 
plus grand . Introduire dans l'incision le papier Whatman préalablement 
rincé dans du TBE, en le poussant bien contre la paroi du plexiglas. 
Refermer le gel, le replacer dans la cuve et poursuivre l'électrophorèse 
Jusqu'à ce que !'ADN soit entré dans le papier (vérifier la fluorescence sous 
UV). 

Le pap1er est prélevé avec une pince, rincé dans l'eau distillée 
froide, séché sur papier Whatman et placé dans un Eppendorf (T 1) auquel on 
ajoute 400 JJ.1 de solution d'élution (Tris HCl 20mM pH7.5, EDTA ,1 mM, NaCl 
1.5M). Le papier est défait par agitation manuelle du tube Tl et incubé 2 
heures à 37°C avec agitation intermittente ; les anions du sel vont ainsi 
déplacer !'ADN du papier vers la solution. 

Retourner ensuite le tube Eppendorf T 1 , en percer le fond avec une 
épingle chauffée et le placer fermement sur un second tube Eppendorf (T2); 
placer le tout dans un tube Corex 30 et centrifuger I 0 minutes à 8000 rpm 
dans un rotor SS34 Sorva l l. La solution contenant l'ADN passe ainsi dans le 
tube T2 alors que le papier reste dans le tube T 1. Centrifuger le tube 
Eppendorf T2 contenant la solution 7 à 8 minutes à 12000 rpm à 4°C 
Pipetter le surnageant dans un autre tube (T3) sans reprendre le culot de 
pet i ts morceaux de papier~ qui ont pu passer dans le tube T2 lors de la 
centrifugation précédente. 

Ajouter au tube T3 (surnageant)lml de butanol saturé en eau et 
centr i fuger 30 secondes à la centrifugeuse à Eppendorfs puis éliminer la 
phase supérieure (le butanol permet d'extraire le bromure d'éthidium). 

Précipiter l'ADN en ajoutant 1 ml d'éthanol absolu froid (-20°C) et 
placer 30 minutes à -70°C. Centrifuger 8 minutes à 12000 rpm en chambre 
froide, éliminer délicatement le surnageant et laver le culot avec 200 µ1 
d'éthanol fro1d à 90%. Placer 1 o minutes à -70°C et centrifuger 5 minutes 
à 12000 rpm en chambre froide. Eliminer le surnageant, sécher sous vide et 
resuspendre dans 15 µl de TE ou d'eau. 

Mettre 5 ml sur ge l pour contrôler la présence et la pureté de l'ADN 
extrai t. 
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11.5.Purificntion et précipitation d"ADN. 

11 est parf 01s nécessaire d'inactiver l'enzyme de restriction que l'on 
a fait réagir avec la solution d'ADN; c'est le cas si cet enzyme en inhibe 
une autre que l'on désire uti 1 iser par la suite. On peut le faire de deux 
manières: 

*dénaturer à la chaleur, mais certa1nes enzymes ne sont pas 
sensibles (se référer au catalogue ou à la fiche technique adéquate). 

*inactiver par l'EDTA amener à une concentration finale de 1 OmM 
pH7.5. 

On peut aussi extraire les protéines d'une solution aqueuse d'ADN au 
pt1éno 1-ch lorof orme. 

Les solutions à préparer sont: 

*solution de phénol: phénol auquel on ajoute de la 8-hydroxyquinoline 
à une concentration finale de 0.1 % et équilibrée contre le tampon adéquat 
(TE dans ce cas-ci). L'hydroxyqumoline est un antioxydant, un inhibiteur de 
RNAse et donne à la solution une teinte Jaune qui permet d'identifier les 
deux phases. 

*solution de chloroforme: chloroforme auquel on ajoute de l'alcool 
isoamylique (24: 1) qui facilite la séparation du chloroforme par rapport à 
une phase aqueuse. 

*solution de phénol-chloroforme: les deux solutions décrites ci
dessus équilibrées contre le même tampon (TE). Cette solution permet 
d'inactiver et d'extraire toutes les protéines d'une solution d'ADN. 

Ajouter à un volume d'ADN (si le volume est trop petit, l'amener à 
100 ou 200 µ1 avec du TE) un volume égal de phénol-chloroforme. Vortexer 
et centrifuger à 12000 rpm 30 secondes. Récupérer la phase aqueuse 
supérieure dans un second Eppendorf et répéter l'opération avec la solution 
de ch 1 oro forme pour é 1 i miner 1 es traces de phéno 1. 

Précipitation d'une solution aqueuse d'ADN. 
Ajouter 1 / 1 O du volume de la solution de Na acétate 3M pHS.2 et 2.5 

volumes d'éthanol froid (-2O°C). 
Faire précipiter I O à 30 minutes à -8O°C puis centrifuger 30 

minutes à 12000 rpm en chambre froide. 
Eliminer le surnageant puis déposer 1 volume d'éthanol 70% pour 

éliminer les solutés piégés dans le culot. Centrifuger de même pendant 3 
minutes, éliminer le surnageant et sécher sous vide. 

Resuspendre dans la quantité désirée de TE. 

22 



Aclivity 

Ligotion of 
cohesive ends 

Ligot ion of 
blunt ends 

Reection 

For exemple : 
5' OH ~ 
. . -pA- pC- pG J pA- pA- p T - p T - pC- pG- p T 

T p -Gp- C p-T p - T p -A p-A p f Gp - C p-Ap .. . 
~· 1 ~ · OH 5 

.ATP j MgH 

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

Tp-Gp-Cp-Tp-Îp-Ap-Ap-Gp-Cp-Ap 

For exemple: 

5' OH 3' 
.. . pC-pG-pAJpC-pG-pî-pA . .. 

Gp-Cp-TprGp-Cp-Ap-Tp ... 

OH 5' 

ATP j MgH 

. .. pC - p G - p A - p C - p G - p T - p A · ... 

... Gp-Cp-Tp-Gp-Cp-Ap-·Tp··\·· 

Fig. 11.8. Réaction catalysée par la T 4 DNA ligase. 



11.6.Ligntion de molécules d'ADN linénires aynnt des 
bouts droits ou des bouts protrudants collants. 

La ligation de molécules d'ADN clivées à bouts droits, même par des 
enzymes différentes, est toujours possible, tandis que des molécules 
d'ADN clivées a bouts collants ne peuvent être assemblées entre elles que 
s1 les nue léot 1des protrudants se correspondent; dans ce cas les bouts 
protrudants sont dits compatibles. 

La l1gat1on est réalisée grâce à l'activité de l'enzyme ADN ligase du 
phage T4 (T4 DNA ligase). Cette enzyme catalyse la formation de liens 
pt1osphodiesters entre le phosphates· d'une extrémité d'une molécule d'ADN 
et une extrémité hydroxyle 3' . L'enzyme requiert de l'ATP et des cations 
Mg++ pour être active (Fig.11.8.)(Pheiff er, 1983). 

La réaction est classiquement réalisée comme suit: 
lml=I Unité de T4 DNA Ligase (suffisant pour liguer 5mg d'ADN à 

bouts col 1 an ts ). 
4µ1 de Buff er SX ŒRU. Composition: Tris HCl 20mM pH7.4. 

MgC12 lOmM. 
DTT IOmM. 
ATP I mM. 

15µ1 d'ADN en solution. 
Incuber 3 heures sur table ou 14 heures à 14"C. 
La ligation à bouts francs étant moins efficace, il est souvent 

nécessaire d'augmenter la quantité d'enzyme. 

11.7.Transformation bactérienne 

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

(plasmide) dans un microorganisme. A cette fin, la paroi et la membrane 
bactériennes doivent devenir perméables à l'ADN: la bactérie est alors dite 
compétente. E. co/i, bactérie Gram-, doit être rendue artificiellement 
compétente, par passage dans une solution hypotonique de chlorure de 
calcium ou de chlorure de rubidium. Ces ions déstabilisent la paroi et la 
membrane de la bactérie, qu1 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'incubation d'au moins 30' à 37°C en milieu 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 transformées 
c·est-à-dire contenant un plasmide portant lui-même un gene de résistance 
à l'antibiotique (l'agent 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+ tétracycline 100 µg/ml 
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. 
Incuber cette préculture à 37°C pendant environ 4 heures jusqu'à une 
absorbance à 550 nm comprise entre 1,5 et 2. 
Cette prèculture sert à ensemencer 100 ml de LB + tétracycline. Agiter 
fortement la culture pendant environ I heure à 37°C jusqu'à une absorbance 
à 550 nm de 0_,3 (phase de croissance logarithmique). 
Arrêter la culture dans la glace pendant 1 o·. 
Centrifuger la culture 5' à 4000 rpm à 4°C (Rotor 5S34 S0RVALU. Eliminer 
le surnageant et resuspendre le culot dans un volume de cac12 50 mM 
équivalent à la moitié du volume initial. Répéter cette étape une seconde 
fois. 
Laisser la solution 20' dans la glace puis centrifuger 5' à 4°c à 4000 rpm. 
Elim iner le surnageant et resuspendre le culot dans un volume de CaCl2 50 
mM - 15 % glycérol équivalent au dixième du volume initial. 
Aliquoter la solution dans les eppendorfs et stocker à -ao·c. 

(b) Transf omation: 
A 100 à 200 µ l de cellules compétentes: 
-ajouter: soit 1 à 100 ng d'ADN suspendu dans de l'eau ou du TE 

soit 10 µI ou plus de mélange de ligation 
-incuber 30 à 45' sur glace 
-2· de choc thermique à 42°C 
-ajouter 0,5 ml à I ml de LB 
-incuber entre 30 et 60' à 37°C 
-étaler sur boîte avec milieu sélectif et incuber une nuit à 37°C 

Contrôles de transformation: 

Des cellules compétentes sans ADN subissant les conditions de 
transformation, sont étalées sur milieu sélectif comme contrôle de 
sensibi I ité, montrant ainsi la validité de ce m1 lieu et la proportion de 
mutants spontanés résistants à l'antibiotique. 
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11.8 Trnnsformntion de ln levure S11cch11romyces 
cere visi1Je. 

D'après la méthode de lto ( 1983) à l'acétate de lithium. 

Protocole: 
Soit une culture de cellules de levures en milieu YPD. 
-Quand la culture a atteint une DO de 1 à 600 nm (ce qui correspond à une 
dens1te de cellules de 1 à 2.107 /ml), la fractionner en aliquots de 10 ml 
que l'on centrifuge 1 o· à 6000 rpm ( Rotor 5534 SORVALU 
-El iminer rapidement le surnageant ( culot fragile) 
-Resuspendre chaque culot dans 5 m 1 d'eau distillée stérile et les 
rassembler deux à deux 
-Centrifuger 1 O' à 6000 rpm (Rotor 5S34 SORV ALL) 
-é l im mer le surnageant et resuspendre chaque culot obtenu dans 2 ml de 
"TE+ LiOAc" 
-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 dans 100 µ l de "TE + L iOAc" 
-Incuber une heure à 30"C sous agitation légère 
-Ajouter 5 à 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 O µg d'ADN plasmidique 
-Incuber 30' à 30"C sous agitation légère 
-Ajouter 0, 7 ml de "TE + L iOAc + PEG" 
-I ncuber à 30"C pendant une heure (ou pendant la nuit) 
-Choc thermique des· à 42°C 
-Centrifuger 1 · à 12000 rpm (Janetsky) et éliminer le surnageant 
-Resuspendre les cellules dans 200 µl d'eau distillée stérile et étaler sur 
milieu sélectif< 100µ1 par boîte). 

Contrôles de transformation: 

-Témoin de compétence des cellules: transformation avec un plasmide dont 
on sait qu'11 transforme efficacement la souche de levure utilisée par la 
méthode de lto (YEp351 par exemple). 
-Témoin de viabi 1 ité des souches compétentes: ces dernières subissent le 
protocole de transformation mais sans ajout d'ADN plasmidîque et sont 
étalées sur un milieu non sélectif. 
-Détection des révertants sauvages spontanés: par étalement sur milieu 
sélectif de cellules ayant subit le protocole de transformation sans 
addition d'ADN plasmidique. 
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11.9. Extraction rapide d'ADN plnsmidique de E coli 
(miniprep): 

La mm1prep est divisée en cinq étapes: 
-lyse alcaline des bactéries 
-précipitation des protéines et des débris cellulaires 
-précipitation de l'ADN plasmidique 
-lavage de l'ADN plasmidique 
-resuspension 

Protocole: 
-Un milieu LB+ ampicilline ( 100 µg/ml) est inoculé avec une colonie 
de bactéries transformantes 
-Incubation une nuit à 37°c en bouteilles universelles agitées 
-Prélever 2 à 3 ml de culture (selon le stade de croissance) dans un 
eppendorf et centrifuger s· à température ambiante à 12000 rpm 
(Janetzky) 
-Eliminer le milieu 
-Ajouter 400µ l de tampon P 1 et resuspendre les bactéries à la 
pipette 
-Ajouter 400 µ1 de tampon P2 (lyse alcaline) 
-Incuber s· à température ambiante 
-Ajouter 400 µ1 de tampon P3 (précipitation des protéines et des 
débris cellulaires) 
-Centrifuger 1 s· à 4°C à 12000 rpm (Janetzky) 
-Récupérer le surnageant 
-Ajouter 0.8 volume d'isopropanol (précipitation de l'ADN plasmidi-
que) 
-Centrifuger 1 s· à température ambiante à 12000 rpm (Janetzky) 
-Eliminer délicatement le surnageant 
-Ajouter un volume d'éthanol 70 % (lavage de l'ADN) 
-Centr1fuger 1 s· à 4°C à 12000 rpm (Janetzky) 
-Eliminer très délicatement le surnageant 
-Sécher sous vide 
-Resuspendre dans de l'eau stéri 1 e ou du TE 

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

11.1 O.. Préparation d'ADN plnsmidique de E co/i 
(midiprep) 

-Un milieu de 50 à 80 ml de LB+ ampic111ine (l00µg/ml) est ensemencé 
avec une colonie de bactéries transformantes ou avec 1 ml issu d'une 
préculture. 
-Incubation une nuit à 37°C en fiole de Wiame agitée 
-La culture est centrifugée à 9000 rpm (Rotor GSA SORVALU à +4°C 
pendant une à deux minutes 
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-Eliminer le mi 1 ieu 
-Ajouter 4 m 1 de tampon P 1 et y resuspendre les bactéries â la pipette 
-Ajouter 4 ml de tampon P2 (lyse alcaline) 
-Incuber 5' à température ambiante 
-Ajouter 4 ml de tampon P3 
-Centrifuger 30' à 13000 rpm (Rotor SS34 SORVALU à +4°C 
-Récupérer le surnageant 
-Equilibrer une colonne QIAGEN PlOO (commercialisée en kit par Westburg 
et utilisée selon le protocole QI AGEN) avec 2.5 ml de tampon OB. Ne jamais 
assécher la colonne. 
-Appliquer le surnageant obtenu après centrifugation sur la colonne (débit 
op timum de la colonne: approximativement une goutte toutes les deux 
secondes) 
-Appliquer deux fois 4 ml de tampon OC sur la colonne (élution de l'ARN, 
des protèines, ... ) 
-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 â l'éluat, mélanger 
-Centrifuger 30' à 11000 rpm (Rotor HB4 SORVALU à température 
ambiante 
-El iminer le surnageant 
-Aj outer délicatement 2 ou 3 ml d'éthanol 70 % 
-Centri fuger 1 o· à 11 000 rpm (Rotor HB4 SORV ALL) à + 4° C 
-Eliminer le surnageant et sécher le culot sous vide 
-Resuspendre dans de l'eau stérile ou du TE 

11. 11 . Séquençnge 

Principe: 

La méthode de séquençage utilisée a 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" ) est hybridé 
à un oligonucléotide de synthèse (le "primer" ou amorce). Ce primer est 
ut ilisé comme amorce pour l'ADN polymérase. Nous avons utilisé deux 
pr imers (Fig. 11 .9 ) : 

-le M 13-20 PRIMER (ou FP) peut s'hybrider au brin + et permet ainsi le 
séquençage du brin non-codant pour la 13-galactosidase. 

-le REVERSE PRIMER (ou RP) peut s'hybrider au brin - et permet donc le 
séquençage du brin codant pour la 13-galactosidase. 

Les deux primers se trouvent de part et d'autre du MCS. 11 est donc possible 
de séquencer le fragment d'ADN inséré dans un des sites de restriction du 
MCS sur les deux brins. 
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L'ADN polymerase commence la synthèse d'un brin d'ADN complémen
taire (au brin template) à 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 polymérase incorpore un didésoxyribonucléotide, 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 chaque vecteur, quatre mélanges de polymérisation sont 
utilisés. 

î1é lange réactionnel 

Désoxyribonuc léot ides 
présents 

Didésoxyribo
nuc 1 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 
obt iendra l'arrêt prématuré de la synthèse d'au moins une molécule d'ADN 
monocaténaire pour chaque position dans la séquence templàte comportant 
un nucléotide complémentaire au didésoxyrib_onucléotide utilisé (Fig.ll.10) 

Pour chaque me lange, les brins radioactifs de longueur variable ainsi 
synthétises sont déposés dans des puits voisins d'un gel de polyacrylamide 
et séparés suivant leur taille paré lectrophorèse. 

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

Protocole: 

1 . Réactions de séquençage: 

Toutes les solutions reprises ci-dessous sont comprises dans le kit 
de séquençage commercialisé par Pharmacia. 
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1.a. Dénaturation: 

La solution d'ADN doit être la plus pure possible et les plasmides 
doivent se trouver sous forme CCC, c'est-à-dlre sans nick (un nick fournit 
une extrémité 3'0H qul peut servir de point de démarrage pour l'ADN poly
mérase et peut donc provoquer des interférences). 

Dans un eppendorf: 
- 1.5 à 2 µg d'ADN dans 8 µ 1 (porter à volume avec de l'eau stérile si 
nécessaire) 
-A jouter 2 µ 1 de NaOH 2 N 
-Incuber 1 o· à température ambiante 

Préc ipitation de l'ADN dénaturé: 
-Ajouter: 3 µl d'acétate de Na 3 M pH 4.8 

7 µl d'eau distillée stér1le 
60 µ l d'éthanol 100 % froid (-20°C) et mélanger 

-Placer 15' à -80°C 
- Centrifuger 15' à + 4°C à 12000 rpm (Janetzky) 
-El iminer le surnageant et laver à l'éthanol 70 % 
-Sécher sous vide 

1,b, "Annealing": 

Etape d'hybridatlon du prlmer (amorce) sur le brln "template" 
(matrice) 

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

2 µI d'Annealing Buffer 
- Incuber 20' à 37°C 
- Incuber 1 0' à température ambiante 

1.c. "Labelling": 

Etape de marquage du brin néoformé: la polymérisation par l'enzyme 
T7 DNA po lymérase commence en absence de ddNTP et en présence des 
quatres dNTP dont un est marqué (de l'[a-s35] dATP) permettant la 
synthèse d'un court brin marqué, extension du primer (amorce) de quelques 
dizaines de nucléotides. 

Après l' annea 1 i ng: 
-Ajouter: 3 µl de "labelling mix" (solution de dCTP, de dGTP et de dTTP) 

1 µ 1 d'[a-s35] dATP (soit 10 µCi) 
3 unités de T7 DNA polymérase diluée dans son tampon de 
di lut lon Jusqu'à 1.5 unité par µ l 

- Incuber 5· à température ambiante 
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1.d. "Termination" ou "Seauencing": 

Lors de cette étape, l'ensemble T7 DNA polymérase + brin template 
(matrice) avec primer (amorce) al longé sont mis en présence de dNTP et de 
ddNTP. 

Dans 4 eppendorfs, on a 2.5 u 1 de: 
"Short A" pour l'eppendorf A (dNTP + ddATP) 
"Short C" pour l'eppendorf C (dNTP -i- ddCTP) 
"Short G" pour l'eppendorf G (dNTP + ddGTP) 
"Short T" pour l'eppendorf T (dNTP + ddTTp) 
Ces 4 eppendorfs sont préincubés à 37°C 

-A ctiaque eppendorf ajouter 4.3 µl du mélange obtenu après labelling. 
-Incuber s· à 37°C 
-Ajouter 5 ul de solution de bleu (arrête la réaction) 
Stocker à -2o·c 

2. E 1 ectrophorèse en ge I de po lyacry I ami de: 

2. 1. Montage des p 1 aques: 

-Laver les 2 plaques de verre: au savon 
puis à l'eau de vil le 
puis à l'eau dist i liée 

-Sécher les vitres 
-Laver les vitres avec de l'éthanol-éther 
-Siliconer les plaques (sur la face qui sera en contact avec le gel) avec 
10 ml de "Repelcote" (Hopkin &Williams) 
-Laver à l'eau distillée 
-Sécher 
-Déposer les "spacers" sur la plus grande des deux plaques 
-App I i quer 1 a petite p 1 a que sur I es "spacers" 
-Co l ler du tape à la jonction entre les deux plaques et serrer les deux 
plaques avec des pinces 

2.2. Préparation du gel (gel dénaturant): 

-Dans un berlin,ajouter à 42 g d'urée: 
1 0 m 1 de TBE concentré 1 0X 
15 ml d'acrylamide 20 % bisacrylamide 0.8 % 
40 ml d'eau distillée 

-Après dissolution de l'urée, filtrer la solution au Buchner (filtre Millipore 
SA 78 BUC) 
-Ajouter rapidement et dans l'ordre: 600 J.1 l de persulfate d'amminium 

30 µ 1 de TEMED 
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-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 la 
solut ion comme témoin de polymerisat1on 
-Après polymérisation (45 à 60' ), le gel peut être stocké à +4°C 

2.3. Mi grat ion et autoradiographie: 

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

Puissance: 60 Watts 
Tension: environ 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 
placer les échantillons-à charger sur gel (eppendorfs A, C, G et T)

durant 3· à 8S°C pour dénaturer l'ADN 
déposer 2.5 ul d'échant illon de chaque eppendorf par puits (ordre 

standard de dépôt des échantillons: A, C, G et T) 
-Rebrancher la source de tension et laisser migrer l'échantillon durant 
deux heures ou pl us 
-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 Whatman 17 Ct1r et le couvrir d'un fil m 
p last 1que 
-Sécher le gel sous vide (env iron 2 à 3 heures) 
-Placer le gel adhérant au papier buvard dans une cassette à 
autoradiographie avec un film autoradiographique (Kodak) et laisser une 
nuit. 
-Retirer le film au torad iograph ique d~ la cassette et le plonger dans un 
bain de révélateur (Kodak) durant 5'. 
-Rincer à l'eau 
-Transférer le fi lm révélé dans un bain de fixateur durant 1 0 à 1 s· 
-Rincer abondemment le film avec de l'eau et sécher. 

La séquence nucléotidique peut alors être lue et elle est encodée dans 
l'ordinateur (Macintosch) et analysée par le programme DNA STRIDER. 
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colorant azoïque (précipité brun pourpre) 

Fig. 11.11 . Le substrat utilisé est le sel de sodium de l'C(.-naphtyl phosphate. 
La phosphatase libère par hydrolyse le naphtol qui est capté 
ensuite par un sel de diazonium (Fast Blue B salt). De ce 
couplage de deux substances incolores résulte un colorant 
azoïque rouge. Un pH acide étant utilisé, la phosphatese acide 
sera réYélée. 



11.12. Test de colorntion d'nctivité de phosphntnse acide. 

Afin de tester la comp lémentat ion d'un mutant !)!JOB! (la souche 
VD33d) par un plasmide contenant un fragment génomique, l'activité de la 
phosphatase acide est détectée par un simple test de coloration. 

Dans ce but, la phosphatase acide répressible est activée en faisant 
croître les levures sur un milieu carencé en phosphate inorganique (30 mg 
de dihydrogènophosphate de potassium par 1 itre) 

Protocole: 

1 / faire fondre une solution d'agar 1,6%-acétate de potassium 0, 1 M pH4 et 
la maintenir à 55 ·c. 
2/ préparer une solution à 200mg/ml de Fast Blue B Salt (0-Dianisidine 
tetrazotized Zinc chloride complex) (Sigma) et la maitenir quelques 
minutes a ss·c. 
3/ préparer une solut ion à 20mg/m1 de 1 Naphtyle phosphate (sel de 
sodium monohydraté, Merck ) et la maintenir quelques minutes à ss·c. 
4/ ajouter dans l'ordre dans un tube 2m l de 1 

1ml de 2 
1ml de 3 

ag i ter et ajouter ce mélange rapidement sur les colonies de levure au 
moyen d'une pipette pasteur. 

Les colonies qui restent blanches ne possedent pas l'activité 
phosphatase acide, celles qui rougissent ont une activité phosphatase acide 
(Fig. 11 .11 ). 
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Sphl Sali Mlul Sphl Eco~I Sphl Sal 1 

pJV3 
BamH I/Sau3A Bam Hl/ 5 au3A 

Sphl Sal i Ml ul Sphl EcoRI Spt-1I Sa l i 

pJV4 
Bam HI/Sau3A Ba;nHi/Sau3A 

Sali Ml ul Sphl Ec oRI S;:>hl Sal i 

pJVS 
BamHI/Sau3A BamHI/Sau3A 

Fig. 111.1. Corte de restriction des trois insertsdes clones positifs isolés 
lors du test de complémentotion du mutont pho8 t (VD33d), i, 
partir d'une banque génomique de levure sauvage établie dans le 
','eCteur VCpSO 

Sph l Sa l i Ml ul Sph l EcoR I Sphl Sal i 

pJV4 
BamH I/ Barn Hl / 

Sau3A Sau3 A 

Sa l i 5,6kb EcoRI 

pJV7 

Mlu l 7kb Sal 1 

pJV8 

Sph l 3,6kb 
Sphl 

pJV9 

Fig. 111.2. Comparaison des capacités de complémentation des di fférents 
fragments de restriction (Vandenheute et ol., 1966) 

Ml ul 

BamH I Sph l 
BamHI 

Xhol 

EcoRI 

Sm al 

Sph l 

Hpal Apa l 

Fig. 111 .3. Carte de restriction du fragment 11/iA-Sô"J. de 7kb (Ti bor, 19ôô). 
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111. RE SUL TA TS ET DISCUSSION. 

111. 1 . COMPLEMENT AT IONS. 

111. 1.1. ENTREE EN MATI ERE. 

Le test de complémentat ion nous permet de vér1f ier qu·un insert 
contient le gène PHOB!entier. 

Pour realiser ce test, nous disposons d'un mutant p/JoBI (la 
souche VD33d ) ; cette mutation entraîne l'absence d'activité phosphatase 
acide même en conditions d'activation (faible concentration en Pi). Si nous 
transformons cette souche par un plasmide contenant le gène PHOB/entier. 
nous observons alors la présence de l'activité pt1osphatase acide dans les 
mêmes conditions. Nous disons alors qu'il y a complémentation. Un test de 
coloration sur colonies permet de détecter l'absence ou la présence 
d'act1v1té (cfr. matériel et méthodes). 

Par comp lémentat ion du phénotype mutant p/JoB I au départ d'une 
banque génomique de levure sauvage établie dans le vecteur YCpS0 (Rose et 
al. 1987), plusieurs clones ont été isolés et trois étudiés plus 
partlcul ièrement C Vandenhaute et al, 1988). 11 s·agit des plasmides pJV3, 
pJV4, pJVS (Fig. 111.1 ). L'analyse des cartes de restriction des inserts de 
ces plasmides révèle qu'il s'agit de trois clones apparentés issus du même 
locus chromosomique. Une fois ces clones primaires isolés par 
complémentat1on, le même test peut servir à fixer les l1m1tes du gene. En 
ef fet, à partir du plasm ide pJV4, divers sous-clones ont été construits 
dans le vecteur YCpS0 ; le fragment Satf- EaRI (pJV7) de 6kb s'est avéré 
incapable de restaurer le phénotype PH081 sauvage de même que le 
fragment Sp!Â-5/J!Â (pJV9) de 3,5kb ; par contre le fragment M!tJ.- SaA 
(pJV8) de 7kb est capable de complémenter la mutation PH081 (Fig. 111 .2 ). 
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Mlu 1 

B <1:n /-f 1 BamH 1 Sa/ 1 

pJVB~============c==============='~ 

pBS 

ColE1 
ori 

3kb 1 

--<:li---------->j 

x BamH 1 

Fragment 
BamH 1-BamH 1 

de 3kb 

origin LacZ 

pTC7 

Sail 

4kb 

xBamH I-Sall 

Fragment 
BamH 1-Sal 1 

pTC3 
Lac! 

Fig. 111.5. Construction des plasmides pTC3 et pTC7. 
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x Bam ,Lf 1 
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Une carte Lie restriction succincte du fragment M/U.-Sali de 7kb 
a été établie <Tibor., 1988) (Fig. 111.3 ) De plus. ce fragment semble 
apparenté au fragment génomique isolé par Yoshida par le fait de la 
localisation semblatde de certains sites de restriction. (Fig. 111.4 ). 

l"llu l 

BamHI Sphl 
BamH I EcoRI 

Xhol Smal 
Sphl 

Hpa l Apa l 

Sali 

pJV8 

Barn Hl Xhol EcoR I H.:>a l Sali 

YEp 13 PH081 

1kb 

Fig. 111.4. Comparaison des certes de restriction des inserts de pJVô et de 
VEp 13-PHOB 1 (Voshida et i,/. 1 1987) 

Afin de préciser la taille du gène contenu dans l'insert, nous nous 
proposons de poursuivre les complémentations avec différents sous-clones 
construits à partir de l'insert t'l!ù.- .5a/.. de 7kb. Cela nous permettra de 
resoudre l'incertitude qui existe à cet égard, du fait des résultats 
contradictoires de la littérature (Yoshida et al, 1987 ; Yoshida et al, 
1989b) et de certaines données préliminaires de notre laboratoirE. 

A cette fin, nous disposons de deux plasmides pTC3 et pTC7 qui 
ont été construits à partir de pJV8 selon la stratégie decrite à la figure 
111.5. Une double restriction Bani-ll-5aA de pJV8 génère trois fragments de 
8kb ( la matrice YCpSO) , de 4kb et de 3kb. Le fragment Bani-li- .JàÂ de 4kb 
est cloné dans le vecteur pBluescript KS restreint aux sites Bat?i-11 et Sai1. 
Ce plasmide ainsi formé est appelé pTC3. Le fragment Bani-li-Bani-li de 3kb 
est cloné dans le vecteur pBluescript KS+ au site Bat?i-11. et est appelé 
pTC7. 
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Barn Hl 

YCpSO 
pTC3 

4kb 

i x BamH 1- Sa/ 1 ! X BamH 1- Sa/ 1 

BamH 1 Sa/ 1 BamHI 4kb Sa/ 1 

ori 

pAG1 4kb 

Fi g.111.6. Schéma de 1 o construction du pl osmi de pAG 1. 



111.1.2. LE FRAGMENT Bam-H-SaA DE 4kb NE CONTIENT PAS LE GENE 
ENTIER. 

Pour éprouver ll1ypothèse selon laquelle le f ragment Bam-11-Satf 
de 4kb contient le gène entier, nous allons tester sa capacité de 
complémenter la mutation JJ/708/de la souche VD33d pour cela, nous allons 
cloner le fragment Bam-11-SaJ de 4kb du plasmide pTC3 dans le vecteur 
centromérique navette E colf- levure YCpSO aux si tes Bam-11 et Sak Le 
plasmide résultant sera désigné pAG 1 (Fig. 111.6) 

111 . 1.2.lCONSTRUCTION DE pAG 1 

A Restrictions. 

Le plasmide pTC3 (4mg) est restreint par les enzymes Bam-11 et 
5aA et génère deux fragments de 4kb et de 2,9kb (la matrice pBluescripU. 
D'autre part, le vecteur YCpSO (2mg) est restreint par les enzymes Bam-11 
et SaA et génère un fragment de 7, 7kb et un autre de 0,3kb. Les enzymes 
sont inactivées par une ex tract ion au phénol. 

L'e lectrophorèse en gel d'agarose ( 1 %) d'un échantillon de chaque 
restriction montre que nous obtenons les fragments attendus. (Fig. 111 .7.) 

Le mélange de restriction du plasmide pTC3 est alors déposé sur 
gel d'agarose et la bande à 4kb est recupérée (voir matériel et méthodes). 
Un échantillon de la bande récupérée est déposé sur gel pour en évaluer la 
quantité. 

B. L igat ion. 

Une quantité équivalente à 110 ng de vecteur YCpSO restreint par 
Bam-1 1 et SaA et SSng du fragment de 4kb sont rassemblés dans un mélange 
de ligation contenant 1 unité de T 4 DNA ligase. L'incubation se fait 12h à 
14°C. 

C. Transformation et analyse des clones recombinants. 

Les cel Iules JM 1 O 1 compétentes sont transformées par le 
mélange de ligation, puis étalées sur milieu sélectif LB + Ampicilline. 
Après 12h. d'incubation à 37°C, les colonies sont "repiquées" à l'aide d'un 
cure-dent stérile sur milieu LB+ Ampicilline + Tétracycline et sur milieu 
LB + Ampici l l ine. 

Comme le fragment de 4kb a été inséré dans le gène de 
résistance à la tétracycline, les colonies qui possèdent le plasmide 
recombinant sont sensibles à la tétracycline. Six clones candidats capables 
de croître sur milieu LB+ Ampicilline mais pas sur milieu LB+ Ampicilline 
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1 2 3 

Fig. li 1.7.Electrophorèse en gel d'agarose des restrictions des plasmides 
YCp50 et pTC3. 

pJV3 

pJV4 

pJV8 

pAG1 

YCpSO 

FL100 

Fig. 111.8. Photographie des colonies de levure après croissance sur milieu 
165-30 (en condition d'activation) et test de coloration qui met 
en éYidence l'ectiYité phosphatese. 



+ Tétracycline sont choisis au hasard et leur ADN est extrait par la 
méthode de miniprep <voir matériel et méthodes).L'analyse sur gel 
d'agarose de l'ADN plasm1dique des six clones après double restriction 
8am-il-5aA nous donne bien le profil attendu de pAGl (photo non montrée) 
c'est -à-dire la matrice YCpSO de 7,7kb et l'insert de 4kb. Nous avons donc 
construit le plasmide pAGl et nous le préparons en qrande quantité 
(midiprep) pour transformer la levure. 

111. 1.2.2. TEST DE COMPLEMENT AT ION 

La souche mutante de levure VD33d <a,p/Jo8 I, ura3J est 
transformée, suivant la méthode décrite par lto (lto et al, 1983), par 5mg 
de pAG 1, de pJV3, pJV4, pJV8 et YCpSO. Les plasmides pJV3, pJV4 et pJV8 
serviront de contrôle positif pour le test de coloration alor$ que YCpSO 
sera le contrôle négat if . 

Les mélanges de transformations sont étalés sur milieu 
minimum (dépourvu d'uracile). Après deux Jours de croissance à 30°C, 
seules les coloni es transformantes apparaissent, grâce au marqueur de 
sélection URA3 En effet, le vecteur monocopie YCpSO porte le gène sauvage 
URAJ et confère à la cellule la capacité de synthétiser de l'uracile. Les 
cellules qu i ne possèdent pas ce gène URA3ne sont pas viables sur mil ieu 
minimum. 

Qua tre colonies transformantes de chaque transformation sont 
alors "repiquées" sur milieu 165-30 (pauvre en phosphate inorganique.). 
Après trois jours de croissance à 30°C, nous effectuons le test de la 
phosphatase acide. (Fig. 111.8.) 

· Les clones positifs apparaissent en rouge; ceux dépourvus 
d'activité phosphatase en condition d'activation (faible concentration en 
PD restent blancs. Nous observons que les clones correspondants à la 
souche sauvage (FL 100) et aux mutants transformés par pJV3, pJV4 et 
pJV8 sont positifs alors que les transformants pAG 1 et YCpSO ne 
possèdent pas d'activité phosphatase acide. 

En conclusion, l'insert BanHl-5a,f de 4kb de pAG 1 ne complémente pas la 
mutation p/Jo8/et ne contient donc pas le gène entier. 
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&mHI 
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1,71<b 

F1g. 111.9. Construction des plasmides pDP46, pDP47 et pDP49. 



111. 1.3. DELIMITATION D'UN FRAGMENT MINIMUM CONTENANT LE 
GENE PHOO/ENTIER 

Nous concluons des résultats du test de complérnentation avec 
pAG 1 que l' insert de 4kb Bam-11- Sa A n'est pas à même de restaurer le 
phénotype sauvage au contraire des plasmides primaires pJV3, pJV4, pJVS 
et pJV8. 11 apparaît donc clairement que l'insert Bam-11-SaA de 4kb ne 
contient pas le gène PH08! entier contrairement aux affirmations de 
Yoshida et aux conclus ions qu'avaient suggérées un essai de 
complémentation réalisé antérieurement au laboratoire (Coquette, 1988). 
La délimitation exacte du gène nécessite donc le sous-clonage de 
fragments s'étendant au-delà du site de restriction Bam-11 . Pour cela, il est 
nécessaire d'affiner la carte de restriction du fragment M!tJ-SaA de 7kb 
qui dans l'état actuel n'offre pas un choix de sites adéquats dans cette 
région. 

111. 1.2.1. ETABLISSEMENT DE LA CARTE DE RESTRICTION DETAILLEE DE 
L'INSERT M/u-SaA DE 7kb DU CLONE PRIMAIRE pJV8. 

Pour établir la carte de restriction détaillée de la rég ion au delà 
du site Bam Hl , nous disposons de 3 sous-clones construits à partir du 
plasmide pTC7. Rappelons que le plasmide pTC7 porte le fragment BamH I
BamHI de 3 kb cloné dans dans le vecteur pBluescript (Fig.111 .5 ). Les troi s 
sous-clones ont été obtenus au départ d'une restriction Pst I du plasm ide 
pTC7. La restriction Pstl génère 3 fragments de 3,5 kb, 1, 7 kb et 0,8 kb. Le 
fragment de 3,5 kb, qui correspond à la matri ce pBluescript et un insert de 
0,5 kb est religué sur lui-même, pour former le plasmide pDP49. Les 
fragments de 0,8 kb et 1, 7 kb sont chacun clonés dans pB luescript 
restreint par Pst 1. Les plasmides ainsi formes sont appelés 
respectivement pDP46 et pDP47 (fig. lU .9 ). 

Les plasm ides pDP46 et pDP47 ont été soumis à une série de 
restrictions par différentes enzymes. Les résultats sont présentés en 
annexe. 

La carte de restriction détaillée du fragment BamHI-Sa/1 de 4 
kb (pTC3) a été établie antérieurement au laboratoire par T. Coche 

Nous pouvons donc en combinant l'ensemble des données, 
présenter une carte de restriction du fragment Mlu 1- Sa/ 1 de 7 kb 
(fi g.Ill . JO ), qui complète celle obtenue antérieurement (fig. 111.3.). 
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Mlu 1 Hpa I Pvu Il Bgl Il 
Sph 1 

• Ps t 1 

BamH 1 Hpa 1 

+r 
Sa/ 1 

t t t t t 
HinD 11 1 Xho 1 Xba 1 Xho 1 HinD I ll Apal 

1 kb 

Fig. II1.10. Corte de restriction déteillée du fregrnent MltA-Sa/1 de 7kb. 

Sali 5,6kb 

pJV7 

Mlul 

pJV8 

Sphl 

pJV9 

pAG1 

EcoR I 

7kb 

3,6kb 
SOhl 

BamH 1 4kb 

Sali 

Sali 

1kb 
L___J 

+ 

F1g. 111.11. Capacité de complémentation des différents sous-clones pJ\/7, 
p.JVB, pJV9 et pAG 1. 

Pvu l l 7kb 
Mlul Hpal Bgl 11 Barn Hl Sali 

pJV8 

H;:>al 6, 4kb Sali 

pAG2 

Pvull 5,9kb Sali 

pAG3 

Bgll 1 
5,3kb Sali 

pAG4 

Fig. 111.12. Aperçu des différents sous-clones qui vont être construits et 
qui serviront aux tests de complémentation de la souche 
mutante p/!a8 /. 
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Fig. 111.13. Schéma de la construction du plasmide pAG2. 



111.1 .3.2. SOUS-CLONAGE DE TROIS FRAGMENTS S'ETENDANT AU-DELA DU 
SITE INTERNE BamHI DE L'INSERT Mlul-Sa/1 DE 7kb. 

Rappelons d'abord que pJV9, pJV7 et pAG 1 ne comp lémentent pas 
la mutation ,oho8 / alors que pJV8 la complémente. (Fig. 111 .11 ). Connaissant 
ces résultats, nous voyons que seul un fragment plus grand que le fragment 
BamHI- Sali de 4kb pourra comp lémenter. 

L'établissement de la carte de restriction détaillée de l'insert Mlul-Sa/ 1 
de 7kb de pJV8 nous permet de choisir des sites adéquats pour obtenir ce 
fragment plus grand que le fragment Bam-11-SaA de 4kb. Nous avons choisi 
les sites H,oa , Pvl11 et BgAI pour réaliser les sous-clonages. Nous allons 
ainsi cons truire trois sous-clones (Fig.II1.12) : 

pAG2 avec un insert H,oa- SaA de 6,4kb. 
pAG3 avec un insert Pvu I- Sa A de 5, 9kb. 
pAG4 avec un insert BgA 1- Sa A de 5,3kb. 

La stratégie de leur construction (décrite aux figures 
III .13.,11 I.16.et 111 .17) es t par ti cul ière car les si tes H,oa , Pvu l et BgAI ne 
sont pas uniques. 

A Construction de pAG2 comportant l'insert H,oa - Sali de 6,4kb. (Fig. 111 . 13 ) 

A 1. Restrict 10n et recuperat 10n de la bande Hpal - BamHI . 

Le plasmide pTC7 (7,5mg) est restre int par l'enzyme H,oa et le 
vecteur· pB luescr ipt ( 1,2mg) est restreint par EcrRV. Nous vér ifions sur gel 
d'agarose avec un échantill on de chaque mé lange de restriction, la 
linéar isation du plasmi de et du vecteur. Les enzymes sont inact ivées à la 
chal eur et !'ADN est précipi té à l'éthanol. 

Le plasmi de pTC7 linéarisé est ensuite restreint par Bam-11 et 
troi s fragments de 2, 9kb ( la matrice) , de 2,4kb et de 0,6kb sont obtenus. 
La bande à 2,4kb est récupérée sur gel d'agarose et nous en évaluons la 
quantité récupérée en déposant un échantillon sur gel d'agarose. 
D'autre part, le vecteur pBluescript linéarisé est aussi restreint par Bam-1 1 
et l'ADN est précipité après inactivation de l'enzyme à la chaleur. 
Les restr1ct 1ons sont réalisées en deux étapes car les tampons des 
différentes enzymes de restriction sont incompatibles. 
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Fig. 111.14 A/ Schéma des deux constructions poss1bles obtenues après 
1igot1on du frogment Hp41-B"mil de 2,4kb et du vecteur 
pBluescrript KS+ et tailles obtenues après restriction par 
PnAI . 

B/ Electrophorèse en gel d'agarose de la restriction par PnAI 
des sept clones transformants issus de le ligetion entre le 
fragment Hpal-BamHI de 2,4kb et et le vecteur pBluescrtpt 
KS+. 
La piste 4 correspond à la construction recherchée : pVI 1 

(2,5, 1,6 et 0,5kb). 
Lo piste 5 correspond ou; restreint por Hir/J 111. 



a 

11,'1 kb 

pAG2 EcoRI 

b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Fig.II1.15. A/ Schéma de la construction obtenues après ligation du 
fragment Cldi-BtJmHI de 2,4kb et du fragment Cldi-Bt1m Hl 
de 11,4kb.· 

B/ Electrophorèse en gel d'agarose de la restriction par Ec~I 
des 10 clones transformants issus de la 11gation du 
fragment Cldi-Bt1m Hl de 2,4kb et du fragment Cldi-Bam Hl 
de 11,4kb. 
les pistes 3, 9 et 1 O correspondent à la construcUon 
recherchée : pAG2. ( 10 ,4kb et 3 ,4kb). 
la piste 6 correspond ou A restreint par HinJ 111 

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



A.2. Ligation. 

Environ 300ng de fragment H,oa-BanHI de 2,4kb est ligué par 
une uni té de T 4 DNA L igase avec 300ng de vecteur pB luescript. L'incubation 
se fait pendant 12h. à 14°C et Sh. à 20°C. La ligation peut se faire car H,oa 
et EcrRV sont des enzymes qui génèrent des bouts francs. 

A.3. Transformation et analyse des clones recombinants. 

Les cellules XLI-Blue compétentes sont transformées par le 
mélange de ligation puis étalées sur milieu sélectif LB + Ampicilline. 
Après une nuit d'incubation à 37°C, sept colonies transformantes servent à 
ensemencer des cultures liquides afin de préparer de !'ADN plasmidique par 
extraction rapide. 

L'ADN plasmidique de chaque clone est restreint par Pvàl et 
déposé sur gel d'agarose 1% (Fig. 111 .14). Un clone qui correspond aux tailles 
attendues. c·est-à-dire 2,5kb, 1,8kb et 0,5kb, est retenu et nous préparons 
l'ADN plasmidique en grande quantité (MIDIPREP).Ce clone est désigné pVI 1. 

A.4. Restriction et récupération de la bande C!a- BanHI . 

Le vecteur intermédiaire, pVI 1 (5mg), est restreint par les 
enzymes BamHI et Clal qui génèrent deux fragments, de 2,9kb et de 2,4kb. 
Le plasmide pAG 1 (8mg) est restreint par les mêmes enzymes générants 
deux fragments de 11, 7kb et de 0,3kb. 

Un échantillon de chaque mélange de restriction est déposé sur 
gel pour verifier s1 la restriction est complète. Les deux mélanges de 
restr iction sont alors déposés sur gel d'agarose et les bandes de 2,4kb et 
de 1 1 , 7kb sont récupérées et un échant i 11 on de chaque bande est déposé 
pour en évaluer- la quantité. 

AS. Ligation. 

Environ S00ng de fragment Clal-BamHI de 2,4kb est ligue avec 
envi ron 350ng de fragment Clal-BamHI de 11,4kb en présence d'une unité 
de T 4 DNA l igase. L'incubation se fait une nuit à 14°C. 

A.6. Transformation et analyse des clones recombinants. 

Les cellules JM101 compétentes sont transformées par le 
mélanges de ligation, puis étalées sur milieu sélectif LB + Ampicilline. 
L'extraction rapide d'ADN plasmidique se fait à partir de dix cultures 
l iquides ensemencées par les colonies transformantes et incubées une nuit 
à 37°C. 

L'ADN plasmidique de chaque clone est restreint par EcrRI et 
analysées sur gel d'agarose 1 % (Fig. 111 .1 ~ ).Le plasmide dont !'ADN restre int 
donne les fragments de la taille attendue est préparé en grande quantité 
(mi diprep). Ce plasmide est appelé pAG2. 
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Fig. 111.16. Schéma de 1 a construct 1 on du p 1 asmi de pAG3. 
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Fig. 111.17. Schéma de la construction du plasmide pAG4. 



B. Construction de pAG3 portant l'insert Pval-5aA de 5,9kb (Fig. 111.16 ) 

Nous ne détaillerons pas les étapes de construction de pAG3 car 
elles sont les mêmes que celles de pAG2 à l'exception de la première étape 
où le plasmide pTC7 est restreint par Pvul et non par H,oa .Nous récupérons 
alors la bande Pvu 1- Bam-11 de 1, 9kb. Nous pouvons liguer ce fragment avec 
le vecteur pBluescript restreint par Bam-11 et EcrRV car Pvul I génère une 
coupure à bouts francs. Le vecteur pVl2est ainsi formé et les étapes 
suivantes sont identiques à celles de la construction de pAG2. Nous 
nommons le nouveau plasmide formé pAG3. 

C. Construction de pAG4 portant l'insert Bglil-Sali de 5,3kb <Fig. 111.17). 

C 1. Restri ction. 

Le plasmide pTC7 (6mg) est restreint par les enzymes Baotll et 
Bgli 1, générant ains i trois fragments de 3kb, 1, 7kb et 1,3kb. Le fragment de 
1,3kb est récupéré sur gel d'agarose et nous en évaluons la quantité 
récupérée en déposant un échant i 1 lon sur ge 1. 

D'autre part, le plasmide pAG l est linéarisé par la restriction 
,j e l'enzyme Bam-11. L'enzyme est ensuite inactivée par une extraction au 
phénol . 

C.2. Ligati on. 

Env iron 1 l Ong du fragment Bglil-Bam-11 de 1,3kb est ligué avec 
SOOng de pAGl linéarisé. L'incubation se fait 12h. à 14°C. La ligation peut 
se faire car le site BamHI est compatible avec le site Bglil. 

C.3 . Transformation et analyse des clones recombinants. 

Les cellules XLI-Blue compétentes sont transformées par ce 
mélange de ligation pour être ensuite étalée sur milieu LB + Ampicilline. 
Après incubation une nuit à 37°C, vingt colonies sont prélevées pour une 
extraction rapide de l'ADN. L'ADN plasmidique des vingt clones est 
restreint par .5p!). et les tailles des fragments sont analysées sur gel 
d'agarose. Le clones qui correspond aux tailles attendues est amplifié et 
nous préparons l'ADN plasmidique en grande quantité (MIDIPREP). 
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Fig. 111.18. Photographie des colonies de levure après croissance sur milieu 
165-30 (en condition d'actiYation) et test de coloration qui met 
en évidence l'actiYité phosphatase. 
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111 .1.3.3 . TESTS DE COMPLEMENT ATION. 

La souche mutante de levure VD33d est transf ormèe selon la 
méthode de lto par 5mg de pAG2, de pAG3,de pAG4, de pJV8 et d'YCpSO. Ces 
deux derniers serviront respectivement de contrôle positif et de contrôle 
négatif pour le test de coloration. Après deux Jours de croissance sur 
milieu minimum à 30°C, les colonies sont "repiquées" sur milieu 165-30. 
Le test de coloration est effectué après deux jours de croissance à 30°C. 
(Fig. III .18) 

Nous observons que les clones correspondants à la souche 
sauvage FL 100 et aux mutants transformés par pJV8, pAG2, pAG3 sont 
positifs alors que les transformants YCpSO et pAG4 ne présentent pas 
d'activité phosphatase. 
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En conclusion, le fragment Hf)éJ.- SaJ. de 6,4kb et le fragment Pvli 1- SaJ. de 
5,9kb complémentent la mutation f)/708/tandis que le fragment BgJ.1-SaJ. de 
5,3kb ne la complémente pas. 

111.1.4. DISCUSSION. 

En considérant les différents résultats obtenus lors des tests de 
complémentation, nous pouvons déduire que le gène entier PH08! doit se 
t rouver dans un fraqment de 4,7kb limité par les sites Hpa et .5awA. 
(Fig.11I .19). 
Nous avons montré, sans équivoque, que l'insert Bam-11- SaJ. de 4kb de pAG 1 
ne comp lémente pas la mutation f)l7o8 ! Ceci éclaire d'un jour nouveau les 
résultats contradicto ires antérieurs. En effet, il faut se rappe Ier que 
Yoshida situait le gène entier PH08/dans un fragment BamHI-SawA de 
2,8kb environ. Ceci se fondait, d'une part, sur les résultats des tests de 
cornplémentation du mutant NA95-4B (a, p/708!, /eu2-3, 112) par le même 
insert génomique cloné dans le vecteur YEp 13 et, d'autre part, sur des 
données de séquençage obtenues par les auteurs(non pub! iées). Une donnée 
de comp lémentat ion obtenue au cours d'un travai I pré I iminaire dans notre 
laboratoire semblait en faveur de cette thèse (Coquette, 1988). La 
contradiction, dès lors, résultait du fait que la taille de !'ARN messager 
telle qu'elle apparaissait sur Northern blot (Yoshida et al, 1989) était 
estimée à 3,5kb alors que l'insert complémentant n'atteignait que 2,8kb. 
Nos résultats montrent, sans ambiguïte, qu'il faut un insert de 4,7kb pour 
comp lémenter la mutation f)l7o8 I . 



Les raisons de ces résultats de tests de complémentation 
différents peuvent être recherchées à plusieurs niveaux. Les différences 
peuvent résulter de la nature du mutant p/Jo8!, de l'insert servant dans les 
complémentations ou du type de vecteur utilisé. 

Dans le cas présent, la mutation p/Jo8 I et les inserts utilisés 
pour le tests de complémentation sont identiques. Par contre, nous avons 
effectué la complémentation de VD33d avec un vecteur centromér1que 
CYCpSO) c'est-à-dire pratiquement monocopie. Les tests de 
complémentation de Yoshida, quant à eux sont réalisés avec un vecteur 
mult icopie de type YEp (construction Yep 13- PH08 I ). Ceci pourrait 
expliquer que le gène même tronqué (dans une portion de contrôle ou dans 
une région codante de moindre importance) serait capable de complémenter 
la mutation p/Jo8/s'il est en un nombre de copies suffisant. 

Au regard aux résultats contradictoires de Yoshida, nous avions 
émi s n1ypothèse dans l'introduction qu'il manquait à l'insert 8am Hl- 5au 
3A de 2,8kb, un fragment d'au moins 0, 7kb pour que le gène PH08 I soit 
enti er Cc fr. p.12 ). L'hypothèse est donc vérifiée mais nous ne savons pas si 
la porti on tronquée du gène correspond à une séquence de régulation ou à 
une région codante. 

L'hypothèse d'une dé lét Ion d'une séquence de régulat Ion 
compensée par le dosage génique (grâce au vecteur mul t icopie) est 
cependant difficilement conciliable avec les données. En effet, la figure 
montre clai rement que les plasm ides pAG 1 et pAG4 ne complémentent pas 
la mutation p/Jo8I alors que pAG2 la complémente. La réçnon manquante au 
rr~agment Bam-11-SaA de 4kb de pAGl se situe donc entre Pvvl et BgA I, 
soit à plus de 1,8kb du site Bam-11 . La séquence de régulation qui fera it 
défaut devrait se situer à plus de 2kb du début de l'ORF que Yosh lda situe à 
environ kb en aval du site Bam-11 (Yoshida et al, 1987 ; séquence non 
pub liée). Ceci est peu plausible dans la mesure où chez Sacc/Jaromyces 
cerev/s/ae, l 'UAS la plus éloignée connue chez Sacc/Jaromyces cerev/s/ae 
est à 1,4kb du début de l'ORF). L'hypothèse qu'i I s'agisse d'une région 
codante est plus vraisemblable. Mais dans ce cas, le début de l'ORF de la 
séquence de PH08 I se Ion Yoshida n'est pas correcte. L'ana lyse de la 
séquence de l' insert Pvvl-SaA complémentant nous permettra de lever 
avec certitude la controverse. 
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Fig. 111.20 Constructions des pl osmi des pTC7 et pTC3. 
Les frogments 84.m-11-84.m-ll de 3kb et BomHI-Soll de 4kb sont 
issus du fragment Mlul-Sal I de 7kb et clonés das le vecteur 
pBluescript pour former les plasmides pTC7 et pTC3. 
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Fig. 111.21 . Le séquence du fragment BamHI-Sal I de 4kb révèle une ORF de 
1786bp. 
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111.2. SEOUENCAGE 

Comme nous venons de le conclure des données obtenues par les 
tests de complémentation, la controverse liée à la position des limites du 
gène PH081 ne sera levée avec certitude que par l'analyse de sa séquence. 

111.2. 1. Stratégie de séquençage 

Le séquençage du gène PH08! nécessite de le "morceler" en 
plusieurs petits fragments. Ces fragments sont clonés dans le site 
multiple de clonage (MCS) du vecteur pBluescript KS+ conçu pour le 
séquençage par la méthode de Sanger. En effet, il est fourni avec une série 
de primers, et notamment le reverse primer (RP) et le M 13-20 primer (FP), 
capable de s'hybrider à des séquences situées de part et d'autre du MCS 
(voir matérie 1 et méthodes). Par la méthode de Sanger, il est possible de 
séquencer 200 à 300bp en aval du primer; les fragments clonés devront 
donc idéalement avoir une tai 1 le de l'ordre de S00bp de tel le sorte que la 
séquence totale de l'insert soit reconstituée en une seule opération. Si la 
tai lle de l'insert du sous-clone est plus grande, la séquence complète 
pourra être obtenue a partir d'un primer synthétique dont sa séquence sera 

• telle qu'il s'hybride avec la fin de la séquence obtenue. 

111.2.2. Séquençage du gène PH08 I. 

111 .2.2.1 . ENTREE EN MATIERE. 

La séquence entière du gène PHOB!a été établie par ailleurs au 
laboratoire par Thierry Coche et Deborah Prozzi (Coche et al ., 1990). Une 
contribution de ma part y a été apportée. 

Nous disposons de deux sous-clones, pTC3 et pTC7, pour établir 
cette séquence. Rappelons que pTC3 est le vecteur pBluescript KS+ avec un 
insert Ban.Hl- .5aA de 4kb.qui contient une partie du gène PH08! Le 
plasmide pTC7 est le vecteur pBluescript KS+ avec un insert Ban.Hl-Ban.Hl 
de 3kb qui contient l'autre partie du gène.(Fig.111.20) 

A partir de pTC3, le fragment Ban.Hl- .5aJ. de 4kb a été séquencé 
entièrement par Thierry Coche. La séquence révèle une ORF de 1786bp en 
aval du site Ban.Hl CFig.111.21 ). 

La partie en amont de Ban.Hl a été séquencée à partir de trois 
sous-clones issus du plasmide pTC7 dont leurs constructions ont été 
décrites précédemment : pDP46, pDP47, pDP49 ( cfr Fig.111.9.) 
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Fig. 111.23. Construction du sous-clone %btJ'.-Bg/t 1. 



Le sous-clone pDP49 qui contient un insert de 0,5kb a été 
séquencé camp létement au départ de deux primers ( le reverse primer 
(RP)et le M 13 -20 primer(FP)) qui se trouvent de part et d'autre du site 
multiple de clonage de pBluescriptKS+MCS. La séquence de cet insert de 
0,5kb révèle une ORF. (Fig. 111.22 ) 

Lï nsert de 1,7kb du sous-clone pDP47 ·a été séquencé 
partiellement au moyen des deux primers FP et RP. Le séquençage par le RP 
met en évidence une ORF de 250bp qui est en continuité avec l'ORF de 
l' insert de 0,5kb de pDP49. Au contriare, la séquence établie à l'autre 
extrémité de l'insert de pDP47 (avec le FP) ne montre pas d'ORF (Fig.111.22.). 
Dès lors le début de l'ORF complète doit se situer à l'intérieur de l'insert 
de pDP47 .. Pour déterminer la position de l'ATG et séquencer entièrement 
ce fragment de 1 ,7kb, différents sous-clones ont été construits à partir de 
pDP47. 

Nous allons détailler la construction d'un de ces sous-clones 
dont la réalisation nous a été confiée dans le cadre de ce mémoire et nous 
présentons les résultats de la séquence que nous avons établie. 

111.2.2. 2.CONSTRUCTION ET SEOUENCAGE DU SOUS-CLONE Xba-BgAI. 
(Fig.1I1.23) 

La double restriction de pDP47 par les enzymes Xba-BgAI 
génère trois fragments de 2,9kb, de 0,9kb et de 0,7kb Le fragment de 0,9kb 
qu i nous intéresse est récupéré par extraction de bande d'ADN sur gel 
d'agarose. Ce fragment Xba-BgAI est ligué avec le vecteur de pBluescript 
préalablement restreint par Xba et Bam-il. Le site Bam-il est compatible 
avec le site BgA 1 . 

La souche XLl-blue est alors transformée par ce mélange de 
ligation pour être ensuite étalée sur milieu sélectif 
LB+Ampicilline+Xgal+IPTG. Après incubation une nuit à 37°C, six colonies 
blanches sont prélevées pour une extraction rapide de l'ADN. L'ADN 
plasmidique est restreint par PvtJI et les tailles des fragments sont 
analysées sur gel d'agarose. 

Le clone dont l'ADN fournit par restriction les fragments de 
tailles attendues est amplifié et son ADN est préparé en grande quantité 
(MIDIPREP). 
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Le reverse primer est utilisé pour séquencer de BQ'tfl vers Xba. Une 
séquence de 217bp est obtenue avec une phase ouverte de lecture : 

AGAGTCCGATTTAAGAATAAAATTCAATATATTACACTCAAAATATAAAG 

ATTATAAGATAAATGGTAAGCTAAACTCAAACCAAGCTACCTCATTTAAA 

AACTTATATGCGGCTTTCAAAAAGTTTCAAAAGGATCTTAGAAATTTGGAG 

CAGTATGTTGAGTTAAATAAAACGGGATTTTCAAAAGCTCTGAAGAAATGG 

GACAAGAGATCT 217bp 

BgAI 

4S 
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Fig. II1.24.Le séquence du f regment B8m-l 1-88m-l l de 3kb révè 1 e une ORF de 
1745bp 
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Fig. 111.25 Le séquençage du gène PH08 I révèle la présence d'une ORF de 
3531 bp. 



111 .2.2.3. RESULTATS. 

D'autres sous-clones ont été construits de la même manière 
décrite ci-dessus et ils ont permis de séquencer entièrement le fragment 
de 1, 7kb sur les deux brins. Des primers synthétiques ont été utilisés pour 
les zones d'ambiguïté ou lorsque la construction d'un sous-clone n'était pas 
possible. 

Lorsque nous regroupons les données de séquençage des deux 
sous-clones pDP47 et pDP49, nous observons que le fragment Pval-Bam--11 
de 1,9kb, comporte dans sa séquence une phase ouverte de lecture de 
1745bp (Fig. 111 .24 ). 

Lors des tests de comp lémentat ion, nous avons observé que pAG3 
complémente la mutant p/Jo8! Dès lors, la position du si te Pvlil 
cons titua i t la limite du gène complet incluant le promoteur. Ceci est 
surprenant dans la mesure où, chez la levure , la région pr-omoteur couvre 
plusieurs centaines de paires de bases et ne pourrait donc en pri ncipe être 
contenue dans les 132bp comprises entre l'ATG et le si te Pvlil . La question 
qu i se pose maintenant est de savoir comment la complémentation du 
mutant p/Jo8 I s'exerce dans l 'hypothèse où le gène est effectivement 
tronqué. L'étude de cette question sera abordée plus loin. 

Alternati vement , un examen de la région s· , en amont du site 
Pvul I devra révéler' des si gnaux potentiels de transcription C'est pourquoi 
nous avons déc ider de procéder au séquençage d'une partie de l'insert de 
0,8kb du sous-clone pDP46 jusqu·au site Hpa 1 (Fig.III .22). Nous obtenons 
ains i une séquence de 593bp du site Hpal jusqu·a l'ATG que nous allons 
analyser . 

46 



51 

50 

GTTAACCATCTTTATCACAAAATATACAATTAACCAACTACTTAATCAAT 

100 

TCGGTTATATTGCTTAGTATATACGTCTTTGGCACGCGATTGAAACGCGC 

101 150 

TAATTGCATCAGCCTATCTTTCTATGCAAGAATGCAAGAAAAATTGATGT 

151 ... ·CT-rjçh hjqçks"... 200 

GATGTGCCTTATCACAATTCATTACCTCCTATTTCCTCTGCAGCAA~ 

201 --~ 250 
TTTCCTTGAT~ATAAApGTCTTTAGCGTGAGAGGTACAGGTGTTATGG~ 

UASp2 (PH04 blndlng si tel UAS 1 (PH02 blndlng si tel 

251 ----- ------- 300 
CGTGCGAATA~GGGCAcf.AATTAATCAAAT~TATCAACTATTTGGCGATG 

301 

351 

350 

GCTCGAGACAGGTATAGAACCACTACTAGGTCATATTGAGGCTTTTGTAC 

UASp 1 (PH0 4 blndlng site ) 
"CT-ri ch bl ocks " 

◄ 400 
AATTTÂTAGÇAAGTTTTTG~GAGTCCCTTCAAGTTTG-rlÎACATAAfrcTTC 

401 ~ 450 

TTTGTGCAACGTAc.6.6,G,AGCAAAGTAGAAAAATTTGGTTTTTATTTTTTT 

451 _ _,oo 
AAGCAACATCAGCTGCACTAGTTGAGCTTTTGACAAGACATACTGCTCAA 

5 0 1 --~ 550 

AAAATC1TCATAACATTATTTTTCGGTTCCACAGTGATTGAGCTTTTTGA 

55 1 --- 596 
GAGAATAACCCTTTGGAGGCAACATAGATAGATAAACGTGCAATG 

Fig. 111.26. Ana 1 yse de 1 a régi on 5' amont du gène PH08 /. 



111.2.3. ANALYSE DE LA REGION 5' DU GENE PHOOl.(Fig. 111.26) 

Le séquençage du gène PH08 I révèle la présence d'un grande ORF 
de 3528 pb qui commence avec l'ATG en position 593 et se termine au 
codon STOP TAA en position 4121 (fig.111 .25). Cet ATG qui serait le premier 
côtés· du transcript jouerait le rôle de codon d'initiation de la traduction. 
Notons que le fragment 8'._q/11-Sall de 5,3kb qui contient le deuxième ATG 
rencontré dansl'ORF (position 1465) ne complémente pas la mutation 
p/Jo8! 

Malgré l'incertitude qui subsiste quant à la position du site+ 1 de 
transcription, on peut donc conclure que la traduction de l'ARN messager de 
PH08I est initiée à l'ATG en position 593. L'ORF ainsi délimitée 
contiendrait donc 3528 nucléotides. Les séquences hautement conservées 
d'épissage du pré-ARN messager chez la levure (5' CTATGT 3' au site 5' 
d'épissage et s· T ACTAAC 3' dans la partie 3' de l'intron) sont absentes. 

La région codante identifiée, nous allons pouvoir analyser la 
régions· du gène et identifier des séquences éventuelles de régulation de 
la transcription. 

1 l l.2.3.1$EOUENCES DE SELECTION DU SITE+ 1 DE TRANSCRIPTION. 

Dans un premier temps, nous avons analysé la séquence de 132bp 
du site PvlJI jusqu'à l'ATG constituant la région S' du gène. Cet examen n'a 
pas révélé de signaux caractéristiques susceptibles de jouer un rôle 
important dans la transcription. Notons cependant l'existence d'une 
séquence apparentée à la TAT A box en position 508 et deux si tes + 1 
potentiels en position 497 et 554.Mais le positionnement exact du site + 1 
exige la réalisation d'expérience de type mapping S 1 

En ce qui concerne la région plus en amont du site Pvul qui 
s' étend du site HJ}a jusqu'à l'ATG, nous observons différents signaux de 
transcription. En effet, deux séquences CAAG avec, 1 O pb en amont, 2 ''CT
r icr1 blocks", en position 175-189 et 396-409. Rappelons que de telles 
séquences se retrouvent dans des gènes hautement exprimés, tel que le 
gène de la phosphoglycerate kinase (PGK) (Dobson et al, 1982). 

11 1.2.3.2. SEQUENCES QUI MODULENT LAT AUX DE TRANSCRIPTION. 

__J 



PHO4 binding site: 

UASp1 -365 -349 
PH05 TAGCACGTTTTCG 

l 1 1 1 1 I 1 1 11 I 
PH081 TAGCAAGTTTTTG 

357 368 

UASp2 -253 -242 
PH05 CACGTGGGACTA 

\\Il\\ \\ \\ 
PH081 CACGTGCGAATA 

249 260 

PH02 binding site: 

UA.S,i HIS4 

PH081 

AGTTAATTAATT 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AATTAATCAAAT 

-268 -290 

Fig. 111.27. Comparoison des séquences UAS et apparentées dans la région 5· 
des gènes PH08 I, PHOS et H/S4 

Pvul l 
ATGBgl l l 

b 

ORF : 3531bp 
Barn Hl EcoRI Sph l 

Xhol Smal STOP Hpal Apal 
j j 

ORF: 1809bp 
Xhol 

Bam HIATG EcoRI 
Hpa l 

STOP Sali 

j 1 

Sal 1 

1kb 

Fi g.111.28. Dé 11 mitot ion des ORF dons l'i nsert génomique comp l émentont le 
mutant pho8/. 
A/ Données de notre 1 eboretoi re : une ORF de 3531 bp 
B/ données de Voshi de : une ORF de 1809bp. 



Par les travaux de Yoshida (Yoshida et al, 1989b), nous savons 
que la transcription du gène PH08lest régulée par le Pi, comme le gène de 
structure de la phosphatase acide, PH05 Yoshida suggérait que les 
pr-otéines PH02 et PH04 activeraient la transcription de PH08 I comme 
celle de PH05Deux UAS (UASpl et UASp2) ont été identifié comme site de 
liaison de la protéine PH04 dans le promoteur de PH05, et une UASi comme 
si te de liaison de la protéine PH02 (Vogel et al, 1989). 

Nous avons cherché des séquences similaires à ces UAS dans la 
région promoteur de PH08 ! Une séquence de 13pb avec un mismatch de 2 
pb s'est révélée similaire à l'UASpl, en position 357-369, alors qu'une 
séquence de l 2pb avec un mismatch de 2pb est simi Jaire à l'UASp2 en 
position 246-260.(Fig. 111.27 ) 

Aucune séquence homologue n'a été trouvée avec l'UASi reconnue 
par la protéine PH02 dans le promoteur de PHO~ mais une séquence de 12 
pb avec un mismatch de 3 pb est similaire à la séquence reconnue par la 
protéine PH02 dans le promoteur H/54 <Tice-Baldwin et al., 1989) en 
position 268-290 (Fig. 111.27). 

Donc, comme pour le promoteur de PH05, une UAS reconnue par la 
pro téine PH02 est entourée de 2 UAS reconnue par la protéine PH04. 

111.2.4. DISCUSSION. 

11 1. 2.4.1. Le séquençage du gène PH08 lmet en évidence l'existence d'un ATG 
initiateur situé à 2200bp en amont de l'ATG initiateur défini 
antérieLwement par Yoshida. 

Nous avons délimité lors les tests de complémentation, un 
fragment Pvtll-SawA de 4,7kb qui contient l'information du gène PH08! 
Après le séquençage, ce fragment révèle une ORF de 3528bp. Ce résultat 
est en contradiction avec les conclusions des données de séquençage (non 
publiées) rappportées Yoshida (Yoshida et al., 1987). La taille et les 
1 imites de l'ORF que nous mettons en évidence ne correspondent pas à 
ce! les de l'ORF de l 809bp trouvée par Yoshida. L'ORF selon la séquence 
établie au laboratoire commence en fait à environ 2200bp en amont de 
l'ATG initiateur fixé par Yoshida et se termine à SOObp en amont du codon 
STOP défini par ces auteurs.(Fig. 111.28 ). 

Les différences entre nos données et celles de Yoshida.font 
appels à plusieurs commentaires : 



PH05 

UASpl UAS UASp2 TATA ATG F 
-,----,ic::J1----,,D---C=:]i-------.------,-----L_ __ __,/ 

-300 -200 -100 • I 7 -400 

PHOBI 

UASp2 UAS UASp 1 ATG F 
---,.----,c::JCJ---1c::Jl-r-1 ------r-----{===~ 
-400 -300 -200 -100 •I / 

F1g, IIL29. Compara1son de la Joca11sat1on des UAS de PH05 et des 
séquences apparentées de Pf/08 /. 



- les tests de complémentat1on réalisés avec un vecteur monocopie ont 
montré que les fragments Bam-ll-SaA de 4kb et BgAI-SaA de 5,3kb ne 
complémentent pas la mutation p/Jo8! Ces résultats sont en accord avec 
notre séquence car ces fragments ne contiennent qu'une part1e de l'ORF. 
Mais ces résultats ne s'expliquent au regard de la séquence de Yoshida 
car le fragment B,.qAI-SaA de 5J3kb contient toute la séquence codante 
définie par les auteurs avec une régions· de plus de 1800bp. 

- la taille de l'ARN messager de PH08/estimée par Northern est de 3,5kb 
(Yoshida et al., 1989B) ce qui est en accord la taille attendue pour 
messager comprtant une ORF.de 3528bp. 

- l'ATG f1xé en pos1tion 593 dans notre séquence est isolé dans l'extrémité 
5' de l'ORF et la présence d'une purine en position 590 est en accord avec 
la situat Ion habituel le des ATG initiateurs (Kozak, 1981 ). 

Ces données sont donc en faveur de la situation où l'ATG en 
position 593 est le codon initiateur de la traduction de l'ARN messager de 
PH08! . 

111.2.4.2. Les UAS présentes dans la région distale du promoteur rendent 
compte des mécanismes semblables de régulation de PH05et de PH08I. 

L'analyse de la région s· du gène n'a pas montré de séquence 
consensus typique de TATA box. Il est possible que la fonction de la 
sélection du site+ 1 de transcription ne soit pas remplie par une TAT A box. 
Ainsi, les séquences CAAG précédées 1 Obp en amont de "CT-rich blocks" 
pourrait alors être importantes. Notons que ces séquences se retrouvent 
dans les promoteurs de qènes hautement exprimés tel que la PGK qui ne 
requiert pas de TAT A box pour son expression (Ogden et al, 1986). La 
détermination de la position du site + 1 par mapping S 1 et des expériences 
de mutagenèse des signaux présomptifs de la transcription sont 
nécessaires pour en évaluer leur importance 

Par comparaison de séquences , nous avons trouvé trois UAS 
potentielles dans le promoteur de PH08I. Une UAS susceptible d'être 
reconnue par la protéine PH02 est entourée de deux UAS, l'UASp 1 et 
l'UASp2, répondant à la protéine PH04. L' arrangement des trois UAS 
putatives dans le promoteur de PH08/est le même que celui observé pour 
les UAS fonctionnant dans le promoteur de PH05 (Fig.111.29). Cet 
arrangement suggère que le mécanisme d'activation du gène PH08I par les 
protéines PH02 et PH04 est semblable à celui du gène PHOS 

-- - - _ J 



UASp2 

I CCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGT1ACCCACTCGTqcACCCAACTGATC 
50 

100 
51 TTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAA 

101 GGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTT(,AATA 
150 

UASi 200 
151 QCATACTCTlfCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTG 

ma tri ce YCpSO 

. 201 250 
TCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAG 

251 GGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACC 3
00 

301 350 
ATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTT 

UASp 1 ______.-:- pB 1 uescri pt KS + 

35 1 --==...,..,,,,.=- ~ 400 
TCGTCTTCAAGêATTCTCATGTTlJ3ACAGCTT ATCATcgataagcttgat 

C/a 1 

401 450 
CTGCACTAGTTGAGCTTTTGACAAGACATACTGCTCAAAAAATCTTCATA 

451 500 

501 

ACATTATTTTTCGGTTCCACAGTGATTGAGCTTTTTGAGAGAATAACCCT 

533 
TTGGAGGCAACATAGATAGATAAACGTGCAATG 

promoteur 
. P/:/081 

Fig. 111.30. Reconstitution de la séquence amont de l'insert Pvul 1-Sall du 
plamide pAG3. 
UASp 1, UASp2 et UA Si désignent 1 es trois "UAS-1 t ke" trouvé 
dans la matrice VCpSO.(voir ftg.J J . 
la séquence du pBluescript KS+ est indiquée en m1nuscule. 
promoteur PH08I désigne la séquence,\m amont de l'ATG du gène. 

) 



A 

8 

PH04 binding site: 

UASp1 

UASp2 

PHO5 

YCp50-PHO81 

PHO5 

YCp50-PHO81 

i74 8 

284 ACTC~CRC GTG 294 
! ! ; 1 i 11 ! ! 

. 27 RCCCACTCGTG 37 

PH02 binding site: 

UAS 

1 

- 500 

UASp2 

== 
- 500 

PHO5 

YCp50-PHO81 

246 GRR RGG RRTC C 
l f ! } 1 i ! 
; ' , • 1 1 1 

·145 GA R ACT ATAC C 
260 

UASp2 UAS UASpl Pvull 

i=:1-CJ c:::J 1 1 1 

-400 -300 - 200 -100 

vecteur YCpSO 

U.A.S UASpl I 
1 

·□ c:::J 
- 400 -300 -200 - 100 

PHOBI 

ATG 1/ 
.R 

PH081 

ATG 1/ 
.R 

Fig. 111.31. Mise en évidence de séquences ·uAS-Like· dens la matrice du 
vecteur VCpSO. 
A/ Comparaison des séquences UAS et epperentées dans la 
région s· des gènes PH08 I et PH05. 
B/ Comparaison de la localisation des séquences UAS 
potentielles dans le promoteur authentique du gènes PH08I et 
dans le motrice VCpSO. 



111.2.4.3. L'absence d'UAS potentielles de PH08! pourrait être compensée 
par des séquences présentes dans la matrice du vecteur YCpS0. 

Les trois UAS que nous venons d'identifier sont localisées en 
amont du site Pvul. Or, lors des tests de complémentation, le plasmide 
pAG3 qui contient l'insert Pvu 1- Sa11 de 5, 9kb où les UAS sont donc 
absentes, est capable de complémenter la mutation p/Jo8I. Deux hypothèses 
découle de cette observation : 

-soit la séquence qui fait défaut n'est pas nécessaire pour 
l'expression du gène PH08 I. 

-soit il y a un "effet plasmide" c-à-d. que les séquences du 
vecteur dans lequel le fragment a été cloné, tiennent un rôle 
analogue aux UAS. 

Rappelons que la taille habituelle de la région promoteur chez la 
levure est supérieure à la taille de la région 5' amont présent dans l'insert 
du plasmide pAG3 ( 132bp).l l est donc peu plausible que cette région suffise 
à une expression correcte de PHO8/L'examen de la séquence n'a pas révélé 
la présence de signaux particulier de transcription en dehors d'une 
séquence ayant une certaine homologie avec une TATA box. Bien qu'on ne 
puisse exclure que la séquence de 132bp suffise à asssurer un certain taux 
basal de transcription permettant la complémentation de la mutation 
p/708 !, il convient d'essayer la deuxième hypothèse. 

Pour confirmer la deuxième hypothèse, nous avons reconstitue la 
séquence amont du fragment Pvul-Sa,1 de 5,9kb. Rappelons que pour cloner 
ce fragment au site Cla du plasmide pAG 1, nous sommes passé par un 
vecteur intermédiaire (Fig.Ill.!'). Nous avons donc en amont de Pvul une 
séquence de 13bp du plasmide pBluescript KS+ et puis la séquence du 
vecteur YCpS0 à partir du site Cla où le fragment a été cloné CFig.II1.30). 
Cette séquence amont a été comparée avec les UAS reconnues par les 
protéines PH02 et PH04 dans le promoteur de PH05 Une séquence de 13bp 
avec un mismatch de 3bp s'est révélé similaire à l'UASpl reconnue par la 
protéine PH04 et une séquence de 1 lbp avec un mismatch de 2bp similaire 
à l'UASp2. Une autre séquence de 1 Sbp avec un mismatch de 4bp en position 
est similaire à l'UASi reconnue par PH02 (Fig. 111.31 ). 11 y aurait donc dans 
la séquence amont du fragment Pvul-Sa11 de 5,9kb, des éléments pouvant 
activer l'expression du gène. 

Pour vérifier l'hypothèse d'un effet plasmide, le fragment Pvul
SaA de 5,9kb devra être cloné dans un vecteur qui ne présente aucune 
séquence similaire aux UAS 



De plus, pour prouver lïmportance des UAS éventuelles que nous avons 
identifiées, des délétions plus "fines" devront être effectuées et leurs 
effets analysés sur l'expression du gène en mesurant le taux d'ARN 
messager de PHOB I ou encore en suivant l'expression d'un autre gène 
"reporter" dont le produit protéique est aisément détectable. 



IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES. 

Le s1Jstèrne ré~Jul ateur- ,je la pt-ï0::;pt-,atase aci ,je répressi b 1 e 1je 
::.-1...·1(:ï.-.-.1'lâ:nt:1'/~ijces- csrE6--'iHh·1e i 11 ustre à ::;ouriai t la cornp l e>=:i té des 
rnécani ::;me::; 1je réqul at ion ,je l'e;<pre::/:;i on 1:;iénéti que cJ:ez cet eucrirIdote. Le 
!;iène .P/--/t..16"/ _. 1jont on sait qu'il e:,:et-ce le rôle de rnédiateur dans ce 
::;1d::Jè.rne_. est étuijiè. 1jans notre latiorntoire afin ,je cornpren,jre tant le::; 
rnécani :::rne::: de :::a propre ré,~ul at ion que 1 a rnani è.re dont 1 a prntéi ne PHOô 1 
figit. 

Le ,;iè.ne .F'..'-/t..ï'i}.I a été cloné ftntérieurernent ( '·./an1jen1-,aute et '-9/, 

19fü:i 'lo::J1i da et â/_. 19i:i7 et '·io:::J,i ,ja et â-/_. 19i39t,). Cependant. certains 
ré::;ultats obtenu::; par Vost-Jiija :;ur ce gène .P/iZïâ'/ apparai:;sent 
,--,-·-•r---,ji,--t-·ir- --,. rt-· -r-+at I•r- r-·---.,r--ar-,t 7 - .r; ,-,[.··r ,-- 1,---é, r , -=,r -.-,-. ·=iti+ -,,r-c-;_.,Jj l t ,j, , ,_. -'-' 1 I::!-:•. t. 1 t! 1 ·-· ·-, -· 1 1 C]l::l fJ._. 1 - 1..,1;! L,D,,...J ·-· 1 ,JfJ,_. 1--"-'' l_.t!;:, 1..J ,_I;! _, ·-·, 

---rnpl"r-i=i 1-•i:,r•=iit ,·p r-n1t•=int '?h.~-.-ëi'l ~P. qui c-un,qi::ip:i Iqu 0 rP. ,~10•-· 0 ,-·nntiP.nt 1i=i 1_.U . ' . t! fi-~, 1 l-~ ·~ ·- .j • f. _ -·~ - ./..•1.'~'L'; J L. - 1 - -~· - -=1~ - · -~ ·~ ~ J ~ 11•~ 'J·-· ~ ·- . ·-· 

1Jène entier. Or. J;3 U:1il1e 1ju tr1F.'.NA ,ju !Jè.ne ::::;f!U'•/ai;Je_. telle qu·e11e apparaît 
sur i'-JorU-ï8iTi ti1ot pré::::;enté par ce:; auteurs, est estirnée è 3,5 k:b, soit une 
taille plu:; élevée que le 1Jène lui-rnême_. ce qui e::;t inconce•./atile. 

r•·J-•1 i •-· --11 - r-1 •-· ;-onr-i ,-. 1 Ü i'""J~-f"\L 1 ::_ r--l - .-; •- ,-.,· n,-,,-...::, p-,1 if- -. -1.- r- -11•-· .-11,-,·- ,-. 
. !_,A;:, ,j ,,,!J '·=· ' ·-· r '·=· '·-· Î-'' uU e f ,e ,j .r 1-:•. f- ._,.:,e. 1 )_J;_, l_.lj' ,j, IU - ·=· ,j ',' ._,f !.:, 

t ;:. .:-t ç, 1 -j --· :=irirj1-·1· té. 1-iü d1· f f -~-,-~-r-,• ·=· ·=·,-,i1•=·-,-·l I-···Iac- ,--1-, n,:·t r-1 11· • -:· 1-i •=it-I-=- 11~1 • .. • ---1-·t c, · Jt~ _ ._ .. _, ._ ._. • 1 1_. ,_, :-·. _. _ c. _J c. ,... 1 i e I e . 1_ ._. ._, _ 1 ._ ._, ..,. _, 1 • c.::: ._, .• _ . ._. , i ._: _ ._.. 1_ ._. _J 1_. ._. .._, l , e. _. _ ._. L , 

navet te E. r:Dii-S cerevis-/5'e rnonocopi e au 1jè.part 1j 'un r ra1Jtr1ent ;;iè.norni que 
1je 7 kb qui contient le gène Pl-i't}{?/ entier. ,je cornplè.t-nenter la rnêrne 
rnutat ion p/ï-Ci.5"/. Nous f!von:; pu ;:1i n::;i ,jé 1 i rni ter un f ra,;irnent ,P,~'li !- 5àû5A ,je 
4,7 kt, qui contient tou J otirs 1 e i;Jène .PHt)'i..''rl entier. al cir-s q1_fun f rn1Jt-nent 
lï'à/ïJll- SôA ,je 4 k:b, cornprenant le fra,~rnent ,je 2):i k:t,, ne cotriplérnente 
p;:i::;_ Les rai sons de la ,ji f f érence entre le::: ré::;ultats de::: tests de 
;--,-,,-,-,r l âtY .. nt ,=,fi -1-1 -',::. 11 .. -.•- 1· ..J,.. Lit ] c,,-. •-1?·,t t-c,,~ pülj 1 'üt-tf ,-.'c,•,nl 1· 171 'üt- jJÜ 
• .. · • .. • Il 1 ~ 1 • .. · ,l lj Il ·- '..J 1_ 1 I_I , IJ C- 'j' i_l '.:, 1 1 IJ 1j '-· - i CC;:, 1 •.. - 1 'J ·=• t--"-• •- ',' •-· , ;_ •=• •C· i ·, f-' -j '-~ CC CC 

ijiff érentes façons. '.=;i on e:=<clut 1jes raisons triviales telles la confusion ou 
1 'interprétation erronée iju te:::t_ ije ,jétect ion 1je 1 a ptwspt-1atase _. on peut 
pen::;er qu·en revanche, 1 e type 1je vecteur utilisé pour cornp 1 érnenter 1 e 
m1~tant p/ïad/ peut avoir son irnportance. Nous avons effectué en effet la 
cornp l érnentat ion ,ju n-1utant \/O33,j avec un vecteur rnonocopi e ,je tIdp8 '/Cp 
alors que Vost1iija a utilisé un vecteur rnulticopie ,je t1dpe VEp. Par l'effet ,je 
dosage génique que ce vecteur 1/Ep entraîne_. il pourrait se faire que le gène 
tronqué ::;oit toujour::; cap;:itile ,je cornplérnenter ,jan::; une certaine rne:3ure 
1a rnutation. La 1jélétion pourrait affecter une ré,~ion 1je régulation ,ju !]è.ne 
et/ou une ré1Jion cc11jante non-es::;entielle 1je la protéine. 
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Li:'! 1jè.tenni nation forrne 11 e ,je cet te r11dpoU-1èse e;,:p li cati •.,.•e des 
ré::;ultat::; je cornplérnentation rapporté::; pôr l'équipe ,des _iaponai::; 
con:::i::;t_en:iit a \1érifier que l'insert 1je 4 kb dan::; un vecteur de tqpe VEp 
entn:dne cJ1ez 1 e tnrnsf orrncrnt une réponse positive en test ,je coloration. 

Une autre vérification con:::i ste à :::équencer le gène Fil(i{tl. Nous 
avons tr1ontré que 1 e sous-c 1 one pAG3 (comp 1 érnentant 1 a rnutat ion) 
contient une ORF ,de 3531 t,p, alors que les sous-clones pAG 1 et pAG4 (ne 
cornp l érnentant la rnutat ion) ne contiennent qu·une partie ,de ce 11 e-ci et 
sont en outre 1délété~; des éléments de contrôle de la transcription situés 
en ;::rnont ,je l 'ORF. De tels si ,;inau:=< potentiels ont eff ect i vernent été rni s en 
évi ,dence dans la régi on s· amont du !;lène. En effet, par comparai son avec 
les :;équences ides UA'.::; ,ju promoteur ,je .PH{l...<i .. nous avons ,détecté trois 
UN:; potentie11e::; dont ,jew-=: ::;ont hornologues ,d'UA!:; reconnues par F'HIJ4 et 
la troi ::;ièrne r1ornolo!~ue ,je l'UA::3i reconnues par PH02. La situation et 
l ·arrangernent 1je ces trois UAS 1jans le prornoteur 1je .Pi-/i.Îi...'i/ serntil at,l e à la 
::;ituat ion ,je Fl--/!)5 perrnet ,je reriijre compte.. stff une base rno l éculai re , 
1j 'ot,ser'•/ôt ions antérieures (Vost"ri da · et a·/_. 19ô9b) rnontrcint que 
l 'o•., nr-o,-·,--i-t-, r-6,,11]6- ,j- Pi-l/7;~·/ot ,fo Pi-lOÇ,-.o r·:=-.1··-··=t]· t -fc, t-- -r·1•è.r-,- --0-r-j-tit·,60 

,_ ...... r' ,_. ·=· ·=· 1 u 1 'J ti -• ._. lj ' G J .• .. L' L' .. ·-· ·- 1__,.J .. .. .. L' ~· ·="-· ,.., .::, ;_, - u ·-· 1 f I ij 1 ·-· G LI u I u 1 ·-· ·-· 

ili=,,·· r·r·,,, .. d-tit•-· ~.1-. . - •• ·,· .-·t ~-~-.. -. ..trP. ··r··-r•r-1·1t r~c "'e tr-ar· ---·r·r• 1"'c. p;..,i,-;•q I t·11· 170 ', i ._ .. :, ,,_, l , ._ .:, _j.,'/.IU..: e _i..1.1.IU~ I J i 1U. l l1 I:! 1-lij.., U . . . I'.:;!_. 11-I t Ji:, , , ,i.Ji..• i , ~•-· 

Ph"t.ï5en Nortt·iern tilot). 

Le rnode ,j'act ion ,je la protéine PHOi:i 1 1jerneure quant a lui .. 
inconnu. Cependant, pour e>,:pliquer 1a fonction de la protéine F'HCIEi 1 ,jans le 
::;!J=:;tè.tr:e 1je la pr-1ospt·1atase aci1je répressitile, Vost-,i,ja avait proposé ,jew< 
1··11r1nt he·· C·üC {'·ln-=- 1·1· d:=t cd .cd 1 OPCJh 1 . l J_:Jt- _ -· J •• _11_ •• _. •. _ ._., J 1..J L· L L'.' -., l _.. ._I -· ._.} . 

-:=;oit la protéine F'HC!Ei 1 est une protéine régula tri ce au rnêrne 
titre que plusieurs autres protéines ,ju s1dstèrne ,de la 
phospr·1atase ;:1ci1je 

- :::;oit F'HOi:, 1 est une enzwne qui rnétat,o li se l'effecteur (Pi) en 
une f orrne inactive. 

Les infonnations que nous avons ot,tenues, jointes au~< données 
,je la littérature, nou~; permettent 1Javancer ides ar!~uments en faveur de la 
,je1.rni ème liypothè:;e : 

1 / Comme le suggèrent les e:,<pér-iences ,je Northern blot de Vost•iida 
et la nature des séquences régulatrices (trois LIAS) que nous 
·d- .... r, r·, c· 1·r·1 1· -=- P. s-· 0 ··1 6 • .• • ,j P. 1·1 r P. P. 1·1 ·=i 1·r1 rJ 1·· t 1j 1 ' ,~ 0 1·1 c, PL,•,-;,9 1 11 · e-=- t p ·d- c· 1 • - •J ..., J ·- .., 1 C: \ 1 -· -· J J I.J 1 - -~ .::J C: C: J .. FJ L• i.. J .... - ' ...., 

e>=:primé de manière constitutive, comme le sont les autres 
:Jèn es ,je nature ré!;iulatrice ,jan:=:; le s1dstèrne. 

2/ La taille très IJran,je de l ïJPF que nou·:: mettons en évidence 
(co,jant pour 1779 aa), ,jistin!~ue égalernent ce gène ,jes autres 
,~ènes ré!JU1 ateurs ,ju :3~d:;tèrne (co,jant pour ,de:=; protéines ,je 
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\(1(1 -::.;;;, P.t·1• .. •1· rr,··1··1 P.t p,:-t 1j•::.•,,• ·=-r·1t ·=t•J 0 l-.,-,rr1·r1ij- +; til P. ij- ',,,'P_.I_-: 1, ;--j ·1·1;::.Jt.lJrP._. ·-· ·-· ·-· I.J ._J _. , l _t 1 .• _, _. _ _ . . _1 l_ U , U _ I...J :_. 1-• • U 1 ~ I_ i -· 

-r·~,,-- · - t1·711- -t- i- r;-,.,t::.it·P. PH·-,·....,1 t' IL :::1 f fi û . 14 .◄ t' !__, t' , ij 1.J, I_, _ t' , I '_. l_, 0 . 

Pour éta\der ,j 'avantage cette t·1ypolri13S8, il \d aurait lieu 1je 
vérifier Dar rnuta,7 enè:;e ,jiriPée le rôle ré17 ulateur effectif 1jes UA':; . .j .j .j 

pré:::;urnée:; 1ju gène .P/-/D5"/ Par ai 11 eur:::; .. ,je:::; recherche:::; ,j'horno 1 O!~i es a',/ec 
1 es séquences 1j\:iutre:; protéine:; poutTai ent •3UJJ1Jérer des h1dpoH1èses quant 
è la nature e:,<acte ,je l'activité de l'enz1Jtr1e. 
La îî1i:;e è l'épreuve 1je ll1(JpoU-1èse alternative attribuant è PHDô 1 un rôle 
rf.cn1· 1 r·tP.IJr j-r-a-nd-·r--1· 4 de ,,::r1·r·1·,-,r ,---=, ··ara-1~ite··;:. 1·rtP.rr 17 1·r { --~- .. .- .. ,.,,t 1nLJ ,. __ 1 t' -~ .l 1 !] . -· . 1 t' 11 i t' ,j I_ • '/ t' r:: .:,u I_. I ,..1 -· 1 ,j !. -· û:::; '· .Il./ Y./ V t.' t' .i _, .l..'1 

v/t.râ i':'!Vec les autre:::; é1érnent::::; 1ju :::;tJ::;tèrne (séquence:; ,j'ADN et/ou 
protéines). 
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ANNEXE. 

1234567 

Electrophorèse en gel d'agarose de différentes restriction des plasmides 
pDP47 et pDP46. 

piste 1. 
piste 2. 
piste 3. 
piste 4. 
piste 5. 
piste 6. 
piste 7. 

pDP47 restreint par ,•\'lJa 
pDP4ï restreint par X/7a 
pDP47 restreint par b'._q,.f l et EccRI 
pDP47 restreint par Pvul et Pst-. 
marqueur de taille À restreint par Hir.dl 11 
pDP46 restreint par H,oa et EccR 1 
pDP46 restreint par Hir.dl 11 et Bam-il 

Mlul H,oal A ·uli 
.1mHI Pst I Sg/11 ~ô,~ 1 f(1mHI 

,i>LJIII t P.s/1 ! 

carte de restriction détaillée du plasmide pTC7. 

1 kb 



Enzymes de 
restiction 

pDP47 

Xba 1 

Xho 1 

Taille estimée 
des fragments de 
restriction(en kb) 

3 
1,6 

3 
1,6 

Bgl 11-Eco R 1 3 
0,9 
0,7 

Xbal 

1 t 
(MCS) 

Xhol 

+1 
(MCS) 

EcoRI 

~ 
(MCS) 

fcoRI 

Pvull 

Pvu 11-Eco RI 

pDP46 

Hpa 1-Eco RI 

Hindi 11 - BamH 1 

2,5 
1,5 
0,3 

3, 1 
0,6 

2,9 
0,6 
0,3 

, ,, , 
(MCS) 

Localisation des sites
sur pDP47 et pDP46 

1,6kb 

1,6kb 

0,9kb Bg/11 

* 

Xhol 

! 

Xbal LACZ 

1+ -(MCS) 

LACZ 

► (MCS) 

LACZ 

~ 
(MCS) 

Pvull Pvull 

1,5kb 

EcoR I 

+1 

0,6kb 

(MCS) 

Hind i 11 Hindi 11 

t 0 ,3kb + 
1 

(MCS) 

Hpa l 

* 

0,6kb 

0,3kb LACZ 

(MCS) 

LACZ 

-(MCS) 

BamHI 

1~ 

LACZ 

(MCS) 




