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Résumé

Deux adénines adjacentes diméthylées en position N6 sont présentes de fagon
quasi-universellement conservées a I’extrémité 3’ terminale de I’ARN de la petite
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diméthylation devrait permettre d’attribuer un role fonctionnel a cette modification
post-transcriptionelle chez les eucaryotes. L'objectif de ce travail consiste a réaliser
la premiere étape de la création d'un tel mutant, a savoir d'assurer 1’expression chez
la levure du geéne hétérologue de la diméthylase d’E.coli , KsgA . Pour mener a
bien cette expression, une fusion transcriptionnelle a été réalisée entre un site de
restriction Nco 1 situé en aval d'un promoteur de levure fort et régulable et un site
de restriction Bsp HI cré, par mutagénese dirigée, en amont du gene KsgA . Un
vecteur-navette autoréplicatif porteur de cette construction a été introduit chez la
levure par transformation. L'analyse des transformants par la technique de I'
"immunoblot” a montré que la protéine est exprimé chez la levure.
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Abréviations.

5FOA acide 5 fluoro-orotique

A ampere

ADN acide déoxyribonucléique

ARN acide ribonucléique

ARNm ARN messager

ARNr ARN ribosomique

ARNt ARN de transfert

Br.Eth. bromure d'éthidium

c.C cellule compétente

conc concentration

D.O densité optique

d.s double brin

DAB 3,3',4,4'-tetraaminobipheny!|
DNase déoxyribonucléase

DTE dithioérythritol

DTT dithiothréitol

EDTA éthyléenediamine-tétraacétate

g gramme

IPTG isopropy!,B-D thiogalactopyranoside

kb Kilobase

I litre

LSU-ARNT ARN majeur de la grande sous-unité ribosomique
mA milliampére

MCS site mutliple de clonage

mg milligramme

min minute

mi millilitre

mM millimolaire

M molaire

nm nanometre

ORI origine de réplication

OPC oligonucleotide purification cartridge
PAGE électrophorése en gel de polyacrylamide
p/v poids / volume

pb paire de base

PM poids moléculaire

R.F. forme réplicative

RNase ribonucléase

rem tours par minute

S.S simple brin

SDS sodium dodecyl sulfate

sec seconde

SSU-ARNTr ARN majeur de la petite sous-unité ribosomique
t.s thermosensible

Tris tri-(hydroxyméthyl)-aminométhane
uv ultra-violet

\" volt

v/v volume / volume

Xgal 5 bromo-4chloro-3indolyl-B-Dgalactopyranoside

ul

microlitre
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1.INTRODUCTION.




Chapitre 1: Introduction générale.

1.Avant-propos.

La traduction est une étape-clé de I'expression des genes au cours de
laquelle une information contenue dans une séquence nucléotidique d’ARN
est convertie en une séquence d’'acides aminés de protéine responsable des
caractéristiques phénotypiques des organismes vivants. Dans toute cellule, le
processus de décodage est accompli par un complexe ribonucléoprotéique
conservé a travers I'évolution, le ribosome.

Il est généralement admis que la régulation de I'expression des génes,
au niveau traductionnel, se réalise principalement pendant la premiére étape
de la traduction, soit I'étape d'initiation. Chez les procaryotes, l'initiation de la
traduction requiert une interaction, dite de “Shine-Dalgarno”, entre une
séquence de nucléotides présente sur I'extrémité 3'-terminale de la molécule
d’ARNTr de la petite sous-unité ribosomique et une séquence complémentaire
présente sur TARNm. Cette interaction permet au ribosome de se positionner
correctement sur I'AUG initiateur. Chez les eucaryotes, comme nous le
verrons plus loin, le mécanisme d'initiation de la traduction est plus complexe
et ne reléve pas, dans I'extéme majorité des cas, du méme principe.

Deux adénines contigués diméthylées en position N6, formant la
séquence m6oAm6oA, sont présentes de maniére quasi-universellement
conservée sur 'extrémité 3’-terminale de I'ARNr de la petite sous-unité
ribosomique, sur une structure secondaire en épingle a cheveux elle-méme
extrémement conservée évolutivement. Un réle fonctionnel dans I'étape
d’initiation a été attribué a ces groupements méthyles chez les procaryotes.
Ces résultats ne sont pas extrapolables aux eucaryotes dans la mesure ou ils
manifestent précisément un mécanisme d'initiation différent.

A terme, l'objectif de la recherche entreprise par le laboratoire est
d’élucider le rdle fonctionnel joué par la séquence m62Am6oA chez les
eucaryotes. Dans ce but, nous utiliserons comme modeéle la levure
Saccharomyces cerevisiae . Cet ascomycéte unicellulaire constitue un
organisme de choix pour I'étude du mécanisme complexe qui régit I'étape
d’initiation de la traduction chez les eucaryotes car il se préte bien, d’'une part,
a l'utilisation de techniques génétiques puissantes et d’autre part, aux
diverses analyses biochimiques.

1.INTRODUCTION.




2.Le fonctionnement général du ribosome
est conservé dans le mécanisme de la traduction.

Deux mécanismes sont nécessaires a I'expression de l'information
génétique d'une séquence nucléotidique d’ADN en une séquence d'acides
aminés: la transcription qui fournit, a partir de la molécule bicaténaire d’ADN,
une matrice monocaténaire, 'ARNm, et la traduction qui utilisant cette
derniére produit la protéine.

Cing partenaires interviennent au cours de la traduction:

1) TARNm sert de matrice, sa séquence détermine celle de la protéine.
2) les aminoacyls-ARNt portent d’'une part un anti-codon complémentaire
d’un codon présent sur le messager, d’autre part , sur leur extrémité 3',
'acide aminé correspondant.

3) divers facteurs protéiques solubles (d'initiation, d’élongation et de
relargage).

4) une source énergétique (hydrolyse du GTP en GDP et Pi).

5) et enfin le ribosome ou le “centre de contréle” de la synthése
protéique.

Globalement, le mécanisme de la traduction est conservé évolutivement
et se déroule en trois étapes: initiation, élongation et terminaison (fig 1.1). Le
réle joué par le ribosome dans chacune de ces étapes est lui-méme conservé
évolutivement.

Les différences rencontrées au sein des ARNm procaryotes (fig 1.2) et
eucaryotes (fig 1.3), justifient entre autres celles que ces deux types
cellulaires présentent au niveau de I'étape d'initiation de la traduction.

Chez les procaryotes, la mise en phase correcte du ribosome sur 'AUG
initiateur repose sur une interaction dite de “Shine-Dalgarno”. Celle-ci
s’effectue entre une séquence-consensus présente a I'extrémité 5'-terminale
de 'ARNm, a 7 a 10 nucléotides en amont de I’AUG initiateur, et une
séquence complémentaire jouxtant I' “hairpin” 3'-terminale de 'ARNr 16 S de
la petite sous-unité 30 S du ribosome procaryotique (fig 1.4 et 1.5). Notons
des a présent que I'appariement de ces deux séquences complémentaires
requiert la déstabilisation de I’ “hairpin” 3'-terminale. La figure 1.6 résume les
différentes étapes de la formation du complexe d'initiation chez les
procaryotes.

Chez les eucaryotes, le mécanisme d'initiation de la traduction
n'implique pas une interaction de “Shine-Dalgarno”. La “Cap Binding Protein”
(CBP) ou facteur d'initiation elF-4E permet a la petite sous-unité ribosomique
40 S eucaryote de reconnaitre la coiffe 5'-terminale de 'ARNm, de s’y fixer et
de glisser le long de celui-ci. La migration de la petite sous-unité 40 S s’arréte
lorsqu’elle rencontre un codon d'initiation dans un contexte favorable. C'est le
modeéle de “threading-scanning” de Kozak (Kozak, 1984 et 1989). La figure
1.7 résume les différentes étapes de la formation du complexe d'initiation
chez les eucaryotes.
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fig 1.1: Les étapes de la traduction (de Duve, 1987).

C’est dans la plus grande des deux sous-unités ribosomiques que se
situe la peptidyl transférase (PT, fig 1.1.A). Dans cette grande sous-unité, le
site P, pour peptidyle, porte le peptide en formation et la site A, pour
aminoacyle, porte I'aminoacyl-ARNt qui va étre incorpore.

1) initiation: (fig 1.1 B)

La petite sous-unité ribosomique en se fixant a 'TARNm met en
évidence le codon initiateur (AUG, GUG, rarement UUG) qui est reconnu par
’ARNt initiateur. Ensuite, la grande sous-unité se fixe a la petite. Différents
facteurs protéiques interviennent lors de cette étape.

2) ¢longation: (fig 1.1.C)

Le facteur eEF1 assure I'ajustement codon / anti-codon. |l apporte au
site A les aminoacyl-ARNt dans la bonne orientation et transporte une
molécule de GTP qui est hydrolysée dés que I'ajustement est réalisé.

La chaine peptidique en formation est transférée du site P au site A par
la peptidyl transférase. Cette transpeptidation se traduit par I'allongement de
la chaine d’'un résidu.

Le peptidyl-ARNt en cours d’élongation subit une translocation du site
A vers le site P, ce qui déplace 'ARNt libre et fait progresser le ribosome sur
le messager (ceci se réalise en présence du facteur d’élongation eEF2 et au
prix de I'hydrolyse d'un GTP).

3) terminaison: (fig 1.1.D)

C’est un facteur de relargage, et non un ARNt, qui reconnait le codon
stop (UAA, UAG ou UGA). Les différents éléments du complexe sont libérés
suite a I'nydrolyse d’'une molécule de GTP.




fig 1.2: Le messager procaryote.

Le messager procaryote représente, dans la majorité des cas,
plusieurs génes, il est polycistronique. Dans l'unique compartiment
cellulaire, sa traduction débute alors que sa transcription, & partir d'un
groupe de genes adjacents (opéron), n’est pas encore achevée. Les
extrémités 5’ et 3' du messager ainsi que les régions inter-cistroniques ne
sont pas traduites. A une distance de 7, 8 nucléotides en amont des AUG
initiateurs, se trouve un consensus de séquence, dit de “Shine-Dalgarno”,
complémentaire d'un fragment de la séquence présente a I'extrémité 3'
terminale de I'ARNr 16 S de la petite sous-unité ribosomique, soit
5'...CCUCC...3'. Un seul des trois codons initiateurs (AUG, GUG et UUGQG) et
un seul des trois codons stop (UAA, UAG et UGA) ont été représentés.

régioninter<istronique
= - maus uanle
SD

: SD 3
sequence codante séquencecodante

fig 1.3: Le messager eucaryote.

Le messager eucaryote ne représente qu’'un seul gene, il est
monocistronique. Sa transcription dans le noyau sous la forme d’'un
précurseur (ARNhn: hétérogéne nucléaire) est suivie de plusieurs
modifications post-transcriptionnelles. Parmi celle-ci, I'addition d’'une coiffe
5'-terminale, la polyadénylation 3'-terminale, des méthylations internes et
I'épissage.

L’ARNmM eucaryote mature présente deux régions non traduites: la
séquence |eader et la séquence trailer. La région leader contient de
nombreuses structures secondaires, suite a l'appariement de bases
complémentaires, ayant un effet non négligeable sur l'initiation de la
traduction en interagissant avec les facteurs protéiques qui y prennent part
(elF’s). La fonction de la région trailer est moins bien cernée, cependant on
sait que dans certains cas elle affecte la stabilité du messager produit (Zaret
etal, 1984).

Coiffe Poly A

m’GpppN, { teader EXUIVYY troier ] A,

séquencecodante




ARN en épingle
a cheveux

fig 1.4: Formation d'une structure secondaire de type “hairpin”, suite a
I'appariement de bases complémentaires (Lewin, 1988).
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fig 1.5: L'extrémité 3'-terminale de 'ARNr 16 S de E.coli présente
une structure secondaire conservée chez les procaryotes et les

eucaryotes (Van Knippenberg et al , 1984).




fig 1.6: Initiation de la traduction chez les procaryotes (Lewin, 1988).

L'aminoacyl-ARNt initiateur, soit le fmet ARNtf, est le seul a pouvoir
participer a la réaction d'initiation, car il forme un complexe binaire avec le
facteur IF2.

Le complexe binaire s’associe avec le complexe 30 S-ARNm, ce qui
introduit 'ARNt dans un site P partiel (car la sous-unité 50 S .n’est pas
encore présente). Le facteur IF3 est nécessaire a la dissociation des
ribosomes en vue de l'obtention de sous-unités 30 S et a la liaison
spécifique des sous-unités 30 S au site d'initiation de 'ARNm.

L’hydrolyse d’un GTP permet a la sous-unité 50 S de se joindre au
complexe précédemment formé et les facteurs protéiques initiateurs sont
libéres.

Le réle du facteur IF1 n’est pas défini, il stabilise probablement le
complexe ARNm-sous-unité 30 S.

IF2 fmet

Complexe
binaire

M Complexe 30S-ARNm

S i /éi)f Complexe
d'initiation complet

l Jonction de la
Sous-unité 50S

g -

GDP Pi

©

IF3 IF2
A i L J

Les facteurs d'initiationw Le GTP est clivé

sont libérés




fig 1.7: Initiation de la traduction chez les eucaryotes (Linder et al,
1990 - Rhoads, 1988 - Pain, 1986).

L'initiation de la traduction chez les eucaryotes fait appel a un nombre
plus important de facteurs protéiques, une douzaine, et la coiffe 5'-terminale,
absente des ARNm procaryotes, y joue un réle important.

1) formation mplexe 43 S:

L’hydrolyse d’'un GTP entraine une augmentation de I'affinité du facteur
elF-2 pour I'’ARNt méthionylé initiateur. En I'absence du messager, le
complexe ternaire obtenu se fixe a la petite sous-unité ribosomique 40 S,
lorsque celle-ci a contracté les facteurs elF-3 et elF-4C.

2) formation du complexe 48 S:

Le facteur elF-4E ou CPB se lie spécifiquement a la coiffe (plus
précisément a sa guanine méthylée en position 7). La sous-unité 40 S peut
entamer le “scanning” du messager, le facteur elF-4F (soit elF-4E + elF-4A +
p220) relaxant les structures secondaires présentes dans la région leader
5'-terminale du messager.

3) for :

Lorsqu’un codon AUG est reconnu comme initiateur, la sous-unité 60 S
s’adjoint au complexe préecédemment formé grace a l'intervention du facteur
elF-5. Les autres facteurs protéiques initiateurs sont libérés.
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fig 1.8: Aspect du ribosome en microscopie €lectronique
(Spirin, 1986).

A.micrographie de sous-unité 30S de ribosome de E.coli .
B.micrographie de sous-unité 50S de ribosome de E.coli .
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fig 1.9: Représentation schématique des constituants des ribosomes
procaryotiques et eucaryotiques (Alberts et a/ , 1983).




Signalons cependant que des études ont, a I'encontre du modéle de
Kozak, essayé de mettre en évidence I'existence chez les eucaryotes d’'une
interaction directe au site d'initiation entre 'ARN du ribosome et celui du
messager, comme cela se produit chez les procaryotes par I'interaction de
“Shine-Dalgarno” (Cavener et Stuart, 1991 - Sargan et a/, 1982). Dans
certains cas, trés particuliers, 'nypothése d’'une telle initiation de la traduction
eucaryote qui soit indépendante de la coiffe demeure intéressante (Pelletier
et al, 1988 - Capieaux et al, 1989).

Malgré quelques spécificités, concernant I'étape d'initiation, on peut
considérer le ribosome comme “traducteur universel”, ayant comme réle
conservé de catalyser le décodage de la séquence nucléotidique du
messager. Face a cette conservation de fonction, on doit s’attendre a
decouvrir des homologies de structure.

3.Le ribosome est une structure bien conservée.

ral ri m

En microscopie électronique, les ribosomes isolés apparaissent comme
des particules rondes et compactes de forme légérement oblongue et d’'une
dimension comprise entre 250 et 300 A (Spirin, 1986) (fig 1.8). Une
subdivision sépare deux sous-unités, la taille de la plus petite correspondant
environ a la moitié de celle de la plus grande. Le coefficient de sédimentation,
qui dépend de la masse et de la forme des particules, caractérise le ribosome
et ses constituants (fig 1.9).

En fonction de leur origine, on définit cinq classes de ribosomes (Raué
et al ,1988). Il s'agit des ribosomes 70 S de bactéries, des ribosomes 80 S du
cytoplasme eucaryote, des ribosomes d’archébactéries, des ribosomes de
chloroplastes et de ceux de mitochondries. Remarquons que les ribosomes
de chloroplastes de plantes supérieures ressemblent aux 70 S bactériens, et
que la classe des mitoribosomes est trés hétérogene (Curgy, 1985).

Bien que chaque classe de ribosomes comporte des spécificités, la
configuration générale de ceux-ci est conservée.

1.INTRODUCTION.




sous-uniteé ARNr __nombre de nucléotides
SSU 30 S 16 S 1500 a 1600
1542 E.coli
_ . 1661 mitochondrie de levure
SU 40 S 18 S +/- 1800
(ou 17 S) 1789 pour le 17 S de levure
1874 pour le 18 S de rat
LSU 50 S 23 S 3000
4 | = 2904 E.coli
LSU 60 S 28 S 3392-3393 pour le 25 S de levure
(ou 25 S) 4700-4800 pour le 28 S de rat
LSU 50 S 58S 120 E.coli
et LSU 60S 120-121 eucaryote

tableau 1.10: Les ARNr ribosomaux (Warner, 1989 - Spirin, 1986 -
Brimacombe et al, 1985). SSU= small subunit et LSU= large subunit.
L'’ARNr 5,8 S et 'ARNr 28 S (ou 25 S) sont liés par ponts hydrogénes
au sein de la grande sous-unité eucaryote 60 S. A ce titre, 'ARNr 5,8 S n’est
pas repris indépendamment du 28 S dans le tableau présenté ci-dessus.

origine du ribosome: LSU SSU
E.coli 34 21
chloroplastes 22-24 32-35
mitochondries deSaccharomyces cerevisiae 38 33
mitochondries animales 52 33
cytoplasme de Saccharomyces cerevisiae 44 32

tableau 1.11: Variations dans le nombre de protéines ribosomales
(Curgy, 1985).




Tous les ribosomes partagent la méme architecture moléculaire, ce sont
des ribonucléoprotéines. Chaque sous-unité contient une molécule d’ARN de
haut poids moléculaire, ARNr majeur, associé avec un nombre élevé de
protéines ribosomales (“r proteins”) (fig 1.9 et tableau 1.10).

La grande sous-unité contient en outre un ou deux ARNr de poids
moléculaire plus faible, les ARNr mineurs. Ainsi, 'ARNr 5 S est présent chez
tous les ribosomes excepté ceux de mitochondries. L'ARNr 5,8 S caractérise
les ribosomes cytoplasmiques eucaryotes et le 4,5 S les ribosomes de
chloroplastes de plantes supérieures. Ces deux derniers sont homologues
respectivement de la région 5 et 3’ terminale de 'ARN majeur de la grande
sous-unité du ribosome de E.coli , c’est a dire TARNr 23 S.

Dans la suite de I'exposé, 'ARN de la petite sous-unité ribosomique sera
noté SSU-ARNT, celui de la grande sous-unité ribosomique LSU-ARNT.

L’ARNr qui représente une proportion importante de la masse du
ribosome y joue un réle trés important car il y détermine la plupart des
caractéristiques structurales et fonctionnelles. Notons, entre autre, que
I'association des deux sous-unités, en un ribosome complet, semble
dépendre de l'affinité spécifique des deux ARNr majeurs. Cependant, 'ARNTr,
bien gu’indispensable, n’est pas suffisant a I'activité ribosomale. En effet, la
configuration fonctionnelle n’est obtenue que lorsque des protéines s'y
associent.

Le tableau 1.11 souligne la variation du nombre de protéines
ribosomales que l'on rencontre en comparant différentes catégories
évolutives.

Bien qu’une certaine variabilité relative au nombre des constituants et
a leur taille soit observée, la composition globale du ribosome est
effectivement conservée.

nservati | r r ndair ri me.

Des comparaisons évolutives ont pu étre réalisées entre ribosomes
procaryotiques, eucaryotiques et d'organelles a l'aide des nombreuses
structures primaires d’ARNr connues. Celles-ci sont déterminées soit par
séquengage direct, soit par séquengage des ADNr correspondants
(Brimacombe et al , 1985).

Des modeéles de la structure secondaire d’ARNr ont été élaborés a partir
de ces structures primaires. L’ARN est une molécule monocaténaire qui forme
de nombreuses structures secondaires de type “hairpin” , épingles a cheveux,
suite a I'appariement de bases complémentaires. La structure secondaire
générale d’'un ARNr consiste donc en une succession d’épingles a cheveux
entrecoupées de courtes séquences monocaténaires.

1.INTRODUCTION.



fig 1.12: Comparaison de la stucture secondaire de divers SSU-ARNr

(Raué et al , 1988). La figure présente le SSU-ARNr d’'une eubactérie
(Bacillus brevis ), d'un eucaryote (Saccharomyces cerevisiae ) et de deux
archébactéries (Thermoproteus tenax et Methanococcus vanniellii ).
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fig 1.14: Conservation de la structure secondaire des SSU-ARNr
(Raué et al, 1988).

Le modéle se base sur la structure secondaire de 'ARNr 16 S d’ E.coli
et met en évidence un ensemble d’éléments universellement conservés
correspondant probablement a un “cgore” minimal des SSU-ARNTr autorisant
encore le fonctionnement du ribosome.

Les régions conservées dans toutes les classes de ribosomes sont
indiquées par des cercles noircis. Les cercles blancs représentent les
régions conservées dans toutes les classes de ribosomes excepté celle des
mitochondries. Dix régions présentent des différences importantes de
structure, elles sont numérotées V1 a V10, a partir de I'extrémité 5'-
terminale. Les nucléotides présents dans plus de 90% de toutes les
séquences de SSU-ARNr connues sont spécifiquement indiqués.




HO OH

N®-Methyladenosine
(m®A)

NH,
NJ’]
0N
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2'-0-Methylcytidine
(Cm)

fig 1.15: Représentation de nucléotides méthylés (Spirin, 1986).

Cm= nucléotide C méthylé en position 2'-O du ribose.
m6A= nucléotide méthylé en position 6 de I'adénine.




E. coli S. carlsbergensis X. laevis H. sapiens Rabbit

Domain I
(A33) Am28 Am27 Am27 Am27
(A116) Am100 Am9%9 Am99 Am99
(C132) Umllé Uml116 Umllié
(C137) Umi2l Uml21 Umi2l
(A161) (A156) Am159 Aml39
(A167) Aml63 Am166 Aml166
(U173) (U169) Umi172 Umi72
(C175) (C171) Cm174 Cml174
(C308) Um393 Um428 Umdl7
(C316) Gmd01 Gmd36 nd.*
(C342) Cmdl4 Cmd27 Cmd62 Cmdsl
(G348) Am420 Amd33 Amd468 Am457
(A365) Am436 Amd49 Amd84 Amd73
(U390) Gmd74 GmS09 Gm498
393) Amd77 AmS12 AmS501
Cm4d82 Cm517 Cm506
[v4] AmS55S AmS541 AmS576 Am566
Am555 Am590 nd.*
(G505) Gm566 Gmé601 Gm591
m’G527 (G584) (G588) (G623)
(U531) Um578 Um592 Umé627 Umé617
(G548) Gmé609 Gm644 Gm634
Domain 11 :
(G572) Amé619 Am633 Am668 Amo658
(G587) Gm648 Gmé683 Gmé673
Cm760 Cm797 Cm793
Um762 Um799 Um795
[V5] Am796 (A816)
(G829) Gm867 Gm863
(G783) Am973 Am993 Am1031 Am1027
(C796) Cm1006 (C1026)
(G902) Gm1123 (A1145)
Domain III
m*G966 am'¥1187 amV¥1210 am¥1248 amV¥1245
m*C967 (C1188) (C1211) (C1211)
[vn Um1250 Um1288 Um1285
(U1049) Um1265 Um1288 Um1326 Um1323
(C1051) Gm1267 Gm1290 Gm1328 Gm1325
731106) Am1345 Am1383 Aml1379
1115) Cm1353 Cm1391 Cm1387
(C1147) Um1400 Uml1442 Um1458
(A1152) (G1405) Gm1447 nd.*
(A1197) Gm1425 Gml1448 Gm1490 Gm1484
m’G1207 (G1435) (G1458) (G1500)
(G1310) Gm1570 (G1395)
(G1338) m’G1573 m'G1597 m’G1639 m'G1629
(C1366) (C1626) Um1668 nd.*
(A1377) Am1636 Am1687 Am1669
Domain IV
m*‘Cm1402 Cm1637 Cm1661 Cm1703 Cm1694
m*C1407 (C1642) (C1666) (C1708) )
[vio] Um1761 Um1804 Um1793
mU1498 (U1759) (U1787) (U1830)
(A1497) m*A1789 mA1832 nd.*
m:G1516 (U1777) (U1805) (U1848)
— | m3AL518 m3A1779 m3A 1807 m3A 1850 m3A 1839
miA1519 méA 1780 _ miA1808 méA 1851 miA 1840

fig 1.16: Conservation des nucléotides modifiés de SSU-ARNr d'origines diverses
(Raué et al, 1988).

Le tableau présente la répartition des nucléotides méthylés a travers les quatre
domaines de SSU-ARNTr de bactéries (E.coli ), de levures (Saccharomyces carlsbergensis ),
de batraciens (Xenophus laevis ), d’ Homo sapiens et de lapin. Les nucléotides méthylés
sont indiqués en gras. Par convention, un “m” qui précéde le nucléotide signifie que celui-Ci
est méthylé au niveau de la base et un “m” qui suit le nucléotide signifie qu'il est méthylé en 2’
O- du ribose (voir également fig 1.15). Lorsq'un nucléotide n'est pas modifié dans une des
espéces présentées, alors qu'il I'est dans une ou plusieurs autres, sa position est indiquée
entre parenthéses. Si il se trouve dans un des dix domaines variables, sa position n'est pas
mentionnée mais le domaine est renseigné entre crochets. Le symbole y représente un

nucléotide hyper-modifié. La fleche souligne la présence conservée dans le domaine IV de
deux adénines diméthylées.




Pour étayer I'existence d’'une “hairpin”, on a recours a une approche
phylogénétique. Lorsque I'on compare deux séquences d’ARNr similaires
mais non identiques, le changement d’'une base sur un des deux brins dans
une région supposée en double hélice doit étre compensé par le changement
de la base complémentaire sur le brin opposé, de telle sorte que
I'appariement soit conservé (Raué et a/, 1988).

La figure 1.12 illustre I'étonnante conservation que I'on rencontre dans
la structure secondaire de SSU-ARNr d'origines trés variées, malgré des
séquences nucléotidiques parfois fort différentes par endroits.

Les quatre domaines présents au sein de la strucure secondaire de
'ARNr 16 S d’ E.coli , un des ARNr les plus étudiés, sont détaillés a la figure
1.13. Ce modéle a servi de base a la comparaison de nombreuses structures
secondaires de SSU-ARNTr. Les résultats obtenus par Raué et al. (1988) et
présentés a la figure 1.14 mettent clairement en évidence une extraordinaire
conservation de la structure secondaire des SSU-ARNr au cours de
I'évolution. Ceci est particulierement vrai dans le cas du domaine IV qui va
plus spécifiquement nous intéresser. Le “core” du ribosome est défini par
I'ensemble des régions de 'ARNr qui présentent une grande conservation de
leurs structures secondaires a travers I'évolution et qui a ce titre paraissent
essentielles au fonctionnement normal du ribosome.

La conservation du fonctionnement général du ribosome a travers le
mécanisme de la traduction a, comme attendu, des répercussions au niveau
structural.

Non seulement sa configuration générale et son architecture
moléculaire sont conservées, mais la structure secondaire de ses ARNr est
également maintenue a travers I'évolution. Ceci laisse supposer que ces
ARNr ont un réle important a jouer dans le fonctionnement et / ou
I'assemblage du ribosome.

Les ARNr sont sujets a une modification post-transcriptionnelle
fréquente, la méthylation (Alix et al , 1983). Celle-ci affecte les nucléotides,
soit au niveau de leurs bases, soit en position 2’-O du ribose (fig 1.15).

La figure 1.16 illustre la répartition de ces modifications dans les quatre
domaines de SSU-ARNr d'origines diverses. On constate que la méthylation
est un processus hautement spécifique (Klootwijk et Planta, 1973), sa
localisation est confinée, selon I' espéce, a une ou l'autre extrémité de 'ARNr
(Klagsbrun, 1973).
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fig 1.17: Comparaison de la séquence nucléotidique et de la structure
secondaire de la région 3'-terminale du SSU-ARNr procaryotique et des
SSU-ARNTr eucaryotique (Spirin, 1986 - van Knippenberg et al, 1984 - van
Charldorp et al, 1982).

Les rares régions non conservées sont encadrées. Remarquons que
les eucaryotes ne présentent pas la séquence consensus “anti-Shine-
Dalgarno” (CCUCC).
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| fig 1.18: Séquence de 'ARNr 16 S de E.coli(Spirin, 1986). 1




De plus, les méthylations sont principalement présentes parmi les
structures secondaires extrémement conservées du ribosome, le “core”, ce
qui laisse supposer qu’elles jouent un réle central dans la structure et la
fonction des ARNr (Edwards et a/ ,1990).

Chez E.coli , sur les dix nucléotides méthylés, neuf le sont au niveau de
leur base et la majorité d'entre elles se situent dans le domaine IV
correspondant a I'extrémité 3'-terminale du SSU-ARNTr.

Les modifications, plus nombreuses, chez les eucaryotes concernent a
raison de 90 % la position 2’-O du ribose et se répartissent majoritairement
dans le domaine |, soit I'extrémité 5'-terminale du SSU-ARNT. Le “pattern” de
méthylation est bien conservé a travers les quatre eucaryotes présentés.

Un grand degré de conservation du type et de la répartition des
modifications des ARNr est observé dans un méme groupe évolutif. Dans
chaque catégorie, les modifications sont localisées dans des régions
hautement conservées ce qui laisse supposer qu’elles jouent un réle
important dans le fonctionnement du ribosome.

3.4.2.La double diméthylation m62Am62A est extrémement
conservée,

Une seule modification est a la fois présente chez les procaryotes et les
eucaryotes (Van Knippenberg et al, 1984 et Van Charldorp et al, 1982) . |l
s’agit de deux adénines adjacentes diméthylées formant la séquence
m62Am62A, présente au sommet de I'hélice 45 du domaine IV (fig 1.13 et fig
1.17), c’est a dire en position 1518 et 1519 sur la séquence de 'ARNr 16 S de
E.coli (Spirin, 1986) (fig 1.18).

Remarquons toutefois que le SSU-ARNr des ribosomes de chloroplastes
d’'Euglena gracilis ne présente qu’une seule des deux diméthylations et que
celui des mitoribosomes de levures n’en présente aucune (fig 1.17) (Klootwijk
et al ,1975).

Un réle biologique important doit pouvoir étre attribué a la présence
quasi-universelle de cette double diméthylation. Sa position, a l'interface
des deux sous-unités ribosomiques, a proximité du site de liaison de
'ARNm, de I'ARNt et de facteurs protéiques ancillaires, suggeéere qu’elle
intervienne au niveau de la synthese protéique et plus précisément lors de
I'étape d'initiation de celle-ci.
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fig 1.19: L'antibiotique kasugamycine (Van Gemen, 1989).

La kasugamycine est un antibiotique qui appartient au groupe des
aminoglycosides. Cet antibiotique, isolé de Streptomyces kasugaensis, a
initialement été découvert de par sa capacité d’inhiber la croissance d'un
champignon (Pericularia oryzae ). Son effet, qui demeure bactériostatique
(Helser et al , 1972), ne s’exerce qu’a des concentrations relativement
élevées (> 100 ug / ml).




3.5.Réle de la double diméthylation m62Am62A.

La disponibilité d'un mutant d’E.coli ne présentant pas de méthyle sur
les deux adénines adjacentes 1518 et 1519, a permis a I'équipe de P.H. van
Knippenberg d’étudier en détail le réle de cette double diméthylation chez les
procaryotes.

L'absence des groupements meéthyles chez le mutant est la
conséquence d’'une mutation dans le géne KsgA codant pour la diméthylase
responsable de leur mise en place (Helser et al , 1972). Cette mutation se
manifeste par la résistance a un antibiotique, la kasugamycine (fig 1.19)
(Helser et al , 1971 et Sparling, 1968). Alors que le géne de la diméthylase d’
E.coli a été cloné (Van Buul et al, 1985), aucun géne équivalent ne I'a été
jusqu’a présent chez les eucaryotes.

La méthyl-transférase codée par le géne KsgA est spécifique des deux
adénosines précitées et utilise comme donneur de méthyles la S-
adénosylméthionine (SAM). L'enzyme fixe une sous-unité ribosomique 30 S
au cours de la phase finale de I'assemblage de celle-ci en particule
ribonucléoprotéique (Thammana et al, 1974). Ceci signifie que la méthylation
des bases est un événement qui se produit tardivement lors de la maturation
du ribosome. D’ailleurs la fixation de I'enzyme aux petites sous-unités
ribosomiques requiert la présence d’'un certain nombre de protéines
ribosomales. Lorsque la méthylation est effectuée, I'affinité de I'enzyme pour
son substrat méthylé diminue ce qui lui permet de fixer une nouvelle sous-
unité non méthylée (Poldermans et al, 1979 lll).

Remarquons que chez les eucaryotes, la plupart des étapes
d’assemblage et de maturation du ribosome ont lieu dans le nucléole.
Cependant, chez la levure, la méthylation des bases est également un
événement tardif (Klootwijk et Planta, 1973), si bien que la méthylation des
deux adénines qui nous concerne s’effectue dans le cytoplasme, lorsque le
précurseur du SSU-ARNTr y a été transporté (Brand et a/, 1975).
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Dans le but d’élucider le réle de la double diméthylation 3'-terminale
chez les procaryotes, le mode d'action de la kasugamycine a été
partiellement élucidé (Poldermans et al, 1979 |). Cet antibiotique inhibe la
synthése protéique en interférant avec la fixation de ’ARNt initiateur sur le
complexe ARNm-sous-unité 30 S (fig 1.6). La résistance a la kasugamycine
des sous-unités 30 S isolées a partir des mutants KsgA - n’apparait qu’en
présence de sous-unités 50 S, qu’elles proviennent de souche sauvage ou

de souche mutante KsgA -. Cette constatation laisse supposer que le site de
fixation de la kasugamycine est composé d'éléments appartenant aux deux

sous-unités. Quoi qu'il en soit, bien que les mutants KsgA - soient résistants a
la kasugamycine, on ignore toujours si la séquence m62Am6oA est

directement impliquée dans la fixation de I'antibiotique au ribosome (Van
Knippenberg , 1986 et Van Gemen et al, 1990).

Des comparaisons phénotypiques ont montré in vivo que la résistance a
la kasugamycine s’accompagne d’'une augmentation du temps de génération.
In vitro , le mutant requiert une concentration plus élevée du facteur d'initiation
IF3 (en I'absence du facteur IF1) (Poldermans et al ,1979 1) et voit I'affinité de
ses sous-unités ribosomiques amoindrie (Poldermans et a/, 1980 V).

Rappelons que chez les procaryotes, le positionnement correct du
ribosome sur I'’AUG initiateur nécessite l'interaction de “Shine-Dalgarno”
entre une séquence consensus présente a I'extrémité 5’-terminale de 'ARNm
et une séquence complémentaire présente sur I'extrémité 3’-terminale de
I'’ARNr 16 S (fig 1.5).

Des études physiques (résonnance magnétique nucléaire) ont été
réalisées sur des fragments comprenant les cinquante nucléotides terminaux
de I'extrémité 3' du SSU-ARNr 16 S. Ces fragments sont obtenus suite au
clivage de I'’ARNr par des bactériocines (colicine E3 et cloacine DF13). Ces
études ont révélé que les diméthyles en déstabilisant la structure secondaire
(Van Charldorp et al, 1981 a) en épingle a cheveux facilitaient I'interaction de
“Shine-Dalgarno” et donc la mise en phase correcte du ribosome lors de
I'étape d'initiation de la traduction (Heus, 1987).

Il a également été suggéré que la séquence m62AmE2A pourrait
contribuer a la formation d’un environnement hydrophobe nécessaire aux
ajustements du mécanisme traductionnel (Van Knippenberg , 1986).

1.INTRODUCTION.




La présence quasi-universelle, sur une structure secondaire tres
conservée, de deux adénines diméthylées, a linterface des deux sous-
unités ribosomiques, c'est-a-dire a proximité du site d’interaction codon /
anti-codon, nous autorise a nous interroger sur son implication dans la
traduction.

Il a été démontré chez les procaryotes que ces groupements méthyles
étaient favorables a linitiation de la traduction. Ces résultats ne sont
cependant pas extrapolables aux eucaryotes qui présentent un mécanisme
d’initiation tout a fait différent n’impliquant nullement une interaction de type
“Shine-Dalgarno”.

La disponibilité d’'un mutant eucaryote pour cette fonction de
diméthylation nous permettrait d’élucider le réle fonctionnel qu’elle joue
chez ceux-Ci.
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| Chapitre 2: But du travail.

A I'extrémité 3'-terminale de I'ARNr de la petite sous-unité ribosomique
est présente de maniére quasi-universellement conservée une diméthylation

de deux adénines adjacentes formant la séquence m62Am62A.

Dans le cas d’ E.coli , I'obtention d’'un mutant KsgA - déficient pour cette
diméthylation a ouvert la voie aux études qui ont démontré son réle
fonctionnel dans I'étape de mise en phase du ribosome sur 'AUG initiateur.

Aucun rdéle n’a cependant encore été attribué a ces groupements
diméthyles chez les eucaryotes ou le mécanisme d'initiation de la traduction
est différent.

Afin d’élucider cette question, nous nous proposons de suivre la voie
génétique qui consiste a créer un mutant de la levure Saccharomyces
cerevisiae pour le géne de la diméthylase (D/M ). L’ utilisation de cet
ascomycete unicellulaire se justifie par le fait qu'il est un modeéle eucaryote
usuel et que de plus il se préte a toutes les pratiques génétiques tant
classiques que modernes. La levure étant insensible a la kasugamucine,
I'identification du mutant recherché ne pourra pas se faire par sélection sur
cet antibiotique.

Le procédé choisi consistera a isoler parmi des levures transformées au
moyen d'un vecteur autoréplicatif instable porteur du géne KsgA de E.coli ,
les survivants d'une mutagénéese aléatoire qui requiérent le maintien du
plasmide pour leur survie. Cette situation s'observe en principe pour tout
mutant touché dans un géne essentiel dont le géne porté par le plasmide
assure la complémentation.

Cette stratégie déja exploitée avec succés dans notre laboratoire
(Renauld, 1990), nécessite en l'occurrence que trois conditions soient
satisfaites:

(1) Le géne KsgA de E.coli s'exprime chez la levure.

(2) la diméthylase KsgA de E.coli est active sur le SSU-ARNr de
levure (substrat hétérologue).

(3) le géne DIM est essentiel a la survie de la levure.
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Nous pouvons vérifier la premiere condition. En effet, nous disposons
aujourd'hui des outils génétiques permettant de placer un géne hétérologue
sous le contréle de signaux de transcription et de traduction permettant

d'assurer son expression régulée chez la levure. C'est a cette tache que sera
précisément consacré notre travail.

Quant aux hypothéques inhérentes, elles seront prises en considération
a la fin du mémoire, dans le chapitre “conclusions générales et perspectives”.
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Chapitre 3: Matériel et méthodes.

1.Matériel.

1.1.Tampons et solutions.

Toutes les solutions et milieux ne contenant pas d’'éléments
thermolabiles sont stérilisés a I'autoclave (20 minutes a 120°C). Les solutions
non mentionnées sont celles dont la composition n'est pas détaillée dans les
kits commerciaux.

133 n

High salt buffer:

-TrisHCI pH 7,5 20 mM
-EDTA (Merck) 1mM
-NaCl (Merck) 1,5M
PBS 10X:

-KH2PO4 (Merck) 0,2%
-Na2HPO4.H20 (Merck) 1,44%
-NaCl (Merck) 8%
-KCI (UCB) 0,2%

Ajuster a pH 7,4 avec NaOH ou KOH.
Sample buffer 5X (SDS-PAGE):

-TrisHCI 312,5 mM
-SDS 10%
-Bleu de bromophénol 0,005%
-B-Mercaptoéthanol 25%
-Glycérol 50%

Tampon de blotting:

Pour 1 litre: 3 g de Tris (Sigma)
14,4 g de glycine (Merck)
200 ml de Méthanol (UCB)

Tampon d’électophorése (5X) (SDS-PAGE):

-TrisHCI pH 8,3 125 mM
-Glycine 960 mM
-SDS 0,5%

Tampon kinase 10x:

-TrisHCI pH 8,0 M
-MgCl2 100mM
-DTT 70mM
-ATP 10mM
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A B L M H 2
TrisAcetate 33 - " : " -
| TrisHCI - 10 10 10 50 50
MgAcétate 10 - . . - "
MgCl2 - 5 10 10 10 10
KAcétate 66 - - - " -
NaCl - 100 - 50 100 50
DTE - - 1 1 1 i
DTT 0,5 - - . e -
2-Mercaptoéthanol | - 1 - - - -
KClI - . e N .
3 -+ 6 8 NEB4 NEB2+BSA
T’risAcétate - - - - 20 N
TrisHCI 50 20 50 20 - 10
MgAcétate - - . - 10 .
MgCl2 10 5 6 10 : 10
KAceétate - - = - 50 .
NaCl 100 - 50 - . 50
[DTE - . - - F -
Oy : . - - 1 1
2-Mercaptoéthanol | - - - : N .
KCI - 50 50 - - -

Tabl 1

Tampons d'incubation de restriction
(concentration en mM)




Tampon de ligation 5 x (BRL):

-TrisHCI pH 7,4 20 mM
-MgCl2 10 mM
-DTT 10 mM
-ATP 1imM
Tampon P1 (QIAGEN):
-TrisHCI 50 mM
-EDTA 10mM
Mise a pH8.
Autoclaver.

Ajouter extemporanément une solution de RNaseA a une

concentration finale de 400 pg/ml.

Tampon P2 (QIAGEN):

-NaOH 200mM
-SDS 1%
Ne pas autoclaver.

Tampon P3 (QIAGEN):

-KAc pH4,8 2,55 M
Ne pas autoclaver.

Tampon QBT (QIAGEN):

-NaCl

-MOPS (acide 3-(N-Morpholinol)propane-sulfonique
-Ethanol

-Triton X-100

Ajuster a pH 7,0 avec du NaOH.

Tampon QC (QIAGEN):

-NaCl 1M

-MOPS 50mM
-Ethanol 15%
Ajuster a pH 7,0 avec du NaOH.

Tampon QF (QIAGEN):

-NaCl 1,25M
-MOPS 50mM
-Ethanol 15%

Ajuster a pH 8,2 avec du NaOH.

Tampons d'incubation de restriction: voir tableau 3.1

Tampon SSC 20 x:

-NaCl 3M
-Citrate de sodium 0,3M
Ajuster a pH 7,0 avec de I'HCI

13

750 mM
50mM
15 %
0,15%
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Tampon STD:
-Sorbitol (UCB)
-TrisHCI pH 7,9
-DTT

Tampon TE:

-TrisHCI pH 8/7,6 ou 7,4
-EDTA pH 8/7,6 ou 7,4

Tampon TBE:
-TrisHCI
-acide borique
-EDTA 0,5M

Porter a 1l pour TBE 10X.
Porter a 10l pour TBE 1X.

Tampon TEN:
-TrisHCI pH 7,0
-EDTA

-NaCl

Ajouter extemporanément 10 mg / ml de lysozyme.

Tampon TED:
-TrisHCl pH 7,9
-EDTA

-DTT

Tampon TEDG:
-TrisHCI pH 7,5
-Triton

-EDTA
-Ethyléne glycol
-DTT

Tampon TMN:
-TrisHCI pH 7,5
-MgAc

-NH4ClI
2-Mercaptoéthanol

14

1M
50mM
30mM

10 mM
imM

55g

|
108g \
40ml {

10mM
imM
100mM

50mM
0,1mM
imM
iM
10%
500mM
35%
imM
10mM
1i0mM
60mM
6mM
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1.1.2.Solutions.
Agarose (BRL): 0,8%; 1 ou encore 2% dans du TBE 1X.

Antibiotiques: stocker a -20°C

-Ampicilline 10%( Boehringer ) 100 mg/ml dans de I'eau distillée,

a diluer 1000 X.

Stériliser par filtration sur filtre millipore 0,22 um.

-Tétracycline ( Boehringer ) 12,5mg/ml dans 50:50 eau distillée: éthanol,
a diluer 1000 X.

-Chloramphénicol ( Boehringer ) 50mg/ml dans de I'éthanol.

Ne pas ajouter les antibiotiques a des températures supérieures a
50-60°C.

Solution stock de bromure d'éthidium: 1, 2 ou 10 mg/ml dans de I'eau.

Solution d'alourdisseur / colorant pour gel d'agarose:

-Bleu de bromophénol 0,25%
-EDTA 25mM
-Glycérol 50%

Porter a volume avec de 'eau distillée.

Solution de Bradford (5X):

-Dissoudre 100 mg de Bleu de Coomassie G250 dans 50 ml
d’éthanol 95%.

-Ajouter 100 ml d’acide phosphorique 85%.

-Porter a 200 ml avec de I'eau distillée.

-Stocker a 4°C.

-Filtrer sur filtre avant emploi.

Solution de coloration (1X) (Bleu de Coomassie) (SDS-PAGE):

-Bleu R250 0,1%
-Acide Acétique 10%
-Méthanol 40%
-H20 50%
Solution de décoloration (1X) (SDS-PAGE):
-Acide Acétique 10%
-Méthanol 40%
'HZO 50%
Solution d'arrét de décoloration (1X) (SDS-PAGE):
-Glycérol 3%
-Méthanol 30%

Porter a volume avec de I'eau distillée.
Solution de fixateur (pour gel de séquengage):

-Acide acétique 10%
-Méthanol 10%

3.MATERIEL ET METHODES.




Souche Génotype Firme
sup E 44 hsd R17 rec A1l
E.coli end A1 gyr A46 thi Stratagéne
XL1-blue rel A1 lac - Bullock (1987)
F'[ pro AB* lac |9 lac ZAM15
Tn 10 (tet) ] -
sup E hsd A5 thi A(lac -pro AB)
E.coli F'[ tra D36 pro AB+ Jac 9 Amersham
TG1 lac ZAM15] Gibson (1984)
supE thi A(lac-pro AB)
E.coli F'[ tra D36 pro AB*+ Jac |9 Messing (1979)
JM101 lac ZAM15]

Tableau 3.2: Souches bactériennes utilisées.
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IPTG (Isopropyl,3-D thiogalactopyranoside) ( Boehringer ):
100 mM dans de I'eau distillée.
Stériliser par filtration sur filtre 0,22um et conserver a -20°C.

PEGNaCl:

-Polyéthyléne-glycol 8000 20%
-NaCl 2,5M
Solution de phénol saturé en TE:

-Phénol 50ml
-Hydroxyquinoline 0,05¢

Saturer avec 100 ml de TE, centrifuger 5 minutes a 5000 rpm

(Rotor GSA Sorvall).

Eliminer le TE et recommencer deux fois sans éliminer le dernier volume
de TE.

Phénol-Chloroforme:
25 volumes de phénol: 24 volumes de chloroforme: 1 volume
d'isoamylalcool.

Solution de persulfate d'ammonium (BRL):
-10 % (p/v) dans de I'eau pour les gels de séquengage.
-1% (p/v) dans de I'eau pour les gels de protéines.

RNaseA (Boerhinger): 10 mg/ml
Incuber 15 minutes a 100°C
Aliquoter et stocker a -20°C

Xgal (5Bromo-4chloro-3indolyl,B3-D galactopyranoside).
(Boehringer)

2% dans du N-N diméthylformamide.

Stériliser par filtration sur filtre millipore 0,22um et conserver a -20°C.

1.2.Souches, plasmides et phages.
1.2.1.Souches de bactéries.
(Tableau 3.2)

Wﬂmwwm”-mﬁmamﬁé.. itk o

Rec A1: locus encodant une ATPase "DNA dependent" de 352 acides
aminés essentielle a la recombinaison chez E.Coli . Les souches mutantes
Rec A1 présentent un taux de recombinaison mille fois inférieur a celui des
non mutantes, ce qui permet d'une part de minimiser les recombinaisons
entre 'ADN endogéne et exogene, d'autre part de propager des plasmides a
I'état monomeérique.

thi: mutation dans le géne codant pour la vitamine B1. L’'addition de
thiamine au milieu est donc indispensable pour ces souches.
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Nom

Caractéristiques

Taille

Origine/Firme

YEpADH2 plasmide “multicopy” TRP 1 9,8 kb [ T.Young
navette E.coli / S.cerevisiae (University of Washington,
ori: pMB1 et 2u Seattle,USA)
marqueur: Amp!, TRP 1
Lac Za, MCS
pGemADH2 plasmide de E.coli 4,0 kb |N. De Schrevel
ori: pMB1 (GEMO, FNDP)
marqueur: Amp’
Lac Za, MCS
pBluescript KS+ | phagemide de E.coli 2,9 kb | STRATAGENE
ori: pMB1 et f1
marqueur: Amp'
Lac Za, MCS L
pUCB8-KsgA7 plasmide de E.coli 3,5 kb |P.H.Van Knippenberg
ori: pMB1 (RijksUniversiteit,
marqueur: Amp’ Leiden,Pays-Bas)
Lac Za, MCS ~
phage filamenteux de E.coli |7,2 kb |J.Messing
M13mp19 ori: f1 (University of Minnesota,
St.Paul,USA)
Lac Za, MCS BIOLABS
plH2 phage filamenteux de E.coli |8,1 kb
ori: 1 I. Housen
Lac Za, MCS (GEMO, FNDP)
pFL40 plasmide “multicopy” URA3 F. Lacroute

navette E.coli / S.cerevisiae
ori: pMB1 et 2u

marqueur: Amp', URA3

Lac Za, MCS

4,3 kb

(Centre Gen.Mol.,
Gif-s-Yvette, France)

Tableau 3.3: Plasmides utilisés.




Pst |(9872)
(Eco Ri/Bam HIX1)

Xba I(9170)

Hinc 1(968)

Hinc 11{(1074)
Hind Ili(1087)

Pw li(1180)

Mst 1(1917)
Xba K1952)

| fig 3.4: Représentation des plasmides utilisés et MCS. |




Sacl(es7)
Xbal(677)
pBluescript KS+

(2961 bp) EcoRV(715)

Kpnl(759)

Reverse Primer T3 Primer KS Primer
5 AACAGCTATGACCATGY 5 ATTAACCCTCACTAAAGY 5 CGAGGTCGACGGTATCG ¥
Hanc It
Apal Acclt
MET BssH W T3 Promoter o i) Kpn | Oran Xho | Sall Cal Hnd il Eco RV Eco RI

5 GGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGT ACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCG
3 CCTTTGTCOATACTGGTACTAATGCGGT TCGCGCGTTAATTGGGAGTGATTTCCCTTGTTTTCGACCCATGGCCCGGGGGGGAGCTCCAGCTGCCATAGCT ATTCGAACTATAGCTTAA

Bota-Galaciondase =

Eag | Sac It
Psti Smal BamHl Spel Xbal  Not! Buxi Sac! BssH I
AATTCCTGCAGCCCGGGGGAT CCACTAGT TCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAA 3
GGACGTCGGGCCCCCTAGGTGATCAAGATCT CGCCGGCGGT GGCGCCACCTCGAGGTTAAGCGGGATATCACTCAGCATAATGCGCGCGAGT GACCGGCAGCAAAATGTT §

-— T7 Promoter
FCTAGGTGATCAAGATCT § I GATATCACTCAGCATAA S 3 TGACCGGCAGCAAAATG 5
SK Pnmer T7 Prumer M13 -20 Prmer

Pwill(6373)

EcoRl(s28s)

BspHI(1299)

#1201 Reverse

1 17mer Sequencing 17mer Sequencing
mp18 #1233 Reverse Sequencing Pnmer S:d Primer (-20) #1211 Primer (- 40) #1212
Sequencing Pnmer  AACAGCTATGACCATG ~ EcoRl Kool BamHi Hincll Sphi TGACCGGCAGCAMMTG  CAGCACTGACCCTTTTG
5 TCGTATGTIGTGTGGANTTGTGAGCG GATACANTTTCACACAG GAMCAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCG G G GATCCTCTAGAGTCGACCTGCAG GCATGCAAGCTTGGCACTGGCCTC G TTTTACAACGTCGTGACTG G GAMAACCCT
CAACACACCTTAACAC Sacl Smal Xoal Pt Hindlll TGCAGCACTGACCCT
Hybridization Probe- Xmal Pentadecamer (15mer)
Primer #1202 Sequencing Pnmer #1200
#1201 Reverse 17mer Sequencing 17mer Sequencing
mo19 #1233 Reverse Sequencing Primer Smal Primer (- 20) #1211 Prmer (-40) #1212
p Sequencing Primer \ACAGCTATGACCATG Hindlli Pstl Xbal Xmal Sacl TGACCGGCAGCAMATG  CAGCACTGACCCTTTTG
5 TCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG GAMACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATG CCT CAG GTCGACTCTAGAGGATCCOCGGGTACCBAGCTCGAATTCACTGGCCG TG TTTTACAACGTCGTGACTG GGAMACCCT
CAACACACCTTACAC Sph Sall BamHl  Kpnl EcoRl TGCAGCACTGACCCT
Hybrdizabon Probe- Acct Pentadecamer (15mer)
Prmer #1202 Hncll Sequenaing Pnmer # 1200

laci’ lacZ’




17

end A1: mutation entrainainant une diminution du taux d'endonucléase,
ce qui améliore le rendement et la qualité de 'ADN plasmidique.

A(lac-proAB): délétion de I'opéron lactose et des génes voisins encodant
les protéines nécessaires a la biosynthese de la proline.

traD36: mutation supprimant le transfert du facteur F' lors de la
conjugaison bactérienne.

2

', plasmide
naturel de 93 kb présent 1 a 2 fois par cellule et codant pour les protéines
responsables de la formation des pilis sexuels nécessaires au phénoméne
parasexuel de conjugaison.

Notons que la présence de cet épisome est un des éléments
indispensables a la sélection des bactéries porteuses d'un plasmide
recombinant par le test colorimétrique (blanc/bleu) (voir 2.3.1.4.3).

In10: marqueur de résistance a la tétracycline permettant de
sélectionner les bactéries possédant F'.

RIOAB: la région du chromosome bactérien qui code pour les enzymes
nécessaires a la biosynthése de la proline est souvent portée par I'épisome
F'. 1l peut alors complémenter |'auxotrophie pour la proline des souches

portant la délétion chromosomique A(lac-proAB), de cette fagon son maintien
est assuré sur milieu dépourvu de proline.

1lacZAM15: le géne lac Z est délété dans la portion N-terminale de la B-
galactosidase (voir 2.3.1.4.3).

lac 19: mutation pour le géne codant pour le répresseur de l'opéron
lactose, ce qui entraine sa surproduction d'un facteur dix.

1.2.2. h V

La souche W303 de Saccharomyces cerevisiae présente le génotype
suivant: MATa/MATa ade2-1/ade2-1 trp1-1/trp1-1 leu2-3, 112/leu2-3, 112
his3-11, 15/his3-11, 15 wura3-1/ura3-1. La souche diploide provient de F.

Lacroute tandis que la souche haploide, W303-1B (o ), a été isolée par R.
Rothstein, New-York.

1.2.3.Plasm

Trois caractéristiques fondamentales se retrouvent chez la plupart des
vecteurs utilisés: une origine de réplication (ori), un ou plusieurs marqueurs
de sélection et un site multiple de clonage (MCS) (tableau 3.3 et figure 3.4).

L'origine de réplication contréle le nombre de copies d’'un plasmide.

3.MATERIEL ET METHODES.
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Chez E.coli, la plupart des plasmides “multicopy” portent le réplicon du
plasmide pMB1 ou col E1, assurant un nombre de copies minimal de 15 a 20
par cellule. Remarquons que ces deux origines de réplication sont
compatibles avec celle du plasmide naturel F’ (voir a ce propos 1.2.1).

Ces plasmides ne nécessitent aucunement I'expression de génes
plasmidiques pour se réepliquer. lls utilisent les différentes polymérases,
enzymes a vie longue fournie par la cellule héte. Ainsi, méme si la
protéosynthése est inhibée par l'utilisation d’antibiotiques comme le
chloramphénicol ou la spectinomycine, entrainant un arrét de la multiplication
cellulaire, la réplication plasmidique se poursuit. Chaque bactérie porte alors
un nombre beaucoup plus élevé de plasmides. Ce phénoméne est utilisé
pour amplifier la production plasmidique de la souche.

Chez Saccharomyces cerevisiae, c’est l'origine de réplication du
plasmide de levure 2 p qui assure la présence en “multicopy” d’'un plasmide.

La plupart du temps, chez E.coli, les marqueurs de sélection sont des
genes conférant la résistance a un antibiotique.

Dans le cas des levures, on dispose de nombreuses souches mutantes
qui présentent différentes auxotrophies. Les marqueurs de sélection utilisés
sont des génes qui rétablissent une voie métabolique interrompue par une de
ces auxotrophies.

Enfin, le MCS est un polylinker contenant une série de sites uniques de
restriction permettant l'insertion aisée d’ADN exogéne.

Quelques caractéristiques supplémentaires peuvent étre assignées a
certains plasmides utilisés:

2: Ce vecteur porte le fragment Bam HI /Xho | (3439 bp) du
gene ADH 2 inséré aux sites Eco Rl et Sal | d’'une matrice pBR322 a
laquelle avait été préalablement inclu le marqueur TRP 1 et l'origine de
réplication du plasmide de levure 2 p.

: Ce vecteur porte le fragment Sph | /Sph | (1530 bp) du
gene ADH 2 inséré aux site Sph | d’'une matrice pGemblue (Promega).
Signalons dés a présent qu'un site Nco | chevauchant I'ATG initiateur du
géne ADH 2 a été aménagé par mutagénése dirigée lors d’'un précédent
travail (De Schrevel, 1990).

pBluescript KS+: Le signe (+) caractérise le sens d’orientation de
lorigine de réplication du phage f1 alors que le KS concerne le sens
d'orientation du site multiple de clonage (ici du site Kpn | vers le site Sac |).

pUC8-KsgA7: Ce vecteur porte le fragment Hpa | /Hpa | (827 bp) du
gene de la diméthylase de E.coli inséré au site unique Hinc |l d’'une matrice
pUCS8. De par cette insertion, deux sites Hinc |l sont générés de part et
d’'autre de l'insert.

3.MATERIEL ET METHODES.
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Mi13mp19: Les phages M13mp18 et 19 sont identiques a I'exception du
sens d’orientation de leur MCS. Le cycle de vie de ce phage est décrit au
point 2.3.3.2.

pIH2: Le plasmide plH2 est un phage M13 dans lequel a été inséré un
fragment Xba | /Hind 11l (889 bp) comportant une portion du géne ADH 3,
encodant un signal d’importation mitochondrial, et le géne KsgA , encodant la
diméthylase de E.coli (Housen, 1990).

1.2.4.Stockage de I'ADN et des souches.

L’ADN est stocké a -20°C. Le surnageant isolé a partir d’'une culture
d’E.coli infectée par M13 est stocké a 4°C. Il contient des particules virales
qui restent infectieuses plusieurs mois. Les souches sauvages ou
transformées sont conservées sur boite a 4°C pendant un mois. Les souches
sauvages ou transformées et les cellules compétentes sont stockées dans du
glycérol a -80°C.

3. Mili ! I
li r

1.3.1.1.Milieux riches,

2xTY:

-Tryptone (Oxoid) 1,6%

-Yeast Extract (Oxoid) 2,5%

-NaCl (Merck) 1,25%

LB (Luria-B i) liquide:

-Tryptone (Oxoid) 1%

-Yeast Extract (Oxoid) 0,5%

-NaCl (Merck) 0,5%

LB (Luria-B i) solide:
Ajouter 2% d'agar (Oxoid).
2.Mil ini

Ce milieu étant dépourvu de proline, il assure le maintien de I'épisome
F’ chez des souches d’E.coli telles que TG1 (voir 1.2.1: pro AB).

Solution M9 (10x):

-Na2HPO4 (Merck) 6%
-KH2PO4 (Merck) 3%
-NH4CI 1%
-NaCl (Merck) 0,5%
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Pour une solution stock 20X

Pour 400 ml:

Adénine 216,0 mg
Uracile 179,2 mg
Arginine 252,8 mg
Acide aspartique 798,4 mg
Histidine 167,2 mg
Isoleucine 157,6 mg
Leucine 315,2 mg
Lysine 292,0 mg
Méthione 179,2 mg
Phénylalanine 396,8 mg
Tyrosine . 144,8 mg
| Valine 515,2 mg
Tryptophane * 244,8 mg
Thréonine * 619,2 mg

Tableau 3.5: Composition du milieu synthétique complet.

(*) Ces deux acides aminés sont filtrés sur filtre 0,22 pu et ajoutés
aprées autoclave.
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Milieu MS liquide:
-H20 360ml
-Solution M9 (10x) 40m|
-MgS0O4 1M 0,4ml
-CaCl2 0,1M 0,4ml
-Glucose 20% 4ml
Miliey M9 solide:

Ajouter 2% d'agar (Oxoid).
Ajouter au besoin: 1ml /| de thiamine HCI 1M ( stériliser par filtration sur
filtre millipore 0,22 um).

1.3.2.Milieux de culture pour levures.
1.3.2.1.Milieu riche.

YPGA:

-Adénine (Sigma) 0,005%
-Glucose (Merck) 2%
-Yeast Extract (Oxoid) 1%
-Peptone de caseine ( Merck ) 1%
Mise a pH 8,0 avec HCI| 37%.

YPGA solide:

Ajouter 2% d'agar (Oxoid).

1.3.2.2.Milieu minimum.

Milieu minimum WO:

-Yeast nitrogen base w/o AA (Difco) 0,67%
-Glucose (Merck ) 2%
Aprés autoclave, on ajoute le milieu synthétique complet
(solution stock 20X) (tableau 3.5).

1.3.3.Mili p— in cde Samn I I

H plates:

-Tryptone (Oxoid) 1%
-Yeast Extract (Oxoid) 0,8%
-NaCl (Merck) 1,5%
-Agar (Oxoid) 1,5%
H top agar:

-Tryptone (Oxoid) 1%
-Yeast Extract (Oxoid) 0,8%
-NaCl (Merck) 0,8%
-Agar (Oxoid) 0,8%
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21

2.Méthodes.

2.1.Techniques générales relatives aux protéines.

2.1.1.Lyse de culture de bactéries,

-Centrifuger 5 minutes a 10000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).
-Décanter le surnageant.

-Resuspendre le culot dans 2,5 ml de TMN, placer sur glace.
-Réaliser 7 cycles de sonication.

Un cycle = 15" de sonication puis 30" de pose.

-Centrifuger une heure a 13000 rpm et 4°C (rotor SS34).
-Stocker le surnageant a 4°C.

-y e Itur v

-Peser les bouteilles de centrifugation.

-Centrifuger 10 minutes a 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).

-Peser les cellules.

-Resuspendre dans 20 ml de tampon STD.

-Incuber 10 minutes a température ambiante.

-Centrifuger 10 minutes a 3000 rpm et 4°C.

-Decanter le surnageant;

-Resuspendre dans 5,5 ml de TED auquel on ajoutte extemporanément:
2,4 mg / g de cellule de lyticase (Sigma).
40 ul / g de cellule de glucuronidase (Boerhinger).

-Centrifuger 15 minutes a 13000 rpm et 4°C.

-Le surnageant issu de la lyse est rapidemment chargé sur une colonne

PD-10 (une Séphadex® G-25) (Pharmacia), préalablement équilibrée
avec 3 X 3,5 ml de tampon TEDG.

Cette colonne permet de soustraire du lysat la S-adénosylhomocystéine
(SAH ). La SAH est un puissant inhibiteur des méthyltransférases in vitro
-Le premier éluat n'est pas conservé.

-Faire passer sur la colonne 3,5 ml de tampon TEDG et stocker I'éluat a
4°C.

-Régénérer la colonne avec 3,5 ml de TEDG 1M.

1 r r

La teneur en protéine des fractions recueillies est mesurée a 595 nm

selon la méthode de Bradford, 1976. L’estimation de la concentration en
protéine par fraction s’effectue par référence a une courbe standard établie au
moyen de la sérum albumine bovine. Afin d’établir la courbe standard et les
tests, les protéines doivent étre amenée a un volume de 100 ul a l'aide de
NaCl 0,15 M.

-Ajouter 1 ml de la solution de Bradford au 100l de protéine.
-Incuber 10 minutes et lire a 595 nm.

3.MATERIEL ET METHODES.
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lyacr i

En précense de SDS les protéines prennent une charge négative et sont
séparées selon leur taille.

La migration s’effectue succesivement dans deux gels différents: le
“stacking gel” qui concentre les protéines et le “running gel” qui les sépare.

Les marqueurs de tailles utilisés sont les suivants:

Proteine Poids des sous unités
Phosphorylase b 94000
Bovine Serum Albumin 67000
Ovalbumin 43000
Carbonic Anhydrase 30000
Trypsin inhibitor 20100
a-Lactalbumin 14400
2.1.4.1.Montage et préparation du gel.

(systéme MINI PROTEAN ™ || de BIORAD)

-Laver les plaques et les spacers (eau de ville, distillée puis éthanol).
-Placer les plaques dans leurs supports.

“ H ” 0,

-2,5 ml d'acrylamide 30%-bisacrylamide 0,8%.
-1,875 ml de TrisHCI 1,5 M-SDS 0,4% pH 8,8.
-2,75 ml d'eau distillée.

Immédiatemment avant de couler le gel ajouter:
-0,375 ml de PAS (persulfate d'ammonium) 1%.
-7,5 ul de Temed (Biorad).

-Placer de I'isoamylalcool en surface du “running gel” polymérisé, afin
d’y déterminer une interface nette.

-Laisser polymériser 30 minutes.

-Buvarder I'isoamylalcool a I'aide de languettes de papier Whattman.
-Laisser évaporer correctement pendant 5 minutes.

-Laver les peignes (eau de ville, distillée puis éthanol) et les mettre
en place.

-0,5 ml d'acrylamide 30%-bisacrylamide 0,8%.
-1,25 ml de TrisHCI 0,5 M-SDS 0,4% pH 6,8.
-2,75 ml d’eau distillée.

Immédiatemment avant de couler le gel ajouter:
-0,5 ml de PAS (persulfate d’ammonium) 1%.
-5 ul de Temed (Biorad).

3.MATERIEL ET METHODES.
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-Couler le “stacking gel” jusqu’au sommet des dents du peigne.
-Laisser polymériser 5 minutes.
-Immerger la cuve a I'aide de tampon d’'électrophorése 5X.

> 1.4.2 Préparation d i taill

Ajouter a 1 pl de la solution stock du marqueur de taille:
-1,6 ul de Sample Buffer 5X.

-3 pl de TrisHCI 0,5 M ,SDS 4%, pH 6.8.

-2,4 ul d’eau.

> 1 4.3 Piasaration dee Echanil

-Des quantités équivalentes de protéines sont portées a volume
(10 a 20 ul) a 'aide de Sample Buffer 5X et d’eau.

-Incuber les échantillons 3 minutes a 100°C (dénaturation).
-Centrifuger quelques secondes.

-Procéder aux dépdts et faire migrer a 100 Volts.

y lor i

-Démouler et enlever le “stacking gel” a I'aide d’un spacer.

-Laisser colorer dans un bain de Bleu de Coomassie pendant un heure.
-Immerger le gel dans un bain contenant la solution de décoloration.
-Remplacer la solution de décoloration toutes les cinq minutes.
-Lorsque la décoloration est suffisante, immerger le gel dans un bain
contenant la solution d’arrét de décoloration.

-Récupérer le gel a l'aide d’'un papier Whatman, le recouvrir d’un film
plastique transparent et le sécher 1/2 heure sous vide.

2.1.6.Immunoblot.

inci e ‘
La procédure “immunoblot” peut étre divisée en différentes étapes:

1) résolution des échantillons protéiques a I'aide d’'un gel SDS-PAGE
(voir 2.1.4 de ce chapitre).

2) transfert, des polypeptides séparés, du gel vers une menbrane

qui les accroche de fagon aspécifique.

3) saturation des sites de fixation de la menbrane.

4) addition des anticorps.

5) détection.

Aprés le transfert du contenu protéique du gel sur un filtre de
nitrocellulose, aucours d’une opération de “blotting”, celui-ci est saturé avec
de la BSA puis incubés succesivement avec:

1) des anticorps polyclonaux de lapin anti-diméthylase de E.coli .
2) des anticorps d'ane biotinylés anti-anticorps de lapin.

3) de la peroxydase-streptavidine.

4) de 'H202 et de la DAB (diaminobenzidine).
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fig 3.6: Disposition des différents éléments lors du “blotting”
(Harlow et al , 1988).
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La biotine, une vitamine, a une grande affinité pour la streptavidine, une
protéine bactérienne. Le DAB est transformé par la peroxydase en un
composé brunatre qui atteste la présence de la protéine ciblée par les
anticorps.

2.1.6.2.Le “blotting”

-Couper un filtre de nitrocellulose (0,45 um) (Schleicher & Schwell) a la
dimension du gel (cad: 5,5 cm X 8,4 cm).

-Couper quatre papiers Whatman a la méme dimension.

-Rincer les mousses avec de I'eau puis du tampon de blotting.
-Humidifier le filtre de nitrocellulose et les papiers Whatman a I'aide de
tampon de blotting.

-Sur le gel, marquer a I'encre de chine le centre des pistes de migration.
Ces marques doivent se retrouver sur le filtre de nitrocellulose si le
transfert s’est correctement réalisé.

-Placer le gel dans un bain de tampon de blotting pendant quelques
minutes.

-Placer tous les éléments ci-dessus dans le boitier de blotting en
respectant I'ordre suivant (fig 3.6):

coté noir / 1 mousse / 2 papiers Whatman / le gel / le filtre de
nitrocellulose / 2 papiers Whatman / 1 mousse / coté clair.

-Placer le boitier de blotting dans une cuve a électrophorése placée
dans un récipient contenant de la glace.

-Immerger la cuve de tampon de blotting.

-La migration s’effectue a 300 mA pendant 1 heure 30.

> 1.6.3.Réact | .
-Le filtre est récupéré et incubé pendant 12 heures a 4°C dans du:

PBS 1X
NP40 3%

NaNO3 0,02%

-Le filtre est incubé 5 fois 5 minutes a température ambiante dans du:

PBS 1X
Tween 1%o

-Incuber le filtres pendant 1 heure et demi a 37°C dans du:

PBS 1X
BSA (Sigma) 3%
NaNO3 0,02%

-Le filtre est incubé 5 fois 5 minutes dans du:
PBS 1X
Tween 1%o
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-Incuber le filtre pendant une heure dans 50 ml de:
PBS 1X
BSA 1%
auquel on ajoute une dilution 1 / 500 des anticorps polyclonaux
anti-diméthylase de lapin.

-Le filtre est incubé 5 fois 5 minutes dans du:
PBS 1X
Tween 1%o

-Incuber le filtre pendant une heure dans 50 ml de:
PBS 1X
BSA 1%

auquel on ajoute une dilution 1 / 500 des anticorps d’ane biotinylés
anticorps de lapin.

-Le filtre est incubé 5 fois 5 minutes dans du:

PBS 1X
Tween 1%o
-Incuber le filtre pendant 25 minutes dans 50 ml de:
PBS 1X
BSA 1%

auquel on ajoute une dilution 1 / 400 de peroxydase-streptavidine.

-Le filtre est incubé 3 fois 5 minutes dans du:

PBS 1X
Tween 1%o
-Placer dans un bain:
TrisHCI 0,1 MpH 7,6 50 ml
DAB (3,3',4,4'-tetraaminobiphényl) 25 mg
H202 (100%) 50 pl

-Ajouter le filtre dans ce bain, la réaction débute endéans la minute.
-Arréter la réaction avec de I'HCI 0,1 M.
-Sécher le filtre a l'air.
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2.2.Techniques générales relatives a I’ADN.
2.2.1.Extraction au phenol.

Cette opération a pour but d'enlever les sels et les protéines. On I'utilise
notamment entre deux restrictions pour lesquelles les tampons d’incubation
des enzymes sont différents.

-Porter le volume a 100 ul avec de I'eau.

-Ajouter un volume de phénol / TE ou phénol / chloroforme.
-Vortexer.

-Centrifuger 2 a 3 minutes a 13000 rpm (Janetzki).

-Prendre la phase aqueuse supérieure et la placer dans un nouvel
Eppendorf.

-Ajouter 500 pl d'éther saturé en eau.

-Centifuger quelques secondes.

-Eliminer la phase supérieure.

srati ‘A

-Ajouter -2,5 volumes d éthanol 100% froid.
-0,1 volume de NaAc 3M pH 5,2.

-Incuber 15 minutes a -80°C.
-Culoter I’ ADN en centrifugeant 20 minutes a 13000 rpm et 4°C
(Janetzki).
-Décanter.
-Laver le culot a I'éthanol 90%.
-Sécher 10 minutes sous vide puis resuspendre dans un volume
approprié d'eau stérile.
Si le volume d’ADN a précipiter est trop important, une précipitation
a l'isopropanol peut étre réalisée (voir 2.3.2.1).

rophor nalvti | d'agar

L'électrophorése en gel d'agarose est utilisée pour séparer des
fragments d’ADN, estimer leur taille, leur concentration et I'état de pureté
d'une préparation (absence de protéines et d’ARN).

i Srivires de ednamsiion des & s JADN

Une molécule chargée, placée dans un champ électrophorétique, migre
vers l'électrode de signe opposé a sa charge. L’ ADN étant chargé
négativement (groupements phosphates), il se déplace vers I'anode.

Différents paramétres influencent la migration de I’ ADN dans le champ.

Il s'agit de la conformation, du poids moléculaire (PM), de la concentration en
agarose du gel et de I'ampérage appliqué a la cuve d'électrophoreése.
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| fig 3.7: Les trois conformations de TADN: (A) CCC, (B) OC, (C) OL.

OL- -23.1 kb

-9,41 kb
-6,55 kb
-4,36 kb

-2,32 kb
-2,02 kb

OocC-

CcccC-

fig 3.8: piste 1 et 2: illustration de la migration des trois conformations
(sur gel d’agarose 1%).

piste 3: marqueur de taille: A restreint par 'enzyme Hin dlil.




Ethidium bromide

Intercolated
molecule

fig 3.9: Shéma de lintercalation du bromure d’éthidi
une molécule d’ADN. idium dans




A Hin d Il | Total de 600ng [pBR322 Hin f I | Total de 1ug

(48502 bp) (4363 bp)

Taille Concentration Taille Concentration
23130 bp 286 ng 1632 bp 374 ng
9416 bp 116 ng 517+506 bp 118+113 ng
6557 bp 81 ng 396 bp 90 ng
4361 bp 53 ng 344 bp 78 ng
2322 bp 28 ng 298 bp 68 ng
2027 bp 25 ng 221+220 bp 50+50 ng
564 bp 7 ng 154 bp 35 ng
(125 bp) (1,5 ng) (75 bp) (17 ng)

A Hin d Il pBR322 Hin f I:
10000 bp _
5000bp _
2500bp _
1000 bp _
500bp __

fig 3.10: Marqueurs de taille.




a7

Les molécules d’ADN existent sous trois conformations différentes (fig
3.7). La conformation la plus abondante est la forme CCC (Covalently Closed
Circular). Si cette forme présente un nick (absence de lien phosphodiester)
sur un des deux brins, on obtient la conformation OC (Open Circular). Enfin, la
forme linéaire présente un nick sur chacun des deux brins.

La forme CCC migre plus vite que la forme OL qui migre elle-méme plus
vite que la forme OC (fig 3.8).

Les molécules d° ADN migrent a une vitesse inversément
proportionnelle au logarithme de leur PM.

La concentration en agarose (par ex: 0,8-1-2%) est également
déterminante pour la mobilité de I' ADN. On peut augmenter cette
concentration afin de séparer plus efficacement des fragments de petite taille.

Quand le voltage appliqué a la cuve est faible, la vitesse de migration est
linéaire. Elle augmente proportionellement en fonction du voltage appliqué.

L'ajout de bromure d'éthidium (BrEth) dans le polymére d'agarose,
pemet a ce celui-ci de s'intercaler entre les bases de I'ADN (fig 3.9). Lorsque
ce composeé est excités par des U.V (302 nm), il devient fluorescent.

imati ill ragments.

Pour estimer la taille des fragments, on utilise un marqueur de référence.
Le génome du phage Lambda (50 kb total), digéré par I'enzyme Hind Ill est
utilisé dans le cas des gels 0,8% et le plasmide pBR322 (4,5 kb total) digéré
par I'enzyme Hinf | dans celui des gels 2% (fig 3.10).

La migration du marqueur de taille permet d'établir une abaque
exprimant le logarithme de la taille des fragments en fonction de leur distance
de migration. On peut alors dans un second temps reporter la distance de
migration des fragments de I'échantillon et estimer leur taille.

4 i i nti fragmen

Pour estimer la concentration d'un fragment donné, on se référe a
nouveau au marqueur de taille. On connait la concentration correspondant a
chacune des bandes de ce marqueur (fig 3.10).

En comparant visuellement l'intensité de la bande que l'on considére
avec celles du marqueur de taille, on estime de fagon approximative la
concentration en ADN de celle-ci. Une estimation beaucoup plus précise peut
étre obtenue par un dosage spectrophotométrique (voir point 2.3.2.3).
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| fig 3.11: lllustration du montage d'un gel d'agarose.
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2.2.2.5.Mise en oeuvre,

-Dissoudre la quantité appropriée d'agarose dans du tampon TBE 1X
en chauffant.

-Laisser refroidir a 50°C.

-Ajouter le BrEth (concentration finale 0,5 ug / ml), mélanger.

-Couler le gel dans un support en plexiglas et y ajouter un peigne

(fig 3.11).

-Enlever le peigne lorsque le gel est polymérisé.

-Placer le gel dans une cuve a électrophorése et immerger dans du
tampon TBE 1X.

Avant le dépét de I'échantillon d’ADN, et pour faciliter celui-ci, on ajoute
aux échantillons une solution dense et colorée (bleu de bromophénol).

2.2.3.Electrophorése préparative et purification de fragments
d’ADN.

Aprés avoir réalisé une électrophorése préparative, il est possible de
purifier un fragment d’ADN. Le but est de ne soumettre a la ligation que les
fragments que l'on désire voir s'assembler, ce qui ne fait que diminuer le
nombre de constructions possibles et donc faciliter le criblage.

Trois protocoles différents ont été suivis. Deux sont basés sur I'excision,
a l'aide d'une lame de scalpel, de la portion de gel contenant le fragment. II

s'agit des méthodes proposées par GeneClean® et BioRad (kit: prep-A-gene),
dans lesquelles, aprés dissolution du morceau de gel dans un tampon
approprié, on lui adjoint des billes de verre auquelles se lient ' ADN. Les
billes sont lavées, et I’ ADN récupéré par élution. Se référer au kit pour les
protocoles détaillés.

Dans la troisieme méthode (Dretzen et al ,1981), le gel est incisé sous la
bande d'intéret afin d'y introduire un morceau de papier filtre (DEAE cellulose
/ Whatman DE81). Aprés 10 minutes de migration, le fragment d'intérét est
transféré du gel sur le papier Whatman.

e
I I|.

- Préparation des filtres Whatman DES81:
-Découper a la taille désirée.
-Incuber 2-3 heures dans du NaCl 2,5 M.
-Laver plusieurs fois a I'eau.
-Conserver dans de 'EDTA 1mM a 4°C.
-Avant emploi, rincer une fois avec du TBE 1 X.
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-Couper le gel avec une lame de scalpel juste en dessous de la bande a
récupérer et y glisser le papier.

-Faire migrer 10 minutes a 100 volts

-Rincer le papier avec de I'eau froide pour enlever le TBE.
-Buvarder le papier entre deux filtres. '

-Placer le papier dans un Eppendorf.

-Ajouter 350 pl de High Salt Buffer (tampon d'élution).
-Mélanger jusqu'a I'obtention d'une pate.

-Incuber 2 heures a 37°C en agitant de temps en temps.

-A l'aide d'une épingle chauffée faire un petit trou dans le fond
de I' Eppendorf.

-Enfoncer I' Eppendorf dans un second non troué.
-Centrifuger 5 minutes a 13000 rpm (Janetzski).

-Ajouter 2 volumes de N-butanol saturé en eau a la phase aqueuse
récupérée (élimination du BrEth).

-Vortexer 30 secondes

-Centrifuger 5 minutes.

-Eliminer la phase supérieure (butanol).

-Ajouter 2 volumes d'éthanol absolu, mélanger.

-Placer 30 minutes a -80° ou une nuit a -20°C.

-Centrifuger 20 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).
-Décanter.

-Laver le culot avec 300 pl d'éthanol 90% (élimination des sels).
-Recentrifuger quelques minutes a 13000 rpm (Janetzki).

-Sécher 10 minutes sous vide.
-Resuspendre dans 10 ul d'eau stérile.
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Vecteurs originaux

Restriction

On désire assembler le
fragment 1 (que I'on
considére ici comme matrice)
avec les fragments 4 et 6.

criblage

Matrice A Vecteur B Vecteur C
SpHI SpHI BspHI
; Hpal Ncol Hpal
SpHI SpHI BsPHI
pHI oHI BsPHI
1 5
NG ¢
Hpal Ncol Hpal
Hpal Ncol Hpa
— -

Population de fragments d'origine diverses.

Ligation sans purification
des fragments d’ADN:de
nombreuse constructions
sont potentiellement
possible.
ex:1+4+6

1+4+5

1+3+6

3+2+6

3+2+5...

Purification des fragments
d’ interét (1, 4 et 6) sur gel
d’agarose:

Ia lo
IO‘J IU!

o

+
Ligation sur un mélange
trés enrichi en fragments 1, 4
et 6. La probabilité d'obtenir
la bonne construction est
augmentée. Le screenage
sera plus aisé.

Par minipreps (2.3.2.1) suivies de restrictions diagnostiques.
(un premier élagage est réalisé grace au test blanc/bleu
(2.3.1.4.3) si la matrice et I'néte bactérien I'autorise)

fig 3.12: Exemple dillustration de différentes techniques de I'ADN

recombinant.




Hpal:

5-GTT'AAC-3'
3-CAA'TTG-5'

v

5-GTT ,AAC-3'
3-CAA TTG-5'

Enzyme de restriction clivant 'ADN en générant des
extrémités franches.

Nco l:

5'-C'CATGG-3'
3-GGTAC'C-5'

v

5'-C , CATGG-3'
3-GGTAC C-5

Enzyme de restriction clivant 'ADN en générant des
extrémités collantes 5' protrudentes.
SpH 1I:

5'-GCATG'C-3'
3-C'GTACG-5'

v

5.GCATG Ga'
$G GTACG-5'

Enzyme de restriction clivant 'ADN en générant des
extrémités collantes 3' protrudentes.

| fig 3.13: Sites de reconnaissance de différentes enzymes de restriction.




Ncoll Bsp HI

5'...C'CATGG...3' 5..T'CATGA..3'
3...GGTACC...5' 3'..AGTAC'T..5'
5..C CATGA..3
3..GGTAC i 1.8
— _
5...CCATGA...3
3..GGTACT..5

fig 3.14: Nco | et Bsp HI sont deux enzymes générant des bouts collants
compatibles.
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2.3.Techniques de I’ADN recombinant.

2.3.1.Constructions génétiques.
2.3.1.1.Principe général,

La plupart des techniques utilisées en génie génétique sont basées
sur l'existence de plasmides. Les plasmides sont des molécules d’ADN
bicaténaire circulaires et autoréplicatives, sur lesquelles il est possible
d'effectuer une série d'opérations. |l s'agit de la restriction, de la ligation et
de la transformation.

Les plasmides sont restreints a I'aide d'enzymes de restriction diverses
reconnaissant un site spécifique sur I'ADN (souvent une séquence
palindromique de 4 a 6 bp). Le nombre de fragments générés dépend de la
fréquence d'occurence du site dans la molécule d’ADN.

Ces fragments peuvent ensuite étre ligués a I'aide de la T4 DNA ligase.
Pour autant que les extrémités des morceaux que l'on désire assembler
soient compatibles, on pourra construire des plasmides possédant des
fragments de restriction d'origines trés diverses (fig 3.12).

Deux cas peuvent se présenter: soit I'enzyme clive 'ADN en générant
des extrémités a bouts francs (cas de Hpa |), soit en générant des bouts
collants. Si il génere des bouts collants, ils seront 5' protrudents (ex: Nco |,
Bsp Hl ), ou 3' protrudents (ex: Sph 1) (fig 3.13).

Tous les fragments qui se terminent par des bouts francs sont
compatibles entre eux. Par contre, ceux dont les extrémités sont des bouts
collants doivent, pour étre compatibles, présenter des extrémités protrudentes
de méme longueur et de séquence nucléotidique complémentaire (fig 3.14,
cas de Nco | et Bsp HI).

Les constructions ainsi élaborées sont introduites par fransformation
dans une souche de bactérie ou de levure afin d'étre amplifiées ou d'observer
les phénotypes auxquels elles donnent naissance.

Enfin, on peut ajouter a ces trois opérations de base la purification de
fragments d'’ADN sur gel d'agarose (voir 2.2.3).
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ATP
Enzyme - AMP "4 DNA ligase
Enzyme

PPV
LLLLLLL
5 OH 3

...pA-pC- ch A-pA- T- p'r-pc ,,G pT
OH

ATP | Mg++

.pA ‘pc 'pG'pA'pA ‘pT'pT'pC‘pG'pT
Tp-Gp-Cp-Tp-Tp-Ap-Ap-Gp-Cp-Ap

-4 OH 3
e Gp’Cp'Tprp'Cp’Ap'Tp
3 OH &'

ATP | Mg++

pc-pG-pA-pC-pG -pT-pA
. Gp‘Cp ‘Tp'Gp‘Cp‘Ap’Tp.".

fig 3.15: A.Mode d'action de la T4 DNA ligase:

La ligase du bactériphage T4 catalyse la formation de liens
phosphodiesters entre des groupements 3’ -OH et 5’ -P adjacents.

B.Ligation o N hési
C.Ligation de bouts francs.
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2.3.1.2.Restriction.

Aprés restriction, les fragments d’ADN obtenus possédent un
groupement phosphate du cété 5' terminal et un groupement -OH du cété 3'
terminal.

La réaction de restriction s'effectue dans un volume de 20 a 50 pl.
Placer dans un Eppendort:

-ADN a restreindre.

-1/10 du volume final de tampon de restriction 10X.

-Enzyme de restriction (le plus souvent une unité / pg d’ADN).
-Porter a volume avec de I'eau stérile.

-Incuber une heure a 37°C.

Remarquons que le nombre d’'unités d’enzymes de restriction a investir
dans une réaction est déterminée en prenant en compte la fréquence
d’occurence du site ainsi que la quantité de matériel a digérer.

Aprés la réaction, les enzymes peuvent étre inactivés par passage a
65°C, a -20°C ou par une extraction au phénol.

Le volume d'enzyme ne doit pas dépasser le dixieme du volume final de
la réaction car les enzymes sont stockés dans du glycérol susceptible a forte
concentration d’inactiver ou de conférer une activité star. Un enzyme présente
une activité star lorsqu’il restreint en des sites qui ne lui sont pas spécifiques.

2.3.1.3.Ligation.

La ligase du phage T4 est utilisée pour catalyser la formation de liens
phosphodiesters entre un groupement hydroxyle en 3' et un groupement
phosphate en 5'. Pour étre active, I'enzyme requiert la présence d' ATP et de
Mg2+ (fig 3.15).

En pratique:

Placer dans un Eppendorf:

-le vecteur linéarisé.

-le ou les fragments a insérer.

-1 Unité de "4 DNA ligase.

-1/5 du volume final de tampon de ligation 5X.
-Porter a volume avec de I'eau stérile si nécessaire.

L'incubation une nuit a 14°C est idéale pour les bouts collants car cette
température favorise la formation des ponts hydrogénes. Dans le cas des
bouts francs, une incubation de 3 heures a température ambiante est
préférable car dans ces conditions, I'activité de 'enzyme est plus importante
(la formation de ponts H n’étant pas requise).

3.MATERIEL ET METHODES.
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Quand les deux types d'extrémités sont présentes, les deux incubations
sont successivement réalisées.

La stoechiométrie vecteur / insert est de 1:1, si le clonage est forcé (une
seule possibilité d'insertion), elle est de 1:3 ou 1:4, si un ou plusieurs sites a
bouts francs sont présents.

2.3.1.4.Transformation.
2.3.1.4.1.Transfor i rienn

Pour transformer des bactéries (y introduire de I’ ADN exogéne), il faut
les rendre compétentes, c'est-a-dire perméabiliser leur paroi et membrane.
Les bactéries soumises a une solution hypotonique de chlorure de calcium
prennent I'aspect de sphéroplastes. Le calcium, en se liant a I’ ADN
plasmidique, forme a proximité de la paroi bactérienne un complexe résistant
aux DNAses. Un choc thermique permet a ce complexe de pénétrer dans la
cellule. Une incubation de une demi-heure a 37°C est nécessaire pour que
les bactéries régénérent leur paroi.

4.1.1.Pré i | dten |

-Réaliser une préculture dans 10 ml de LB.

-Inoculer 40 ml de LB avec 1 ml de la préculture.

-Incuber sous agitation a 37°C jusqu'au moment ou la croissance atteint
une D.O de 0,3 a 540 nm (phase exponentielle).

-Centrifuger a 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).

-Resuspendre le culot dans 20 ml de CaCl2 50 mM froid.

-Incuber entre 30 minutes et une heure dans la glace.

-Centrifuger a 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).

-Décanter le surnageant.

-Resuspendre dans 4 ml de CaCl2 50 mM / glycérol 15% froid.
-Aliquoter par 300 pl dans des Eppendorfs préalablement refroidis .
-Stocker a -80°C ou utiliser .

Bien que les cellules compétentes puissent étre utilisées directement,
I'efficience de la transformation augmente si elles sont laissées quelques
heures sur glace. Si la durée du stockage a -80°C se prolonge, I'efficience
des transformations peut diminuer drastiquement.

% .Transformati lasmi

-Placer dans un Eppendorf: 200 a 300 ul de cellules compétentes

et 12500 ng d’ ADN plasmidique.

-Incuber 40 minutes sur glace.

-Réaliser un choc thermique 2 minutes a 42°C.

-Ajouter stérilement 1 mil de LB.

-Incuber 30 minutes a 37°C.

-Etaler 100 a 200 pl de cellules sur boites contenant le milieu sélectif
approprié.
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> 39 4.1.3 Canttbles de ransfarmai

Généralement, on obtient 5.106 & 2.107 transformants par pg de
plasmide CCC transformant.

On peut effectuer différents contréles:

-Contréle + (Viabilité): étaler 200 ul de cellules compétentes non
transformées sur milieu non sélectif.

-Contdle - (Sensibilité): étaler 200 ul de cellules compétentes non
transformées sur milieu sélectif.

-Transformabilité: la capacité qu'ont les cellules compétentes a
transformer est vérifiée en utilisant un vecteur trés efficient pour la
transformation (ex: un pUC, ou pKS).

2.3.1.4.1.4 Transformation par le phage M13.

Le principe de transformation est identique. Cependant, on n'obtiendra
pas des colonies bactériennes mais des plaques de moindre croissance. En
effet, les bactéries infectées ne sont pas lysées mais leur croissance est
ralentie car le phage détourne leur machinerie de synthése.

-Dans un Greiner ajouter: -300 ul de cellules compétentes E.coli TG1.

-200 ng d’ADN M13 (RF ou ss).

-Incuber 40 minutes dans la glace.

-Incuber 45 secondes a 42°C sans mélanger.

-Incuber 5 minutes dans la glace avant d'étaler.

-Ajouter: -75 Wl d'IPTG 100 mM.

-70 ul d'Xgal 2%.
-200 pul de cellules TG1 non compétentes.
-3 2 4,5 ml de Htop liquide a la température de 45°C.

-Couler immédiatement le mélange de transformation sur des boites.

contenant le milieu Hplate préalablement préchauffées a 37°C.

-Incuber une nuit a 37°C.

2.3.1.4.2.Transformation de levure.
(ITO etal ,1983)

Dix millilitres de culture sont nécéssaires par transformation.
-Ensemencer 20 ml de YPGA avec une colonie de la souche W303.
-Laisser pousser jusqu’'a une D.O de 1 a 600 nm.

-Centrifuger 10 minutes a 6000 rpm et 20°C (rotor SS34).
-Décanter le surnageant.

-Resuspendre dans 5 ml d’eau stérile.

-Centrifuger 10 minutes a 6000 rpm et 20°C (rotor SS34).
-Décanter le surnageant.

-Resuspendre dans 2 ml de TE-LiOAc et répartir dans deux Eppendorfs.
-Centrifuger 10 minutes en Janetzki (13000 rpm) a température
ambiante.

3.MATERIEL ET METHODES.



1aci9 XL 1-blue

lacP,0

lacZAMIS lacZ®

X g gl

activite
B-gﬂl -l

fig 3.16: XL1-blue-pKS, un systéme hdte-vecteur permettant la sélection
des recombinants par la couleur des colonies.
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-Resuspendre dans 100 ul de TE-LiOAc.

-Incuber 60 minutes a 30°C sous agitation.

-Ajouter: 50 ug de “DNA carrier” (ADN de thymus de veau) et

I” ADN plasmidique (10 ul contenant entre 5 et 10 ug de matériel).
-Incuber 30 minutes a 30°C sous agitation.

-Ajouter 700 ul de TE-LiOAc-PEG et mélanger.

-Incuber 60 minutes ou une nuit a 30°C sous agitation.

-Réaliser un choc thermique 5 minutes a 42°C.

-Centrifuger 1 minute et resuspendre dans 200 ul d’eau stérile.
-Etaler par 100 pl sur milieu sélectif.

Le principe des contrdles de transformation reste identique a ceux
explicités au point 2.3.1.4.1.3.

2.3.1.4.3.Méthodes de sélection des transformants et des
[gggmmngnls.

L'ampicilline permet de sélectionner les bactéries qui ont été

transformées par un plasmide porteur du marqueur BLA (ou AMP'). Ce géne
encode la protéine B-lactamase qui, excrétée dans I'espace périplasmique,
dégrade I'ampicilline.

Les bactéries de la souche XL1i-blue qui portent un plasmide
recombinant sont sélectionnées par un test colorimétrique (blanc / bleu).

La souche est délétée dans son chromosome pour l'opéron lactose
(lac -), mais une partie de celui-ci est “reporté” sur I'épisome F' de ces

bactéries. Il s'agit de la portion /ac ZAM15 codant pour la partie C-terminale
inactive o' de la B-galactosidase (fig 3.16 et voir 1.2.1).

Le reste de l'opéron est présent sur des vecteurs comme le
pBluescriptKS. En effet, le pKS est porteur d’'un fragment non opérationnel
lac | (le géne régulateur de I'opéron) et d'un fragment /ac Z’ qui contient le
promoteur de /ac , I'opérateur et la portion du géne /ac Z codant pour

'extrémité N-terminale de la B-galactosidase, ¢’ est a dire le peptide « inactif.

La complémentation intragénique consiste en l'assemblage des

peptides o et a‘, ce qui génére une enzyme B-galactosidase fonctionnelle.
Cette derniére clive le Xgal en un chromogéne bleu et en galactose.

Par construction, le site multiple de clonage du pKS a été inséré en
phase dans une région peu importante pour I'activité B-gal ce qui n’empeche
pas la restauration de I'activité par complémentation intragénique.

Par contre, lorsqu’un fragment d’ADN est inséré dans ce MCS, I'ORF de
la portion lac Z’ est disruptée, et le peptide o n’est plus synthétisé.
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Les bactéries transformées par de tels vecteurs (dits recombinants),
donneront naissance a des colonies blanches, alors que celles tranformées
par des matrices qui se sont religuées sur elles-méme donneront des
colonies bleues.

Cette complémentation, décrite pour XL1-blue et pKS, fonctionne
également dans d’autres systémes héte-vecteur pour autant que les
caractéristiques décrites soient conservées chez ces derniers. Ainsi, elle sera
également trés utile dans la cas du phage M13 et de son héte bactérien TG1.

2.3.2.Préparation de vecteurs d’ADN

.3.2.1.Minipr rati ¢ | rin.
(Birboim et al, 1979)

Ce protocole permet d'obtenir de I' ADN plasmidique rapidement et en
quantité suffisante que pour étre diagnostiqué par restriction.

-Inoculer 10 ml de LB avec une colonie.

Ajouter des antibiotiques si nécessaire.

-Incuber une nuit a 37°C sous agitation.

-Centrifuger 1,5 ml de culture pendant 5 minutes

a 13000 rpm (Janetzki).

-Décanter le surnageant.

-Resuspendre le culot dans 300 ul de P1+RNase.
-Ajouter 300 pl de tampon P2.

-Mélanger doucement et incuber 5 minutes a température ambiante.
-Ajouter 300 ul de tampon P3.

-Mélanger doucement.

-Centrifuger 15 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).

-Récupérer le surnageant contenant I'ADN plasmidique.

Précipitation de IADN:

-Ajouter 0,8 volume d'isopropanol a température ambiante.
-Centrifuger 15 minutes a 13000 rpm (Janetzki).

-Laver le surnageant avec 300 pl d'éthanol 70%.
-Centrifuger 10 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).
-Décanter le surnageant.

-Sécher le culot 10 minutes sous vide.

-Resuspendre I'ADN dans 10 a 50 ul de tampon TE.
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fig 3.17: Répartition des différentes formes d’ADN plasmidique dans
un gradient de chlorure de césium.
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.2.2.Mi ; l rin

-Inoculer 100 ml de LB avec une colonie.

Ajouter des antibiotiques si nécessaire.

-Incuber 12 heures a 37°C sous agitation. '

-Centrifuger 5 minutes a 12000 rpm et température ambiante

(rotor GSA Sorvall).

-Décanter le surnageant.

-Resuspendre le culot dans 4 ml de tampon P1+RNase.

-Transférer dans un corex de 30 ml.

-Ajouter 4 ml de tampon P2.

-Mélanger délicatement et incuber 5 minutes a température ambiante.
-Ajouter 4 ml de tampon P3.

-Centrifuger 30 minutes a 12000 rpm et 4°C (rotor SS34 Sorvall).
-Récupérer le surnageant

-Déposer le surnageant au sommet d'une colonne Qiagen-pack 100 pré-
équilibrée avec 2 ml de tampon QB.

-Laver la colonne avec 2 X 4 ml de tampon QC.

-Eluer I'ADN avec 2 ml de tampon QF et récupérer I'éluat dans un corex
de 15 ml.

-Ajouter 0,8 volume d'isopropanol a température ambiante.
-Centrifuger 30 minutes a 12000 rpm et température ambiante

(rotor SS34 Sorvall).

-Décanter.

-Laver le culot avec 1 ml d'éthanol 70% froid.

-Décanter.

-Sécher le culot sous vide.

-Resuspendre I'ADN dans 100 a 1000 pul de tampon TE.

i i 4 | rin

Différents protocoles ont été suivis. lls different par les méthodes de lyse
et de récupération. La lyse peut se faire soit de fagon alcaline, soit a l'aide de
lysozyme en présence d’EDTA et d’'un détergent (Triton ou SDS).

De méme la récupération de I' ADN peut se faire soit par précipitation,
soit par dialyse. L'étape commune a toutes ces méthodes de préparation d’
ADN plasmidique a large échelle est la séparation des différentes formes de I
ADN au sein d'un gradient de chlorure de césium (fig 3.17).

u g | etaillé:

-Réaliser une culture de 200 ml.

Ajouter des antibiotiques si nécessaire.

-Centrifuger 10 minutes a 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).
-Resuspendre le culot dans 5 ml de Tris 0,05M pH 8,0-sucrose 25%.
-Transvaser dans des tubes Sorvall.

-Adjoindre 1 ml de TEN auquel on ajoute extemporanément 10 mg / mi
de lysozyme.

3.MATERIEL ET METHODES.
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-Incuber 5 minutes sur glace.

-Ajouter 2 ml d'EDTA 0,25M pH 8,0.

-Mélanger.

-Incuber 5 minutes sur glace.

-Ajouter 2 ml de SDS 10%.

-Mélanger.

-Incuber 10 minutes sur glace en mélangeant de temps en temps.
-Ajouter 2,5 ml de NaCl 5M, mélanger par inversion.

-Incuber entre 2 heures et une nuit sur glace.

-Centrifuger une heure a 13000 rpm et 4°C (rotor SS34 Sorvall).
-Reprendre le surnageant.

-Ajouter 0,6 volume d'isopropanol, mélanger.

-Incuber 30 minutes a -20°C.

-Centrifuger 30 minutes a 7000 rpm et 4°C (rotor SS34 Sorvall).
-Eliminer le surnageant.

-Sécher partiellement le culot sous vide (10 minutes).
-Resuspendre dans 4 ml de TE et transférer dans un stérilin.
-Rincer le tube avec 9,7 ml de TE.

-Ajouter : 13,7 g de CsCl et 0,7 ml de Br.Eth (10 mg / ml).
-Transférer dans un crimper, équilibrer avec de I'huile de paraffine.
-Centrifuger 16 heures a 45000 rpm et 20°C (rotor TV 865 B).
-Récupérer la bande inférieure sous U.V.

-Réaliser 3 extractions a I'alcool isoamylique (élimination du BrEth).
-Dialyser 3 heures contre du tampon SSC 1/10.

-Vider le boudin de dialyse dans un Grainer et mesurer le volume.
-Ajouter un volume équivalent de phénol et mélanger.

-Centrifuger 15 minutes a 8000 rpm (rotor SS34 Sorvall).
-Effectuer une nouvelle dialyse de 12 heures en changeant le tampon
toutes les quatre heures.

Pour gstimer la quantité de matériel et le degré de propreté de la
préparation, on effectue un dosage spectrophotométrique. Le rapport des
absorbances a 260 et 280 nm doit étre compris entre 1,6 et 2. Une D.O a 260
nm correspond a 50 ug / ml d’ ADN double brin.

2.4 Mini i impl rin

L’ADN simple brin est obtenu par déprotéinisation d’'une suspension de
particules virales, le surnageant d’'une culture d’E.coli TG1 infectée par le
phage M13.

-Inoculer 10 ml de LB avec une colonie de TG1 et laisser pousser une

nuit a 37°C. ;

-Culture de M13: inoculer 10 ml de LB avec 100 ul de la culture
bactérienne de nuit et une plaque de moindre croissance, prélevée a l'aide
d’'un cure dent , obtenue par la transformation d'E.coli TG1 par le phage M13
(ou 100 pl de surnageant issu d'une culture infectée antérieure).

-Incuber 5 heures a 37°C dans un bain agitant.

-Centrifuger pendant 5 minutes a 13000 rpm et 4°C (rotor SS34).

-Récupérer le surnageant et ajouter 2 ml d'une solution de PEGNaCl.

-Vortexer.
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-Incuber 15 a 30 minutes a 4°C.

-Centrifuger 5 minutes a 13000 rpm et 4°C (rotor SS34).
-Décanter.

-Centrifuger 2 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).

-Enlever toute trace de PEGNaCl. ‘

-Ajouter au culot 200 pl de tampon TE et 200 ul de phénol équilibré avec
du TE.

-Incuber 15 minutes a température ambiante.

-Vortexer.

-Centrifuger 3 minutes a 13000 rpm (Janetzki) et récupérer la phase
aqueuse.

-Précipiter I'ADN a I'éthanol absolu (0,1 volume de NaAc 3M et 2,5
volumes d'éthanol 100%).

-Incuber 10 minutes a -70°C.

-Centrifuger 20 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).

-Décanter le surnageant et laver a I'éthanol 70%.

-Décanter le surnageant.

-Sécher sous vide 10 minutes puis resuspendre dans 20 ul de TE.

2.3.2.5.Maxipr ration 1 impl rin.

-lnoculer 5 ml de LB avec une colonie bactérienne d'E.coli TG1 et
laisser pousser une nuit a 37°C.

-Culture de M13: inoculer 5 ml de LB avec 50 ul de la culture
bactérienne de nuit et une plaque de moindre croissance, prélevée a l'aide
d’un cure dent, obtenue par la transformation d’'E.coli TG1 par le phage M13
(ou 50 pl de surnageant issu d'une culture infectée antérieure).

Incuber 5 heures a 37°C dans un bain marie.

-Cultur E.coli : inoculer 100 ml de LB avec 1 ml de la culture
bactérienne de nuit jusqu'a ce que la densité optique atteigne une valeur de
0,3 a2 540 nm.

-Centrifuger 1,5 ml de la culture de M13 pendant 5 minutes

a 13000 rpm (Janetzki).

-Infecter les 100 ml de culture bactérienne avec le surnageant et
incuber 4 heures a 37°C.

-Centrifuger 30 minutes a 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).
-Ajouter au surnageant récupéré 1/5 de volume de PEGNaCl

et précipiter une heure a 4°C.

-Centrifuger 20 minutes a 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).
-Décanter le surnageant, le culot de phage doit étre visible

a ce stade.

-Centrifuger 5 minutes @ 5000 rpm et 4°C (rotor GSA Sorvall).
-Enlever toute trace de PEGNaCl a l'aide d'une pipette Pasteur.
-Resuspendre le culot dans 250 pul de tampon TE.
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-Transférer en Eppendorf.

-Centrifuger 5 minutes a 13000 rpm (Janetzki) afin d'éliminer toutes
les cellules.

-Récupérer le surnageant, ajouter 100 ul de PEGNaCI et bien agiter.
-Incuber 15 minutes a température ambiante ou 12 heures a 4°C.
-Centrifuger 5 minutes a 13000 rpm (Janetzki).

-Eliminer le surnageant et recentrifuger 2 minutes a 13000 rpm
(Janetzki) pour enlever toute trace de PEGNaCI.

-Resuspendre le culot dans 500 pl de tampon TE.

Purififatiss:dgimpla brin:

Réaliser deux fois les 5 étapes suivantes:
-Ajouter 200 ul de phénol saturé en TE
-Vortexer 15 a 20 secondes
-Incuber 15 minutes a température ambiante
-Vortexer 15 a 20 secondes.
-Centrifuger 3 minutes et récupérer la phase aqueuse.

Réaliser trois fois les quatre étapes suivantes:
-Ajouter 500 ul de diéthyléther froid saturé en eau.
-Vortexer 15 secondes.
-Centrifuger 2 a 3 minutes.
-Décanter I'éther.

Précipitation de I'ADN:

-Répartir I' échantillon dans deux Eppendorfs.

-Ajouter 2,5 volumes d' éthanol 100% froid et 1/10 de volume de
NaAc 3M.

-Agiter.

-Incuber 15 minutes a -80°C.

-Centrifuger 15 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).

-Laver le culot avec de I'éthanol 70% ou 90% froid.

-Centrifuger 15 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).
-Décanter I'éthanol et sécher sous vide.

-Resuspendre dans 50 pl de TE et garder a 4°C.

-Vérifier la densité optique a 260 nm (1 DO =37 ug / ml de simple brin).
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2.3.2. ration M1 | rin.

Les méthodes d'extraction et de récupération sont identiques a celles
décrites précédemment.

Deux différences notables méritent cependant d'étre signalées: des
temps de culture courts et I'ajout au milieu de chloramphénicol.

Les temps de culture doivent étre trés courts (compris entre 2 et 8
heures) car les fragments d’ADN clonés dans les bactériophages filamenteux
sont instables et sujet a de fréquentes délétions. Un insert plus petit, car
délété, confere un avantage sélectif au clone qui I’'héberge, celui-ci prend le
dessus sur le recombinant originel.

L'utilisation de chloramphénicol ne releve pas du méme principe que
celui de I'amplification (c’est a dire: inhibition de la protéosynthése entrainant
un arrét de multiplication cellulaire et une accumulation plasmidique voir
1.2.3). lci, le chloramphénicol dérégule I'expression des génes viraux ce qui
se traduit par une production accrue de double brin. Le simple brin n'est plus
excrété des cellules infectées et il sert de matrice a la synthése de double brin
supplémentaire (Maniatis et al , 1989)

En pratique:

-Réaliser une préculture d'E.coli TG1.

-Placer dans une éprouvette stérile 10 mi de LB et 100 pl d'E.coli TGH.
-Incuber dans un bain agitant a 37°C jusqu'a ce que la croissance
atteigne une D.O comprise entre 0,8 et 1,0 a 540 nm.

-Ajouter une plaque de lyse prélevée a I'aide d’'un cure dent, ou 100 pl
de surnageant issu d' une culture d’E.coli TG1 infectée par le phage
M13.

-Incuber 15 minutes a 37°C.

-Ajouter 15 ng / ml de chloramphénicol.

-Incuber 2 heures a 37°C.

-Centrifuger 10 minutes a 6000 rpm et 4°C (rotor SS 34).
-Resuspendre le culot dans 500 pl de LB.

-Transférer en Eppendorf.

-Se référer au protocole de miniprep d.s pour la suite (voir 2.3.2.1).
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2.3.3.Mutagéneése dirigée (AMERSHAM Kkit).

2.3.3.1.Principe.
(Taylor et al , 1985)

L'oligonucléotide de synthése qui contient la mutation a introduire est
hybridé a la matrice simple brin (un M13 recombinant) et allongé par la
Klenow polymérase. Le brin ainsi formé est ligué par la T4 DNA ligase ce qui
géneére un hétéroduplex mutant (un brin mutant et un non mutant).

Lors de la synthése in vitro du brin mutant, on y incorpore des
thionucléotides. Cet artifice permet d'enlever de fagon sélective le brin non
mutant car certaines enzymes de restrictions (dont Nci | ) sont incapables de
couper de I'ADN contenant de tels nucléotides souffrés (fig 3.18).

Cependant, I'action de I'enzyme sur I'hétéroduplex génére un “nick” sur
le brin non mutant qui ne contient pas les thionucléotides. Cette coupure
représente un site d'attaque pour I'Exonucléase |ll qui va “digérer “ ce
dernier.

Enfin la polymérisation d'un second brin mutant par la DNA polymérase
(qui prend comme matrice le premier) génere I'homoduplex mutant avec
lequel on transforme les cellules compétentes de la souche d’E.coli TG1 (fig
3.19).

2.3.3.2.Cycle de vie du phage M13.
(fig 3.20)

M13 est un bactériophage filamenteux a ADN monocaténaire, spécifique
des cellules males. L'infection se réalise via les pilis sexuels arborés en
surface par ce type bactérien.

Le phage infectieux simple brin, par convention le brin (+), est entouré
d’'une capside protéique en forme de batonnet. Suite a I'infection, le phage
perd son manteau protéique. Le brin (+) est libéré dans la cellule et sert de
matrice a la synthése du brin complémentaire (-) , le brin codant. Cette
synthése est conduite par les polymérases de la cellule héte.

D’une part on obtient la forme réplicative (RF) double brin, ce qui permet
la synthése d’un nombre élevé de brin (+) par le mécanisme de “rolling circle”.
D’autre part I'expression des génes encodés par le brin (-) permet la synthése
des protéines capsidiques. De nouvelles unités virales se forment et quittent
les cellules hétes sans les lyser, leur croissance ayant simplement été ralentie
au cours de l'infection.
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fig 3.21: Le premier nucléoside est un 5' diméthoxytrityl attaché au support par
I'nydroxyle en 3' du déoxyribose (fig 3.21 A1) (Vincent, 1986).

Les nucléotides suivants sont des dérivés diméthoxytritylé en 5', dont I'hydroxyle en 3'
posséde un groupement phosphoramidite (fig 3.21 A2).

La présence de ces groupements est importante non seulement pour la solubilité des
nucléosides dans leur solvant de nature organique, mais également pour protéger les
groupements hydroxyles présents sur le nucléotide et ainsi préserver la spécificité de la
réaction.

Un cycle de synthése complet (couplage entre deux nucléotides) comprend les quatre
étapes suivantes:

Détritylation (fig 3.21 B): L'ajout d'acide trichloroacétique déprotége la fonction hydroxyle
en 5' du premier nucléoside, ce qui lui permet de réagir avec le groupement phosphoramidite
du second.

Addition (fig 3.21 C): Le tétrazole active ce groupement phosphoramidite et il ya formation
d'une liaison covalente de type phosphite avec le premier nucléotide.

Capping (fig 3.21 D): Une acétylation des hydroxyles en 5' par I'anhydride acétique permet
d’éviter l'allongement des nucléosides qui n‘aurait pas réagit, ceci facilite la purification.

Oxydation (fig 3.21 E): Il s'agit d'une oxydation de la liaison covalente de type phosphite en
une liaison de type phosphotriester. Cette réaction s'effectue en présence d'iode.
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Le phage non encapsidé est non infectieux. Qu'il soit sous forme simple
ou double brin, il peut étre introduit dans la cellule héte par une manipulation
in vitro : la transformation (voir: 2.3.1.4.1.4).

M13 est utilisé comme tout autre vecteur de clonage sous sa forme
réplicative et on tire profit de son existence a I'état simple brin pour la
mutagénese dirigée et le séquengage.

h I'ol i mutan

» 33,3 1 Principe de | dea o i léotid

Le principe de synthése de l'oligonucléotide mutant est basé sur la
chimie des phosphoramidites, ce qui permet I'obtention de rendement de
I'ordre de 98%. La synthése se réalise en phase solide, au départ d'un
réacteur sur lequel est fixé un des quatre nucléosides (Applied Biosystems
synthétiseur automatique modele 381 A). L’élongation de ce premier se fait
dans le sens 3'->5' (fig 3.21).

La synthése est réalisée en mode trityl ON de maniére a purifier
I'oliginucléotide par la méthode OPC (voir ci dessous). Ceci signifie que le
trityl reste sur l'oligonucléotide lors de la derniére étape (ajout de la derniére
base). Par contre, lors des étapes précédentes les trityls sont écartés. lls sont
dosable et qualifie le bon déroulement de la synthése.

233328' z I- l I, |- I; I-I

La colonne est démontée et les billes de verre, qui contiennent les
oligonucléotides synthétisés, sont récupérées. Etant donné que ces derniers
sont acccrochés sur les billes et que des groupements protecteurs sont
présents, un traitement au NH4OH est effectué.

Une purification sur colonne OPC permet [I'élimination des
oligonucléotides incomplets.

Afin que le brin mutant formé par I'allongement de I'oligonucléotide soit
liguable, une phosphorylation de I'extrémité 5’ de ce dernier est nécessaire.

2.3.2.2.1. Traitement au NH40H.

Placer les billes de verres dans un Eppendort.

-Ajouter 500 pl de NH40OH 32%.

-Incuber 2 heures a température ambiante.

-Centrifuger quelques secondes.

-Décanter le surnageant et le placer dans une bouteille en téflon.
-Incuber 8 a 15 heures a 55°C.
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» 3.0 2 2 Purificati l OPC

Seuls les oligonucléotides de longueur désirée sont conservés, car ils
possédent le groupement trityl sur la derniére base par laquelle ils reste
accrochés a la colonne.

-Déposer au sommet de la colonne 5 ml d' “HPLC grade Acétonitrile”
puis 5 ml de triéthylamine acétate.

-Aprés avoir dilué la solution contenant I'oligonucléotide déprotégé dans
1/3 de volume d'eau désionisée, le déposer sur la colonne

-Récupérer I'éluat, le recharger et conserver ['éluat suivant a -20°C.

Il pourra éventuellement étre rechargé sur une autre colonne.

-Faire passer sur la colonne 3x5 ml d'hydroxide d'ammonium dilué
-Faire passer 2x5 ml d'eau désionisée

-L'ajout de 5 ml d'acide trifluoroacétique 2% libére les oligonucléotides
de la colonne.

-Faire passer 2x5 ml d'eau désionisée

-Conserver ce dernier éluat contenant les oligonucléotides purifiés et
détritylés.

-Dans un Eppendorf, ajouter:
-2,5 ul d'oligonucléotide (concentration: 300 ng / ul).
-3 ul de tampon kinase 10x.
-25 ul d’eau.
-2 unités de T4 polynucléotide kinase.
-Mélanger doucement et incuber 15 minutes a 37°C puis 10 minutes a
70°C (inactivation de I'enzyme). '
Utiliser ou stocker a -20°C.

-Dans un Eppendorf, ajouter:
-5 ul d’ADN matrice simple brin (1 pug / pl).
-2,5 pg oligonucléotide mutant phosphorylé.
-3,5 pul de tampon 1.
-6 ul d'eau.
-Incuber 3 minutes a 70°C, 30 minutes a 37°C et placer sur glace.
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3.4.2.Svnth? astian A it s

-Ajouter au mélange réactionnel précédent:
-5 ul de solution MgCla.
-19 ul du mélange de nucléotides 1.
-6 ul d'eau.
-6 unités du fragment Klenow.
-6 unités de T4 DNA ligase.
-Mélanger et incuber le tube 15 heures dans un bain a 15°C.

> 3.3 4.3 Elimination du simole bri itrat

Ajouter au mélange réactionnel précédent:
-170 pl d'eau.
-30 ul de NaCl 5M.

L'échantillon est déposé dans la chambre supérieure de l'unité de
filtration. Cette unité est centrifugée pendant 10 minutes a 1500 rpm a
température ambiante (rotor SS34). L'échantillon traverse une paire de
membrane de nitrocellulose qui retiennent le simple brin tout en laissant
passer le double brin que I'on retrouve dans le tube collecteur.

-Ajouter 100 pul de NaCl 500 mM et centrifuger 10 minutes dans les
mémes conditions afin de récupérer 'ADN double brin qui serait resté
accroché sur le filtre.

-Ajouter au filtrat:
-28 ul de NaAc 3M.
-700 pl d’éthanol 100% froid.
-Incuber 10 minutes a -70°C.
-Centrifuger 20 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).
-Décanter.
-Laver le culot avec 1 ml d'éthanol 100% froid et recentrifuger.
-Décanter.
-Sécher sous vide et resuspendre dans 25 pul de tampon 2.

-Préléver 10 ul de I'échantillon filtré et ajouter:
-65 ul de tampon 3.
-5 unités de Nci |.

-Incuber 90 minutes a 37°C.
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> 3.3 4 5.Digestion du bri { par [E léase lll

-Ajouter au mélange réactionnel précédent:
-12 ul de NaCl 500 mM.
-10 pul de tampon 4.
-50 unités d'Exonucléase lll.
-Incuber 30 minutes a 37°C puis 15 minutes a 70°C.

.3.4.6. I risati

-Ajouter au mélange réactionnel précédent:
-13 ul du mélange de nucléotides 2.
-5 ul de MgCla,
-3 unités de DNA polymérase |.
-2 unités de T4 DNA ligase.
-Incuber 3 heures a 16°C.
-Transformer la souche bactérienne d’E.coli TG1 (voir: 2.3.1.4.1.4).

2.3.4. Le Seéquencage.

(T7Sequencing T kit Pharmacia.27-1682-01)

2.3.4.1.Principe du séquencage.
(Sanger et al ,1977).

La méthode utilisée est celle des terminateurs de chaines. Cette
méthode consiste a faire synthétiser par une polymérase un brin
complémentaire de celui que l'on désire séquencer. Cette polymérase

requiert une matrice simple brin et une amorce lui fournissant un groupement
3'-OH libre.

Le fragment a séquencer est cloné dans un plasmide ou dans un phage
(M13). Dans le cas d'un plasmide, une étape de dénaturation est nécessaire.
Par contre, si on utilise M13, on peut aisément obtenir une matrice simple

brin (voir: cycle de vie de ce phage 2.3.3.2), I'étape de dénaturation devenant
alors superflue.

Dans les deux cas, le primer utilisé est un oligonucléotide synthétique

dont la séquence est complémentaire de celle qui borde l'insert sur le vecteur
utilisé.

L'incorporation au hasard dans la chaine naissante d'un
didésoxyribonucléotide, un analogue de désoxyribonucléotide ne possédant
pas de groupements hydroxyle en 3', interrompt I'élongation. Statistiquement
la terminaison se produira au moins une fois en chaque point (fig 3.22 et
3.23).

3.MATERIEL ET METHODES.
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Quatre tampons d'élongation sont utilisés. lls contiennent les quatre
désoxyribonucléotides usuels (dATP, dCTP, dGTP, dTTp) dont un est marqué

radioactivement ([a-S33] dATP). Par contre, ils ne contiennent qu'un des
quatre didésoxyribonucléotides.

Chacun des quatre tubes réactionnels contient en fin de réaction une
population de fragments de taille variable. La taille de ces fragments permet
de déterminer la position a laquelle s'est incorporé le ddNTP dans la chaine
en élongation et donc la position de la base complémentaire dans le brin que
I'on a séquence.

La migration concomitante des quatre mélanges réactionnels sur gel de
polyacrylamide permet une lecture de la séquence (fig 3.24).

2.3.4.2.R ion n

>3.4.01.Dé :

-Placer dans un Eppendort:
-2 ug d’'ADN dans 8 ul d' eau stérile.
-2 pl de NaOH 2N.
-Incuber 10 minutes a température ambiante.
Précipitation de I'ADN dénaturé:

-Ajouter:

-3 ul de NaAc 3M pH4,8.

-7 ul d'eau stérile.

-60 pl d'éthanol 100% froid.
-Mélanger.

-Incuber 15 minutes a -80°C.

-Centrifuger 4 minutes a 13000 rpm et 4°C (Janetzki).
-Décanter.

-Laver a I'éthanol 70%.
-Sécher sous vide 10 minutes.

Hybridation (“2 ling’)

-Resuspendre le culot sec dans 10 ul d'eau stérile.
-Ajouter:
-2 pl de primer.
-2 pl d'annealing buffer.
-Incuber 20 minutes a 37°C puis 10 minutes a température ambiante.

3.MATERIEL ET METHODES.
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> 3423 M lioactit (“Labelling’)

-Ajouter:
-3 ul de labelling mix (dCTP,dGTP et dTTP).
-1 pl de [o-S39] dATP.
-3 unités de T7 DNA polymérase.
-Centrifuger quelques secondes.
-Incuber 5 minutes a température ambiante.

2.3.4.2.4 Terminaison.

Dans quatre Eppendorfs (notés A, C, G et T), ajouter 2,5 pl d'un
mélange de nucléotides.

-Préincuber ces Eppendorfs a 37°C.

-Ajouter a chaque tube 4,3 pl du mélange issu de la réaction de
labelling.

-Incuber 5 minutes a 37°C.

-Ajouter 5 ul de solution stop.

-Stocker a -20°C une semaine ou utiliser immédiatement.

2.3.4.3.Electrophor l l lami
> 3.4.3.1.Pré tion d |

-Laver les deux plaques de verre (eau de ville, eau distillée puis
éthanol).

-Laver, sur la plus grande des deux plaques, la surface qui sera en
contact avec le gel avec 10 ml de diméthyl dichloro silane (silicone).
-Placer les spacers sur cette méme plaque.

-Adjoindre la petite plaque.

-A l'aide d’ adhésif, sceller les deux plaques tout en les

maintenant jointes a l'aide de pinces.

.Préparation ]

-Placer dans un berlin:
-42 g d'urée.
-10 ml de TBE 10X.
-15 ml d'acrylamide 20%-bisacrylamide 0,8%.
-40 ml d'eau distillée.

-Aprés dissolution de l'urée, filtrer au Buchner (filtre Millipore SA 78
BUC).
-Ajouter rapidement:

-600 ul de persulfate d'ammonium.

-30 pl de TEMED (Biorad).

3.MATERIEL ET METHODES.
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-Aspirer la solution a l'aide d'une seringue de 100 ml, et couler le
mélange sans tarder entre les deux plaques. Placer les peignes a l'envers
afin de déterminer une ligne de base. La polymensatlon est terminée aprés
une heure, le gel peut étre stocké a 4°C.

R mp— i hi

La migration s'effectue dans du TBE 1X.

-Préchauffer le gel une demie-heure (60 watts, 1600 volts).

-Placer les dents du peignes contre la ligne de base préalablement
formée afin de déterminer 'emplacement des puits.

-Nettoyer les puits de toute trace d'urée.

-Placer les échantillons 5 minutes a 85°C (dénaturation de I'ADN).
-Charger 2,5 ul d'échantillon par run.

Généralement, on effectue plusieurs migrations (7, 5 et 2 heures).

T

-Démouler les plaques.

-Placer la plaque sur laquelle est resté accroché le gel dans un bain de
fixateur pendant 15 minutes.

-Transférer le gel sur un Buvard Whatman (3MM Chr).

-Sécher sous vide a 60°C pendant une heure.

-Placer avec un film photo dans une cassette a autoradiographie
pendant 12 heures.

-Révéler le film pendant 5 minutes.

-Rincer a l'eau.

-Fixer le film pendant 15 minutes.

-Rincer a I'eau et sécher.

3.MATERIEL ET METHODES.



4.RESULTATS.




| .Reconstitution d'un promoteur de levure:

Il. Aménagement de KsgA:

(7220) Pwall
(7130) Ecofl
Bapriii) 7oy

Mutagénése
dirigée.

(7220) Pwlt -
(7130) EcoRt
(7103) Xoal__

THEN

pGIOLZ
Prligeosy @119 bp)

Ill. Assemblage:




Xba | Sph INco | Bsp HIPvu |l Hind Il
z e Enble Mt —
. S W

Sph K1259)
(Nco |/ Bsp Hi)(1432)
Pwu liie17)

(Hand H1)(2448)

k. fig 4.1: Stratégie générale d’élaboration du vecteur pGIDL3.
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Chapitre 4: Résultats.

1.Constructions génétiques.

1.1.Intr i

Dans le but d’'élucider le réle fonctionnel des groupements diméthyles
présents dans la boucle 3’ terminale de 'ARN de la petite sous-unité
ribosomique eucaryotes, nous désirons créer un mutant de levure pour cette
fonction de diméthylation.

La premiére étape de la création de ce mutant consiste a exprimer la
diméthylase d’E.coli chez la levure Saccharomyces cerevisiae .

Afin de garantir I' expression du géne de la diméthylase d’E.coli , celui-ci
est cloné en aval d’'un promoteur de levure au sein d’ un plasmide présent en
copies multiples par cellule. Le plasmide choisi, de type YEp, porte l'origine
de réplication du plasmide 2u, ce qui lui confére ce caractére “multicopy”.
Nous choisissons un promoteur de levure fort, celui du géne ADHZ2 . Ce
promoteur est en outre finement régulable par le glucose, ce qui nous permet
de contrecarrer la nocivité éventuelle de la surexpression du géne de la
diméthylase d’E.coli chez Saccharomyces cerevisiae .

1.2.Stratégie géneérale.

La fusion transcriptionnelle envisagée entre le promoteur du géne
ADH2 et le géne de la diméthylase recournt a deux sites de restriction Nco |
et Bsp HI et donne donc lieu a un site de restriction hybride “Nco | /Bsp HI".

Dans le but d’apporter un site Nco | indispensable a la création de la
fusion transcriptionnelle en aval du promoteur, il est procédé a la
reconstitution dans le vecteur pKS+ du promoteur ADH2 aux dépens de
fragments issus de deux vecteurs distincts (fig 4.1.1).

Le fragment d’ADN compris entre les sites Xba | (position 191) et Sph |
(position 1027) de 0,836 kb est isolé a partir du vecteur YEpADH2.

La seconde partie du promoteur, soit le fragment d’ADN compris entre
les sites Sph | (position 4280 / 1) et Eco RV (position 4039) de 0,241 kb est
issue du vecteur pGemADH2. Ce second fragment recouvre la jonction
promoteur-géne ADH2 , ou un site Nco | chevauchant 'ATG initiateur a été
aménagé par mutagénése dirigée lors d’'un précédent travail (De Schrevel,
1990). L'intégrité de cette portion de promoteur ayant subi une réaction de
mutagénése sera vérifiée par séquengage.

4. RESULTATS.
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La seconde étape consiste en I'aménagement du géne de la
diméthylase d’'E.coli (fig 4.1.11) .

Un site de restriction Bsp HI chevauchant 'ATG initiateur du géne de la
diméthylase sera installé par mutagénése dirigée. Ce site est compatible avec
le site Nco | situé en aval du promoteur reconstitué du géne ADH2 . La
création de ce site de restriction Bsp Hl ne modifie en rien la séquence en
acides aminés de la protéine diméthylase, ce qui n’aurait pas été le cas avec
l'installation d'un site Nco | (fig 4.10) .

Enfin le promoteur reconstitué du gene ADHZ2 et le gene de la
diméthylase aménagé seront assemblés dans une matrice “multicopy” de
levure (pFL40) (fig 4.1.1ll).

.R nstitution r r n levure.
1.3.1.Préparation des fragments.
1.3.1.1.Préparation du premier fragment du promoteur du

gene ADH2 a partir du vecteur YEpADH2.

Le premier fragment du promoteur du géne ADHZ2 , 836 pb, est compris
entre les sites Xba | (position 191) et Sph | (position 1027) du vecteur
YEpADH2. |l est isolé a partir de ce dernier par une restriction double Xba |
/Sph | (fig 4.2).

Pour ce faire 5 ug du vecteur YEpADH2 sont digérés par 100 unités
d’enzyme de restriction Xba |. Une extraction au phénol est réalisée apres
une incubation de une heure a 37°C et la seconde restriction est menée a
l'aide de 20 unités d’enzyme de restriction Sph | (voir point 2.3.1.2 et point
2.2.1 du chapitre matériel et méthodes).

Aprés électrophorese (fig 4.3, piste: 3), les fragments ci-dessous sont
obtenus:

Xba_| (7240) / Sph 1 (2557) 4,683 kb
Xba_1(9170) / Xba_1 (7240) 1,930 kb
Sph_1(2557) / Sph_1(1027) 1,530 kb
Sph 1(1027) / Xba 1(191) 0,836 kb
Xba 1(9170) / Xba | (129) 0,832 kb

La bande correspondant au mélange des fragments 836 et 832 bp est
extraite du gel et purifiée (voir point 2.2.3 du chapitre matériel et méthodes).

Notons que les fragments de 836 pb et 832 pb ne sont pas distingables
'un de l'autre. La digestion par 'enzyme de restiction Xba | fut partielle ce qui
explique I'apparition d’'un fragment supplémentaire non attendu entre les
tailles 1,930 kb et 1,530 kb. Sa taille correspond a la somme des trois
fragments 836, 832 et 62 pb, soit 1730 pb.

4 RESULTATS.
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fig 4.3: Profil d'électrophorése en gel d'agarose 1%.
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2.P r nd fragm rom r
n r mADH2.

Le second fragment du promoteur du géne ADH2 , 241 pb, s’étend du
site Sph | (position 4280 / 1) au site Eco RV (position 4039) du vecteur
pGemADH2. Une restriction double Sph |/ Eco RV permet de l'isoler de ce
dernier (fig 4.2).

Pour cela 2 pug du vecteur pGemADH2 sont digérés par 24 unités
d’enzyme de restriction Eco RV. Aprés une heure d’incubation a 37°C, une
extraction au phénol est réalisée et la seconde restriction effectuée a l'aide de
10 unités d’enzyme de restriction Sph | (voir point 2.3.1.2 et point 2.2.1 du
chapitre matériel et méthodes).

Trois fragments sont attendus:

Sph 1(1) / Sph 1(2750) 2,750kb
Sph 1 (2750) / Eco RV(4039) 1,289 kb
Eco RV (4039) / Sph | (1) 0,241 kb

Aprés électrophorése (fig 4.4), la bande de 241 pb est extraite du gel
d’agarose 2% et purifiée (voir point 2.2.3 du chapitre matériel et méthodes).

Etant donné la concentration d’agarose de 2% utilisée pour résoudre les
fragments de petite taille, les fragments de grande taille sont peu résolus.

1 ; r r lon Bl ri KS+.

Le plasmide pBluescript KS+ est restreint au niveau de son site multiple
de clonage par une restriction double Xba |/ Eco RV (fig 4.2).

Pour ce faire 1,5 ug du vecteur pBluescript KS+ sont digérés par 25
unités d’enzyme de restriction Xba | et 18 unités d’enzyme de restriction Eco
RV. Ces deux enzymes ont des exigences compatibles vis-a-vis du tampon
d’incubation, de telle sorte que les deux restrictions peuvent étre réalisées
simultanément par une incubation d’ une heure a 37°C (voir point 2.3.1.2 du
chapitre matériel et méthodes).

Deux fragments sont attendus:

Eco RV/ Xba | 2,923 kb

(Eco RV/ Xba | 0,038 kb)

Apres électrophorese (fig 4.3, piste: 1), le fragment de 2923 pb, le seul
visible, est extrait du gel d'agarose 1% et purifié (voir point 2.2.3 du chapitre
matériel et méthodes).

4. RESULTATS.
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1.3.2.Ligation triple.

Une ligation est réalisée entre les trois fragments récupérés suivant une
stoechiométrie 1:1:1. La quantité totale de matériel engagée dans la
restriction est 1 pg. Une premiére incubation en présence de 10 unités de T4
DNA ligase est menée pendant 12 heures a 14°C. Les deux types
d’extrémités étant présentes (cohésives et a bouts francs), une seconde
incubation d’ une heure a 37°C est également nécessaire (voir point 2.3.1.3
du chapitre matériel et méthodes).

La taille attendue du plasmide construit, dénommé pGIDL1, sera de 4,0
kb (0,836 kb +0,241 kb +2,923 kb) (fig 4.2).

1.3.3.Transfor i | h rienne XL1 bl r
le_mélange de ligation.

La moitié du mélange de ligation est utilisée pour transformer 200 pl de
cellules compétentes de la souche bactérienne XL1 blue. Différents volumes
du mélange de transformation sont étalés sur milieu LB solide contenant de
'ampicilline, de la tétracycline, de I'Xgal et de 'lPTG puis incubés une nuit a
37°C. Les différents contréles de transformation sont réalisés (voir point
2.3.1.4.1 du chapitre matériel et méthodes).

1.3.4.Criblage des transformants et identification du vecteur
pGIDL1.

Vingt-quatre clones bactériens transformants sont prélevés et mis en
culture dans des flacons contenant 5 ml de LB et 5 ul d’'ampicilline 10%.

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, 1,5 ml de chaque culture est
soumis au protocole de minipréparation d’ADN plasmidique (voir point 2.3.2.1
du chapitre matériel et méthodes).

Un cinquiéme du matériel ainsi obtenu est restreint par 10 unités
d’enzyme de restriction Xba | et 10 unités d’enzyme de restriction Eco RV.
Ces deux sites ne sont présents qu’'au niveau du site multiple de clonage de
la matrice pBluescript KS+.

Deux fragments diagnostiques de pGIDL1 sont attendus:

Eco RV/ Xba | 2,923 kb

Xba | /Eco RV 1,077 kb

Cinq profils électrophorétiques (ceux des clones 10, 13, 14, 21 et 23)
présentent des fragments de taille apparente en accord avec ceux attendus
(fig 4.5).

4.RESULTATS.
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piste 3: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme Hin d lll.
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La séquegcé a été vérifiée du site Eco RV jusqu’au dela du site Sph |.
(B) La portion de séquence délimitée par les deux T, recouvrant
le site Nco | installé par mutagénese dirigée, est illustré par I'autoradiographie
du gel de séquengage.
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Une restriction par 'enzyme Hinc |l (qui coupe en Hinc |l et Hpa |) et
une restriction double Nco |/ Sal | sur le clone 23 a permis de confirmer son
identification.

Les fragments diagnostiques attendus sont les suivants:

Hinc 11/ Hpa | 3,107 Kb
Hpa 1/ Hinc 1l 0,893 kb
Sal 17 Neo | 3,913 Kb
Nco 17.5al | 0,087 Kb

Les fragments de taille attendue sont obtenus dans chaque cas (fig 4.6),
ce qui authentifie le clone 23 comme un pGIDL1 (fig 4.7).

rification r n ’in ri r

du géne ADH2.

Comme mentionné au point 1.2, le fragment du promoteur du gene
ADH2 compris entre le site Eco RV et Sph |, isolé a partir du vecteur
pGemADH2, a subi une mutagénése dirigée lors d’'un précédent travail.

Son intégrité est donc vérifiée par séquengage sur le vecteur pGIDL1 en
utilisant le primer universel “reverse” (voir point 2.3.4 du chapitre matériel et
méthodes) (fig 4.7).

La séquence obtenue par la lecture de I'autoradiographie révélée du gel
de séquengage est identique, comme prévu, a celle de la portion
correspondante du promoteur du géne ADHZ2 , a I'exception des seuls deux
nucléotides correspondants au site Nco | introduit par la mutagénése dirigée
(fig 4.8).

La séquence obtenue permet en outre de confirmer l'identité du pGIDL1,
car au-dela du point de fusion entre les deux fragments la séquence du
promoteur du géne ADHZ2 est conservée.

ncl n

Nous avons reconstitué un promoteur de levure fort et régulable par le
glucose dans le vecteur pKS, puis vérifié son intégrité par séquengage. La
présence d'un site Nco | en aval de ce promoteur le rend apte a participer a
la fusion transcriptionnelle indispensable a I'expression hétérologue de la
diméthylase de E.coli dans la levure.

4. RESULTATS.
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(1) Aménagement de I'extrémité 5’ de la séquence codante du géne de
la dimethylase.

. sl

Met Asn Asn
... CCA ATG AAT AAT CGA ...
... GGTTACTTATTAGCT ...

réation d'un si restriction chevauchant 'ATG initi r KsqA.

soit Neo | : soit Bsp HI :

Met Asp Met Asn
CC'CATGGAT CTCATGAAT

GGGTACCTA GAGTACT TA

(2) remité 3’ terminale Nco |de la séquen rom r ene

ADH 2.

C
GGTAC

(3) Résul n la fusion Nco 1/ Bsp HL.

C’ . CATGA
GGTAC Al

Sl * -
CCATGA
GGTACT

fig 4.10: Création dun site de restriction Bsp HI par mutagénése
dirigée, et fusion Nco | / Bsp HI entre le promoteur ADHZ et le géne KsgA

aménaché.
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Hinc ll
V10

GTTAACACCA
AAACTTTCTC
GGGCCAGGCG

ACGTCTGGAC
GCATCCATTC
TGGTGAACTG
CATCTCCACG
CTTTATGTTG
TGGTCGATTA
GCCGTCAGCC
TGCAACGATG
CTTTAACCAG
GTTAACGGGA

| 20
ATGAATAATC
AACGATCAGT
ATGGTCGAAA

Pvull

U
CAGCTGACGG

TTAGGCCCGA
GCCGAGAAAA
CCGTTGATGT
CAAAAAGAGG
AGCGTCATGG
TTTACACCAC
CCTCACCCGG
CGTCGTAAAA
ATGGGGATCG

TTGCCAGATG GCGAACTATC

| 10

I 20

| 30
GAGTCCACCA
TCGTGATCGA
TCGGCCCCGG

TCATCGAACT
AACTGACGAT
TGGGTCAGCC
TCCATCTGTT
TGGTGAATCG
CGCAATACTA
CACCCAAAGT
TTAAAGATGT
CCATTCGTAA
ACCCGGCGAT
TGGCGGAGAA

| 30

| 40
GGGCCACTTA
CAGTATTGTG
TCTGGCGGCA

TGACCGCGAT
TTATCAGCAG
GCTGCGTGTT
TAGCTATACT
TCTGGTTGCA
TTGCAATGTG
GGATTCCGCC
TCGTGTGTTG
CAGCCTCGGC
GCGAGCGGAA

| 50
GCCCGTAAAC
TCTGCCATTA
TTGACCGAAC

CTGGCGGCAC
GATGCGATGA
TTCGGCAACC
GATGCCATTG
GGACCGAACA
ATCCCGGTAC
GTCGTGCGCC
AGCCGCATCA
AACCTGTTTA
AATATCTCTG

I 60
GCTTCGGGCA
ACCCGCAAAA
CGGTCGGCGA

GTCTGCAAAC
CCTTTAACTT
TGCCTTATAA
CCGACATGCA
GCAAAGCGTA
TGGAAGTACC
TGGTTCCTCA
CCACCGAAGC
GCGTCGAGGT
TCGCGCAATA

CGCGCCTTTG CAGGAGAGTT AAC

| 40

Hincll

| 60

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
833



fin de la séquen debut de la séquence

peptide transit ADH3 : de KSgA:
Pvu Il Hinc |l

5. CCACAGAACACTCATGAATAATCGAG T .=
+..AGGTGTCTTGTG AGTACTTATTAGCTCA s

= brin (+) = futur site Bsp HI

n r mbinant pl '->3):

5. ACTCGATAATTCATGAGTGTTCTGTGGA .=

oligonucléotide mutagénisant complémentaire:

». TGAGCTATTAAGTACTCACAAGACACCT . &
le sens 5 -> 3':

s.. [ CCACAGAACACTCATGAATTATCGAGT .s

fig 4.12: Séquence de la jonction peptide de transit ADH3 et géne
de la diméthylase de E.coli et choix de I'oligonucléotide mutagénisant.
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n nv fusion rom r
gene ADHZ2 .

(fig 4.9)

Dans le but de surexprimer le géne de la diméthylase d' E.coli , nous
avons choisi de le soumettre au promoteur du géne ADHZ2 de
Saccharomyces cerevisiae lequel est fort et régulable par le glucose.

Ce promoteur isolé de son contexte initial a été cloné aux sites Xba |
(position 677) et Eco RV (position 1754) du plasmide pGIDL1 (fig 4.7).

La fusion transcriptionnelle de ce promoteur avec la séquence de la
diméthylase dans un vecteur de type YEp (pFL40) suit la stratégie générale
explicitée a la figure 4.1. Elle comporte donc la ligation de I'extrémité 3’ Nco |
(C’'CATGG) du fragment Xba |/ Nco | de 1009 pb, issu du vecteur pGIDL1,
avec un site compatible a créer, chevauchant I'ATG initiateur du géne de la
diméthylase.

La création d’'un site Nco | introduirait a la suite de I'ATG une
modification de séquence ayant pour résultat I'apparition en seconde
position de la protéine diméthylase d'un acide aspartique (Asp*) au lieu d'une
asparagine (Asn). On préfére donc créer un site Bsp HI compatible avec
Nco | qui ne modifie pas la séquence en acides aminés de la protéine (fig
4.10 et 4.11).

1.4.1.Réaction de mutagénése.
‘oligonucl i rimer |
mutagéneése.

La création du site Bsp HI par mutagénése dirigée est réalisée sur une
matrice M13 a 'aide d’'un oligonucléotide de synthése portant les mutations a
introduire. Cet oligonucléotide est utilisé en tant que primer de la réplication in
vitro . Le protocole classique décrit au point 2.3.3 du chapitre matériel et
méthodes est suivi.

Nous disposons au laboratoire d'un clone M13, nommé plH2,
comportant la région d'interét du gene KsgA place, pour les besoins d’'un
travail antérieur (Housen, 1990), en aval d’'une séquence peptide de transit
ce qui sera sans incidence sur 'opération de mutagénese visée.

La figure 4.12 résume comment I'oligonucléotide primer de synthése a
été défini.

On constate que la forme monocaténaire sortante du plasmide non
muté, conventionnellement le brin (+), est hybridée a un oligonucléotide
portant un fragment de la séquence codante de la diméthylase, un fragment
de la séquence du peptide transit du géne ADH3 et les deux mutations a
introduire (C et T).

4 RESULTATS.




fig 4.13: lllustration des plaques de moindre croissance obtenues suite
a la transformation de la souche TG1 de E.coli par le phage M13mp19

sauvage.

-23,1 kb
-9,41 kb
-6,55 kb
-4,36 kb
-2,32 kb
-2,02 kb

r ! !4 -E [I |,,| | = l I, QBOE

piste 1— 5: Profil électrophorétique typiqguement obtenu lors de la

migration de M13 s.s .

piste 6: marqueur de taille: A restreint_par I'enzyme Hin d lll.
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Pour stabiliser I'hybridation, I'oligonucléotide a une longueur d’une
vingtaine de nucléotides et s’étend symétriquement de part et d’autre de la
zone mutée non appariée (Maniatis et al, 1989).

L’oligonucléotide est réalisé au laboratoire sur un synthétiseur
automatique Applied Biosystems (voir point 2.3.3.3 du chapitre matériel et
méthodes).

2.M n ropremen i isolemen mutant.

1.4.2.2.1.Préparation IH2 & simple brin.

Des bactéries compétentes E.coli de la souche TG1 sont transformées
par un stock de la forme réplicative (RF) du plasmide plH2 (voir point
2.3.1.4.1.4 du chapitre matériel et méthodes).

Le mélange de transformation obtenu est coulé sur “Hplates” contenant
de I'’Xgal et de I'lPTG (voir point 1.3.3 du chapitre matériel et méthodes).

Tous les transformants sont repérables par le fait qu’ils forment des
“plaques”, zone de moindre croissance dans le tapis de la souche héte TG1.
lls présentent une coloration blanche témoignant de I'absence d’activité B-
galactosidase suite a la disruption du géne /ac Z des plH2 recombinants.
Dans I'expérience contrdle, les transformants par M13mp19 sauvage donnent
quant a eux des plaques bleues (fig 4.13). -

Le pIH2 simple brin est extrait et préparé en grande quantité comme
décrit précédemment au point 2.3.2.5 du chapitre matériel et méthodes. La

figure 4.14 présente le profil électrophorétique typique du bactériophage M13
sous sa forme monocaténaire (s.s).

4505 Fifisctan da mutanfng

La réaction de mutagénese est réalisée selon le protocole décrit au point
2.3.3.4 du chapitre matériel et méthodes.

Un volume de 10 ul issu de la réaction est utilisé pour transformer des
cellules compétentes E.coli de la souche TG1 (voir point 2.3.1.4.1.4 du
chapitre matériel et méthodes).

On obtient de nombreuses plaques de moindre croissance blanches
parmi lesquelles les candidats mutants se trouvent.

4.RESULTATS.



ACGT A CGT

fig 4.15: Autoradiographie du gel de séquencage.
1 1: plasmide pIH2.
1 2: plasmide pGIDL2.




Séquence théorique Séquence lue Séquence lue

attendue pour le piste 1 pour le piste 2 pour le
plasmide plH2: plasmide plH2: plasmide pGIDL2:

A A A

A A A

T [ 4 T

A A A

A A A —

G G G

I I 1

A A A | _

A A > C =Bsp HI

C G e T

C C C

AT e e

C A C

A C &

A A A

A

fig 4.16: Comparaison entre les séquences de la piste 1 et 2 de la figure
4.15 et la séquence théorique attendue pour le plH2.
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| .4.2.2 3. |dentification d I

La réaction de mutagénése vise la création d'un site de restriction
nouveau (Bsp HI), lequel identifie donc les mutants.

Ce site étant présent une fois sur la matrice du phage M13 (fig 4.9), la
digestion de I'ADN des phages mutants par 'enzyme de restriction Bsp HI
génere deux fragments diagnostiques (5768 pb et 2351 pb). Alternativement,
l'identification peut également se faire, de maniére beaucoup plus fastidieuse,
par la vérification de la séquence au site de mutation.

Vingt-quatre plaques blanches de moindre croissance choisies au
hasard ont servi a isoler le vecteur double brin indispensable a I'essai de
restriction Bsp HI (voir point 2.3.2.6 du chapitre matériel et méthodes).

Toutes les tentatives de restriction du vecteur par 'enzyme Bsp HI ont
échoué, les contréles ont pu démontrer par la suite que le lot d’enzyme regu
de la firme BIOLABS était inactif.

En paralléle, nous avons donc eu recours au séquengage pour identifier
les constructions mutées, et ce selon le protocole classique décrit au point
2.3.4 du chapitre matériel et méthodes.

Le protocole de minipréparation du phage M13 simple brin est réalisé a
partir de 6 plaques de moindre croissance choisies au hasard (voir 2.3.2.4 du
chapitre matériel et méthodes).

Le séquengage veérifie que les six clones présentent le site Bsp HI
désiré. Un de ceux-ci est dénommé pGIDL2 (fig 4.15 et 4.16).

L’examen de la séquence aprés création du site Bsp HI par mutagénése
révele en outre une identité compléte dans la région cible avec la construction
de départ , c’'est-a-dire le plH2.

On notera cependant a la lecture de la piste 1 que le plasmide plH2
présente une anomalie en amont de I'ATG (fig 4.15 et 4.16). Un C a été
dupliqué et n’était pas attendu en référence a la séquence “théorique”, déja
présentée a la figure 4.12, telle qu’elle devrait résulter de la fusion (ADH3 /
KsgA).

Dans notre construction, pGIDL2, ce C a été délété au cours de la
réaction de mutagénése dirigée car le primer d’extension a été défini sur la
séquence “théorique” soit ACCAATG et non ACCCAATG.

Par la suite, cette délétion s’est automatiquement perpétuée au cours du
cycle de réplication du phage (voir 2.3.3.2 du chapitre matériel et méthodes).

1.4.2.Conclusion.

Un site Bsp HI recouvrant FATG initiateur du géne KsgA a été généré
par mutagénése dirigée dans le but de réaliser une fusion transriptionnelle
entre celui-ci et le promoteur du géne ADH2 .

4. RESULTATS.
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[ fig 4.17: Vecteur pFL40.
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fig 4.18: Assemblage du promoteur reconstitué de levure et du géne de
la diméthyase de E.coli aménagé.
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Rappelons que I'expression hétérologue du géne de la diméthylase
requiert la mise en place en amont de celui-ci d’'un promoteur de levure. La
jonction entre ce promoteur et ce géne sera réalisée par la formation d’'un site
de restriction hybride “Nco |/ Bsp HI".

Dans un premier temps, nous nous sommes assurés de la présence, en
aval de ce promoteur, d’'un site Nco |.

Ensuite, nous avons créé dans la partie proximale du géne de la
diméthylase un site de restriction Bsp HI compatible avec Nco |.

L’'assemblage des deux éléments précités au sein d’'une matrice
plasmidique de levure, pFL40 (fig 4.17), présente en copies multiples par
cellule, génere la construction finale, soit le vecteur pGIDL3, qui transformera
la levure (fig 4.18).

Le plasmide pFL40 est un vecteur navette E.coli / Saccharomyces
cerevisiae ce qui permet de réaliser les opérations nécessaires a I'obtention
de la construction génétique visée dans I'hGte bactérien, avec toutes les
facilités et les avantages que cela procure comparativement a I'héte levure
(voir point 1.2.3 du chapitre matériel et méthodes).

1 i fragmen

1.5.1.1.Préparation du promoteur du géne ADH2 3 partir du
vecteur pGIDL1,

Le promoteur du géne ADHZ2 compris entre les sites Xba | (position
677) et Nco | (position 1686), d’'une longueur de 1009 pb, est isolé a partir du
vecteur pGIDL1 par une double restriction (fig 4.18).

En pratique 2,4 pg du vecteur pGIDL1 sont digérés par 20 unités
d’enzyme de restriction Xba | et 10 unités d’enzyme de restriction Nco |. Les
deux réactions sont réalisées simultanément dans le tampon de I'enzyme de
restriction Nco |.

Aprés une incubation d’ une heure a 37°C les deux fragments ci-
dessous sont attendus:

Nco |/ Xba | 2,991 kb

Xba |/ Nco | 1,009 kb

4. RESULTATS.

Py



-23,1 kb
-9,41 kb
-6,55 kb
-4,36 kb
2991 pb- 2.32 Kb
-2,02 kb
1009 bp-
fig 4.19: Profil d’électrophorése en gel d'agarose 1%.
piste 1: vecteur pGIDL1 restreint par les enzymes Nco | et
Xba |.
piste 2: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme Hin d lIl.




-23,1 kb
-9,41 kb
-6,55 kb
4 ' ;
e -4,36 kb
2351 pb- -2,32 kb
-2,02 kb
833 pb-
fig 4.20: Profil d'électrophorése en gel d'agarose 1%.
piste 1: vecteur pGIDL2 restreint par les enzymes Bsp HI et
Hin d lll.

piste 2: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme Hin d Ill.




5 100 15 20 25 30
6 7 B N

"‘t“‘wu"‘“’
- W W W
H_HHM:JWW

fig 4.21: Profil d’électrophorese en gel d’'agarose 1%.

piste 1: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme Hin d lil.

piste 2— 11: vecteur pFL40 restreint par I' enzyme Xba |
pendant des temps d'incubation croissants. Des box placés a droite de la photo
symbolisent I'évolution du gradient de concentration des différentes formes
plasmidiques, définies au point 2.2.2.1 du chapitre matériel et méthodes (voir
| fig 3.8), et des différents fragments d’ADN.
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Aprés électrophorese (fig 4.19), la bande correspondant au fragment de
1009 pb est extraite du gel d'agarose 1% et purifiée (voir 2.2.3 du chapitre
matériel et méthodes).

Les bandes correspondants aux tailles supérieures a 3 kb résultent
d’'une digestion partielle du vecteur (voir point 2.2.2.1 du chapitre matériel et
méthodes) (NB: le tampon de Nco | utilisé n’est pas “optimal” pour Xba ).

1.5.1.2.Préparation ne de la diméthyl :
ir r IDL2.

Le géne de la diméthylase d’E.coli , d’ une longueur de 833 pb, est isolé
a partir du vecteur pGIDL2 par une double restriction entre les sites Bsp Hl
(position 7067) et Hin d lll (position 6234) (fig 4.18).

En pratique 2,5 pg du vecteur pGIDL2 sont restreints par 20 unités
d’enzyme de restriction Hin d lll. Une extraction au phénol est réalisée apres
une incubation d'une heure a 37°C, et la seconde restriction menée a l'aide
de 20 unités d’enzyme de restriction Bsp HI.

Trois fragments sont attendus:

Bsp HI (1299) / Hin d Ill (6234) 4,935 Kb
Bsp HI (7067) / Bsp HI (1299) 2,351 kb
Bsp HI (7067)/ Hind Il (6234) 0,833 kb

Apres électrophorese (fig 4.20), la bande correspondante a 833 pb est
extraite du gel et purifiée ( voir 2.2.3 du chapitre matériel et méthodes).

o3 r ration Vv r | FL4

Nous désirons linéariser le plasmide pFL40 au niveau de son MCS par
un double restriction Xba | (position 423) et Hin d lll (position 447) (fig 4.18).

Cependant, une double restriction totale Xba |/ Hin d lll génére trois
fragments au lieu des deux attendus en raison de la présence d’un autre site
Xba | dans la matrice du vecteur pFL40 en position 1952 (fig 4.17).

Nous devons donc opérer une digestion parielle de la matrice pFL40
par 'enzyme de restriction Xba |.

Afin de déterminer le temps d'incubation optimal nécessaire a I'enzyme
de restriction Xba | pour ne couper qu'un seul des deux sites qui lui sont
spécifiques, une expérience pilote est menée (fig 4.21).

Une quantité de 10 pg de plasmide pFL40 est digérée par 20 unités
d’enzyme de restriction Xba |. Au temps 0, 30", 1’, 2', 5, 10’, 15, 20’, 25’ et
30’ de lincubation, un dixieme de la réaction est prélevée et I'enzyme
immédiatement inactivée par passage a -20°C.

4 RESULTATS.



-23,1 kb
-9,41 kb
A -6,55 kb
il -4.36 kb
2861 pb-
-2,32 kb
-2,02 kb
1505 pb-
fig 4.22: Profil d'électrophorése en gel d'agar 1%.

piste 1 et 2: vecteur pFL40 restreint par I' enzyme Xba |
au cours d’'une incubation de 15 minutes.

piste 3: marqueur de taille: A restreint par 'enzyme Hin d Ill.

1 2 3 4

4342 pb-
2861 pb-
1505 pb-

fig 4.23: Profil d'électrophorése en gel d'agarose 1%.

piste 1. 2 et 4: Restriction Hin d Ill de la bande de 4366 pb
récupérée précédemment (fig 4.22).

piste 2: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme Hin d IlI.
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La bande de 4,3 kb, forme OL du plasmide, est la plus intense pour une
durée d’incubation de 15 minutes.

Une restriction “massive” est alors réalisée dans les mémes conditions.
Une quantité de 10 ug de plasmide pFL40 est digérée pendant 15 minutes
par 20 unités d’enzyme de restriction Xba | (fig 4.22).

Aprés migration électrophorétique la bande de 4366 pb, majoritaire
comme attendue, est extraite du gel d’'agarose 1% et purifiée (voir 2.2.3 du
chapitre matériel et méthodes).

La bande de 4366 pb récupérée contient un mélange de plasmides
linéarisés au site Xba | en position 423 et de plasmides linéarisés au site
Xba | en position 1952 (fig 4.17). Seuls les premiers, linéarisés en position
423, nous intéressent. Une restriction “diagnostique” Hin d Ill va permettre de
les distinguer des seconds. Un seul des deux fragments obtenus suite a la
restriction Hin d lll de la forme OL recherchée, linéarisée en position 423, est
visible sur gel. Il s’agit du fragment de 4342 pb, celui de 24 pb n’est pas
visible. La forme OL non recherchée, linéarisée en position 1952, donne
quant a elle apres restriction Hin d Ill deux fragments distingables sur gel, un
de 2861 pb et un de 1505 pb (fig 4.17).

En pratique la bande de 4,366 kb purifiée est digérée par 20 unités
d’enzyme de restriction Hin d Ill pendant une heure a 37°C.

Les fragments attendus sont donc les suivants:

Xba 1(423) / Hin d Il (447) 4,342 kb
(Xba 1 (423) ] Hind Il (447) 0,024 kb)
et

Xba 1(1952) / Hind 11l (447) 2,861 Kb
Xba 1(1952) / Hind 11l (447) 1,505 Kb

Aprés électrophorese (fig 4.23), le fragment de 4342 pb est extrait du gel
d’'agarose 1% et purifié (voir 2.2.3 du chapitre matériel et méthodes).

La premiére purification, qui concernait la bande de 4366 pb, a été
efficace puisque lorsque I'on compare la fig 4.22 et 4.23 on constate que les
formes plasmidiques non coupées ont disparu.

1.5.2 ion tripl

Une ligation est réalisée entre les trois fragments récupérés suivant une
stoechiométrie 1:1:1. La quantité totale de matériel engagée dans la
restriction est 1 pg. L'incubation en présence de dix unités de T4 DNA ligase
est menée pendant 12 heures a 14°C (voir point 2.3.1.3 du chapitre matériel
et méthodes).

4 RESULTATS.
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| fig 4.24: Vecteur pGIDLS.
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fig 4.25: Profil d'électrophorése en gel d'agarose 1%.
ibl lon 19) r ricti l

piste 1, 8 et 15: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme
Hin d Ill.

piste 2— 7 et 9— 14: clones 25 a 30 et 31 a 36.




fig 4.26: Profil d’électrophorese en gel d’agarose 1%.

piste 1: marqueur de taille: A restreint par I'enzyme Hin d lll.

piste 2: pFL 40 linéarisé par I'enzyme de restriction Eco RI, taille du fragment
attendu: 4366bp.

piste 3: pGIDL3 linéarisé par I'enzyme de restriction Eco RI, taille du fragment
attendu: 6184 pb.

piste 4: pFL40 restreint Eco Rl / Nco |, tailles des fragments attendus: 3396
et 970 pb.

piste 5: pGIDL3 restreint Eco RI/ Nco |, tailles des fragments attendus: 3396
et 2789 pb.

piste 6: pFL40 restreint Eco RI/ Pvu I, tailles du fragment attendu: 4366pb.

piste 7: pGIDL3 restreint Eco RI/ Pvu I, tailles des fragments attendus: 4964
et 1221 pb.

La restriction fut partielle, ce qui explique I'apparition d’'une

bande non attendues dans la piste 4 et la piste 5, celles-ci correspondent
respectivement au plasmide restreint une fois et observé piste 2 et 3.
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Le plasmide recombinant attendu, soit le pGIDL3, a la taille de 6,184 kb
(4,352 kb + 0,833 kb + 1,009 kb) (fig 4.24).

ST | he rienne XL1-bl r
I A o ligati :

La totalité du mélange de ligation est utilisée pour transformer 400 pl de
cellules compétentes de la souche bactérienne XL1 blue. Différents volumes
du mélange de transformation sont étalés sur milieu LB solide contenant de
'ampicilline, de la tétracycline, de I'’Xgal et de I'lPTG puis incubés une nuit a
37°C. Les différents contrdles de transformation sont réalisés (voir point
2.3.1.4.1 du chapitre matériel et méthodes).

1.5.4.Cribl ransforman identification \'} r

RGIDLS.

Quarante-huit clones bactériens transformants sont prélevés et mis en
culture dans des flacons contenant 5 ml de LB et 5 ul d’'ampicilline 10%.

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, 1,5 ml de chaque culture est
soumis au protocole de minipréparation d’ADN plasmidique (voir point 2.3.2.1
du chapitre matériel et méthodes).

Un sixiéme du matériel ainsi obtenu est restreint par dix unités d’enzyme
de restriction Eco Rl et 10 unités d’enzyme de restriction Nco |.

Deux fragments sont attendus pour la constuction pGIDL3 (fig 4.24):

Nco |/ EcoR | 3,395 kb

EcoRI/ Nco | 2,789 kb

Un profil électrophorétique, celui du clone 36, présente des fragments de
taille apparente en accord avec ceux attendus (fig 4.25 piste: 14).

Une double restriction supplémentaire Eco Rl / Pvu |l est réalisée sur le
clone 36 afin de l'identifier comme étant le pGIDLS.

Fragments attendus par restriction Eco Rl / Pvu Il:

EcoRl/ Pwvu Il 4,963 kb

Pvu 11/ EcoRI 1,221 kb

Les fragments de taille attendue sont obtenus (fig 4.26 piste: 7).

1.5. nclusion

Au terme de ces étapes de construction, nous disposons d’'un vecteur
de levure, présent en copies multiples par cellule, sur lequel le géne de la
diméthylase d’E.coli est sous la dépendance d’'un promoteur fort et
finement régulable par le glucose.

4.RESULTATS.
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2.Transformation de la levure Saccharomyces
cerevisiae par pGIDL3 et vérification de
’expression de la diméthylase chez les levures
transformées.

2.1.Introduction,

L’expression hétérologue du géne de la diméthylase de E.coli chez la
levure est une étape préliminaire indispensable a la création d’'un mutant de
levure pour la fonction de diméthylation.

Afin d’assurer ce préliminaire, nous avons réalisé une série de
constructions ayant comme objectif final la création d’'un vecteur de levure
porteur du géne de la diméthylase de E.coli dans un contexte favorable a
son expression (cf: pGIDL3).

Dans ce but, nous avons choisi une matrice de levure présente en
copies multiple par cellule (pFL40) et placé le géne KsgA sous la
dépendance du promoteur fort et régulable par le glucose du géne ADHZ2 .

Nous vérifions par les expériences qui suivent que les levures
transformées par ce vecteur pGIDL3 expriment comme attendu la diméthylase
de E.coli .

.2 i néral

Le vecteur pGIDL3 est introduit par transformation dans une souche

ura -~ de Saccharomyces cerevisiae et des cultures liquides sont réalisées a
partir des transformants obtenus.

Les trois milieux utilisés, dont la composition en glucose varie,
permettent, via le promoteur du géne ADHZ2 , d’obtenir trois niveaux
d’expression de la diméthylase dans la levure. Le promoteur du géne
ADH2 est fortement réprimé par des concentrations en glucose élevée (10%)
et moyennement réprimé par des concentrations en glucose faible (1%)
(Ciriacy, 1976). Il est déréprimé par I'utilisation de glycérol (3%) (Taguchi et
al. , 1987).

Les cultures sont lysées et les extraits protéiques analysés en
SDS-PAGE et “immunoblot”.

Les contrbles utilisés sont les suivants:

Un extrait protéique issu de la lyse d’'une culture de levure ura -
transformée par le plasmide pFL40, c’est-a-dire la matrice sans le géne de la
diméthylase et un extrait protéique issu de la lyse d’'une culture d’E.coli
transformée par un vecteur portant le géne KsgA et surproductrice de
diméthylase.

4 RESULTATS.
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. formati la_levur harom revisi
par pGIDL3.
La souche W303 ura - (voir point 1.2.2 du chapitre matériel et méthodes)
de Saccharomyces cerevisiae est transformée par 10 pg du vecteur pGIDL3

selon le protocole classique décrit par Ito (et repris au point 2.3.1.4.2 du
chapitre matériel et méthodes).

Parallelement, une seconde transformation de la méme souche est
réalisée a l'aide de 10 pg du vecteur pFL40 en guise de contrdle.

Les mélanges de transformation sont étalés sur milieu minimum +
synthétique complet sans uracile (voir point 1.3.2.2 du chapitre matériel et
méthodes).

Les clones transformants sont obtenus aprés une croissance de quatre
jours a 30°C.

2.4. Vérification I’expr ion | iméthyl F
h | levur ransform
2.4.1.Pr ration xtrai r i

On réalise des précultures de la souche de levure W303, transformée
soit par le vecteur pGIDL3 soit par le vecteur pFL40, dans 15 ml de milieu
minimum + synthétique complet sans uracile.

Aprés 48 heures de croissance, sous agitation a 30°C, ces précultures
servent d’inoculum a quatre cultures de 500 ml.

(1) contréle (pFL40): milieu minimum (contenant 2% de glucose, voir
point 1.3.2.2 du chapitre matériel et méthodes) + synthétique complet
sans uracile.

(2) repression forte (pGIDL3): milieu minimum (contenant 10% de
glucose) + synthétique complet sans uracile.

(3) répression moyenne (pGIDL3): milieu minimum (contenant 1% de
glucose) + synthétique complet sans uracile.

(4) dérépression (pGIDL3): milieu minimum (ne contenant pas de
glucose mais 3% de glycérol) + synthétique complet sans uracile.

Aprés une croissance poursuivie pendant 60 heures, sous agitation a
30°C, ces cultures de levure sont soumises a une lyse enzymatique comme
décrit au point 2.1.2 du chapitre matériel et méthodes.

4 RESULTATS.
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fig 4.27: Electrophorése en gel SDS-PAGE suivie d'une coloration au
Bleu de Coomasie.

piste 1 et 7: marqueur de poids moléculaire (Pharmacia).

piste 2: EXTRAIT 1, CONTROLE, lysat brut de la souche JM 101 de E.coli
transformée par le pUC8KsgA?7.

piste 3: EXTRAIT 2,CONTROLE, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pFL40.

piste 4: EXTRAIT 3, REPRESSION FORTE, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pGIDL3.

piste 5: EXTRAIT 4, REPRESSION MOYENNE, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pGIDL3.

piste 6: EXTRAIT 5, DEREPRESSION, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pGIDL3.
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Parallélement, une culture de bactéries surproductices de diméthylase
est réalisée. Nous disposons au laboratoire de la souche JM101 d’E.coli
celle-ci est transformée par le plasmide “multicopy” pUC8-KsgA7 (voir point
1.2.1 et 1.2.3 du chapitre matériel et méthodes). Deux cents millilitres de LB +
ampicilline sont inoculés avec une colonie. '

Aprés 24 heures de croissance, sous agitation a 37°C, les cellules sont
lysées par sonication selon le protocole décrit au point 2.1.1 du chapitre
matériel et méthodes.

L'extrait d’ E.coli (extrait n°1) et les quatre extraits protéiques de levures
(extrait n°2 a 5) sont dosés selon la méthode de Bradford décrite au point
2.1.3 du chapitre matériel et méthodes.

2.4.2.Mi viden I’expression | iméthyl r
| r | lyacrylami D loration
au Bleu de Coomassie.

Le protocole de mise en oeuvre des gels protéiques en conditions
dénaturantes est décrit au point 2.1.4 du chapitre matériel et méthodes.

Cing dépdts, contenant des quantités équivalentes de protéines sont
réalisés a partir des cinq extraits totaux.

Aprés migration et coloration au Bleu de Coomassie (voir point 2.1.5 du
chapitre matériel et méthodes), le profil électrophorétique présenté a la figure
4.27 est obtenu.

Le lysat bactérien de la souche JM101 d’E.coli présente une bande trés
intense a 30 kD, PM apparent attendu de la diméthylase de E.coli
(fig 4.27 piste: 2) (Poldermans et al. , 1979 ll1).

L'examen attentif des pistes 3 a 6 ne permet pas de conclure a une
expression de la diméthylase de E.coli chez la levure. Notons qu’en absence
de glucose (piste: 6), le pattern électrophorétique observé est sensiblement
modifié, ce qui témoigne de l'effet régulateur du glucose sur de nombreux
genes.

Conclusions:

Les extraits protéiques obtenus, suite a la lyse de cultures de levures
de la souche W303 de Saccharomyces cerevisiae transformée par la
construction pGIDL3, ne présentent pas, en analyse SDS-PAGE, de bande
détectable a la hauteur attendue pour la diméthylase, soit 30 kD.

Cependant rien ne nous permet d’exclure que la diméthylase de
E.coli ne soit exprimée chez la levure mais a un niveau inférieur au seuil de
détection.

La seconde méthode de mise en évidence de I'expression de la
diméthylase, soit la detection immunologique, est plus spécifique et
beaucoup plus sensible.

4 RESULTATS.
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fig 4.28: Analyse par “Immunoblot”,

piste 1: EXTRAIT 1, CONTROLE, lysat brut de la souche JM 101 de E.coli
transformée par le pUC8KsgA?7.

piste 2: EXTRAIT 2,CONTROLE, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pFL40.

piste 3: EXTRAIT 3, REPRESSION FORTE, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pGIDL3.

piste 4: EXTRAIT 4, REPRESSION MOYENNE, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pGIDL3.

piste 5: EXTRAIT 5, DEREPRESSION, lysat brut de la souche W303 de
Saccharomyces cerevisiae transformée par le pGIDL3.
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4. i I’expr ion i im | r
nologqi

Des quantités équivalentes de protéines issues des cinq extraits décrits
précédemment sont chargées sur un gel SDS PAGE.

Aprés migration électrophorétique, le contenu protéique du gel de
polyacrylamide est transféré sur un filtre de nitrocellulose au cours d’une
opération de “blotting”.

Ce filtre est soumis au protocole “immunoblot” décrit au point 2.1.6 du
chapitre matériel et méthodes. Les anticorps utilisés sont des anticorps
polyclonaux de lapin anti-diméthylase de E.coli mis a notre disposition par le
professeur P.H. van Knippenberg.

L'immunoblot présenté a la figure 4.28 révele comme attendu dans la
piste 1, correspondant au lysat bactérien de la souche JM101 de E.coli , la
présence de la diméthylase.

Aucune bande n’est révélée dans la piste 2, correspondant au lysat de
la culture de levure transformée par la matrice pFL40.

Les pistes 3, 4 et 5 , correspondant respectivement a des taux de

répression de moins en moins fort du promoteur du géne ADHZ2 , révélent des
quantités croissantes de diméthylase.

Notons que les pistes 1, 4 et 5 présentent sous la bande de 30 kD des
produits de dégradation de la diméthylase.

2.5.Conclusion.

L’électrophorese en gel SDS polyacrylamide suivie d’une coloration
au Bleu de Coomassie n’autorisant pas la mise en évidence de I'expression
de la diméthylase de E.coli chez la levure, une expérience d’ "immunoblot”
plus spécifique et plus sensible a été envisagée.

Au terme de celle-ci on peut conclure que I'expression hétérologue
visée est atteinte.

4.RESULTATS.
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Chapitre 5: Conclusions générales et perspectives.

Sur I'extrémité 3’ terminale de I’ARNr de la petite sous-unité
ribosomique, deux adénines contigués diméthylées sont présentes de
maniére quasi universellement conservée au sein d’'une stucture secondaire
de type "hairpin”, elle aussi conservée (fig 1.5 et 1.13).

Un réle biologique important doit pouvoir étre attribué au maintien a
travers I'évolution d’'une telle modification post-transcriptionnelle.

Chez les procaryotes, la mise en phase correcte du ribosome sur le
messager, lors de I'étape de l'initiation de la traduction, requiert une
interaction dite de “Shine-Dalgarno” entre une séquence consensus située a
I'extéemité 5’ de 'ARNm et une séquence complémentaire, jouxtant I' "hairpin"
3'-terminale de 'ARNr 16 S porteur de la double diméthylation.

Des études menées par I'équipe de P.H. van Knippenberg a Leiden, ont
mis en évidence que les groupements diméthyles déstabilisent I’ "hairpin”
favorisant ainsi l'interaction de “Shine-Dalgarno”.

La présence de cette diméthylation chez les eucaryotes, qui connaissent
un mécanisme d'initiation de la traduction tout a fait différent, nous a amené a
nous interroger sur le réle fonctionnel qu’elle joue chez ceux-ci.

Afin d’éclaircir la problématique biologique posée, nous nous sommes
proposés de suivre la voie offerte par la génétique actuelle, c'est-a-dire de
comprendre le rdle fonctionnel de cette diméthylation en étudiant le
phénotype d’'un mutant de levure créé pour cette fonction.

La stratégie de création du mutant qui sera suivie, esquissée au chapitre
2, repose sur les trois conditions suivantes:

(1) le gene KsgA de E.coli s'exprime chez la levure.

(2) la "diméthylase KsgA" de E.coli est active sur le SSU-ARNr de
levure (substrat hétérologue).

(3) le géne DIM est essentiel a la survie de la levure.

Elle nécessite donc la construction d'une souche de levure transformée
par un plasmide autoréplicatif exprimant le géne KsgA de E.coli .

Dans ce but, nous avons construit un vecteur de transformation
approprié. Nous avons utilisé la matrice d’'un plasmide “multicopy“ de levure
(pFL40), dans laquelle nous avons inséré le géne de la diméthylase de E.coli
(KsgA ) sous la dépendance d’'un promoteur de levure (le promoteur du géne
ADH2 ).

5.CONCLUSIONS.
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La démarche suivie a consisté en une succession d'étapes au cours
desquelles nous avons d'abord isolé puis aménagé les divers fragments a
assembler pour construire ce vecteur.

Dans un premier temps, nous avons reconstitué dans le vecteur
pBluescript KS+ le promoteur du géne ADH2 , lequel est fort et régulable par
le glucose. Nous avons vérifié, par séquengage, l'intégrité de ce promoteur et
la présence en aval de celui-ci d’'un site Nco | se prétant bien a sa fusion
avec le géne KsgA .

Dans le géne KsgA nous avons créé par mutagénese dirigée un site de
restriction Bsp HI recouvrant I'ATG initiateur et compatible avec le site Nco |.
Aucun codon du géne n’a été modifié par la création d’un tel site.

Enfin nous avons généré le vecteur pGIDL3 en assemblant, au sein de
la matrice pFL40, le promoteur du gene ADH2 et le géne KsgA grace a une
fusion transcriptionnelle Nco |/ Bsp HI.

L'enzyme hétérologue a ensuite été recherchée dans des lysats
cellulaires totaux de la souche de levure W303 transformée par le vecteur
pGIDL3.

L'observation des gels SDS-PAGE colorés au Bleu de Coomassie de
ces extraits de levures n’a pas permis de mettre en évidence de bande
protéique correspondant a la diméthylase de E.coli .

Une détection immunologique, a l'aide d’anticorps polyclonaux de lapin
anti-diméthylase, a clairement mis en évidence l'apparition dans les seuls
extraits de cellules transformées par le vecteur pGIDL3 d'une protéine de
taille apparente correspondant a la diméthylase de E.coli .

On peut conclure que nous avons réussi a exprimer la diméthylase de
E.coli dans la levure Saccharomyces cerevisiae sous le contréle du
promoteur du géne ADHZ2 ainsi qu'en témoigne la réponse modulée de cette
expression par la concentration en glucose du milieu .

Remarquons a ce sujet que l'utilisation d’'un promoteur régulable se
justifiait par l'avantage qu'il offre de pouvoir éviter les inconvénients d'une
expression hétérologue excessive, au cas ou elle constituerait un fardeau
intolérable pour la cellule-héte. On a vu que méme en conditions
d'expression maximale (milieu contenant 3% de glycerol) ni la viabilité ni la
croissance des transformants pGIDL3 ne semblaient affectées. Dés lors, il n'y
a plus lieu dans la suite de ce projet de faire appel a cette capacité de
régulation de I'expression du géne hétérologue.

5.CONCLUSIONS.
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Comme mentionné précedemment, une condition de base pour que la
stratégie adoptée soit fructueuse, est que I'enzyme de E.coli produite chez la
levure soit fonctionnelle, c'est-a-dire soit capable de complémenter la fonction
perdue suite a la mutation du géne homologue de levure. Elle doit donc étre
capable de diméthyler efficacement le substrat hétérologue que constitue le
SSU-ARNr de Saccharomyces cerevisiae .

L’'activité de I'enzyme produite par la levure transgénique peut étre
évaluée a plusieurs niveaux. On peut tout d’abord tester son activité sur son
substrat naturel, des petites sous-unités de E.coli préparées a partir de la

souche mutée KsgA -, et donc non diméthylées en position 1518 et 1519.

Dans un deuxiéme temps, il serait intéressant de tester son activité
envers d'autres substrats. Dans ce but on utilisera les petites sous-unités
ribosomiques de mitochondries de levure, celles-ci étant naturellement
dépourvues de la diméthylation 3’ terminale m62Am62A (Klootwijk et al ,
1975). Il ne faut cependant pas perdre de vue que le SSU-ARNr
mitochondrial manifeste quelques différences de structure primaire comme
lllustre la figure 1.17.

Alternativement nous pourrions aussi produire des sous-unités de
cytoribosomes de levure (sous-unités 40 S) sous-méthylées extraites a partir
d'une souche de levure S-adénosyl-méthionine dépendante (souche K1000,
Locht et Delcour, 1985) aprés une période de croissance en privation de
SAM.

Enfin , disposant d’'un clone d'ARNr 17 S de levure (obtenu de Planta &
Klootwijk) nous pourrions produire in vitro des transcrits non méthylés.
Notons toutefois qu’étant donné que ceux-ci seraient dépourvus de toute
proteine ribosomale, ils ne constitueraient probablement pas un substrat trés
efficace pour la diméthylase KsgA . En effet, chez la levure comme chez
E.coli , la diméthylation 3' terminale est un événement tardif au cours de la
maturation du ribosome, si bien que la présence d’'un certain nombre de
protéines ribosomales pourrait conditionner la reconnaissance du substrat
par I'enzyme.

Signalons cependant que I'utilité de tous ces tests demeure relative car
ils n’apporteraient pas la réponse a la question centrale posée, a savoir la
fonctionnalité de 'enzyme en conditions hétérologues (milieu et substrat non
identiques).

Le test crucial devrait donc étre réalisé sur des sous-unités pon
diméthylées de levure. Bien entendu nous ne disposons pas de ces sous-
unités puisque nous ne disposons pas du mutant de levure pour la fonction
de diméthylation, I'obtention de celui-ci faisant précisément I'objet de notre
projet. La réponse définitive a la question de savoir si I'enzyme de E.coli est
fonctionnellement homologue a celle de Saccharomyces cerevisiae , ne sera
donc apportée que lorsque I'on aura obtenu le mutant recherché.

5.CONCLUSIONS.
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L'expression du géne KsgA de E.coli ayant été obtenue chez la levure
transgénique, la fonctionnalité de I'enzyme produite démontrée sur son
substrat natif (sous-unités de E.coli KsgA -) et / ou sur des substrats alternatifs
(sous-unités de mitochondries de levure, sous-unités 40 S de cytoplasme de
levure sous-méthylées et ARNr 17 S non méthylés transcrits m vitro ), il reste a
créer le mutant de levure pour la diméthylase.

La premiere étape de la création de ce mutant consiste en une
mutagénése aléatoire aux U.V réalisée sur des cellules d'une souche de
levure haploide "aménagée” (fig 5.1). Celle-ci est forcément sauvage pour le
géne DIM mais mutante pour le géne ura3 (auxotrophe pour l'uracile) et
transformée par un plasmide instable assurant I'expression du geéne
hétérologue KsgA et portant le marqueur de sélection URA3 .

Trois types de mutants peuvent étre générés dont deux seulement seront
observables.

Soit la levure subit une mutation inactivant un géne essentiel autre que
DIM . La mutation introduite étant létale, ce mutant ne sera pas observé.

Soit le géne touché est non essentiel et le mutant sera donc viable
(mutant 1).

Enfin, dans un troisiéme cas c’est le géne DIM , supposé essentiel, qui
est atteint (mutant 2). Bien que la mutation soit létale, le mutant demeure
viable grace a I'expression du géne hétérologue KsgA assurée par la
présence du vecteur transformant. Ceci ne se vérifie que si la condition 2 est
remplie c'est-a-dire si la diméthylase de E.coli aprés avoir été produite chez
la levure est active sur un substrat hétérologue (fig 1.17), a savoir les deux
adénines présentes a I'extrémité 3’-terminale du SSU-ARNTr de la petite sous-
unité ribosomique de levure.

La seconde étape consiste en une identification, parmi les survivants de
la mutagénése, des clones mutés dans DIM (fig 5.2).

Sur milieu riche, contenant de I'uracile, la survie du mutant 1, ayant subi
une altération en un géne non essentiel, ne dépend pas du maintien du
plasmide qui pourra donc étre “perdu”, le marqueur URA3 étant devenu
inutile en présence d'uracile dans le milieu.

Le maintien du plasmide est en revanche indispensable a la survie du
mutant 2 qui a subi une altération au locus DIM , supposé essentiel, le
plasmide lui conférant, si la condition 2 est remplie, une diméthylase
fonctionnelle.

La réalisation d'une empreinte de chaque colonie sur milieu riche
additionné de 5FOA permet de distinguer les colonies issues des deux types
de mutants. Le mécanisme biochimique de cette sélection est représenté a la
figure 5.3.
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mutagénése ayant poussé a
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(contenant de l'uracile).
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additionné de S5FOA.

fig 5.2: Sélection des mutants au locus DIM (mutants 2).
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1 = mutant 1
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fig 5.3: Voie de biosynthése des pyrimidines (Jones et a/, 1982).

Le géne URA3 code pour l'orotidine 5'-P-décarboxylase (OMP-
décarboxylase), celle-ci transforme I'orotidine-5’-P en uridine-5'-P.

Le S5FOA, ou acide 5-fluoro-orotique, est un analogue de pyrimidine qui
est transformé en un intermédiaire toxique, le 5-fluoro-UMP, par le produit
du géne URA3 (Boeke et al ,1984).
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En effet, I'empreinte d'une colonie dérivée d'un mutant de type 1 sera
positive (croissance) étant donné la résistance au SFOA d'une fraction du
clone ayant perdu le plasmide. Par contre, 'empreinte d'une colonie de type 2
sera négative (absence de croissance) le maintien du plasmide, et donc du
marqueur URA3 , étant nécessaire a la complémentation du géne DIM muté.

Les mutants 2 isolés, selon le protocole décrit a la figure 5.2, ne seront
pas utiles, en tant que tels, a I'étude des effets de la mutation du géne DIM,
puisqu' ils sont porteurs sur un plasmide réplicatif du géne hétérologue KsgA
de E.coli suppléant cette mutation. La perte indispensable de ce plasmide
est irréalisable puisque précisément le mutant 2 est obtenu et ne survit qu'a la
condition stricte de son maintien.

Pour contourner ce dilemme, nous exploiterons I'existence de mutations
conditionnelles. Une mutation conditionnelle, par exemple thermosensible
(t.s), autorisera a température permissive, par exemple 22°C, la perte du
“plasmide KsgA ", donc la survie du mutant sur milieu SFOA et par la méme
I'étude du phénotype du mutant au locus DIM .

Nous testerons d’abord si les mutants 2 créés ne seraient pas d'emblée
t.s. A cet effet, une empreinte de chaque colonie de mutant 2 ayant poussé a
22°C sur milieu contenant de l'uracile est réalisée sur milieu riche additionné
de 5FOA (fig 5.4). Aprés une incubation a température permissive, soit 22°C,
seules les empreintes dérivant d'un mutant de type 2 thermosensible seront
positives. Toutes les empreintes seront négatives a 37°C, température non
permissive a laquelle aucun mutant 2 ne perd le “plasmide KsgA ”.

Bien que la probabilité d'obtention, par le protocole adopté, d'un mutant
thermosensible soit trés faible, cet examen s'impose car en cas de succes il
fournirait un accés direct a I'étude du phénotype DIM -, ce qui constitue
l'intérét de la question biologique a laquelle notre projet s'adresse. Le
clonage du géne sauvage pourrait ensuite étre réalisé en complémentant la
souche mutante t.s de levure a température non permissive en transformant
celle-ci par une banque génomique sauvage. Le géne isolé sera séquencé et
la séquence obtenue comparée a celles d'autres méthylases d'ARN.

Dans I'hypothése vraisemblable ou aucun mutant t.s n'est obtenu
d'emblée par le protocole adopté, décrit a la figure 5.4, nous en créerons un
en suivant une stratégie de “plasmid shuffling”. Au cours de celle-ci, on
remplacera, chez les mutants 2, le plasmide porteur du géne hétérologue
KsgA de E.coli par un plasmide porteur du géne DIM sauvage et issu
d'une banque de levure (Mann et al, 1987).

Seules les levures transformées par le géene DIM sauvage seront
résistantes au SFOA puisqu'elles toléreront la perte du “plasmide KsgA .

Les plasmides transformants seront extraits et le géne DIM caractérisé.
Le géne isolé sera alors spécifiquement mutagénisé in vitro (bisulfite de
sodium, Shortle et Botstein, 1983), de telle maniére qu’une fois réintroduit
dans la levure, il permette la sélection de souches mutantes thermosensibles.

5.CONCLUSIONS.
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fig 5.5: Complémentation chez E.coli .

(1) La transformation de la souche KsgA -, résistante a la
kasugamycine, par un plasmide issu d’'une banque génomique de levure
sauvage et porteur du géne DIM , restaure la sensibilité a I'antibiotique (si
les deux hypothéses initiales se vérifient).

(2) La transformation de la méme souche par un plasmide de la
banque porteur d’'un fragment quelconque d’ADN, ne restaure pas le
phénotype sauvage de sensibilité a la kasugamycine.
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Rappelons que l'approche décrite repose sur trois conditions.
L'expression de la diméthylase de E.coli obtenue chez la levure ne
permettra toutefois de mener a bien notre travail que si les deux autres
conditions se vérifient. A savoir que le géne chromosomique résident (DIM )
de la levure est essentiel et que le géne KsgA de E.coli peut complémenter
in vivo la fonction perdue par le géne DIM muté. Dans le cas contraire, une
seconde stratégie de création du mutant, par complémentation chez E.coli
cette fois s'offre a nous. Cette derniére repose sur deux hypothéses:

Hypothése 1: Le géne DIM s’exprime chez E.coli .

Hypothése 2: La “méthylase DIM “ de levure est active chez E.coli,
c’est-a-dire qu’elle fonctionne in vivo sur le 16 S ARNr (substrat
hétérologue).

La démarche est paralléle a celle de la premiere stratégie. Une fois le
géne DIM cloné par complémentation, (fig 5.5), grace a la restauration de la
sensibilité a I'antibiotique kasugamycine d’'une souche KsgA - de E.coli, suite
a sa transformation par une banque génomique de levure sauvage, celui-Ci
subira une mutagénése in vitro afin de construire une banque de mutants de
levures thermosensibles.

5.CONCLUSIONS.
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Abréviations.

5FOA acide 5 fluoro-orotique

A ampere

ADN acide déoxyribonucléique

ARN acide ribonucléique

ARNmM ARN messager

ARNr ARN ribosomique

ARNt ARN de transfert

Br.Eth. bromure d’éthidium

e.c cellule compétente

conc concentration

D.O densité optique

d.s double brin

DAB 3,3',4,4’-tetraaminobipheny!l

DNase déoxyribonucléase

DTE dithioérythritol

DTT dithiothréitol

EDTA éthylénediamine-tétraacétate

g gramme

IPTG isopropyl,B-D thiogalactopyranoside

kb kilobase

I litre

LSU-ARNTr ARN majeur de la grande sous-unité ribosomique
mA milliampeére

MCS site mutliple de clonage

mg milligramme

min minute

ml millilitre

mM millimolaire

M molaire

nm nanometre

ORI origine de réplication

OPC oligonucleotide purification cartridge
PAGE électrophorése en gel de polyacrylamide
p/v poids / volume

pb paire de base

PM poids moléculaire

RF. forme réplicative

RNase ribonucléase

rem tours par minute

S svedberg

S.s simple brin

SDS sodium dodecy! sulfate

sec seconde

SSU-ARNTr ARN majeur de la petite sous-unité ribosomique
t.s thermosensible

Tris tri-(hydroxyméthyl)-aminométhane
uv ultra-violet

\" volt

viv volume / volume

Xgal 5 bromo-4chloro-3indolyl-B-Dgalactopyranoside

ul

microlitre




Symboles.

DIM = alléle ou locus dominant.
dim = alléle ou locus récessif.






