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de ma raison de vivre :

Les anciens n'avaient pas nos instruments de laboratoire

ni notre méthode expérimentale ; mais par leur intuition de génie,

servie  certainement- . par des . moyens. .que- nous pressentons A -peine, . .-

ils avaient compris ce que la Science a découvert et vérifié peu
34 peu au moyen de ses procédés propres : l'Unité des forces de la
Nature, 1'Unité des éléments, 1'Unité de la matidre ; au point que

les corps simples ont cessé d'étre irréductibles les uns aux autres
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et que chimistes, physiciens et biologistes les considérent comme

de simples arrangements atomiques, expliquant ainsi 1'un des rouages

de la Vie.

’

Ainsi, de nos jours, les vérités fondamentales de la Vie
ne s'expriment plus sous le langage imagé des symboles ; elles se
formulent en termes scientifiques, de telle sorte qu'au symbole du
Feu-principe des anciens, les Sciences modernes recourent a 1'hypothése

de 1'énergie comme base des phénome&énes physiques.

En fait, ce que la science a transformé, depuis le siécle
des lumigres, ce n'est certainement pas la Connaissance, mais 1l'ensem-

ble des a-priori sur lesquels nous b&tissons notre image du monde.




ABREVIATIONS UTILISEES

AMV : Acide mévalonique

AMVP : Acide mévalonique phésphate

AMVPP : Acide mévalonique pyrophosphate

ATP : Adénosine 5' triphosphate '
CoA : Coenzyme A

DTT ¢ Dithiothréitol

EDTA : Ethylene diaminetetracetic acid

FPP : Farnésyl pyrophosphate

G6P ¢ Glucose 6 phosphate

G6PDH : Glucose 6 phosphate déshydrogénase

HMG CoA : Bhydroxy B- méthylglutaryl Coenzyme A
IPP : Isopentényl pyrophosphate

KOH : Potasse

KF : Fluorure de potassium

MgCl12 : Chlorure de maghésium'
MnCl2 : Chlorure de manganése -
NADP, NADPH : B -Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate et sa

- forme réduite

PEP : Phosphoénol pyruvate

PK "~ : Pyruvate kinase

TCA : Trichloroacetic acid

Tris : Tris (hydroxymethyl) aminométhane

Triton X 100 : Octyl phenoxy polyéthoxyéthanol

Tween 80 : Polyoxyethylene sorbitan mono-oleate

TS : Thermosensfble
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Le travail qui fait 1'objet de ce mémoire a été entrepris
en vue de préciser les mécanismes de régulation de la voie de biosyn-

these des stérols «chez la levure Saccharomyces cerevisiae.

Les stérols sont présents dans toutes les cellules eucaryoti-
ques. Ils sont, de ce fait, trés largement répandus dans les régnes
végétal et animal. Des especes comme les insectes ou les crustacés,
qui sont incapables de les synthétiser, les puisent dans leur régime
alimentaire. Les procaryotes n'en possédent généralement pas, bien
que certaines bactéries, du groupe des archéobactéries, synthétisent
des triterpénes de la famille des hopanes, proches des stérols des
cellules eucaryotiques (Nes , 1974; Ourisson et al. , 1979 ; Poralla

et al ., 1986)

Sur le plan de la structure chimique, les stérols sont des
alcools tétracycliques, dont le squelette carboné est formé par la
polymérisation d'unités isopreénes ( 2 wméthyl 1-3 butadiene). Ils
ont 27 & 29 carbones et tous les stérols naturels possédent un hydro-
xyle en 3B . Ils renferment, presque tous, une ou plusieurs doubles

liaisons en position 2, 7 ou 22.

Parmi les stérols les plus répandus, on trouve respectivement
(fig. 1)

- Le cholestérol, spécifique des cellules animales

- L'ergostérol, le stigmastérol et lesitostérol, caractéris-

tiques des champignons et des végétaux supérieurs.
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Les divers rb6les biologiques des stérols ne sont pas encore
totalement définis. Mais on sait qu'ils seraient au moins de deux
types : un réle structural d'une part et un réle physiologique d'autre

part.

Sur le plan structural, les stérols font partie des composés
fondamentaux de la membrane plasmique, ol ils sont intercalés entre
les molécules de phospholipides de la bicouche lipidique (Demel et
al., 1976). Ils jouent un rdle essentiel dans les propriétés membra-

naires : fluidité, élasticité, perméabilité (De Gier et al.; 1968).

Chez les mammiféres la teneur en stérols varie en fonction
des tissus (17 % de cholestérol dans la matidre s&che du cerveau
humain, 0,15 & 0,20 % dans le sang p/v). Dans les cellules de levure,
l1'ergostérol (ergosta 5-7-22 trienol) est le stérol majoritaire.
11 représente 0,5 & 4 % du poids sec selon les souches, et 12 a 20%
des lipides totaux. Le r6le structural de 1l'ergostérol peut étre
rempli par toute une famille de stérols présentant un pble hydrophile
(hydroxyle en 3B ) et une longue chaine latérale qui leur donnera
une taille (19 A) compatible avec la demi couche lipidique de la
membrane. Ceci a pu étre mis en évidence lors de cultures anaérobies,
dans lesquelles les cellules de levures exigent un apport exogeéne
de stérols (Andreason et al., 1953) ainsi qu'a l'aide de mutants
auxotrophes pour les stérols (Nes., 1977; Henry, 1982; Karst et al.,
1986) .

A c6té de ce r6le structural, on connait depuis de nombreuses
années le r6le physiologique des hormones stéroides, dans les cellules
animales (progestérone, testostérone) ainsi que chez les insectes

Ecdysone (hormone de la mue) (fig. 1).

Les travaux de Parks et al, 6 1978, ont mis en évidence l'exi-
gence spécifique en ergostérol pour le fonctionnement des mitochon-
dries de levure. Ainsi, des mutants affectés dans 1la synthéée de
1'ergostérol et accumulant des stérols intermédiaifes, deviennent
déficients respiratoires (Thompson et al., 1974 (b) ; Parks et al .,
1978).
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HO
ERGOSTEROL
CHOLESTEROL
Ho/(:gg%/[r o SITOSTEROL
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PROGESTERONE TESTOSTERONE

- ECOYSONE

Fig. 1 - STEROLS ET HORMONES STEROIDES
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Par ailleurs, Taylor et al., 1983 ont mis en évidence 1l'effet
"sparking". Ils démontrent en effet que si1 les besoins structuraux
peuvent étre remplis par une grande variété de stérols (méme par
le cholestanol), un minimum d'ergostérol =~ 0,5 nmole est absolument
nécessaire a la viabilité cellulaire. Cette observation a été confir-
mée par Pinto et al -y 1983 : ces auteurs ont montré que les 248
méthyl stérols étaient strictement exigés pour la croissance en
anaérobiose. Trés récemment, Dahl et al.,1987, ont montré que des
concentrations d'ergostérol de l'ordre de 1 nmole interviendraient
dans la régulation du cycle cellulaire. Les stérols auraient donc

au moins 3 réOles :

- un réle structural

un rble spécifique dans certains domaines de la membrane
(mitochondries)

un r6le hormonal.

Ces différents rb6les sont remplis par les stérols libres.
- Cependant des esters de stérols, extramembranaires et localisés dans
des fractions lipidiques, s'accumulent dans des conditions de croissan-
ce ralentie (Bailey et al., 1974). Ils représentent des stérols excé-
dentaires par rapport aux besoins cellulaires. Ils constitueraient
une forme de réserve convertible en stérols libres, lorsque la crois-
sance cellulaire est intense ou lorsque la synthése des stérols est

inhibée en anaérobiose (Taylor et al,, 1978 ; Taketani et al., 1978).
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I - BIOSYNTHESE DES STEROLS ET DES ISOPRENDIDES

La biosynthése des stérols est bien connue & ce jour, surtout
depuis la découverte des précurseuré effectifs des stérols : |'acétate
(Bloch et al.,1942), le squalene (Langdon et al., 1953), le lanostérol
(Woodward et al., 1953), le mévalonate (Tavormina et al. , 1956) et

1'isopentényl pyrophosphate(Bloch et al., 1959).

Les différentes étapes enzymatiques sont représentées dans
la fig. 2A,

La premitére étape est assurée par l'acétoacétyl CoA thiolase,
qul catalyse la condensation de deux molécules- d'acétyl CoA pour
former 1'acétoacétyl CoA. Cette molécule, en présence de 1'HMG CoA syn-
thétase, se condense avec une 3e molécule d'acétyl CoA pour donner le
B hydroxy - B - méthylglutaryl coenzyme A (HMG CoA) (Rabinowitz
et al., 1954).

La réduction de 1'HMG CoA conduit a la formation de 1l'acide
mévalonique ( Durr et al., 1960). Cette réaction est catalysée

par 1'HMG CoA réductase.

La phosphorylation successive de 1l'acide mévalonique en
acide 5 - phosphomévalonique puis en acide 5 pyrophosphomévalonique
est catalysée par des kinases (AMV kinase et AMVP kinase) Tchen et
al., 1958. Elle nécessite de 1'ATP et des ions manganese (Cornforth,

1966).

L'acide pyrophosphomévalonique se décarboxyle. Cette réaction
de décarboxylation est catalysée par la mévalonate pyrophosphate
décarboxylase, elle conduit & la formation de 1'isopentényl pyrophos-

phate.
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Une 1somérase catalyse la migration de la double ligison
de 1'isopenténvl oyrophosphate pour donner le ¥ fdiméthylally} pyro-

Dnosohale =0 20T T el

i

Le  daretnviallyl  pyrophosphate  se  condense  ensuite  avec
une molécule d'isopentenyl pyrophosphate pour former le géranyl pyvro-
phosphate. Ce dernier se condense 8 son tour avec une autre molécule
d'1sopentényl ovrophosphate pour donner le farnésyl pyrophosphate
"15 carbones;. Une meme enzvme catalyse ces deux réactions de conden-

sation : la prényltransférase décrite par Lynen et al., 1958, ot

Eberhardt et al., 1960,

La squalene synthétase catalyse 1a condensation de deux
molécules de farnésyl pyrophosphate pour former successivement le
présqualéene pyrophosphate (Rilling, 1966) et le squaléene {Schechter
et al., 1971).

Les étapes suivantes sont treés importantes car elles conduti-
sent a la cyclisation caractéristique de la structure chimique des
stérols. Les travaux de Corey et al., 1967, ont permis de préciser
les mécanismes de la cyclisation des stérols. Ces auteurs ont montre
que le squaléne est d'abord oxydé en 2-3 époxvde de squalene, par

la squaléne époxydase en présence d'oxygéne moléculaire.

En aval du 2-3 ¢poxvde de squaléne, 11 y a une dichotomie
dans la voie de biosynthése des stérols, entre le phyllum non photo-
synthétique (animaux, champignons) ou 1'époxyde de squaléne donne
le lanostérol (Benveniste et al., 1966 ; Gibbons et al., 1971) et
le phyllum photosynthétique (algues et végétaux supérieurs) ou il
est cyclisé en cycloarténol et 8 amyrine (Nes et al., 1965 : Corey

et al., 1967 ;Rees et al., 1968) fig. 2B.

Cette cyclisation est catalysée, chez la levure, par une
squaléne 2-3 époxyde-lanostérol cyclase (Van Tamelen et al., 1967 ;

Bloch et al., 1967 ; Schechter et al., 1970). Les étapes ultérieures de



CIG. 24 - BIDSYNTHESE DE L'ERGOSTEROL CHEZ LA LEVURE SACCHAROMYCES
VISTAE

£eR

mMm

- ACTIVITES ENZYMATIQUES -

@ : - BCETOTHIOLASE

: - BHYDROXY- BMETHYL GLUTARYL CoASYNTHETASE
© - BHYDROXY- BMETHYL GLUTARYL CoAREDUCTASE

@) - ACIDE MEVALONIQUE KINASE

® - ACIDE PHOSPHO MEVALONIQUE KINASE

® - ACIDE PYROPHOSPHO MEVALONIQUE DECARBOXYLASE
©) - ISOPENTENYL PYROPHOSPHATE ISOMERASE

® - PRENYL TRANSFERASE

M : - SQUALENE SYNTHETASE

©) : - SQUALENE EPOXYDASE

Q@ - SQUALENE EPOXYDE-LANOSTERQL CYCLASE
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“ig. 28 - PARTICULARITES DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES STEROLS
CHEZ LES CHAMPIGNONS, LES ANIMAUX ET LES VEGETAUX CHLZRCPHYLL T='.5
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carsformation Juoooycloarténol oen phytostérols et du lanostérol =n
cholestérol et o0 epqostérol, ne seront  donc  pas  identiques.
mey la lewyre,  la osuirte des réactions correspondra 3

- la oerte de groupements meéthyles du lanostéral, d'acors

en Cla puls en E;

[
T

- l'introguction de groupement méthényle en G, suivi
la réduction de la double liaison,
. L H hY N

- Lo migrztioon ot ls formation des doubles liaisons Sig -

i

Ces reactions de fin de chaine sont représentées fig. *.

Les enzymes qul les catalysent n'ont pas de spécificité stricte
pour le substrat. Elles permettent un systeme multiple de voies de
biosyntheése (Fryberg et al., 1972 et 1973;Barton et al.. 1972 et 1973:
Osumti et al., 1978).

Fn plus de la synthése des stérols {produits majeurs,. cette
vole de birosvnthese produit, en faible quantité, des molécules 1mpor-

tantes sur le plan phvsiologique. On peut citer

- Les groupements i1sopentényls des t RNA sérine et tyrosine.
- La chaine latérale de ['ubiquinone ‘coenzyme respiratoire
ot le dolichol, un polyisopréene impliqué dans la glycosylation des

crotéines ‘trans et o1s’

Ces molécules sont svnthétisées par wune prényl transférase
grace a |'intermédiaire du géranyl-géranyl pyrophosphate. A 1'heure
actuelle, 11 reste a montrer si les substrats de l'enzyme sont le
farnésy! pyrophosphate et 1'IPP ou bien directement l'lsopentényl

pyrophosphate et le diméthylallylallyl pyrophosphate.



1 Sgualene

2 Squalene 2-3 epoxyde

w

L anosterol

4 4.4 dimethyl
cholesta-8, 14,24 - triénol

5 14.demeéthyllanostérol
6 d4e-methylzymostérol

7 Zymosterol

8 Fécosteroi
9 Epistérol

10 Ergosta 5 7 24(28) trienol

11 24 (28) déhydroergostérol

12 Ergostérol
X1l 4 X-meéthylfécosterol

XIV Cholesta 7 24 dierol
XV Ergosta 8 22 24(28)triénol
XVl Ergost 8 éenol

XVl Ergosta 8 22 diénol
XVIIl Ergosta 7 22 24(28)triénol
XIX Ergosta 7en 3 B of

XX 5 6 dihydroergostérol

XX) Ergosta 5 7dien 3 B ol



F1g.3 - SYSTEME OE VOIES CONDUISANT A LA BIOSYNTHESE OE L 'ERGOSTEROL
A PARTIR DU SQUALENE



IT - LOCALISATION DES ENZYMES DE LA BTOSYNTHESE DES STEROLS

La refpartition intracellulaire des enzvmes de la vole de

Biosynithése v s sldrois chez la levure & €té étudiée oar olusieurs
auteurs. Les trasaux de  Shimizu et al., 1973, Boll et al., 1975,
Trocha et al., %76 ant démontré que les enzymes de début de syntnese
sont généralement solubles, exception faite pour 1'HMG Zul cédductase

quL est une enzyvme li1ée aux membranes mitochondriales. Kornblatt et
al.. 1971 ont éngalement raoporté nque l'acétoacétyl (ud thmolase,
e fonction de 1'état phyvsiologique de cellules, pouvatlt erre localizée

so01t dans le cyloplasme sont dans les mitochondries.

Les enzvmes de la partie médiane de la voie, entre le mévalo-
nate et le farndsyl pyrophosphate jsont également cytoplasmiques ' Tchen

et al., 1958 : Eberhardt et al., 1975).

La distribution des enzymes situées entre le Farnésyl pyro-
phosphate et le lanostérol est conriue avec certitude a3 ce jour. Elles
sont toutes microsomales {Qureshi et al., 1973 ; Agnew et al., 1978).
Cette distribution est en accord avec celle gue nous avons observée
su laboratoire sur la levure, notamment en ce qui concerne la squzléne

2-3 épuxyde-lanostérol cyclase (Mbaya et al., 1987).

Des controverses subsistent cependant sur la localisation
des enzymes de la partie terminale de la voie de biosynthese, aprés
le lanostérol. Certains auteurs les situent dans les mitochondries
(Thompson et al., 1974 ; Neal et al., 1977), tandis que d'autres les
ont localisées dans les microsomes (Moare et al., 1969 ; Jarman et
al,, 1975 ; Nighino et al., 1981).

En résumé, les premikéres étapes enzymatiques ayant des
substrats solubles sont localisées dans le cytoplasme des cellules
4 part |1'HMG COA réductase. Par contre les enzymes catalysant la
conversion des molécules, de fin de chaine, hydrophobes, sont |iées
4 des systémes membranaires (Réticulum endoplasmigue ou mitochun-

dries) .



[IT - MUTANTS [50LES

L"isolement  des  mutants  censtitue  un avantage certain,
d'une part pour ftudier le rdle phvsiologique des stéerols et des
molécules deri.des et d'aubtre parct pour l'étude de lu régulation

fine de la biosynthése des stérols,

Les  premiers mutants obtenus correspondent  aux  mutants
nlogués dans les dernigres éetapes de la biosynthese de l'ergostérol
apres  le zvmostérol. [ls ont &b8 gélectionnés par lewr résistance

3 la nystatine ‘polveéne antifongicue’ [Woods, 1971).

Ces mutants n'exigent pas d'ergostérol pour la croissance
car les stérols intermédiaires de biosynthése, accumulés, suffisent

pour assurer la croissance des cellules.

tes premiers mubtants auxotrophes pour les <térols 1solés
correspondent 3 des mutants blogués dans la biosynthése des porphyri-
nes, 1ndispensables, en outre, dans les étapes de déméthylation du
lanostérol {Karst, 1973}. Ces souches ont une exigence pléigtropique
en ergostérol, en acide gras et en méthionine et sont 1incapables

de respirer.

Les mutants blogués dans les génes de structure de la bio-
synthése des stérols n'ont pu étre 1solés par la suite que sous forme
de mutants conditionnels (thermosensibles) (Karst et al., 1977 et

1984} fig. ZA.

IV - REGULATION DE LA BIOSYNTHESE DES STEROLS ET METHDDOLOGIE D®APPRD-
CHE DANS L'ETUDE DES MECANISMES DE REGULATION

En général, les voles de biosynthése sont régulées par
rétro-1nhibition et par répression, de l'activité et de la synthése

d'une des premiéres enzymes de la chaine. Dans les voies & plusieurs



arancnes . la cégulation s'exerce géseralement, d'ane part, au niveay
wioozl o osur use elage precoc.. odrs chague produrt Lerminad

1rhise sd propre synthése au niveau de l'embranchement,

Dans les cellules animales, on a  Rodwell et zl., 1972
drown et al., 1980) montré que 1'HMG CuoA réductase fonctionne comme
si1te primaire de la reégulation de la biosynthése du cholestérol.,
dinsi, un taux #levé de stérols plasmatiques, sous forme de LOL,

réprime la synthegse de l'enzyme et diminue sa demi-vie.

La difficulté majeure pour €tudier la régulation de la
Erossninese de 1l'ergostérol chez la ievure est que,dans les conditiong
standard de culture aérobie, la levure synthétige de grandes quantités
d'ergostérol et est imperméable  aux stérols exogenes, Ceci rend
la voie des stérols particuliére dans la mesure ol, en général, chez
les mieroorganismes, wune voie de hiosvnthese est bloguée  lorsjue

le produit final est  apporté par le milieu de culture.

En culture anaérobie, les cellules de levure ne peuvent
pas synthétiser le noyau stérol et accumulent le sgualéne {Andreason
et al., 1993). Les stérols exogénes seront donc prélevés. Plusieurs
nroupes ont utilisé les cultures anaérobies de levure pour étudier
l'effet de la carence ou de l'excés en stérols exogénes sur la synthése
de !'ergostérol. Cependant, ces travaux n'ont pas permis, pour le
noment, de démontrer avec certitude que 1'HMG Cod réductase  Stait
|'étape régulatrice de la biosynthése de l'ergostérol, Néanmoins,
les travaux de Kawaguchi (1968}, "in vitro", ont montré,chez la levure,
que I'incorparation d'acétate[14 C] ainsi que d'HMG CoA [ "¢ 1dans la
voie des stérols était trés fortement inhibée en présence de lipides
acides ; par contre, dans les mémes conditions, 1'ipcorporation de
névalonate [14C]n'est pas affectée, ce qui montre que 1'HMG CuA réduc-
tase serait fortement rétroinhibée par les lipides acides. L'ergos-
térol n'a cependant aucun effet dans ce cas. La pature exacte de
ces lipides acides n'a pas été démontrée mais les auteurs ont rapports

qu'ils dérivent de l'ergostérol.



D'autres travaux (Boll et al., 1375%) ont fait abserver
e U sugrentztion ke la gvnthése 2'ecgostérz], apres transfert des
cultures, des conditions anaérobies aux  candibtions  aérebies,  est

[ ée 3 ure agmentation de I'2ckivitd HMG  C3A réductase,

flats Trocha et al., 1976 ont 2galerent décrit gue les Lzux
d'acetoacefy! CusA thiolase et de HMG CoA synthétase sont diminués
par l'ergostérol dans les cultures 2angérobies alors gque ['HMG Cud

réductase n'est que trés peu affectée.

Une autre maniére pour modifier le taux de stérols dans
les cellules est d'utiliser des mutants auxotrophes pour 1'ergostérol
qui pourraient prelever l'ergostérol du milieu de culture en aérobiose.
Ces mutants permettront également de mettre en évidence des effets
possibles de régulation dus aux précurseurs de l'ergostérol accumulés
sous l'inFluence des différents blocs enzymatiques, Servouse et al.,
1986 ont décrit, en anaérobiose, lorsque l'ergostérol est en excés,
une diminution de l'activité spécifique de 1'acétoacétyl CoA thiolase
et de 1'HMC CoA synthétase, d'un facteur 5 & 10 par rapport aux cel-
lules carencées en aérobiose. Par contre, 1'activité spécifique HMO
FoA réductase n'est pratiquement pas affectée. Ces expériences suggé-
rent fortement que 1a réqgulation s'effectuerait chez la lewure par

répression-induction de la thiolase et de 1'HMGC CoA synthétase.

Plus récemment, Pinto et al., 1985 ont montré que l'accumula-
tion de squaléne dans les cultures anaérobies est diminuée d'un
Facteur 4 environ, & forte concentration d'ergostérol (100 mg/l)
par rapport A un taux plus faible d'ergostérol (2 mg/1). Ceci confir-

merait une régulation avant la synth&se de squaléne,

Cependant d'autres facteurs de régulation devraient proba-
blement exister. La voie de biosynthése de 1’ergostérol comprend,
en effet, une vingtaine d'étapes environ et l'on peut émettre 1'hypo-

th&se que plusieurs étapes doivent étre régulées en dehors de 1'une

T P




s dtapes préccces. Lre regulation cesrari en particulier exister
Ju niveauy de |'embranchement 1soprénoides-stérols. En effet, le FPP
e, ot etre Trraerty o en gnualee car la squalene syolhdbase,
s0lt polymérisg = 1sonrenoldes d larcee chawe par les  zr=oslbtrans-
feérases, Le sgualdne wsb,ce e Falul, L+ aremier anberTédiaice apsgcl-

fique de la branche stérols de cetbe .21e de biosynthése. Yu 1l'impor-
lance de la squaléne svntnélase, nous z.ons Studlé san actov il spéct-

filoue en foncrion de la teneur en stérols des souches.

Par ailleurs, nous awvons fait l'hvpothése que la squaléne
epoxvdase pouvalt étre un site de reégulation. En effet, le sgualéne
s'accumule en anaérobiose  Andreason et al., 1953 ; Starr et al.,
1961 : Mopurgo et al., 1964 et les stérols sont synthétisés en aéro-

birose & part:r du pool de squaléne preéexaistant.

Le squaléne pouvant donc former un pool, la vitesse d'intro-
duction de l'oxygéne moléculaire par la squaléne époxydase peut donc
étre un facteur limitant, De plus, nous avons étudié cette activité
enzymabique parce que trés peu de publications avalent carackterisé

cette enzyme chez la levure Saccharomyces cerevisiae.

Enfin, dans les cellules animales, plusieurs travaux tendent
a montrer que l'enzyme serait impliguée dans la régulation de 1la
biosynthése des stérols (Faust et al., 197% ;Chang et al., 1980;
Eilenberg et al., 1984).

Les voles d'approche utilisées pour essayer de déterminer

ces différents sites de régulation sont :

1 - La mesure du taux d'ergostérol dans les diploides hétéroalleles.
Cette approche globale doit montrer s'il existe ou non une étape

limitante dans la blosynth&se de l'ergostérol chez la lewvure,



- Frocollaboratizcn avec antre groupe. R. Gloeckler TEPRAL - Contre
s veperches alinentaices 85N 8 pu isoler le géne codsnt pour L'acti-
vibA acétoLott ol el Peaplgge. Une souche porteuse du gEne suc olas-
mide multicopre présente une augmentation de l'activité spécirfique
Je l'acgtocaceébyl Ta4 taiolase d'un facteur 14 par rapport & la souche
sauvage. Nous ovons mesucé la teneur en stérols de cette souche et
gtudié également <1 des ntermédiailres de la bilosyntnése des stérols

oouvailent étre accumulés.

3 - La recherche de mutants de régulatian.

4 - L'étude des activibés sgualéne synthétase et sqgualene époxvdase.



CHAPITRE 1 - MATERIEL ET METHODES
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[ - MATERIEL

1 - Souches ulilisées
Le matzowe . utiliss pour |ernsemcle de ce lravarl est o
lesvure de boulangerre @ Saccharomyces cezrevistae. Clest un oocaryote

ascomvcete nétérathallique, présentant un cycle naturel haplodioin

plontique ‘fig. 4.. la phase dipiobiontique étant prépondérarte.

Quand les canditirrs gsont Aéfavorables, les cellules diplol-
des sporulent et chacune corne un asque A quatre spures haploldes
de signe sexuel a of &, Lorsque des rorditions fFavorables de crovs-
sance sont rétablies, ces soores germent et les cellules haplpides
de signe opposeé copulent pour redonner des zygotes diplotdes - 2n.
‘Suillermond 1902). Les diplbides, ayant un meilleur taux de rrols-
sance, envahissent rapidement la population. En laburatoire, chacune
de res étapes est parfait-ment maitrisée : une génératiun {dipluide-
nmérose - fusion - diploilde) ne prend que 9 jours. ce qui est un avanta-

ge de plus, qui fait de la lewure Saccharomyces cerevisige, un outbil

de travail intéressant.

ASQUE
(CELLULE SPORALE)

ASCOSPORE
{TYPE SEXUEL #)

0 s
4 ™~ DE TYPE #
BOUAGEONNEMENT ASCOSPORE .

{TYPE
SEXUR a)

REPRODUCTION CELLULE DWPLOTOE

NORMALE #/a
St REPRODUCTION
cm.uus HA.PLOI'DES SEXUEE
wy
‘ IYGOTE

Fig. 4 - CYCLE DE LA LEVURE Saccharomvces cerevislae.
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Toutes les souches utilisées dans ce travail dérivent de
la scuche FL10Q (ATCC 28383) de signe sexuel (a) et de la souche isogé-
nique FL200 {ATCC 32119) de signe sexuel (ol ). Les mutants auxctrophes
pour l'ergostérol ont été 1solés a partir de ces souches sauvages
par F. Karst (1974).

2 - Nomenclature

Les souches haploides sont nommées par leur génotype précédé
des 1nitiales du parent dont elles sont issues. Comme nous travaillons
uniquement en sysktéme 1isogénique, le rappel des parents FL100 et
FLZ00 est inutile.

Les haploldes obtenus aprés sporulation d'ume souche diplolde
recoivent le nom du parent haploide suivi du numéro correspondant
a la tétrade dont ils scnt issus et d'une lettre majuscule désignant
la spore de la tétrade : A, B, C, D. Lorsque les tétrades ne sont
pas complétes, on obtient des triades et la nomenclature des spores
devient alors sp?, sp2, sp3.

IT - METHODES
1 - Techniques de culture

1-1, Milieux de culture

Les milieux standard suivants (g/1) ont été utilisés.

~ Bactopeptone (BIOKAR) 10 g
- milieu Complet YPG - Yeast extract (BIOKAR) 10 g
- Glucose 20 g

- Eau Q5P 11
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Dans le cas des cultures anaérobies, on ajoute, 4 ce milieu complet

IS S TR RN O ST P S 57 gl of  de ll'acide alg gue SComgele
- Milieu minttum  YAB, - Yeast nitrogen base W, 0 aminc acids
L pLFCO) 6,7 g
- glucose IS g
- Eau Q5P 1 1

- Le milieu minimum YNB sans amipo-acides 01 sulfate  d'ammonium
ni pantothénate de caleium) est préparé comme soit, 3 partir des solu-

tLons concentrées spivantes

. Vitamines

Biotine 20 mg/1
acide folique 20 mg/1
acide para amino benzolgue 2 a/l
Riboflavine 0,2 g/l
Lhiamine 4 g/1
pyridoxal phosphate 4 g/l
inositol 20 g/l
niacine 4 g/l
Pantothénate de calcium 4 mg/ml

S5els rares

acide borique 5 mg/t
sulfate de cuivre 0,4 mg/t
iodure de potassium 1 mg/1
chlorure ferrique 2 mg/1
sulfate de manganése 4 mg/1
molybdate  de sodium 2 mg/l
sulfate de zinc 4 mg/1
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Sels minéraux

KHz PD;‘J |
MqSDa 7 HZD} 1 gl
Nall 0,1 g-1
CaClz (ZHZO) 3.1 g/l
Glucose 200 -1

Hydrolysat de caséine 100 g/l

4 partir de ces solutions-méres concentrées, on préléve, pour

100 ml de milieu de culture

glucose 5 ml
sels rares 1 ml

Hydrolysat de caséine 5 ml

sels minéraux 4 ml
eau stérile 85 mi
riboflavine 1 ml

autres vitamines 100 pl de chaque

Pantothénate de calcium 30 ul

L'hydrolysat de caséine est la seule source d'azote et

le glucose, la seule source de carbone.

- Milieu de sporulation ACK (/1)

acétate de potassium 1 g
gélose 20 g
eau distillée 11

Le milieu complet (YPG) et le milieu de sporulation ACK
sont stérilisés a 1'autoclave pendant 20 min & 120°C , tandis que

le milieu minimum YNB est stérilisé pendant 15 minutes & 110°C.
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Tegs o milieax sont utilisés  ligquides ou solidifiés

200 e gcmr s Lo 3 o malS et .

par addition e

NeCeS3a1T68S 2 la Crolssanck do cerbapnes,
seuches LT oobts

sont agoutds,  aprés  Fultration Sréc opisanie
dans le mulien de cult ape.

1-2. Condizions de culture

? types de cultures sont couramment ub1lisés

Voot Teltagres opn o milieu ligoide

Flles sont fayres dens des erlenmeyers mis 8 zgiter

1T
urt bawn-marie ou dans une chambre thermostatée 3 28°C.

Dans le cas des anaérobloses, les cultures non scibéessont

laissées & la chambre thermostatée a 28°2C pendant 72 heures. Une

couche d'huile de paraffine assure les conditions de 1'anagrobioge.

1-72-2. Cultures en milieu solide

Elles se Ffont dans des boites de pétrl mises & 1incuber

dans des étuves A 26°C (température permissive) ou 3 36°C {température
non permissivel.

1-3. Conservation des souches

Les souches de lewvure, en phase exponentielle de croissance,
saont conservées, par suspension dans des tubes de milieu complet

{YPG) supplémenté avec 20 % de glycérol et congelées & - 30°C.

Four
une @&ventuelle utilisation, le tube

est décongelé et son contenu
étalé sur un milieu de culture approprié.



Les souches mulantes guxotroohes pour les stérols, comote-

Ll s bnlvsise Sufese i~ Langelaben, sunb ar ardglanle
ey oo b saoehe a1 oewr cenr curssrwat o Dlles cone
el it e e lat Jlplocae, soeres lole.
2 - Mesure de la crorssance cellulaire
2-1. Sur milien solwde

La crowssance cellulsire cst estimée de fagon semi-guantibta-
Five. Pagr cela. on fFarb le “test en coutte™, qui onrgig'e A dépaser
une gouutte de la suspension de lewure sur différents lieux test,

4u boeut de deux & troirs gours d'incuoation, les résultals sont expri-
Tes survant l'échelle de croissance : 0, £, + . ++ , +++, allant
rie 1'ghgence tatale de crouissance, a !z crmigsance aphbitale abgservée

mee la souche sauvage,
2-2. En milieu liquide

La croissance cellulaire est, dans ce cas, quantifiée par
la mesure de la densité ogpbtigque (D0) 53 700 nm 3 l'arde d'un spectro-
Jhotomélre, Pour wune auantification plus fine, un comptage a 1'hémati-
metre ‘cellule de Malassez : 1 mm) est effectud. Ure umité de DO cor-

~espond & environ 2. 107 cellules/ml.

3 - Détermination du poids sec

Les filtres M1llipore sont placés dans une étuve & 120°C
en présence de cristaux dessicateurs, pendant une heure. Ils sont
ensulte pesés immédiatement., 1 3 2 ml de culture sont alors filtrés
sur le millipere puis les Ffiltres sont remis & sécher dans 1'étuve

pendant 30 3 60 minutes. Au bout de ce temps, une pesée est effectuée

pour avoir le poids sec des cellules.



La relation absaorbance-poids sec a été déterminge par refeé -

rence 3 une courbe étalon réalisée de la maniére suivante : une ali-
guote J'ure sasaensicn,  de densiké optique  connue | est  déposée sur
un Faltee "iilipore 7,454, préalablement lavé & ll'eau disbollde,

purs séche pendant 2 heures & 1209 et pesé. Le flltre est de nouveau
lavé a 1'eau distaillée puis reséché et repesé . Dans le cas de la
souche sauvage FLI100, un millilitre de culture de densité optique 1

correspond a 0,230 mg de puids sec.

4 - Technigques génétiques
4-1. Uéterminatian des phénotypes

Le phénotype d'une souche est déterminé par le test en
goutte sur milieux solides YNB ou YPG, seuls ou supplémentés en ergos-

térol (40 pg/ml), en tergitol ou autre molécule & tester dans le

phénotype,

Les boites sont mises 3 incuber 3 26°C et 36°C. L'ergostérol
est dissous a l'aide de détergent Tween 80 {polyoxyéthylénme sorbitan

mong-oléate) ou tergital NP 40 - alecool & 952 1:1 wv/v).

4-2. Croisement et détermination du signe sexuel

Les souches, en phase exponentielle de croissance, sont
déposées sur boites de milieu complet YPG. Elles sont simultanément
croisées avec les souches FL100 (de signe a) et FL200 (X )}, Apres
2 heures d'incubation, a 2B°C, les mélanges de copulation sont chservés
au microscope en vue de constater la présence de zygotes, de forme

caractéristique, ce qui permet de déduire le signe sexuel de la souche

testée,



4-3. Test d'Allélisme phénotypique ou Test de complé-

mentat Lan

Les cellules ge saignes sexuels opposés, zuxobrophes pour
les stérols 2y (Usistantes & une drogue donnée sont craisées ondre
elles. La presence des zygules est vérifiée su microscupe. ba détep-
mination du pnénclype des diplo.des permet alors de savoir st lon
mutations gffocient (o meéme cistron ou des cistrons duifférents. Dars

le premier cas, le diploide hérite de [‘auxotroohie des parent s,

dans le Ze cas, 1! st sauvage.

2-4. [sclement des cygotes

Une pet:ite dnse de m2lange de copulation est placée ser
une plaguette d'agar, 3 & 2 rsygotes sont 1solés du mélange, &4 |'aide
d'un micromanipulateur de Fanbrune. La plaguette est ensuite déposée
dans une botte de miliey complet et incubée pendant 3 & 4 jours &
26°%C. Au bout de ce temps, les colonies sont testées pour leur phéno-
Lype ou mises & sporuler sur milieu de sporulation ACK afin d'en

etudier la descendance.

4-5, Mulagenése par irradiation aux rayons ultra-violets

La souche sauvage baploide est étalée sur milieu gélose
.YPG ou YNB)} supplémenté. Les cellules sont irradiées pendant 15
a4 20 s sous une lampe PHILIPS TUVY 30 W, placée a 45 cm de distance,
au dessus des boites de culture, exposees ouvertes, (ecl correspond
a3 un seull de survie de 1 %. Les cellules sont ensuite 1ncubées pendant

48 heures, avant d'étre étalées ou testédes sur milieu sélectif.

5 - Obtention des fractions membranaires et des enzymes

solubles

5-1, Préparation de la fraction enzymatigue brute

Les cellules de levure, mises en culture en milieu linuide,



sont récoltées en phase exponentielle de croissance (densitg optigue
comprigse entee 5 et B, e gutr carrespond 3 environ 108 3
wotcies Ml

Ey

n

Trols lavages sont ef fectués asvec du tampon phosphate 0,1 i
7oA, Les ecellules sont ensuite birovées avec des billes de verre,

dans le méme tampon, cantenant du dithiothréitel [1mM).

Le brovat est récupgré puis centrifugé une premiére fors
peadant 10 mn a 8000 g & 4°C. Cette premiere centrifugation permet
dtéliminer les débris cellulaires, les celivles enitiéres et guelqgues
hilles collectées avec le brovabt, Le surnageant 2st décanteé et centri-
funé pendant 30 mn & 12000 g a 4°C. Le culol, correspondant aux mito-
rhaondries et aux lysosomes, est dliming, le surnageant seul (S12)
#st uti1lisé et servira de source enzymatigue dans le dosage des acti-

vilés enzymatliques.

5-2. Préparation des fractions microsomales et des

enzymes solubles

Pour certaines expériences, le surnageant 512 est centrifugé
uie fois de plus, pendant 60 minutes., & 105 Q00 g a 0°C. Le culot
correspond 3 la fraction microsomale et est utilisé aprés 2 lavages
gvec du tampon de broyage comme source purifiée de l'enzyme. Les
microsomes sont resuspendus dans le méme tampon., Le surnageant (5105 )

représente la fraction des enzymes solubles.
6 - Préparation des substrats purifies
6-1. Préparatian du squaléne 7-3 époxyde
Le squalene 2-3 époxyde est synthétisé a partir du squalene

selen une méthode décrite par Van Tamelen et Curphey (1962). Nous

avons utllisé les conditilons suivantes
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iad g

Le sgualéne 50 ng A2 125 pmoles  est dissous dans 2,5 mi

Atun elance tertio-not digd rgu B0:20 ver o dans leguel nous avons
s e g e e - T aes rsnr e e melance estoagrte

coendant A0 v agles d la lemiéce, dans un Sain-marie A 2877 b chroma -
rogqraphie drrectement sor couche miece de gel arbice. L'éluant ubi]ise

cot le mélanre ~wolohewane —gcdtate <700 R Lo 895015

Dans ces conditions, trms produtts sont séparss et sont,

tdlang Tlardree e polarite crolssante
- LE SrjuaiBne  aul o 1road pas réagily Rf - U.,ud
~ Ly monporomohydrine Pf - 0, 5%
- ta dibromohydrine Rf = 0,25

La bhande correspondant & la monobromohvdrine  RF 0,53
esl dcuperee par grattage de la silice et le produtt élueé avec du
mathanol purs traité, sous agitation, par 34,8 mg de carbonate de

outassium, pendant 4 heures 3 température ambiante,

Le squaléne 2-3 époxvde formé est extrait avec de ['ether
sthvlique nu avec de 1l'hexane. Le tout est coneentré ensuite dans
un oetit wolume puis dentifié par chromatographie sur couche mince
‘e zel de silice , dans le systéme d'éluant @ cyrlohexane-acétale
d'ethyle 85:15(v/v).Le squaléne 2-3 époxyde a un RFf. de 0,80 dans

ce systéme. [l est utilisé, dissous dans du benzéne 4 raison de

15 mg/m}.
6-2. Préparation des sclutions de compusés entraineurs
6-2-1. L'ergostero!l

[l est purifié a partir d'une source commerclale, par recris-
tallisation dang le meélange alcuwl éthylique - henzéne - eau 6,6
3,3 0+ 0,1 iv/vivi. Les cristaux obteous gu bout de 15h 53 19C sont
lavds mver de 1'flhanol. Les pailleltes puri1fiées sont ensuite dissou-

tes dans le mélange chloroforme-méthanol 2:1 "v/v) a raison de 20mg/ml.
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6-72-2. v lanostérol
TIowwr prépars 8 partis d'une source  cummerciale Sigma,
sur dissolulion dans e mélange chloraforwe-méthanal  2:1 vy o, A

raison de 20 ng ol

6-2-3. Le squalépe

[l est préparé comme 1'erqostérol dans le mélange chloroforme

méthanal 2:1 (v.v) & raison de 20 mg,‘ml.

7 - Marquage de la voie de biosynthése des stérols par des

substrats radioactifs

La chaine de biosynthése des stérols peut dtre macguée
par l'utilisation de plusieurs techniques gui sont entre avtres complé-

mentaires: fig. 5.

"

- ['utilisation N vivo' d'acétate de nNa [14 €] : Lous
les intermédiaires situés entre |'acétate et l'ergostérol se trouvent

marques.

- 1'utilisation "in vitro" de mévalonate [ 14 C] : tous les
intermédiaires situés entre l'acide mévalonique et 1l'ergostérol se
trouvent marqués,

- l'utilisation "in vitro' d'acide mévalanique [M C] en pré-
sence d'iodoacétamide (5mM) : les intermédiaires situés entre 1'acide
mévalonique et 1'i1sopentényl pyraphosphate deviennent radioactifs

car 1l'iudoacétamide bloque 1'isopentényl pyrophosphate isomérase.



- i'utilisalion "in vikro' de farnésyl pyrophosphate | ha C]
~¢ iy per—et le marquange des intermédiarres situés entre le Farnésyl

- gld !

syrophosprzre =t L'ergostérotl.

. . 14 -
- I'otilisation de méthionine [ C] @ les intermédiaires
c1tudg entse Ie sumnstdra] el Dlasgpgtépenl desiennent zlors tadie

actifs.

La comparailson des resultats obtenus par toubtes ces technicues
permet de situer le bloc enzymatique. Dans ce Eravall nous avons ubi-

L1se Jeux Ltechnigues ve nNnalrauage

7-1. Incubation de cellules en présence d'acétate de

socium [ 12 ()

Les cellules sont cultivdes pendant une nutk, en milieu
liquide. & 2B8°C. Elles sont récoltées en phase exponentielle de crois-
sance, lavées une fois avec du tampon phospbate 0,1 M, pH 6,6 .0°C.
cuntenant du tergitol 19/, (v/v), puls deux fols avec du tampon
phosphate seul. Les cellules sont remises en suspension dans le méme
tampon contenant 3 % de qglucose (p/v), ou dans du tampon citrate
0,1 M pH 4, contenant 3 % de glucose {p/v)., Aprés un temps de préin-
cubattion de 15 minutes, au bain marie a 28°C (Adams et al., 1967!,
on ajoute de l'acétate [ 1 C] Spci/essar (96,8 mei/mM ; 500 pci/mld.
Les cellules sont ensuite zgitées pendant 2 4 4 heures puls recueillies
par centrifugation et lavées. Elles seront ensuite traitées comme

1] est défini dans le paragraphbe 8-1-1. Les produits sont identifiés

par chromatographie :cf.% 9-1.

7-2. Incubation de cellules perméabilisées en présen-

ce de FPP [° 0]

Cette technique est basée sur la perméabilité des cellules,
dont les constituvants membranaires phospholipidiques ornt été attaqués
par des solvants organigues. Les conditions optimales de travail

sont les suivantes
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4 14 , 14
Octanoate [*C1 Acétatel C}  Leucine [ CI Mévalonate [ C]

Acides gras

Acéty] CoA wmmepe HMG C oA r—Mévalonate _-_..Farnesyl pyrophosphate

Pyruvate Squalene

l

Lanostérol
méthyi‘c] Méthioning s

Stérols e 24 Méthylénelanostérol

Fig. 5> - SITES D'ENTREE DES PRECURSEURS MARQUES, DANS LA BIOSYNTHESE
DES STEROLS



Les cellules, (Broltées en phase exponentielle de croissance,

sont lenges z.en du tampon fris-acétate S0 mM, gttt 7.5, Elles sont

Sppsgtlte renrs e s taag  1oal du o méme campon, contenant et ode i thyo-
thrdibel.

T et e eotlgles est évalud par comotage a !t matimid e
frpellule de alus-vs  ce fagon 3 avolr 108 cellules oar T, il Sng-
luation par e ooids humde peut également étre effectuge, o] e
rollinles repcéccate alerg OD &2 2000 mg de pords bana e,

Lz perregoihite des cellules est obtenue par agirarion
geurease de 1ot e T o gugpengier cellulairce, pendact 7 neeenl e

en présence d'un mélange loluene-dthanol 10 % (v/v ).

Des wolumes du melange de solvants, ~ariant entre = of
100 ul ont été testés, pour déterminer une perméabilité optimale
sans dénaturation des protéines enzymatiques. Un volume de 15 a 20 ;i

a éte retenuy.

En fin de perméabilisation, le solvant toxigue doit ctre
¢liminég par centrifugation et par lavages successifs des celleles
avec du Lampon.

Le milieu de réaction conktient :
HgElz : 10 mMy KF @ a4 mM o Ce”:15 mM; NADPH : S mM; FAD : D,D4a M,
GePOH : 2 unités ; FPP [18C] : S nmales.

La durée de 1'incubation est de 2 heures & 30°C. Elle est
arrétée avec de 1'éthanol (iml}. Le tout est porté a 60°C pendant
IS minutes ; les protéines précipitent. Dans le cas du marquage par
1*AMY, wure centrifugation est nécessaire afin de séparer le culot
contenant les compnsés stéroligues hydrophobes, du surpageant renfer-
mant. les dérivés phosphorylés de [|'AMV, les composés prenylés et
I'AMY  restant. Ceg surnageant est directement chromatographié sur
plaque de gel de silice, dans le systeéme n- propanol / ammoniague *

eau EDTA 1 % 6:3:1(v/v/v).



"oooenlot est osaponifié comme décril au cardgraphe B-ol-1,

coonoodast s e e Tescbian sand extravts gvec de Dstrer dde petreale
' EN Crtoes ratagrdnhin e s couene mince e el e (R

cie o teenl o nurn SrLphe o,

il

oo Tvagniquee olancorporation de Lzoebaty de Loy

e Logches sont cultindes pendant cne nott 2 29389907 o 0l ien
TR N S I - B TR sapplsmenls  on ergustérol  cour los e only
O O T B O B I LS S L D RO I SR LI ST Do o

- Drquide, seooléments on twarnlhvsat o de caséine 5 oo DL Lo oo Lales

sanl o recolldrs on debut de ohase exponentielle de crorssance,  awdey

s régupsrveee clans o bynpon s lrate deosodiam 0,3 M SHS e st

Dzas certaoloes exoériences, de |a cérulényne % omee b Loen
d1autfe dang le mélange d'incorporation, pour inhiber e soahege

des dcides gras.,

Les cellules sont mises en oagitation pendant 1% 8 20 sriagtes
4 289C. U'acélate de sodiom [ 12 C) S poisml 2,7 mmoles st ensurte

4ieui 8.

La cinétique d'incorporation esl sulvie pendant & helres,
Des orélévements d'on onl sont effectués  toutes les 15 minuies ouvls
“iltrés sur tMillipore 45 pm. Des prises de (0,5 ml sont £galement
effectuges. toules les 15 minutes puls traiftées par le TCA 1T % 1 m!
cendanl 30 minutes & (°C. Une filtration sur filtre fhillipore 25 pn
est réalisée puis la radroactivité retenue est comptée en scintillation

liquide.

Au Lout de 120 minwutes, le reste de la culture est recuerllt
par centrifugation el le culob szponifié (cf, paragraphe H-1-1
| & répartit:an de la radicactivite dans différentes fractions slerala-

ques  est appréciée  par  chromatographie  {cf. paragraphe -1



8 - Dosages biochimiques
-1, Dusages du scuwizne et de |'ergostdrol
B-1-1. Sapomi¥ . cati1on et extracticn

Les sidrals sont extroits selon la technicue de Breewik
et Owades 1936 décrite par Woods (1971). La levure environ = 1y
de poids sec. wst saponifiée dans le mélange potasse  «Uh; - méinzanl
40 % peyv?, pendant 60 minutes & 95°C. Aprés adjonctisn 4'un wolume
d'eau., la fracticn insaponifiable est extraite par 3x3 volumes <'un
saolvant orgdnigque -elher de pétrole ou hexane ; heptane pour lcs

dosages de steérolsi. L'extrait esht séché sur sulfate de scdium anhyvare.
8-1-2. Dosage ohotocolorimétrique du sgualérne

La fraction nsaponifiable est filtrée sur colonne d'alunine
grade ! (3 5 é g}, préalablement lavée avec l'hexane (2 x 10 al:.
Le squaléne et les stérols sont ensuite séparés par élutions succes-

s1ves avec le toluéne {3 x 5 ml) puis le méthanol.

Le dosage colorimétrique se fait suivant la méthode de
Ruthblat et al., {1962). Le toluene contenant le squaléne est €vapors
a4 sec sous un courant d'azote., Le squaléne est ensuite repris aver
de l'élher de pétrole. Le solvant est & nouveau évaporé sous azote.
Ut volume d'acide sulfurique est ajouté a la fraction squaléne. Les
tubes sont alors maintenus a 70°C pendant 5 minutes. Une coloration
jaune péle apparait ; celle-c1 sera intensifiée et stabilisée par
addition de formaldehyde (0,5 ml}. Les tubes sont ensuite plongés
pendant 10 minutes dans un bain marie bouirllant, et le volume final
est ajusté a 4 ml par adjonction de 2,5 ml d'acide acétique. Apreés
agitation (vortex) l'absorbance est lue & 400 nm. La quantité de
squaléne dans les souches est évaluée par rapport & une gamme étalon

de squaléne du commerce, préparée simoltanément.
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8-1-3, Dosage de 1'=2rgostérol par spectrophotométrie

Les  coollules  pecupérées  zsr centrifugation sont lavées
3 fois awvec e L'eau dhistillée et -oprises dans 20 ol d'eau. 1 2
¢ ml survent 3 faire tes aooids secz et la lecture de ]'absorbance

a3 700 nm, aprés dilution. Les poids secs sont réalisés comme décrit

au paragraphe 3.

le reste de la culture est szpomifié comme décrit au paragra-
phe #-1. Les gstérols sont extraits 2 1'heptane (3 x 5 ml) puis la
solution est séchée sur sulfate de sodium annydre. Le filtrat , en
fonction de la cancentration en stérol, est di: .é ou non avec l'hepta-

ne. lUne lecture de l'absorbance est ensuite Faite entre 3720 et 220 nm.

Ce speckre est caractéristique des stérols insaturés avec
deux dnubles lialsons conjuguées en C5 et C? , Les absorptions maxima-
les de l'ergostérol dans 1'heptane sont situées & 271, 281,5 et 290 nm

{Shaw el al., 1953) (fig. &).

L 'absorbance du dosage est lue & 281,5 nm , le coefficient
d'absorption de }'ergostérol, & {1 %, 1 cm), dans l'heptane £tant

de 290.

La quantification de 1'ergostérol est alors effeetuée par

les équatlons suivantes

quantité d'ergostérol en g/mg de poids sec

DA x F x Volume d’extraction
281,5 nm

290 x 100 x poids sec (mg)
f = facteur de dilulion
quantité d'ergostérol en g/100 ml
00281,5 x F

290



Absorbance

240 2860 280 300
Longueur d'onde nm

Fig. 6 -~ SPECTRE DE L'CRGOSTEROL



8-2. Dosage des protéines

3-2-1. Quanti1fication raocide des protsines
- Deoes uilurions différentes ce ['extluil cazvmaligue
sont  reéslisées. zZois  l'ubsorbance  jiour chaque diluliun st [oe )
228,5 nm el & 234 nm. La guantité de protéines, en mg. ml, ost donnge
car la relation
Oﬂ_’j:ﬁ.} - mz.‘u ol x 0,317

La movenne des valeurs obtenues pour les différentes dilu-
Firong cerrespound Wl guenl it d de protéines, eon mg/mi.

Loy

8-2-2. Dosage par la methode du biuret

Pans ce dosage, la gquantité de protéines, en mg/mi, vest
6valuée par rcéférence & une courbe étalon realisée & 1'arde d'une

solut1on de serom albumine {5 mg/ml).

Les protéines & doser sont précipitées au préalable, 3
l'aide de TCA 10 % afin d'éliminer les agents chélateurs contenus
dans le milieu {tampon de broyage de cellules). La gamme étalon et
les protéines & doser sont diluédes dans un volume final de 2 ml
d'eau ; un blanc constitué uniguement d'eau est également réalisé,
On ajoute 0,75 ml de NaOH 20 % dans chaque tube ; les tubes sont

ensuite placés pendant 9 mnutes dans un bain marie & 100°C.

Aprgs refroidissement dans la glace, 0,125 ml de CUSOﬂ 25 %
sont ajoutés & chague tube. Une centrifugation & 4000 g pendant
5 minutes permet d'isoler un swurnageant d'un culot. Le surnageant

est prélevé et l'absorbance de surnageant est lue 3 560 nm contre le

blanc.



9 - Techniques analytiques des praduits réactionnels

Tout au long de notre trawuil, nous avons eu TECOUrS aux
techiniqgues chromatographiques, notammerit la chromatographie sur couche
mince de gel de silice, pour fractionner {'insaponifiable. LU'iden-
tification des prodults de réaction se failb par visualisation des
stérols entraineurs en lumiére UV (340 nmj, aprés pulvérisation d'une

o

solution éthanolique de chlorhydrate de berbérine (1 % p/v).

9-1. ldentificatiun zar chromatographie sur plague

de s1lice (TLC)

L'insaponifiable extrait est asséché sous un courant d'azote
puls repris dans un faible volume de solvant. Une aliquote est comptée
en scintillation liquide pour un contrdle global. Le reste est chroma-
tographié sur couche mince de gel de silice, en présence de témoins
entraineurs {ergostérol, lanostérol, squalene 2-3 époxyde, sqgualénel,
dans le systéme de solvants : cyclobexane-acétate d’éthyle 9 : 1 (v/v).
La séparation des produits de l'insaponifiable est basée sur la nature

du cycle A (Clayton et al., 1963).

Les Rf suivants saont obtenus dans l'ordre de polarité

crulssante
Le squaléne 0,90
L'époxyde de squaléne 0,85
Les 4.4 dim€thyl stérols 0,45
Les 4améthyl stérols 0,37
L 'ergostérol a,26

D'autres solvants, ccmme le dichlorométhane et le benzene,
ont également été utilisés pour séparer les produits de }'insaponifia-

ble. Les Rf dans ces solvants sont
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Dichlorométhane Benzeéne
SOUA L Bno 0,21 0.88
C20%s T de snualeoe (1.80 1,80
R CLE N L S 7, % Lo b3
Lo satmishby |ogtgre g n,26 1,49
Fraongtérnl 1A 0,04
Cans  leg wxpériences ol 'acide mevalonique a Ste b li1ug
comme  substrat,  les décinés  phospharvlés  de lacide  sfoalansque.
I "isngeniéovl pyrophosphate, le farndsyl pyrophosphate vi Lo farodsol

ont  égalemenl efteé 1denl1fi1és par chromatographie sur couche mince.

1 la fin ue l'incubation la réaclion est arcétee par la
chalcur et les produits de réaction extraits comme décrit au chapilre

[, section tléthodes,paragraphe 6-3,

Le surnageant contenant les produits réactionnels est direc-
tement chromatograph1é sur couche mince de gel de silice dans e
systeme de solvants : n propanol - ammoniaque - eau (EDTA 1 % A:3:]
“v vv' oselon la technique de Plieminger et Immel (1965, felte
lechnigue nous a pecmis de séparer l'acide mévalonique guy nt'a 9as

réagl, des dériveés phosphale et pyrophosphate.
9-2. Identification par réactions chimiques

9-2-1, ldentification du squalene  2-3 époxyde

par réaction au perchlorate

L*identification du squaléne époxyde, au cours de cette

]

réactlon, repose sur la réactiviteé chimiquc de la fonction époxyde
ainsl, sous l'action d'un acide fort, le squaléne 2-3 épuxyde peut

gétrc transformé en dihydroxysqualéne (Van Tamelen et Curphey, 1962).
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Le sgualene époxyde formé est conservé dans le benzéne ;
I ol e celte solution sont repris, #vaporés sous un courant d'azote,
cigidy est oresuspeadu dans 200 gl de DMEG “damébhylétheréthyléne
l.coll. On v ajoute 20 pl d'acide zerchlorique 3 % v/v'. Le pH
aeytent acide. La réaction se déroule a température amblanke, sous

rgiratilon pendant 2 heures.

Au bout de ce temps, le milieu est neutralisé avec de la
cetosse 0,33 M 3 enguite, le mélange réactionnel est chromatographié
dot-olemenl su extrast avec de l'éther Ae pétrole puis chromatographié
sur couche wmince de gel de silice dans le systéme de solvant cyclohe-
wane - acetate d'éthyle B85:1% [v/v). Lo mélange témoin non traité)
minre & RE 0,84 dans ce systéme; le mélange traibé par l'acide perchlo-
rique migre et un pre amque RF 0,172 correspondant wvraisemblablement
3 dy squaléne glycol (fig. 7),Aprés évaporation du solvant, le sgualéne
glycol peut donner un dérivé aldéhyde, par action de tétrahydrofurane
{200 pl) et d'acide périodigue (200 pl). La réaction dure | heure
54 température ambiante, sans agitation. Le mélange est ensuite neutra-
11s€¢ avec du KOH N. Un volume d'eau est ajouté et les produirts sont
extraits avec de l'éther de pétrole puis chromatographiés dans le

dichlorométhane. Le produit de réaction migre & un Rf de 0,7.

9-2-2. Identification du lanostérol et de l'ergos-

térol par acétylation,

Le lanostérol et l'ergostérol, élués avec de 1'ether éthy-
ligque, sont récupérés dans des tubes différents. Le solvant est évaporé
sous un courant d'azote, Lle résidu est dissous dans le benzéne (100
3 200 ;1) et traité par le mélange anhydride acétique (500 pl)et pyri-
dine (100 pl). La réaction se déroule dans 1'abscurité pendant 24
heures. La méme expérience est réalisée sur des aliquotes de lanostérol

et d'ergostérol entraineurs {1 mg/ml).




RADIQACTIVITE cpm

-4 -

o

7.

squa'. 2-3 glycol migration

[DENTIFICA[I[DN DY SQUALENE 2-3 EPOXYDE PAR REACTION AU

PERCHLORATE



_ 4?2 -

Cette réaction permet 1'acétylation des produits, qui,

ge ce fait, deviennent moins polaires.

Au bout age 24 heures, le contenu des tubes est évaporé,
saus vide 3 65°%C afin de chasser 1'excés de pyridine et d'anhydride
acétlque. Les produits de reéaction sont repras avec 100 FJ de benzene
puls une chromatographie sur couche mince de gel de silice est réalisée

dans le systéme de solvants cyclohexane-acétate d'éthyle 85:15 {v.v).

Le profil de radioactivité {(fig. 8} montre que le lanostérol
acetylé migre 38 un Rf de 0,82 alors que l'ergostérol teémoin nen

radioactif, acétvié, a uyn Rf de 0,75,
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CHAPITRE II

CONSEQUENCES DE L‘AMPLIFICATION DU GENE ERG 10

CODANT POUR L‘ACTIVITE ACETOACETYL COA THIOLASE :

MARQUAGE DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES STEROLS
PAR L’ACETATE [14¢].



Les travaux de Servouse et al., 1984 et 1986 azyant démontré
que L'aclivate gpécifique de |'acétoacetyl CoA thiolase €tail fortement
derédprimée dans les conditions de carence en stérols eb inverseme.
réprimée en excés de stérols, R. Gloeckler a 1solé le géne de Saccha-

romyees  uvarum, codant  pour 1'activité acétoacétyl CoA thiolase,

par complémentation d'une mutation erqg 10, en wvue de construire une
suuche de  levure de brasserie 5. ovarum! présentant une wvitesse

accrue de synthése des stérols.

La souche ainsi obtenue (ergl0 ura 3 /plaig) présente une activite
acetoacétyl (oA thiclase augmentée d' un facteur 14 pdar comparaison
& la souche sauvage. A l'aide de cette souche, nous avons essayé
d'éludier les conséguences de cette amplification sur la biousynthese
des stérols. Nous avons, pour cela, d'une part dosé les stérols dans
cette souche et d'autre part, recherché une éventuelle accumulation
d'intermédiaire de biosynthése, par marquage de la voie de biosyntheése

des stérols & 1'acétate [14C J.

I - STRUCTURE DU PLASMIDE PL 416

Ce plasmide dont la structure est représentée fig. 9 dérive
du plasmide PHCG3 et a été créé par R. Gloeckler (1984). I1 comprend
un fragment SAU 3A d'ADN génamique de 5,3 Kbases de Saccharomyces

uvarum, porteur du géne ERG 10, inséré dans le site BAMH 1 du PHCG3.

Le geéne de résistance & la tétracycline est donc inactivé dans ce

plasmide.

Ce plasmide, isolé au départ sur une souche de génome GRF18,

a été ensuite introduit par transformation dans une souche de génome

FL100 de génotype erg 10 A ura 37,
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Le dosage
e Zang e souche
specLfigue  est

watsace tablewn |

Tableau 1

Les gouches

brvdrnlvsat de caséine,

| rangformée

FuUgMeGTee
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l'activite
erg 104 ura
d'un

facteur 14 par

acétoacéty]l CoA
3T/

thiolase montre
PL al6, l'ackiwvitse
rappact 4 la spuche

ete cultivées dans le milieu minimum YNB -

(SNNTHES ACTIVITEG gaecTe [reg VALCUR FOLATIVE
acetoacsetyl ol Lhiolase S OLALVAGE
‘umoles/tgoming
FLICO 0,560 1
Frg 19 ura 3- 0,020 0,3
trg 10 A ura 3=/ Pl416 0,80 4

Nous avons également pu observer gque le nmivesu d'activité

scetoacétyl CoA thiolase porté par le- plasmide pl 416 étart

cumme dans la

souche ssuvage. En

effet, le

régulé

tableau 2 montre que

dans la souche porteuse du plasmide, l'activité est réprimée en anaero-

biose, en

Tsbleau 2
leg

souche sauvage culbivée en
50 mg/l

supplémenté par

exces de  stérols , comme

dans

aérobiose.

d'ergostérol et

la  souche

sauvage.

valeurs correspondent 4 des activités relatives 3 celle de la
Le milieu de culture YPG est

20 mg/1l d'acide

oléique.

Conditionrs

de culture

Souche Sauvage

Erg 10 ura 37/ pl 416~

Aérobiose

Anaérobiose

0,2

0
2,7
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Il - MESURE NU  TAUX D'ERGOSTEROL DANS LE CLONE  TRANSFORME

Fr=nt comné Llamplificatian de llactivité aceloac2byl To3d
Peantage maen te clane bransformé. nous avnag Adtern oot Iy terogp
ornoergostérol dans cetle souche, seloun le preotocole déceit dans e

chapLloe Hatdriel eb "éLhodes.,

Les résultabts consignés dans le tableau 7 mondrent gqutil
n'y a aucune augmentation de la teneur en ecrgostérul par rapport
a la souche sauvage. Néanmoins, l'ergostérol étant dosé spécifiquement
par son spectrc en  lumiére ultra violette, ceci n'exclusib pas gue
d'autres steérols. ne présentant pas de systéme diénigue, ou un 1nter-
médiaire guelcongue, s'accumulent. Poor vérafier cette svertualité,
naus avons alors effectué un marquage de la voie de biasynthése des

stérols par 1'acétalel 14 ],
[I1 - MARQUAGE DE LA VYOIE DE BIOSYNTHESE DES STEROLS PAR L'ACETATE[4C])

Les souches FL100 ura 3=, FLI0O ura 3 /pl 416, erg 10 ura 3-/
ol 416, erg 10 et FL100 ont été marquées par l'acétate [14C) ; les
composes de la fraction insaponifirable obtenue sont séparés sur couche

mince de gel de silice {cf. Matériel et Méthodes}.

Les résultats (tableaux 4 et 5) démontrent clairement qu'il n'y
a aucone augmentation de l'incorporation d'acétateﬂa €l dans les compo-
sés de 1'insaponifiable dans lvs souches transformées par rapport a

la souche sauvage, ceci, lors d'un marquage de longue durée(2 & 4 heures).

Mous avons, alors, essayé de mesurer si la vitesse d'incor-
poration d'acétate ne pouvaib pas étre supérieure dans le clone trans-

formé, méme si la quantité maximale 1ncorporée n'était pas plus impour-
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CLONE Taux d'ergostérol
Frg 10 ura 37/pl,416 0.68% + 0,03 {2)
F1090 ura 3T /plalé o 072% . M (D)
Erq 10 ura 3- 0,41% + 0,02 (2)
FLiJ0 ura 37 0,74% + 3,01 (2,

Tableau 3 - Teneur en ergostérol dams les clones transformés

pour l'activité Acétoacétyl CoA thiolase.

Taux d'ergostérol : % par rapport au poids sec

+ écart moyen (nombre d'expériences indépendantes;
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r Radioactiv1ité totale 4,4 diméthyl Produits
Lipides Insaponifiables Stérols stérols {lano- Squalezne ILigne de bas
fromt Cepm) sterol)
{cpm} Lcmp ) icpmy
FL100 ura 3 422 102 282 808 67% |31 657 7,5 % |27 436 6,5% 80 199 19 %
FI1.100 ura 3 339 702 200 224 59% (30 573 9 % 31 184 9,18477 519 22,82
pl. 416

Tableau 4 : Marquage de la voie de biosyntyése des stérols par L'acétate[ 14C)
Répartition de la radicactivité dans les dérivés insaponi-
fiables :
Souches FL100 ura 3- : 2,107 cellules /ml

FL100 ura 3- /pl 416 : 2,1.107 eellules /m)
temps de marguage : 4 heures.

Les pourcentages sont calculés par rapport & la radioactivite

totale des lipides unsaponifiables
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Padtvaclivité introdutte @ ImCismi 3. ._.330 cpm
Erg i ura 37.pl 216 erg 10 FL100 :
;
9ucicuctinibd 1ncor- 2 015 000 opm 2R, % % |1 23C 000 cpm 3C % |2 43C 000 com -3,6
porée ‘cpm. el F 7€ I
yntrodutte |
A ornsslutle oo 1551 RR0 epm YT 272830 cpm 76 5|0 724 000 cpm 30

" Incorporee

% TCAY 124 120 cpm 8 % 9 728 cpm 1 % 155 520 cpm B

Ingaponifiable

LoTuncnarn. 147 095 cpm 7.3% 8 240 rom ), 7% (27 100 cpm
Ergostérol ‘cpm’
%/% 1nsaponifiatle 88 257 cpm 60 % 134 712 cpm 72 %
Lanostéral ‘cpm}
%:* insaponifiable 19 122 cpm 13 % 28 065 cpm 15 %
Sgualéne 2-3 gpoxvde
fepmt %S% nsaponifiable 8 825 6 % 5 613 cpm 3 %
Squalene {cpmi
%/* 1nsaponifiable 26 477 18 % 9 355 cpm 5 %

Tableau 5 : MARQUAGE DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES STEROLS
Répartition de la radioactivité dans différentes fractions
aprés incorporation "in vitro", de l'acétate de sodium (14 ¢}
dans les souches FL100, erg 10 ura 37pl 414, erg 10
Durée de marquage : 2 heures (tampon citrate 0,1 M pH &4,5)

* radioactivité



tante gque dans le souche sauvage. Pour ce faire, nous awvons, tout
A'ahord. u mettre 3au point les mellleures conditions d'incaorporation

- 1« -
' ycdtare = ]

1 - Mesure de la vitesse d'incorporabtion de |'acétate [1QC]

4 [N,

Seve a5 W oouToorat tan. sonb effeetuées en suanbiforand
la radicactivite cellulaire, uprés incubatiun en orésence d'aoshare
[ ' €] puis lavsge des cellules, Cette radicactisvité Lridiguera  les
~reednpn b A ey O Prasibste, Inopeut o wrreb, inn
1'hypothese que les prodults majeurs seronk les acides gras er les
stérols, osrincipaux dérivés de l'acéby]l CoA, Tette mypothigse Lrooee
confirmation dans le fait gu'en général la fractwon TCA insclubie

macromolécules - Tipides correspond & environ 80 % de 1'acelate

lncorpure

1-i. Influence du pH

Dzns  la technigue nmitiale.  1'incubation était  effectuge
dans cu tampon phosphate pH 6,6. Afin de déterminer un pH 1déal puur
une ancoercporation opbimale, des expériences d'incorporation d'acétate
ont dté réalisées, en fonction du pH, sur la souche sauvage FL 100,

selon le protocole décrit dans Matériel et Méthodes.

lLa durée du marquage est de 120 minutes, en présence de
% de glucose (p/v), dans du {ampon citrate G,1 M pour les pH compris
entre 1 et 5 et dans du tampun phosphate 0,1 M pour les pH neutres

(Jusqu'a 7).

Les résultats consignés dans la fig. 10 indiguent que les
cellules présentent une 1incorporation maximale autour de pH 3,5.
Cette incorporation meilleure & pH acide qu'd pH neutre pourratt
s'expliquer par une meilleure diffusion de la forme acide de |'acétate

de sodaum['% C 1.



Tautes les expériences ullérieyres ont, dés lors, 2té rda-

trsgey : o1 1 2our une mellleure inccerscration,
2L innepnorarian o0 Tonctyon dg bemng
_¢ phecovcle JdUincorporat.a. est ddcrit o oau Jdragfapne
T-3 de Marériel of Méthodes. Les celiuies sont pralesées el fyltrées
toutes tes 15 minutes, 4 souches oot été étudiées 0 FLI0T, GRFI8
oot Aoy EINERTT LY A rr]r.hnx; e :\_\r; -Jt“_:':"_,"'li'j o : T ok ;,_;rrg _:"

L'analvge des courbes deg cinétiques d'iaceepocatian, figl il
rait appuraitre une différence d'incorporation essentiellement entre
Coso Soushes Je 3@rume FLIDO o fa sauche de génooe Slrameger GRFI3,
dans  les  wperes  conditions d'expérience  cméme nombre de  cellules,
meme miliey de culture, méme durée d'incubationi, | 'incarporation
est  lineaire pendant 60 minutes emvirpn pour chague souche étudlée:
les courbes atteignent ensulte un plateau, méme si1 la radioactivité
ihcorporeée n'est pas la méme. Les expériences ont ensuite été effec-
tuées avec des temps d'incubation plus longs. La figure 12 montre
qu'un  alateau d'incorporation est atteint & 150 minutes, puls la
cadioactivilé intracellulatre diminue significabivement 5 ce gul wndL-
cue gu'une partie des molécules synthétisées est @ soib excreéteée dans
le milieu, spit dégradée et rejetée sous forme de CO, . Une aliguote
du milieu d"incubation (4 heures) a €té chromatographiée en n propanol-

ammoniaque-eau 6:3:1 (v/v/v). aprés avoir éliminé les cellules par

centrifugation,

La figure 13 montre la présence de molécules nouvelles,
vralsemblablement synthébisées & partir de ]'acétate. La nature de
ces moléeules n'a pas eté deéterminée ; néanmgins, le pic correspondant
4 un Rf de 0,57 pourraibt eétre un reste d'acétate, par conktre, le
pic migrant avec le front du solvant présente le méme Rf que les

aleools du type géraniol et farnésol.



RADIOACTIVITE

INCORPOREE
cpm

Enlrée de 1'acelaty

Les pH 4cides sort obtenus  dvec le tampon citrate HCL, U1 M.

L

en

foncl ton du P sudche sausvage FLTOO

les pH basigues sunt obbtenus aved le tampon phosphate 0.1 M.

Nyrée d'yncorporat 1on

2

heures.

pH
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Fig. 11 : Incarporation d'acélate de Sodium [1QC] en fonction du temps,

dans les cellules de levure Incorporation a pH 4
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1-5. Effets ze¢ la céruldmine sur l'incorpocation

Claceétgre de woriem [0 O

e marquage des  ced lelos,

Dars f+5 renditions ootbi—= 5

HALY @ dns daroreonaes e oso_cemert o Lo o le ponrcentooe deo [ enes

L A T o T D R L S -0 S PO crrpnr2 o sous Farce e Lo e
voisucorl franles, Poor o oaugmento o U s rroral ion dang cobte fract oo,
O B L U Gl Rl o T S LS SR S e I PAY ILT Y TR RTINS o 1S SR

binge, ['wedtate sevart orefsrentie . lovent ncorpord dansg log sldroos
“rehityitear gur Maus paralssslt d223uab Sflait 1A cérulgaane, éor
e Rt 5o Ui ement T ] T e S G S Gl o [ AD LY s

sbres 4wt Boomontre que Loahuoilacn ge crorssance due 3 la cérule-
vhe poal oree lobtalenent colo vée par e addetian tactde ores saboard

sl vristicle ., cectl,  gue Lo conrent salpan e neroiéninge  sUt

fa:ble 5 pg'ml)you farte (50 pgml)
“ous avons donc rEpéteé les ospériences de marquage par acs-
Y4 . . . .
"zt [T 0] sur des cultures préalablerent travtées par la cérulérine
. . . . \ i [
> y.aml . La cérulénine est ajautée 30 wmin avant |'acétate [ 7 1]
Lo fijure 14 présente  les cinébiques d'incorporabiun des  souches

LG, erg 10 et du clone transformé erg 0 A ara 37 £ pl. 416, en

roretion du temps.,

Les résultats montrent gu'ern aorésence de cérulénime, 1'tincor-
suration de 1'acétate dans la fraction TCA insoluble est trés forte-
ment diminuge et le maximum d'incorporation en présence de cérulénine
pour la souche sauvage FLI10O est d'envicon 1/10e par rapport au Lémoin
nen braité, Ceci 1ndique que malgré [e blocage de la biosynthése
des dcides gras, 1l n'y a pas de dérivation supplémentaire de 1'acé-

tate vers la vaie des stérols.

Par aivlleurs, la souche erg [0 <r# 37 transformée avec le
plasmide porteur du géne de l'acétoacétyl COA thiolase présente une

vitesse d'incorporatilon  seulement  faiblement augmentée par rapport



*\B lergitol Cérulénine Cérulgnine
) 252 g ml 4Gl
o100 e+ 0 0
“NB Carulenine Cérulénine Cérulénine 50pg-ml
3 780 7pgsml 50 ml + ergosterol 4Jug-m]
e
my st 1que A ++ e
20 g ml

lableau & @ Effets de la cerulenine sur la souche sauvage FLIGO

A : Effet i1nhabiteur sur la souche sauvage

B : Reldvement de 1'inhibition par l'acide myristigue
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RADICACTIVITE
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Fv3. 1a o Incorporattron d'acdtate dans la fraction TCA nsoluble, aprés
Ou sans traitenent par la céruldmne

A—A : [ncorpuration dans la fraction TCA insoluble, sans {raitement par
la cérulénine .zauche FL10OY

((—: lncucporation d'acétate dans la fraction JCA 1nsoluble sans
trattement par la cérulénineyerg 10 ura 3= /pl 416)

Q----Q: lncorpurat won dans la fractwon TCA nsoluble sans §railoment
par la céculémne ‘Erg 107

@ —@: [rcorpuration aprés trattement par la cérulénine - FLIOD

!

(O--=-«0: lacocpuraton aprés travtement pac la cécolénine ‘'erg 10 ura 577pl 4ln

——— : [ncorpocation dans la fraction TCA insuluble aprés tratement
par la cérulémmne (Ecg 10),
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3 la  scuche parente erg 10- et néanmoins, plus Ffairble que dans la
souche  sauvage., Les mémes résultats sont observés dans les témoins

ron traités parc la céruiénine.

La premigre édtape de l'utiliszbion de !'acétate est sa trans-
Formation en acétyl CoA. Nous avons puy mesurer 1n vitro que ['activite
spécifigque de 1lacétvl Col\ synthétase, qui catalyse la réactien ace-
tate ——m= acétyl LCuA en présence d'ATP est de 0,015 pmoles d'acetyl
Coa formé / mg de protéinesminute, chez l& souche sauvage FL100
re qul est inférieur d'un Facteur 17 a l'actiwviké acstoacétyl CoA
thiglase., Cecti pouvairt signifier que l'étape limitante de 1'incorpo-
ralion de l'acétate serait la transformation de l'acétate en acébyl
Cud. Toutefolis, les résultats obtenus en présence de cérulénine mon-
teent que méme s1 le pool d'acétyl ZoA est augmenté par inhibition
de la synthése des acides gras, la vitesse de synthése des stérols

ne l'est pas ; ce gqul exclub cette hypothese,

IV - CONCLUSION

Tous ces résultats montremt clairement que la forte amplifi-
cation de 1'activité acétoacétyl CoA thiolase n'entraine pas wune
augmentation ni de la vitesse de synthése des stérols, ni de la quanti-

té des stérols synthétisés.



CHAPITRE Il

MESURE DU TAUX D’ERGOSTEROL DANS LES
DIPLOIDES HETERQALLELES



0 laborarorire, ont été 1soiés, les génes L7% 9 et E235 32
cedant cecsectrienenl pour les actiivités squaléne synthetase <t névalo-

cobe regne,

leo g anrkegses de pes céneg gy plagmiden el ceonaog
aresentent  gre qugrentaton dfactivité d'un facteur 2 poar la squaiéne
I 4

cund Rt ass Pyenaodt 19840 ot 15 pogr g mévalangbe Wwitese TLlma e

l. 1284 an

o

cammuntcation perscrnelle . Par avlleurs, Baine et
tsuié le goene cucent pour L'HAMG Cud reéductase. Dans tous ces cds,

apnune deaTentaty o Ay o tage Tieal dtecgostérel o n'a 2td o nser.se o

décrite.

Cemme L'erqgusterol ne semble pas étre la molécuie régulalrice.
:1 fallat done avo.r une approche nlus globale @ le dasage Cu s

a'ergostérnl dans les diplowdes hétéroaligles,

_es mutdtions affectant une eétape de hiosynthése sonb trés
généralement récessives 3 cecy s'explique par le fait que, méme sy
unn des  deux alldles est 1pactivé, la quantité d'enzyme  produtle
par l'alléle fonctionnel sera toujours en excés par rapport aux .escing
cellulatres, Tous les mutants auxotrophes pour 1l'ergostérol portent

des mutatl iing récessives,

Dans le cas al une enzyme seralt limitante dans la biosynthése
de l'ergostérol, on pouvait attendre que dans le diploide hétérozygote,
i'on observe une diminution du taux d'ergostérol. Toutefois, cette
diminution ne va pas avoir une 1nfluence sur la croissance des cellules
rar Servuuse et al., 1986 ont pu observer qu'en aérobiose, une teneur
en stérols des souches de 0,35 % par rapport au poids sec, au lieu

de 0,76 % {taux de la souche sauvage), ne modifie pas la croissance

cellulaire.
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CARACTERISATION BIOCHIMIQUE ET GENETIQUE DES MUTANTS AUXOTROPHES
POUR L'ERCOSTEROL

Yao L'irstabilité des mutants, naus  avons  déterming  leurs

o

caractdrost s jEngLigues ot bilooomigues,  avant Lo idalisatiun

des dapiotdes.

1 - Phénptypes des souches

Les teuts en gouttes ont 262 réalisés saur le miliey camplet
YPOL dis tempgratures permissives 259 et 28°C: el nun permissives
"367C). comme décrit dang Hatériel et Mérhodes paraqraphe 2-1. Le
tableau ci-aprés résume l'ensemble des resultats des tests phenutypi-
ques. pour les différentes souches étudiées dans notre travail., On
remarcue toées nebtement gque le phénomene d'auxotrophie pour les stérols
varie en fonction des mutants. [l ne dépend pas de la localisation
du bloc enzymatigue dans la vole de bilosynthese des stérols. Ces
résultats sont en conformité avec ceux obtenus par Mons (1984) et
permettent de distinguer, sur le plan des carsctéristigues phénotypi-

aues, 3 rlasses diastinctes de mutants parmi les mutants auxctrophes

isolés par Karst et al., 1977, Mons 1984,

- Les mutants qui ont un phénotype sauvage a 26°C et qui
exigent de 1l'ergostérol des 28°C. A 36°C , ces mutants sont soit
incapables de pousser {erg 10, erq 8, erg 1, erqg 18, erg 19) ; soit

auxotrophes pour l'ergostérol (erg 16.

-~ Les mutants auxotrophes pour les steérols deés 26°C mais
qui ne peuvent pas se multiplier & 36°C malaré la présence d'ergosté-
rol dans le milieu de culture. C'est le cas des mutants erg 11 et

erg 12.



- tes mutants auxotrophes pour les stérols et qui ant une
TUOLSELT o0 LUy 1 P gutes les tomp8ratures permissives  eb o non
permssives , lw-szue le milies de culture canlient de |'eroostérol.
Ces mulunts co.sect de ge diviser 28s que 1'ergosldrol est  oge

du milieu. Tlest = cas du mutant erg 7.

v zazaciAristinque partacuiigre de ces o motants qosab eonne
est  leur thermo-sensibulibe eb les mutants n'ont po 8tre obtenus
Aure eads Fopme e b gy Soadrr o peelo. Ceol codiase qulun cico
viorgymat oge robzl o dans la nosynthise des stérols n'est psy comoon-
50l0 par supplémentation de stérols seulement, et gque pour des mutants
blegués rrees bargrvement dans g voe de blusynthese des stérois

crg 147, Jlaulres toidcules produttes a pactir de la volre de brasvn-

Fhése sont  exigees,  Lewr pabooe o'a pas encore 216 déterminge,

Z - Bloecs enzymatiques

e bloc enzymatique de chaoue souche a été wvér1fié par mar-
quage i l'ucétate de sodium [ 14 C] | comme décrit dans Matériel et
"‘¢thedes paragraphe 7-1. Le bloc est précisé par compdaralson chroma-
tographique des produilts marqués de 1'insapanifiable, en référence
averc les produits de la souche sauvage témoin et les entraineurs

cf, Matériel et Méthodes, paragraphes 8-11 et 9-1},

Par cette technique les mutants ont pu étre classés en 2

graupes :

- Les mutants dont le bloc est situé aprés le sgualéne (erg 1,
erqg 18, erg 7, erg 16). Les chromatogrammes révelent, paur ces mutants,
l'accumulation des produits marqués tels gue le squalgne, le squaléne
2-3 ¢paxyde, le lanostérol, les 4 o méthyls. Les chramatogrammes

de quelques mutants sant représentés fig. 15.
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Tableau 7 : PHENQTYPES DES SOUCHES ETUDIEES.




- Les mutacts ne seésentant aucune  radicactivité dans la
frattien nsupoarfiahle. le bloe de ces Ltdong se sttus o 3000 gvant
ta synthése 2o saualére @ one le Jocslise ators oar 1 inicacoorat ion
1
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e rableau 8 présenle la relation mutalion-bloc onzymatique

7 lvs mutantg suscotrophes pour oergostérol.

3 - Réalisation des diploides ot dosages génigues

Les diplordes ont été réalisés selon le protocole décrit
dans le chapiftre "Matériel et Méthodes™4a-2 |, 4-3, 4-4, les diploides
soit ensuite cultivés en milieu liguide YPG & 28° en vue du dosage

des stérols.

le tableau A montre que les mutants auxotrophes pour |'er-
gustérol, cultiveés en présence de 2 mg/l d'ergostérol, présentent
un taux d'ergostéral variant de 0,15 a 0,44 % alors que ld souche
vauvdge cultivée dans les mémes conditions, renferme un faux d'ergosté-

rol de 0,76 % + 0,00,

£n ce qui concerne les diploides hétérozygotes cultivés
en milieu YPG en absence de supplémentatian d’ergostérol exugeéne,
on observe (tableau 9B) une teneur en ergostérol, voisine de celle
de la souche dipluide sauvage. Celte souche diploide sauvage présen-
tant d'arileurs le méme taux d'ergostérol gue les souches parentales

haploides FI 100 ef FL201,



SRS Sl ENZYDIATIOUES
O A Peeditageoty ] Tod rihanlage
E
- I
3 T ' | ( Ao Imd s ase
i
S b
jo-ly - T T L N
Trg B Phogphomevalonate kinase
Trg 13 2w -nohosphoméyalonate
décarboxvlase
Frg S Sgualeéne synthétase

Erg ". 14, 8] Squalene époxydase

frq 7.17 Sguzleéne 2-2 époxvde

Lanostérol cyclase

Crq 16 Lanostérol démethylase

i F0 a0 sduvage

Tableau 8 : Blocs enzymatiques des mutants suxotrophes pourl'ergostérol



Fig. 15 - INCORPORATION DE L'ACETATE DE SODIUM [MC] DANS LES MUTANTS
AUXOTROPHES POUR L'ERGOSTEROL
BLOCS ENZYMATIQUES ET MARQUAGE DE LA FRACTION INSAPONIFIABLE



- 69 -

L

—
lana sq dpox. squal.

T S
3q. epox. squal
squal.

[
lano

101918 (Aytows e 8101818 |Ay1ow »p, |

-

& K &

g 5 -m

3 o

8 o ¥
Z z o 2
S g o
w o
— | E

(wds) J1IAILDYOIQ
avy (wds) J1IALLOVOIQ VY (wd>s) ILIAILLDVYOIQYH (wdd)  3INAILOVYOIOYY

Migration



A

ISDUEHES TEVEUR EN STEROLS
260C
erg 10 0,35% + 0,03 (4)
erg 11 0,27% + 0,06 (3
—
erg 12 0,18% + 0,04 (3)
erg 9 0,42% + 0,03 73!
erg 9 0,33% + 0,05 (3)
arg 1 0,26% + 0,05 (3)
erg 7 0,36% + 0,02 (3)
erg 16 0,44% + 0,03 (3)
FL100 0,76% + 0,04 (8)
£L200 0,80% + 0,02 (3)
Tableau 9 : DOSAGES GENIQUES
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Teneur en stérols des souches haploides

% ergostérol / Poids sec + écart moyen

% ergostérol / Poids sec

+ écart moyen

entre parenthéses: le nombre de mesures indépendantes

Teneur en stéraols des diploides hétéroalléles

TENEUR EN STERG
DIPLOIOE >
26°C 369C
erg 10 10,55% + 0,02 i3} 0,67% + 0,03 3
+
erg 11 |0.68% + 0.03 34[0,72% +~ 0,04 =
ot
erg 12 |p,75% « 9,02 “3'(0,70% + 2,03 °
*
2198 10,77% + 0,05 (3)]0,92% + 0,04 3
erg 9 |0,69% + 0,03 (3)|0,80% + 0,03 '3
-+
erg 1 /0,71% + 0.04 (3)]0,92% + 0,05 .3
+
erg 7 1p,75% + 0,04 (3){D,97% + 0,03 3
+
erg 16 1g,78% + 0,03 {3)|0,95% + 0,02 {3
+ - —-—
* 0,74% + 0,03 {3)(0,84% + 0,04 (3
-+
B



La seule exception hautement significative a trait au diploide

©rg 12 dont la feneur est abarsséede l'ordre de 30 % par rapport
+

1 la souche sauvage.,

Comme  les mytunts sont TS iles -omes dosages ot 32 effoc-
tugs 4 36°C el leg mémes résultats onl Sté observés. i1 faut toute-
Tuls remarguer gue idg beneur en stéruls est plus éleveés ce 1ordre

de 20 % par rapport a 26°C,

L'ensemble de ces résultats montre d'une gact gue la teneur
<nosternls d'une souche de levure est Farlement régulse et cue la
seule activité enzymatique gqui parait Limitante et qui e peut étre
accélérée dans le diplolde, correspond au géne ERG 10 c'est-a-dire
L'aretnacétyl Cofd thiplase. Ce résultat =5t appgremment, con compléte
contradiction avec lecs résultats obtenus dans le chapitre précedent
gur montraient gque l'activité acétoacétyl CoA thiolase était largement

Brt exces.



CHAPITRE v

ETUDE D'UNE SOUCHE DE LEVURE PRESENTANT UNE
TENEUR EN STEROLS ELEVEE : NCYC 739,
[SOLEMENT ET CARACTERISATION DE MUTANTS AMPHOTERICINE B
RESISTANTS



CHAPITRE IV

ETUDE D’UNE SOUCHE DE LEVURE PRESENTANT UNE
TENEUR EN STEROLS ELEVEE : NCYC 739,
ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE MUTANTS AMPHOTERICINE B
RESISTANTS



La souche NCYC 739 est un diploide, 1s0lé A partir de

"uir ormur Lo Penasse, Elle nous a eté fourn:2 par le centre de recher-

Shey SRS Elle =gt décrite dans fa lit:érature comme gprésentant

[

iy teneear Shecde on o stsrols cMercer ef ml., T9R4

G esm ae od ufcliger cetle oo che e e de drermyoer
d7une part . 310 oune ssuc ciche en stérols amndgib gvorr o chadnat o
1 * e 1our he rich n ostéron 2oLtk ciroun chanat Lot
-080 Froue céustanrs 3 yn oantibial tgue par ewemnle L S RS R et &

part . la cause Tétaboligque de cebte feneur élevée en slérols, -e
Ui puusAll aous renseigner sJaf la r2gulatian de 1o Drosyrihése des

Lrerel s,

[ - ANALYSE DU TAUX DE STEROLS DE LA SOUCHE

‘e spectre de la fraction insaponifiable, ubterue 4 partar
J'une culture aérobie de cette souche a 28°C en milieu YPG,muntre
les ples caracteristiques de 1'ergostérol (281,5 nm et 260 nm . mals
Je plus, une absorption amportante a 230 nm, caractéristigue des

>, 7, 22, 24 {2B) létra énols (fig. 16..

L'analyse par chromatographie en phase qazeuse Mercer
vtooal,, 19847, montre gue les deux stérols majeurs correspondent

5 l'ergostérol et au 24 (2B) déhydroergostérol,

4 281,5 nm, 1'ergustérol et le 24 (2B) déhydroergostérol
vrésentent 8 peu prés la méme absorbance (caractéristique du 5,7
s1ene), beur somme, correspondant alors & la teneur globale en stérols,

peut étre calculée par 1'équation :

absorbance Z81,5
x F

% ergostérols =
290

F étant le facteur de dilution,

290 = coefficient d'absorption £ (1 % em) de l'ergostérol



Absorbance

220 240 2680 280 300
e e, 1 [} — 1 i . Y
Longueur d'onde nm
Fig. 16 - SPECTRE DES ERGOSTERGLS DANS LA SOUCHE NCYC 739
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Duns ces conditions, la souckhe NCYD 739 contient 3 0% de

stérals soit environ 4 fois plus de stérols gue la souche sauvage.

_a reneur en 240 0295 déhvdrocrgostérol peut etre calculée
sl Liissnt de coefficlent dTabsorpfioo ou 240 I3 dehedroecgostérol

acldrmictiaue du difne  22-24129)  quar ost de 518 cang heptane

5 2% rm
L 'éguation devient alors
. — . absorbance a 230 nm =
%24 I déhydroergostérol > N
5148
Fo- Fuacteur Je dilubiaon,

Le rappork enktre les 2 écezbtions doore e paurcentage de
24 "Z8% déhvdroergostercl par rapport sux stérols lotaus. Ly scuche
“CYC 739 cenferme enviton 66 % de 24 ,ZB) déhvdroergostérol et 34 0%
d'ergostérol, alors que notre souche sauwvage FLI0G ae contient pas

de 24 “28) déhydroergostérol.
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imphotéricine B en mg/ ]

0 10 20 30 40 50 60
FLTOO R ++ + 0 0
FLZ00 + +4 ++ 0 0 a
NCYC 739 4o+ | +4 +++ +++ ++ ++ ++

Tableau 10 : Résistance des souches FL108, FL200 et NCYC 739 3

| 'amphothéricine B,
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Il - PHENOTYPE DE LA SOUCHE

La souche a été testée en milieu YNB en présence de drogue

Nvstabine et Amphotéricine B,, “Nous avons pu observer que cette
souche présentalt la méme sensibilité a la nystatine que la sooche
swuvage FL100, maiws qu'elle était résistante & |'amphotéricine B,
=2lors que la croissance du sauvage est inhibée avec une concentralbion

d'amphotéricine de 30 pg/mi{tableaux 10, 11, 12).

Ces résultats montrent que par le biais de la sélection
des mutants résistants a 1!'amphotéricine 8, nous pouvions espérer

obtenir des souches présentant une teneur élevée en stérols.
CARACTERISTIQUES DE L'AMPHOTERICINE B

L'amphotéricine B est un antibiotique polyénique, commercia-
lisé sous le nom de Ffungizone, Elle est sensible & la chaleur et
3 la lumikre. Sa structure chimique est proche de celle de la nystatine

(autre polyéne antifongique) (fig. 17)}.

Elle interagit avec les stérols membranaires en s'y fixant,
ce qul crée par désorganisation des constituants membranaires, la
formation de véritables pores par Jlesquels le contenu cellulaire
s'échappe (De Kruijff et al., 1974 111, ertut-Croguin et al., 1983)
et une altération dans la perméabilité cellulaire (De Kruijff et

al., 1983 I, II ; Teerlink et al., 1980).

L 'amphotéricine 8 est inactive contre les bactéries dépour-
vues de stérols. Elle est plus active contre lea levures, les champi-
gnons, lea dermatophytes et les moisissures (Demel et al., 1960).
Elle n'agit pratiquement pas sur les cellules animales. Cetle toxicité
spécifique est due & sa plus grande affinité pour 1'ergostérol que
pour le cholestérol (Gale 1974 ; Archer 1976).



- 78 -

OH OH OH
Nystatine
CaHyz0N
H o
H H
COOH
O OH OH OH OH o OM

Amphotéricine B

F19.17 . Structures chimiques de la nystatine et de 1'amphotéricine B.
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ISOLEMENT DES MUTANTS AMPHO BR.

Les mutants santt 1solés, sur -tlieu YNB contenant des cancen-
trations croiwssantes d'amphotéricine 8 0 & 50 pg/ml), 3 partar ces
2 souches sauvages FL100 et FL200, par mutagéngse selon le protocule

décrit dans Matériel et HMéthodes paragrephe 4-5,

5> mutants de chaque signe sont repris. Ils résistent en
moyenne jusqu'd B0 pg d'amphotéricine ml, alors que la souche sauvage

est totalement inhibée & partir de 20  pyg/ml  (tableau 10).

Nous avons pu observer que tous ces mutants présentaient
la méme sensibilité & la nystatine gue la souche sauvage (Tableaux

11 et 127,

Malheureusement, 1'étude génétique de ces mutants n'a pu
étre menée, car lors des transferts sur milieu complet YPG pour la
réalisation des diploides, les mutations révertaient trés rapidement

dans le phénotype sauvage.

Nous avons été obligés de les conserver en permanence sur

le milieu YNB contenant de 1'amphotéricine 8.

Toutefois, nous avons analysé la teneur en stérols d'un cer-
tain nombre de ces mutants. Les résultats sont consignés dans le tableau
13 et montrent que les mutants ampho B 8 et ampho BR 12 présentaient
une augmentatiion de la quantité d'erqostérol de l'ordre de 20 %

par rapport & la souche sauvage,

Vu la faible augmentation du taux de stérols, nous n'avons

pas poursuivi l'étude de ces mutants.
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Amphotéricine B en  ug/ml

(gUUChES 0 5 10 15 20 30 39 40 49 50 69
Ampho BR1 e | b i | ot | s st |t thzi - € E——}
Amphao BRZ ST R +ab | ot | o+ ++ -+ + £ £ 9
Ampho BR3 e ot o+ et P . . + — e _—
Ampho BRQ +++ o o+ F 4+ e+ FU. A+ PR Fd |
Ampho BRS o+ 4+ +++ +++ ++ +++ A +++ ++ ++ ++
Ampho BRT]+++ et il N s N IS (FUTUTIR TR [ Or 4+ | e | EPE
Ampho BR12+++ . o T B R I L FE. N +++ | €
Ampho BR11+++ +++ SAVIS (NIRRT OO (U + + £
Ampho BR14+++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ | o+
Ampho BR1E+++ oy +++ U +++ + Ft o ++ I +
FL10O | -+ £ € g 0 c 0 0 B

) 1
Tableau ! : Résistance des mutants isolés par irradiation aux ultra-

vialets, en présence d'amphotéricine B, Milieu YNB

La concentration en amphotéricine B est exprimée en mg/l.
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Concentration de Nystatine Hg/ml)

SOUCHES 0 (ﬁr E 3 aJ 6 8 10
ABho BRT [ wry | sas wrr | wes| 0 | g 0 0
Ampho BRZ [4ss | vss | ses | 4ae| D 0 0 0
Ampho BR3 [ ais [ wur | suw | san | 0 0 0 0
Ampho BRY | st | v +++ | +++ | O 0 0 0
Ampho 8RS | 4es . ot | A 8] 0 D 0
Ampho BRI e | bat | wun | wee| 0 0 0 D
Ampho BR12{ wat | 1ps b | +er| D 0 0 0
Ampho BRIZ[sae | s | i | 4an ! 0 0 0 0
Ampha BR14[ wae | 44s e+ | +er | D 0 0 0
Ampho BR1S! wes | 4us e | e+ O 0 0 0
Nyst., R s i ey I EUEE et U, 4+ et
FL10O SO [ +++ | 42| O 0 0 0
. -
lTableau 12 : Effet de la Nystatine sur les mutants résistants

a 1'amphotéricine B, en miljeu complet YPG.
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SQUCHES P.S. "g;ml culture) % stérols
Ampho BN 0,0103 0,70 %
ampho 85 0,0119 0,76 %
Ampho BRB 0,0097 1,07 %
ampho 8712 0,0109 0,92 %
NCYC 739 0,0093 3,3 %

Tableau 13 : Dosage de l'ergostérol dans des mutants

résistarts 4 1l'amphotéricine B,

PS : poids sec

% d'ergostérol / Poids sec.
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Récemment au |laboratoire, des mutants dépourvus d'alcool
desmvdrogénase DH,  ont été 1solés {Maudet 1987). Ces mutants présen-
tent une teneur en stirols augmentée de 1'ordre de 25 % par rapport
5 la souche sauvage. Ces mutants ont été testés sur différents anti-
Fongiques, aglssant sur les stérols et, il a été montré qu'ils sont
également résistants a 1'amphotéricine B ainsi gue Ffalblement reésis-

tants & la nystabine,

Ces résultats confirment donc que la résistance & 1'ampho-
téricine 8 pourrait étre un phénctype spécifique pour des mutants

présentant une teneur élevée en stérols.



CHAPITRE Vv

REGULATION DE L‘ACTIVITE SQUALENE SYNTHETASE
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La squaléne synthétase est la premiére enzyme spécifique
v 1a trarthe stérols de la wole de bigsynth@se des stérols et des
Lsopcdesiavs. En effel e farnésyl pyrophosphate (FPPY synthét: seé 4 par-
it Su mévs.siate ¢t 2ulyméryise fig. 18 , d'une part en ci1s colvprén,,
ovrophesphate dolichels  par une cis prénvitransférase. et d'autre
part. on o rrans-soligrdn. | pyrochesphate chaine latérale de 'oniquun-
ne  pdr unie trans-prém ltransférase. Ces polymérisations correspondent
a des additions téte-queue d'isopentényl pyrophosphate sur la molécule
de FPP. L'activité squalene synthétase permet, quant 3 elle, la conden-

sation de 2 molécules de FPP, téte-téte, pour conduire au sgualzne.

I - CARACTERISTIQUES DE LA SQUALENE SYNTHETASE

La sgualéne syvnthétagse est associ€e aux fractions microso-
males dans le foie de rat et chez la levure. A partir de ces frac-
tions particulaires de lewure, on a pu démontrer que la svnthése
du squaléne nécessitait un réducteur (NADPH ou NADM) {Qureshi =t al.,
1973 1I{). U'activité optimale est obtenue & pH 7,4 et exige des

ions divalents comme les 1ons magnésium Mg ++.

De nombreux auteurs ont #tudié la structure et les mécanis-
mes de conversion du FPP en squaléne. Popjak et al., 1966, Rilling
et al., 1970, Agnew et al., 1978 ont émis l'hypothése que la réaction

se déroule en deux étapes consécutives (fig. 19).

La premiére, correspondant & la condensation de 2 FPP, conduit
au présqualéne pyrophosphate, avec libération d'un proton et d'un
groupement pyrophosphate (Epstein et al,, 1970, Betya et al., 1973,
Agnew et al. 78 a).

Dans la seconde étape, le présgualéne pyrophosphate est
réduit par le NADPH avec perte d'un groupement pyrophosphate, Cette

étape conduit au squaldpe.
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Ainsi, en absence de NADPH ou de NADH, il y a accumulation

de orésqualéne pyroechosphate,

Plusieurs travaux ont démontré gue le présqualéne pyrophas-
crale n'2st pas un zcfefact ne s'obser.ant que quand le milieu réac-
tionnel est priveg de réducteur NAPDH ou NADH) ; mals gque ce présqua-
lzne ovrophosphate Stairf toujours ferve. en présence comme 2n absenge
de NADPH et NADH et que dans les conditions physiologiques, 1l ne

pouvait s'asccumuler Corey et al., 1976,

Dans la sgynthese du phytcéne {précurseur du caraténe),
la mise en évidence du préphytogne pvraphosphate a montré que la
condensation téte & teéte,de Z molécules de géranyl-géranvl pyrophos-
phate se déroulait selon un mécanisme trés voisin de celui catalysé

par la squaléne synthétase.

Le présqgualéne pyrophosphate est donc un  1ntermédiaire
obligutolre dams la bilogsynthegse du squaléne. La synthese du sgualeéne
va danc exiger soit !'existence de 2 sites actifs sur une méme protéine
‘Schechter et al. 1971), soit l'existence de 2 enzymes {Qureshi et
al.. 1973).

La solubilisation, rendue possible avec le désoxycholate
a montre que les deux activités sont sur la méme protéine enzymatique
de masse moléculaire 54500 (Agnew et al., 1978). Les activités, dans
cet état soluble, sont inhibées et peuvent étre restaurées partielle-
ment aprés élimination du détergent. lLorsque l'enzyme ainsi solubi-
lisée est séparée des lipides, il est nécessaire d'ajouter des phospho-
lipides (pbhosphatidylcholine}, pour qu'elle recouvre wune activité

appréciable.

Dans ces conditions, aussi bien la libération du proton

que la synthi&se totale du squaléne sont retrouvées.

Ceci indique que s'il y a 2 protéines enzymatiques distinc-

tes, de méme masse moléculaire (54500), elles pourraient se réassocier,



- 87 -

2 Acélyl CoA
Acétoacétyl CoA
3=hydroxy- 3-méthylglutary| CoA

Mévalonate

Aa ~isopentényl Pyrophosphate 5C Q Az - Isopentény| Pyrophosphate
IPp

Géranyl rophosphate 10C &-ilopcnto’n? t RNA
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Fig. 19. Mécanisme de Biosynth&se du Squaléne selon Rilling (1966)
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sous 1'influence des phospholipides, pour redonner un complexe actif ;
mais ceci n'exclut pss également la possibilité d'une seule protéine

avec 2 sites actifs (Kuswik-Rabiega et al., 1987).

IT - REGULATION DE LA SQUALENE SYNTHETASE

L'activité squaléne synthétsse a été essentiellement étudide
dang les cellules animales ol l'on a pu montrer que les LDL répriment
A 90 % la synthdse de la squsléne sgynthétase (Faust et al., 1979).

Donc un exceés de cholestérol dana les cellules diminuerait
la condensstion du FPP en gstérols , le FPP pouvant dés lors étre
utilisé vers la'voie du dolichol et de 1'ubiquinone.

Un autre organisme a été étudié (Tetrahymena pyriformis},

protiste qui aynthétigse du tétrahymanol en absence de stérols exo-
génes. Si le cholestérol est ajouté au milieu d'incubation, la synthese
du tétrahymanol est inhibée et le cholestérol est incorporé dans
les membranea (Wsrburg 1982). On a pu montrer que l'arrét de la syn-
the&se du tétrahymanol était dued un mécanisme ds répresaion de la syn-
thase de la squsléne synthétase par le cholestérol.

Ces travaux, effectués sur cee 2 argamsmea, mantrent donc

que le mveau d'activité squaldne synthétase pourrszt déterminer
le flux des unités en C5 vers les stérola ou vers les isoprenoldes.

1. Synthdse du farnésyl pyrophoephate [14C)

Le FPP[13CIn‘eat pas disponible commercislement , aussi, . ..

nous a-vons été dsns l'obligation de le synthétiser & partir de 1ls
méthode de Popjak (1969). o _ i
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Oans cette méthode reposant sur une synth&se biologique,
l'acide mévalonique [14C] ou 1'1PP [ 14C], d'activité connue, est incu-
DE en présence d'un surnageant 105 000 g qul contient toutes les acti-
vités enzymatiques permettant la synthése du FPP, l'activité squalgne
synthétase .étant liéde au culot. L'extrait enzymatigue est obtenu
selon le protocole décrit dans le paragraphe 5-2 de Matériel et Métho-

des,

Le tampon utilisé {tampon tris-HCl 0,1 M) est 3 pH 9 et con -
tient du dithiothréitol 0,5 mM final.

Milieu réactionnel : HgCl2 t5mM ;5 HnCl2 3 2 mM; ATP ¢ 7 mM; PEP : 5
PK : 5U.; AMy 1ég marqué en C2 ou C& : 2 mM; extrait enzymatique 10 3

15 mg-sml.

La réaction se déroule au bain-marie 4 35°C pendant 2 heures,

"Elle est arrétée avec 7 ml d'alcool absolu ammoniacal. Le mélange
est ensuite porté & 60°C ‘pendant 5 4 10 minutes, ce qui provoque

la précipitation des protéines. Une centrifugation permet la récupé -

ration de la phase liquide renfermant les produits de la réaction

et éventuellement le mévalonate restant.

Le culot de protéinea est lavé 3 fois avec de 1l'alcool
ammoniacal B80%9 afin de récupérer le maximum de produits réaction-
nels, Toutes lea fractions liquides sasont callectées et recueillies
dans un ballon. Le volume est ramenéd a 3 ml environ, par évaporation
a4 1'évaporateur rotatif. Le mélange devient alors trouble ; quelques
gouttea d'eau ammoniacale 0,01 N contenant de 1'EDTA 0,25 M pH 7,4

sont ajoutées.

Un contréle est alors effectué en chromatographiant, sur
couche mince, une aliquate (20 )Jl), dang le systéme de solvant n-

propanol-ammoniaque-eau (EDTA 1 %) 6:3:1 {(v/v/v}.

mM;
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Par cette méthode, les rendements de synth&se obtenus étaient
faibles. Nous n'avons jamais transformé plus de 20 % d'AMV en FPP [ 14c],
Dans un premier temps, nous avons essayé d'améliorer notre systéme
en utilisant une souche porteuse du plasmide pAO1 (ERG 12). Mais
dans ce cas, bien que tout le mévalonate ait é&té transformé, rnos
rendements n'ont pratiquement pas augmenté, 1'AMV étant essentiellement
converti en AMYP et IPP. Nous avons alors recherché les facteurs

limitants, en testant les différents constituants du milteu réactionnel,

1-1. Influence du Fluorure de potassium

Les expériences réalisées antérieurement, en vue de synthé-
tiser le fPP [TalZ]avaient montré qu'en plus du rendement faible de
synth&se du FPP, il y avait une perte considérable de radioactivité
(20 %), vraisemblablement due & la formation de produits volatils
(isopenténol, Y¥ diméthylallyl alcool). Ceci pouvait &tre 1ié &

une activité phosphatasique importante dans nos extraits acellulairee.

Nous avons donc essayé, dans un premier temps, d'sugmenter
les concentrations de fluorure de potassium (KF): un inhibiteur des
phosphatases.

Concentrations de KF utilisdes ; 3,3 mM; 6,6 mM; 10 mM,

Le milieu résctionnel comprend :

Mqu2 6,7 mM
MnCl2 2,7 mM
ATP 10 mM
KF

amMv Y40 12,4 mM

extrait enzymatique 12 mg/ml d'essai.

Les résultats sont représentés dans le tableaul4,
Ils montrent que la quantité de FPP[1QC]synthétisée n'‘est
absolument pas augmentée, De plus, il apparait que 50 % de la radio-
activité se trouvent liés a la fraction protéique. T0utéfois, 4 10 mM

de fluorure de potassium, les pertes de radioactivité aont diminuées

d'un facteur 10.
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[NFUENCE DU FLUORURE OE POTASSIUM  (KF)

[KF] | Radioactivité | Phase alcool : FPP[14C] | Radioactivité|Radioactivité
{mM) inta? uite total produits cpm culot-protéi- perdue
AMY(15C ] réactionnels nes
cpm
3,3 73 536 29 176 (40%) (12 600 (18%) |37 240 (50,6%) 9,4 %
6,6 72 832 32 396 (44,5%)13 500 (18,5%)34 380 (47,2%) 8,3 %
10 71 656 40 516 (56,7%)]15400 (21%) |30 300 (42,4%) 0,9 %

Tableau 14 : Influence du fluorure de potassium (KF).
Pourcentage FPP (14c) exprimé par rapport au cpm phase alcool
Les autres pourcentages étant calculds par rapport a 1'aMy [14c]

introduit.
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1-2. Influence de 1'ATP

La transformation d’'une moldécule d'AMV en FPP exige 9 molé-
cules d'ATP ; ce Facteur pouvait donc étre limitant. Nous avons réalisé
d'une part, une gamme croissante de concentrations d'ATP {10, 20,
30 mM) et dans une autre expérience, nous avons inclus un systEme

géndérateur d'ATP : le phosphoénol pyruvate + la pyruvate kinase.

Les résultats, consignés dans les tableaux 15 et 16 montrent
qu'il y a une augmentation de la quantité de FPP synthétisé si la con-
centration d*ATP augmente., A 30 mM d'ATP on obtient un rendement de 58%

d'AMV converti en FPP, L'adjonction du systeéme générateur d'ATP n'ap-
porte aucune amélioration au rendement maximum obtenu. Un excis d'ATP

est donc exigé pour obtenir ce rendement maximum.

Nous n'avons pas cherché & optimiser davantage ce rendement
et nous 8avons donc retenu ces conditions pour la préparation du FPP
a4 grande échelle, & partir du mévalonate,

La méthode de préparation est décrite au début de ce chapi-
tre, section 2. La préparation de l'extrsit aceliulaire S5 105.000 g
est mentionné su parsgraphe 5-1 et 5-2 du chapitre Matériel et Méthodes.

Le substrat de dépsrt consiste sn un mélange d'AMV froid
délactoniaé R-S et d'acide mévalonique R [2-C 1], d’activité gspécifique
1,656 pci/ pmole.

Le milieu réactionnel est composé de :
MgCl, 6,7 mM . .
MnClz 2,7 mM

ATP 30 mH
KF 3,3 mM
AMY 4,65 pmole R (7,7 pci)

Surnageant 105 000 g : 12 mg de protéines /ml d'essai

volume final de l‘essai : 3,5 ml,
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INFLUENCE DE L'ATP

i

[ATP] Radioacti»itéliPhase alcool :| FPHYC ] Radivacti- Radioact1-
mh intraduite total produits cpm vité culot- vité pecdue
AMV [14C]cpm j réactionpels protéines
10 124 320 63 B25 (51,3%)129 180 (23,4%)| 55 850 (45%) 3,7 %
20 103 840 73 945 (71,2%)(33 600 (32,3%}| 20 050 (19,3%) 9,% %
30 113 520 95 220 (83,8%)(57 845 (52,1%) 7 500 (6,6%) 9,6 %
INFLUENCE OU PHOSPHOENQL PYRUVATE
ATP mM Radioactivitﬁ Phase alcool :| FPA14C) Radioactivité | Radioactivité
introduite total produits cpm culot-protéineqd perdue
AMV [19CTepm| réactionnels
10 383 516 184 087 (48%) |79 503 (20,73%)]180 252 (47%) 5%
30 376 440 335 740 (89,2%)(218 780 (58,1%)| 17 650 (4,68%) 6,12%
10
+ PEP(4mM) | 378 350 190 120 (50,2%)| 79 453 (21%) 174 061 (46%) 3,8 %
+ PK(1Qul)
30 g
+ PEP (4amM] 389 &40 355 740 (91,3%)(153 483 (40,4%) | 23 900 (6,13%) 2,57 %)
LiLPl( (10ul}

Tableau 15 Amélioration du rendement de synthése du FPA14C ]

Influence de 1'ATP et du phosphoénol pyruvste.
Les pourcentages du FPP sont exprimés par rapport & la radio-
activité de la phase alcool. Les autres pourcentages ont été

calculés par rapport 3 la radioactivité introduite.
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Les résultats, résumés dans le tableau 16, montrent
e 1w pbase alcool, conternant  les produilts réactionnels et 1'AMY
1L n'm pas  r2agl,  représenfe 98 % de la radicactivité totale.

ta conromatograzohie d'une aliguete sur el de silice G montre que
le FPP [ 140 synthéti1se représente 60 % des prodults réactionnels.
La technique est donc filable puilsque ces résultats sont trés proches
de ceux obtenus pour la méme concentration d'ATP dans les expériences

de mise au point.

Le FPP [ 1%C Jobtenu a été purifié sur résine : Amberlite
XAD 2. Cette résine est conditionnée de la maniére suilvante

2 g de résine sont lavés 6 fols par agitation dans du métha-
nol ammoniacal (0,01N) et de 1'eau ammoniacale en alternance ; le
dernier lavage doit étre aqueux. La durée de chaque lavage est d'au
moins 15 minutes. Quand la résine est préte et débarrasseé du liguide
de lavage, la solution de produits réactionnels est déversée sur
la résine et agitée modérément a température ambiante pendant une

nult.

Le lendemain, le surnageant est recueilli ; la résine est
alors lavée 2 fois avec 5 ml d'ammoniaque aqueuse 0,01 N pour élimi-
ner le mévalonate qui n'a pas réagi et ses dériveés phosphorylés.
Le farnésyl pyrophosphate retenu par la résine est élué, par agi-
tation modérée, avec du méthanol ammoniacal (5 x 5 ml). Chaque élution
dure 15 a 30 minutes. Un chromatogramme de contrdle a été réalisé
sur couche mince de gel de silice, aprés élution de la résine fig. 20.
[l reste des traces de produits réactionnels, en plus du FPP [1aC]dans
l1'éluat. Chaque produit a alors été évalué en pourcentage par rapport

a l'ensemble des pics.

P — [ — - M~ A



Fig. 20 - SYNTHESE DU FARNESYL PYROPHOSPHATE [ '4C]
DIFFERENTES PHASES DE LA PURIFICATION DU FPP
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ATP Radioactivité( Phase alcool FPP[1aC] Radicactivité Pertes
intggduite Total produits cpm protéines
AMY[T7C Jepm réactionnels
30mM 13 520 588 13 265 280 8 125 000 40 500 214 808
98,1% 60,1% 0,3% 1,58%
Tableau 16 : Synthase du FPP{14C 1 partir de 1'AMV

Rendement et Bilan de la réaction
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1-3. Calcul de 1'activité spécafique du FPHﬂaC}DFDdUlt

La radigactivité de 1"AMY introduit représente 13 520 588 cpm
pour 4,65 pmoles [R]) ; soit 2 907 653 cpm/ pmole[R]

Le FPP [19(C] récupéré aprés €lution de la résine représente
B 125 000 cpm et a eté repris apres évaparation a4 sec dans 4,8 ml

d'eau ammoniacale
so1t 8 125 000 = 2, 796 ymoles d'AMY pour 4,8 ml.
2 907 653

0,582 ymole/ml

0,582 mmole/pl

Comme i1 faut 3 AMY pour 1 FPP, nous avons donc synthétisg

0,582 - 0,194 nmole de FPP/yl
3

20 4l de FPPﬂaE]unt été comptés en scintillation liquide ; 1ils corres-
pondent & 44 965 cpm snit 48 317 DPM soit 21,7 nci,

Ceci correspond & 1085 pci/ml soit 1,085 pci/ml

L'activité spécifique est denc de 5,60 pyci/ mole
1,085)Jci/ml.

2. Mesure de l'activité squaléne synthétase

En wvue de mesurer cette activité enzymatique, nous aveons
ut1lisé la technique mise au point et testée par plusieurs @équipes
simultanément : Epstein et al., 1970, Beytia et al., 1973, Agnew et al.,
1978 a. Le farnésyl pyrophosphate marqué au [ T4C] sert de substrat. Le
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scualéne formé est identifié et quantifié par chromatographie sur
couche minge de gel de silice. L'activité enzymabtique est exprimée
en nmole de FPP[ 1%C) transformé en squaléne . minute 7 mg de proteine
ouv en nmoles de squalzne formé ‘nmole * minuke / mg de protéiner,
sachant qu'une molécule de squaléne est 1ssue de la condensation

de 2 molécules de FPP,

La suspension enzymatique (12 000 g) est préparée, dans
le tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 contenant 1 mM finale de dithio-
thréitol, selon le protocole décrit au paragraphe 5 du chapitre Maté-

riel et Méthodes.

Le milieu réactionnel standard contient

MgCly 10 oM

KF 4 mM
NADPH T mM
Gep 12 mM

G&PDH 2 unités
Protéines enzymatiques: 20 a B0 pg pour la souche sauvage
10 4 40 pg pour les souches mutantes
FPHﬂaC]1,0B5)JCi/ml ; 5,60 uci/umole: Snmoles/essai

Le volume final de chaque essai est ajusté & 0,25 ml avec

du tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 contenant 1 mM de DTT.

2-1. Protocole expérimental pour la mesure de l'acti-

vité Squaléne Synthétase

Le milieu réactionnel est préincubé pendant 10 minutes
au bain-marie & 30°C, avant 1l'adjonction de l'extrait enzymatique.
La réaction se déroule pendant 25 3 30 minutes puis elle est arrétée
avec 1 ml de KOH méthanolique (15 % p/v). Les entraineurs (ergostérol,
lanostérol, squaléne 2-3 époxyde et squaléne) sont ajoutés dans chaque
essai & raison de 1 & 2 mg/ml. tes tubes & essai sont ensuite portés

a 60°C pendant 1 heure.
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2-1-1. Isolement et fractionnement des produits

de la réaction

Les produilts réactionnels sont dans la phase nsapomifiable,
Apres adjonction d'1 ml d'eau a chaque tube, 1ls sont extraivts avec

de l'hexace .3 x 3 ml:.

Les extraits hexanigues sont évaporés a sec sous un courant
d'azote ; le résidu sec est repris avec 200 ul d'hexare, 204l sont
placés dans une fiole de comptage contenant 2 ml d'un mélange scintil-
lateur ({optiphase MP LXB) ; la radioactivité de 1'échantillon est
déterminée en scintillation liquide grace & un compteur a scintillation

LKB Wallac 1214 Rackbeta.

Le reste de la suspension est chromatographié sur gel de
silice G, dans le mélange de solvants : cyclohexane - acétate d'éthyle
(9/1:v.Nv) ; la durée moyenne de migration est de 2h30. Un profil
chromatographique caractérisant chaque produit réactionnel est obtenu
grdce & un scanner de radioactivité Berthold LB 2832 Automatic TLC-

Linear analyzer,
2-1-2. Calculs et expression des résultats

La radioactivité réelle de chaque pic est évaluée gréace
au rendement de comptage du scanner de plaque, calculé pour chaque
essal., [l représente le rapport entre la radioactivité totale donnée
par le scanner Berthold (B 2832 et la radioactivité totale donnée

par la scintillation liquide.

Aipsi pour chaque essai, 1l'insaponifiable étant repris
dans 200 .l d'hexane, si X est la radioactivité obtenue en scintilla-
tion liquide pour 20ul de la phase hexanique insaponifiable, la radio-
activité totale de l'insaponifiable sera

X x 200

= K {cpm)
20
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si Y est la radiocactivité totale, correspondante a chaque
dépat, donnée par le scanner Berthold pendant un temps de comptage
t. Y exorimé par 1'apparell en coups totaux, sera ramené en cpm.
Le rendement de comptage du scanner Berthold sera done, en pourcen-
tage

Y {cpm) x 100

2%
K {cpm} U

Pour chaque pilc, la radioactivité déterminée par le scanner
pour le temps t sera également ramenée en cpm puis multipliée par
l"iriverse du rendement de comptage pour avoir le cpm réels. L'acti-

vité spécifique sera calculée a partir de ces cpm réels.

Cette activité spécifigue est exprimée en nanocmoles de

FPP transformées par minute et par mg de protéines enzymabtiques.

Z2-7. Détermination de 1'activité spécifigue de la
squalene synthétase dans la souche sauvage et

les mutants auxotrophes pour 1l'ergosterol

Toutes les cultures sont effectuées en milieu complet YPG
liquide. Pour les mutants auxotrophes, le milieu de culture est supplé-
menté en ergostérol (2 a 4 mg/l). Les cellules sont récupérées en
phase exponentielle de croissance (absorbance comprise entre 5 et

8 soit 108 a 1,6 108 cellules/ml}.

Z2-2-1. Mesure de l'activité squaléne synthétase

dans la souche sauvage FL100

a) Activité en fonction du temps

L'activité squaldne synthétase a été mesurée pour une con-
ventration de protéines fixe de 60 pg/essai avec des 1ncubations

de 10, 20, 30 et 40 minutes.
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Les résultats obtenus montrent {(tableau 17 A et fig. 21a)
une activite de 0,47 nmole de FPP/mg/mln. Une propoctipnnalité de
la svntheése du squaléne est observée en fonction du temps ; cette

activité peut donc ftre considérée comme une activité spécifique.

b) Activité en fonction de la concentration en protéines

enzymat liques

La gamme de protéines suivante a été utilisée, pour un
volume d'ipcubation final de 0,25 ml : 0, 20, 40, 60,680,100 pgepar
essal., La durde de 1'incubation a été de 40 minutes dans un bain

marie de 3D0°C.

Les chromatogrammes reproduits fig., 22, montrent gue pour
des faibles concentrations en protéine (20 & 60 pg), seul le squaldne
apparait comme produit de la réaction. Par contre, pour des concentra-
tions supérieures & 60 pg (60 & 100 ug), on observe la synthése de
faibles gquantités de squaléene 2-3 époxyde et de lanostérol en plus

du squalegne,

Pour le calcul de l'activité squalgne synthétase nous avons

ajouté ces composés au squal&pe.

L'activité spécifique squaleéne synthétase observée est
de 0,47 nanomoles / mg / min. Une proportionnalité est également obser-
vée iri, en fonction de la concentration en protéines ; ce qui indique
que nous sommes vraisemblablement en vitesse initiale {tableau 178
et fig. 21B).

c) Influence de la température d'incubation

L'étude de l'activité enzymatique "in vitroe'", & différentes
températures , pourrait nous donner wune idée sur la sensibilité et
la thermolabilité de la protéine enzymatique. lLes températures de 25,

30, 37 et 45°C ont été retenues pour cette étude.
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Durée d'incubation SQUALENE FPP CONVERTI ACTIVITE SPECIFIQUE
‘min’! {epm) -nmoles) (nmole FPP/min/mg)
10 min 3072 0.27
20 min 6090 0,53 0,47 + 0,04 “5)
30 min 8983 0,79
40 min 12270 1,08
Protéines SQUALENE FPP CONVERTI ACTIVITE SPECIFIQUE
enzymat iques {cpm) (nmoles) (nmole FPP/min/mg)
(pg/essal)
20 pg 4178 0,37
40 ug 7264 0,65
60 ug 12470 1,11 0,47 + 0,02 (6)
80 ug 16396 1,46 )
100 rg 21651 1,93

Tableau 17 : Activité squaldne synthétase
A. en fanction du temps (avec 60 ug de protéines)

B. en fonction des protéines enzymatiques

(durée d'incubation : 40 minutes).

L'activité est exprimée en nmoles de FPP transfarmées par minute

et par mg de protéines + écart maoyen (nombre d'expériences

indépendantes).
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Fig. 21 - ACTIVITES SPECIFIQUES SQUALENE SYNTHETASE
(Conversion du FPP en squaléne et dérivés)
@ —@ ~ : en fonction du temps pour 60 pg de protéines.

O—O B : en fonction de la concentration on protéines (durée
d'incubation : 40 minutes)



Fig. 22 - ACTIVITE SQUALENE SYNTHETASE
Evolution des produits de la réaction (squalene et dérivés)
en fonction de la concentration en protéines

(duréde d'incubation : 40 minutes)
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L'extrait enzymatique a été preéincubé 15 minutes & la tempé-
rature choisie. La suite de l'expérience a été menée selon le protocole

de |z squaléne svethétase décrit au paragraphe 2-1 de ce chapitre.

Les resultats, reportés dans le tableau 18 montrent gue
1'activité squaléne synthétase est stable jusqu'a 45°C. A cette tempé-

rature, une baisse seulement de 10 % est obtenue.
d; Exigences en cofacteurs et localisation de ]'enzyme

Dans cette partie de notre travail, toutes les expériences
ont €eté réalisées soit avec des extraits acellulaires 12 000 g,
sott avec des microsomes purifiéds {lavés 2 fois avec le tampon de

broyage:, + surnageant 105, 000 g.

Nous avons étudié les exigences en cofacteurs NADPH, NADH
afin de déterminer les conditicns optimales pour une activité maximale.
Enfin, nous avons localisé 1l'enzyme dans les extraits acellulaires

en y mesurant 1l'activité enzymatique.

Les résultats (tableau 19 ) montrent que quel que soit le
pyridine nucléotide wutilisé, 1l'activité enzymatique est toujours
observée. Le NADPH donne cependant une activité optimale, tandis
que le NADH est inhibiteur ; en effet, en présence de NADH, l'activité

est abaissée de 50 %.

Le tableau 19 montre également que 1'activité est entiérement
associ€ée & la fraction microsomale ; elle est pratiquement absente
du surnageant S 105 000 g. Nous montrons d'autre part que 1'addition
de surnageant acellulaire S 105 000 g n'augmente pas 1'activité spéci-

fique liée aux microsomes.

Ces résultats 1ndiqueraient gu'aucun facteur soluble du
type " sterol carrier protein " (SCP) ni "supernatant protein factor"

(SPF)} n'est requis pour stimuler la squaldéne synthétase. Ils scnt
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TEMPERATURES | ACTIVITE
SQUALENE SYNTHETASE
259C 0,42
3geC 0,46
37°C 0,44
459C 0,42
Tableau 18 : [nfluence de la température sur l'activité
squaléne synthétase
Les activités sont exprimées en nmoles FPP/min/mg protéines.
FRACTIONS rEUFAETEURS ACTIVITE SPECIFIQUE
SQUALENE SYNTHETASE
M 0 0
1
C
R NADPH 0,50
0
5
0 NADH 0,29
M
£
S NADH + 0,28
NADPH
L
A NADPH +
: S 10500g 0,45
S
S 105 0C0g)  NADPH 0,005
Tableau 19 : ACTIVITES SQUALENE SYNTHETASE

Exigences en cofacteurs et localisation de 1'enzyme,

Les activités sont exprimées en nmoles FPP/min/mg protéines
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vn accard avec les travaux de Gavey et al., 1978 ; d'autres auteurs
‘Rilling et al. 1972) avaient suggéré la participation d'une “sterol
carrier prat-an'” dans  la  caonversion du  farnésyl pyrophosghate en

squaléne par le foie de rat.

2-2-2., Activités Squaléne synthétase dans les mu-

tants auxotrophes pour l'ergostéral

Les mesures de l'activité squaléne synthétase ont €té effec-
tuées sur des extraits acellulaires 12 000 g, suivant le méme protocole
que puur la souche sauvage FL100. Une premiére série d'expériences
a été réalisée en wvue de déterminer les concentratiuns optimales
d'enzyme 4 uliliser, ce qul nous a permis de retenir, pour l'ensemble
des mutants, des concentrations de 10, 20, 30 et 40 pg de protéines
enzymatiques par essai, a l'exception du mutant erg 16 pour leguel

nous avons utilisé 50, 75 et 100 pg de protéines par essai.

Toutes les expériences ont été répétées deux ou btrois Fois

en presenced'on témoin : la scuche sauvage FL100.

Le tableau 20 montre qu'en général, les mutants étudiés
preésentent une activité squaléne synthétase plus élevée que celle
de la souche sauvage FL100, exception Ffaite pour les mutants erg
18 et erg 12,

Pour les mutants bloqués avant la syntheése du mévalconate,
la plus forte augmentation est observée {un Facteur 5 par rapport
4 la souche sauvage). Lles autres mutants présentent une activité

augmentée d'un facteur 1,5 & 3.

Le mutant erg 18, par contre, bloqué dans l'activité squaline

époxydase, a la méme activité que la souche sauvage FL100.
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Enfin, l'activité du mutant erg 12 (blogqué dans la mévalonate

Kinase), est diminué d'environ 25 % par rapport & la souche sauvage.

L'ensemble de ces résultats i1ndique qu'une carence en stérols
cu un niveau falble de stércols pourralt déréprimer 1'activité sgualéne

svitheétase,

La dérépression la plus forte est observée dans les mutants
erg 10 et erg 11, bloqués avant la synthése du mévalonate ; par contre,
une diminution de 1'activité est observée dans le mutant erg 12,
bloqué dans la mévalonate Xinase et qui donc, vraisemblablement, accu-

mule du mévalonate.

Ces observations suggérent que le mévalonate serait impliqué

dans la synthése de l'enzyme en plus des stérols.

Le mutant erg 18 présente une activité squaléne synthétase
similaire & celle de la spouche sauvage FL100., On peut expliquer 1la
faible activité dans ce mutant par le fait que le squaliéne y est
accumulé, Le squaléne lié aux microscmes pourrait dans ces conditions
inhaber 1'enzyme et de ce fait, ]l'activité observée serait alurs
la résultante d'une dérépression de l'enzyme par carence en stérols
endogeénes et de l'inactivation par excés de squaléne. Dans le méme
ordre d'idées les mutants bloqués respectivement dans la squal&ne
2-3 époxyde-lanostérol cyclase et la 14 déméthylase présentent égale-
ment un niveau faiblement induit, ce qui permet de faire 1'hypothése
que toutes les molécules hydrophobes associées aux microsomes vont

étre inhibitrices, car non métabolisées.

En vue de vérifier ces hypotheéses, une autre méthode consaiste
a ogbtenir soit 1l'accumulation de squaléne en réalisant des cultures
anaérobies, soit la carence en stérols par limitation en pantothé-

nate,
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SOUCHES 8LGCs ACTIVITES SPECIFIQUES
ENZYMATIQUES SQUALENE SYNTHETASE
‘nmoles FPP/min/mg)
Erg 10 Acéto acétyl Coa 2,25 + 0,067 (3)
thiolase
Frg 11 HMG CuA synthétase 1,97 + 0,07 (3)
Erg 12 Mévalonate kinase 0,36 + 0,048 72)
Erg 8 Phosphomévalonate 1,11 + 0,18 (3} B
L kinage
Erg 19 Pyrophosphomévalonate 0,44 « 0,09 (3)
décarboxylase
E;; 9 Squaleéne synthétase 0
Erg 18 Squalene époxydase 0,44 « 0,05 (3)
Frg 7 Squalene 2-3 époxyde 0,60 + 0,01 (2)
Lanostérol cyclase
Erg 16 Lanostérol 0,76 + 0,02 (3)
14 déméthylase
FL100 Sauvage 0,47 + 0,02 (&)

Tableau 20 : Activités squaléne synthétase dans les mutants

auxotrophes pour l'ergostérol.



- 1M1 -

2-3. Mesure de l'activité Squaléne Synthétase en

Angérobiose

En anaérobiose les cellules de levure exigent de 1'erqosté-
rol et un acide gras désaturé (acide oléique) pour la croissance
car plusieurs étapes de la biosynthése des stérols ainst que les
étapes de désaturation des acides gras nécessitent de l'oxygéne molécu-

laire.

La premieére étape de la voie de biosynthdse des stérols
impliguant de l'oxygéne moléculaire correspond 4 la sgualéne époxydase

et donc, des cellules cultivées en anaérobiose accumulent du squaléne.

La souche sauvage, imperméable aux stérols exogenes en aéro-
biose, devient perméable dans ces conditions anaérobies. Son taux
d'ergostérol : 0,8 % en présence de faible gquantité d'ergostérol exo-
géne (2 mg/ 1) et 1,17 % en présence de fortes concentrations d'er-
gostérol exogénes (50 mg/l), passe alors & 0,2 et 0,5 % dans les
conditions anaérobies, pour les mémes concentrations, respectives

d'ergostérol exogéne.

La souche sauvage FL100 est cultivée en anaérobiose a 28° C
pendant 72 heures, en présence d'une faible concentration d'ergostérol

{2 mg/l) et en présence d'une forte concentration d'ergostérol (50 mg/l).

Dans les deux cas, l'acide gras désaturé (acide oléique)

a été fourni 4 raison de 50 mg/l.

absorbance de 1'inoculum : 0,075 pour la culture & faible concentra-
{700 nm) tion d'ergostérol exogéne (2 mg/l)
0,05 pour la culture & forte concentra-

tion d'ergostérol exogéne (50 mg/l1).

A la fin des cultures, l'absorbance est lue et les cellules

sont comptées A 1'hématimtre (cellule de Malassez) (Tableau 21).
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ﬂ:llleux de culture absorbance nompre de cellules/ml
YPG + ergostérol 2mg, 1 1,58 3,2.107
+ ac oalérque 50 mg/);
YPG + ergostérol 50 mg/l) 4,05 7,6.107
+ ac oléigue (50 mg/l)

—

Tableau 21

4 lavages sont ensulte effectusés ; le premier lavage avec
du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 additionné de tergitol 1 % (v/v} ;

les lavages sulvants sont faits avec le tampon phosphate sans tergitol.

Les extraits acellulaires sont préparés selon le protocole

décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes.

Les mesures de l'activité squaléne synthétase ont €té réa-
lisées pour les concentrations d'enzymes suivantes : 0, 25, 50,

75 }Q/ml final.

Le tableau 22 montre que dans les cultures supplémentées
par une quantité limitante d'ergostérol, l'activité squaléne synthétase

observée est similaire 3 celle observée en aérobiose.

Par contre, pour les cellules cultivées en présence d'un
exces d'ergostérol, 1'activité squaline synthétase est diminuée d'un

Facteur 2 environ.
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Ces résultats indiquent qu'une dérépression de la squaléne
synthétase ne peut pas étre obtenue en anaérobiose. Ceci peut étre
correld 4 l'accumulation de squaleéne observée dans les cellules anaé-
robres. par contre un excés d'ergostércl pourrait réprimer |'activité

squaléne synthétase,

Cependant, les cultures anaérobies impliguent des conditions
tout & fait particuliéres sur le plan du métabolisme cellulaire {absen-
ce d'oxygkne). Nous avons alors recherché des conditions de cultures

aérables pouvant permettre de carencer la levure en stérols.

Les travaux de Servouse et Karst (1986) ont montré qu'il
est pratiquement 1mpossible d'abalsser significativement le taux
de stérols des mutants auxotrophes pour les stérols. En effet, lors-
qu'lls sont cultivés en présence d'une concentration optimale d'ergos-
térol exogéne (2 mg/l}, leur teneur en stérols est de 0,3 %, La carence
en stérols endogénes augmente considérablement le temps de génération
et la croissance s'arréte avant que la teneur en stérols ne diminue

4 ]'extréme,.

On peut alors affirmer que dans les conditions aérobies,
les mutants auxotrophes pour l'ergostérol sont en situation de carence
en stérols endogérnes., Seule la souche sauvage pourrait alors étre
utilisée pour carencer de fagon significative les cellules, sans
que ceci ne nuise dramatiguement au métabolisme cellulaire., Les travaux
de Hosono et al. (1974) ont d'ailleurs démontré gue des souches de
levure carencées en pantathénate présentaient une diminution de 75 %

de leur teneur en stérols.

2-4. Effets de la carence en pantothénate sur la teneur
en ergostérol et l'activité spécifique sgualéne

synthétase.

Le pantathénate est une vitamine du groupe 8, indispensable

4 la croissance des cellules de levure. Cette malécule intervient
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dans la synthése de 1l'aci3tyl COA. Ce dernier est une plaque tournante
entre différentes voies métaboliques, 11 intervient en pacticulier

dans la synthése des acides gras et des lipides.

Nous avons reconstitué le milieu YNB, sans amino-acaide,
n1 sulfate d'ammonium, 1'hydrolysat de caséine représentant la seule
source d'azote. La composition du milieu est décrite dans le chapitre

Matériel et Méthodes.

Une gamme de concentrations croissantes en pantothénate
(0 & 80 pg/l) est rédalisée pour étudier 1'effet de la vitamine sur

la croissance et la biosynthi&se des stérols.

Les résultats reportés dans la figure 23 montrent une linéa-
rité de la ccroissance entre 30 et 45 g/l ; la courbe atteint
ensuite un plateau & partir de 45 jg/l correspondant vraisemblable-
ment 4 un seuil de saturation. La croissance cellulaire est extré-
mement ralentie entre 0 et 30 ug/l. Parallelement 1'évolution de
la teneur en stérols a été étudiée pour des concentrations en panto-
thénate de 15, 30 et 45 pg/l. Lles résultats (tableau 23) montrent
que la temeur en stérols augmente avec la concentration en panto-
thénate pour atteindre le taux normal de la souche sauvage & partir

de 45 pg/l.

Avec une concentration treés limitante en pantothénate (15ug/1)
la teneur en stérols observée est tres faible (0,3 %), valeur égale-
ment obtenue dans les mutants auxotrophes pour les stérols et qui

ne peut étre abaissée davantage.

Nous avions donc 13, un systeéme permettant de carencer la sou-

che sauvage en stérols.

Fst-ce gue cette carence en stérols va directement bloguer
la croissance cellulaire ? lLa réponse est vraisemblablement non car
1'adjonction d'ergostérol dans le milieu de culture, n'augmente pas

la masse cellulaire en phase stationnaire.
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Conditions Milieux Activités spécifiques
Squaleéne synthétase
(nmole FPP/min/mg}
A Ergostérol 50 mg/l 0,23 + 0,03 (2}
:: +
E Acide oléique 50 mg/l
: A
8 Ergostérol 2 mg/1 0,42 + 0,04 (3)
é Acide oléigue 50 mg/1
S
£
*’E’* Pantothénate 15 pg/l 0,42 = 0,02 /2)
R
g Pantothénate 45 1,g/1 0,44 (1) B
I
g Contréle FL100 0,47 (1) c
£
Tableau 22 : Activité sgualgne synthétase en fonction des conditions

de culture (socuche sauvage FL100)
A - Anaérobiose en présence d'un excts d'ergostérol et
d'une quantité limitante d'ergostérol

B. Adrobiose en fonction de la concentration en pantothénate

C - Témoin de contrdle.
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Pantothénate Polds sec % stérols
{ug/1 mg/ml culture

150/t 2,3 mg g,3 %

304g/1 5 mg 0,52 %

454g/1 12,1 mg 0,71 %

Tableau 23: Evolution du taux d'ergostérol en fonction de

la concentration en pantothénate

taux d'ergostérol

! pourcentage par rappoct au poids sec
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Néanmoins, dans ces conditions de carence en pantothénate,
Servouse et Karst (1986), ont pu montrer une dérépression de |'acéto-
acétyl (oA thiolase et de 1'HMG CoA synthétase, respectivement,
d'un facteur 2,5 et 2, l'activité HMG CvA réductase restant pratique-

ment inchangée.

L'activité squalene synthétase a €té mesurée dans la souche
sauvage cultivée en milieu minimum, supplémenté (45 pq/l) ou carencé

en pantothénate (15 g/l).

Les résultats (tableau 22) montrent que dans les 2 conditions
de cultures, la méme activité squaline synthétase (0,42 nmoles FPP/
mg/min) est observée ; ceci indique de plus que, par une carence
en pantothénate qui diminue fortement la teneur en stérols, 1l n'est

pas possible d'obtenir la dérépression de la squaléne synthétase,
2-5. Mesure de l'activité squaline synthétase dans des
souches porteuses de plasmides multicopies
Les genes codant pour les activités mévalonate kinase ERG
12 et squaléne synthétase ERG 9, ont été isolés au laboratoire

{Qulmouden, Fegqueur, résultats non publiés ; Richard 1986).

Conditions de cultures

Dans cette partie du travail, les cultures ont été réalisdes
en milieu YPG liquide, & 28°C pendant 15 heures. La perte de plasmides

est, dans ces conditions, trés faible,

Les extraits acellulaires (12 000 g) sont préparés comme

décrit dans la section 5, paragraphe 5-1 de Matériel et Méthodes.
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Sous  avons  etudié  l'activité squaléme synthétase dans le
clone transformé par le plasmide p MF 13 porteur du géne ERG 9 ,
cccant pour la squalene synthétase. Ce plasmide, porteur de l'origine
de réplication de 1'ADN 24 de levure, correspond & un vecteur mylbi-
copies présent dans les cellules de levures a environ 50 copies.
les activités obtenues dans des souches transfarmées par ce vecteur

sont augmentées en moyenne de 10 & 25 fois selon les geénes clonés.,

L'activité spécifique obtenue dans le clone erg 9 pl MF
13 est de 0,65 nmole FPP/mg/min, c'est-a-dire une activité augmentée

d'un facteur 1,5 par rapport & la souche sauvage (tableau 241},

Cette augmentation faible d'activité obtenue, peut é&tre soit
la conséquence d'une mauvaise expression du ggne clonéd, soit due
4 une mauvalse 1intégration de 1'enzyme, synthétisé & partir du plas-

mide, dans le réticulum endoplasmique,

Par ailleurs, nous avons étudié l'activité spécifique squaléne
synthétase dans wune souche erg 12 , transformée par le plasmide
p AD1, porteur du géne ERG 12 . Cette mesure a eté effectuée car
le mutant erg 12 est 1'un des seuls mutants auxotrophes pour les
stérols qui ne présentait pas une dérépression de l'activité squalzne
synthétase mais une diminution de l'activité par rapport a la souche

sauvage,

L'activité spécifique mévalonate kinase dans la souche trans-
formée erg 12 ura 3 est augmentée d'un facteur 25 par rapport 2 la

souche sauvage.

Il était donc intéressant de savoir si la restauration de
1'activité mévalonate kinase ou éventuellement son augmentation par
le biais du g®ne cloné sur plasmide multicopies, allait rétablir
une activité spécifique pour 1la squaldne synthétase, comparable a

celle de la souche sauvage FL100.
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SOUCHES ACTIVITE SPECIFIQUE
SQUALENE SYNTHETASE
[nmole FPP/min/mg
Erg 12 pl AD; 0.89 + 0,04 (3)
Erg 9 pl MF 13 0,65 + 0,05 (3)
|
Erg 12 0,36 + 0,04 (2)
Erg 9 0
FL100 0,47 + 0,02 (6)
FL100 ura 3~ 0,42 + 0,04 (2)

Tableau 24: Activités squal&ne synthétase dans des souches
porteuses de plasmides multicopies
Témoins : erg 12
erg 9
FL100
FL100 ura 37
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La mesure de l'activité spécifigue squalgne synthétase sur
un extrait acellulaire de la souche transformée montre une augmenta-

tion d'un facteur environ 2 par rapport 4 la souche sauvage {tableau 2’ )

IIT - CONCLUSION

L'ensemble des résultats obtenus montre que l'activité spéci-
fique squalene synthétase de levure pourrait étre régulée par les
besoins en stérols de la cellule. En condition de carence en stérols
endogenes, l'enzyme pourrait étre induite {(mutants auxotrophes pour
les stérols) et réprimée en présence d'un exceés de stérols ({anaéro-

bicse).

Toutefois, plusieurs autres observations tendraient a montrer
que l'ergostérol ne serait pas la seule molécule régulatrice
~ d'une part, parce que dans les conditions de carence en anaérobiose,
on n'observe pas une plus forte induction de la squalgdne synthétase,
- d'autre part, parce que la carence en stérols obtenue par carence

en pantothénate nre conduit pas 3 une dérépression de 1l'enzyme,

Si l'on se réfeére au tableau 20 présentant les éctiuités
squaléne synthétase dans les différents mutants auxotrophes on observe
gue 1'induction la plus forte (facteur 5), est obtenue dans les mutants
bloqués avant la synthése du mévalonate. Pour les autres mutants
{auxotrophes) bloqués apreés la synthtse du mévalonate, l'augmentation

n'est que d'un facteur 1,5 & 2.

Une exception : le mutant erg 12, bloqué dans l'activité
mévalonate kinase et qui logiquement devrait accumuler du mévalonate.
L'activité spécifique squaléne synthétase est diminuée de 25 % environ

par rapport a la souche sauvage.
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Ces resultats suggérent que la synthése de la squaline synthé-
tase pourralt eégalement étre réqulée par la concentration intracel-
lulaire d'acide -évalanique. En effet, une forte induction de l'enzyme
est obtenue lorsque le mévalonate n'ed pas synthétisé {mutants erg 10
et erg 11) : une répressian est observée lorsque le mévalanate s'accu~

mule (erg 12).

L'activité spécifique observée dans la souche erg 12 transfor-
mée par le plasmide p AO?, porteur du g&ne ERG 12 fonctionnel (acti-
vité mévalonate kinase x 25) est augmentée d'un facteur 2 par rapport
4 la souche sauvage, ce qui conforte naotre hypothése, dans la mesure
ol dans cette souche (sauvage phénotypiquement), 1l'induction serait
abtenue par un faible taux de mévalonate intracellulaire conséqguence

de la surexpression de l'activité mévalonate kinase,

La synth&se de la squaldéne synthétase pourrait donc €etre
réqulée et par la teneur en stérols et par la teneur en acide méva-

lonique.



CHAPITRE VI

REGULATION DE LA SQUALENE EPOXYDASE
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La squalene épuxydase est l'enzyme de la voie de biosynthese
des sférols cur permet 1'introduction d'un atome d'oxygeéne moléculaire
dang e squa.zre. Celte eétzpe condult par la suite & la cyclisation
du sgualene #poxyde formé, soit en lanostérol dans les cellules anti-
males et le 2bvilum non photosynthétique, soit en cvcloarténoct dans

le phvilum phoyitosvpthet ique.,

L'enzyvme appartient au groupe des monuoxygérases ou oxydases

3 fonctions mixtes - OFMY,

Les enzymes de cette catégorie i1nterviennent au niveau de
nombreux mélabolismes : biosynthése des stérols et transformaticon
en stéraides ‘Sih, 1969}, désaturation des acides gras ; au niveau
des hépatocytes, elles interviennent dans les réactiaons de détoxi-
Fication ot elles bydrolysent 1les drogues, favorisant ainsi leur

dégradation et leur élimination (Estabrook et al., 19711,

Les  monooxygénases Llncorporent un atome d'oxygene molécu-
laice dans le substrat, tout en reéduisant 1'autre atome sous forme
d'cau, Elles peuvent étre classées en 2 groupes, et la stoechiométrie
des réactions qu'elles catalysent peut étre représentée de la maniere

sulLvante

RH+DQ+H2A‘_‘_‘+R-OH+A+H20

RH est le substrat

- Dans 1'un des groupes, le donneur d'électrons lors de la catalyse

correspondrait au noyau Fe tétrapyrrol : cytochrome P450 1svenzyme
"lanostérol 14 w déméthylase, sléroide 11 B hydroxylase} ou cytochrome
B5 * .tty acid desaturase).

- L'autre groupe fonctionnerait avec des coenzymes flaviniques de

type FAD et FMN (xanthine oxydase).
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Les travaux de Andreason et Stier (1953 ont montré que
les cellules de levures cultivées en anaérobiose sont 1ncapables
de syothétser ce l'ergostérol, le squaléne s'accumulant d'une maniére
impartante. Tect leur a permis d'émettre 1'hvpothése que (g trans-

formation du squaléne en stérols exigeait de 1'oxygéne molécularre.

L'isolement des mutants bloqués dans la syntheése des porphy-
rines chez la levure a permis de préciser les gtapes métabolioues

oU 1nterviennent les enzymes porphyriniques

- resplration
- désaturation des acides gras
- réduction du sulfate en soufre rédurt, assimilable dang

les acides aminés.

Dans ces mutants, on gbserve une accumulation de lanostérol
a1ns1 que de squalene. Cec: suggéralt donc que la squaléene époxydase
de levure n'était pas une enzyme A porphvrine mais plutdb, une enzyme
flavinique, contrairement & la lanostérol 14 O déméthylase qui serait

une enzyme parphyrinique.

I — CARACTERISTIQUES DE LA SQUALENE EPOXYDASE

La squaléne époxydase a ¢€té abondamment #8tudiée dans le
foie de rat (Tchen et al., 1957, Yamamoto et al., 1970, Tai et al
1972, Ono et al., 1975, Fferguson et al., 1977, friedlander et al.,
1980), L'enzyme est stimulée par des protéines sclubles appelées
"supernatant Protein Factor" {SPF} et "Sterocl carrier protein" {(SCP)
{Srikantaiah et al., 1976, Chin et al., 1984). L'activité enzymatique
est également stimulée par le triton X 100 ; elle est par contre,
complétement détruite par le désoxycholate, et ne semble pas affectée
par les 1nhibiteurs des monuoxygéndses a cytuchrome P450 [ Yamamoto

et al.,1970).
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L'enzyme est associgée aux  fractions microsomales et ge
compese, 4pres solubilisation, d'une MNADPH-cvtochrome P450 réductase
et d'une oxydase terminale. La masse moleculaire seraitt de 47000

‘Ono et al,, 1977 et 1980). L'activité optimale est obtenue a oH 7,5.

Trés peu de travaux ont été réalisés sur l'enzyme de lewvure.
Jahnke et Klein (1983), ont étudié les exigences de 1'enzyme, en

oxygkne chez Saccharomyces cerevisiae ; mals les travaux les plus

approfondis ont été réalisés sur les levures pathogénes de type Candida

albicans {Ryder et al. 1984 et 1986) et Candida parapsilopsis {Paltauf

et al,, 1985),

La squal&ne époxydase de Candida exige un  réducteur du
type NADPH ou NADH, et du FAD . La stimulation de 1l'enzyme, par une
protéine soluble du surnageant (SCP ou SPF) n'a pas pu étre recon-
Firmée chez Candida albicans . le triton X100 et le désoxycholate

ont des effets inhibiteurs sur 1l'enzyme.

Nous avons étudié l'activité squaléne époxydase de lewvure ;
d'une part, parce que l'enzyme n’a pratiquement jamais été étudiée
chez la levure, et d'autre part, parce que l'enzyme pouvait corres-
pondre a une étape régulée ou limitante dans la biosynth&se de 1'ergos-

téral.

IT - MESURE DE L'ACTIVITE SQUALENE EPOXYDASE

La mesure de 1'activité squaléne é€poxydase supposait la

mise au point d'un test fiable,

Pour salubiliser le squaléne substrat, les technigues,
couramment rapportées dans la littérature, utilisaient des solvants

organiques caomme les mélanges dioxane-propyléne-glycal — 2:1 {v/v),
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lI'"hexane, ou des détergents : Llween 80-acétone (20 mg/ml). Cette
solubilisation étalt nécessaire pour faciliter la dispersion du subs-
rrut Nvdroonuobe dans le mialieu réactionnel et permetbre son transfert
sur les sites catalstigues. Ces procédés ont ébté ubilisés avec succes
pour etudier la scualene époxydase dans le fole de rat "Gavev =t

al., 1978}, chez Candida albicans (Ryder et al., 1984, chez Candida

parapsilosis (Paltauf et al., 1984) ou encore des extraits égétaux

{Benveniste et al., 1970},

Nous nous sommes  1nsplrés de ces travaux pour essayer de
mettre au pownt une méthode de mesure de l'activité spécifique sgualéne

époxydase de levure, "in vikro",

1 - Utilisation Ju squalene [ 14 C] exogéne comme substrat

Le squaléne [ 14 C] est solubilisé dans les mélanges : Lween
80-acétone (20 mg/ml), tween 80-hexane (1 mg/ml), propvléne glycol-
dioxane 2:1 {v/v). La source enzymatique est un extrait acellulaire
{12000 g} ou des microsomes, préparés comme décrit au paragraphe 5 de

Matérie]l et Méthodes.

Le miltieu réactionnel contient
MgCl, 9,6 mM
NADPH D,Ba mM

GeP 12 mM
FaD 004 mM
G&PDH 2 unités
KF 4 mM

Squalzne [ 1% C) 5 a 50 nmoles
enzyme : extrait acellulaire 12 000 g 1 500 & 1 000 ug/essai
Micrusomes : 80 a 120 ug.
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La rdaction se déroule au bain-marie & 310° pendant 30 3
£0 minutes : clle est ensuite urrétée par addition de KOH méthano-
Ligue 12 % "p v, . purs portée a 20°C pendant &0 minutes. Les produits
de 1la fraction 1nsazponifiable sont extraits avec de l'hexane ou
de l'éther de pétrole, aprés adjonction d'un volume d'eau. Le solivant
est ensuite Evaparé sous azote afin de concentrer les prodults de
réaction dans un plus petit volume. Une chromatographie sur gel de
s1lice est effect_.ée dans le systeme de solvant cyclohexane - acétate
d'éthyle 9:17v/v) pour le fractionnement et l'analyse des produits

de 1l'insaponifiable.

L'incubation de 2 a 5% nmoles de sqgualéene | 14 C] pendant
1 heure, en présence de 80 & 1000 pg de protéines enzymatigues {ex-
trait acellulaire 12 000 g ou microsomes), ne révele qu'une trés
faible activité squalne époxydase (tableau 22 ). Environ 10 % seulement
du squaléne est converti en squaléne époxyde, lanostérol et ergostérol,

dans le meilleur des cas {(tween 80-acétone].

Ces résultats pouvaient signifier que le squaléne exogéne

ne peut étre utilisé comme substrat par 1'enzyme, L'hypothese la
>lus 1mmédiate pour expliquer la trés faible activité squaléne époxv-

Jdase observée pourrait étre que

- l'enzyme soit inactivée lors de la préparation ou tres

sensible aux détergents et aux solvants.

Cette hypothese a pu étre exclue car 1l'incubation d'acide
mévalonique ou d'lPP en présence d'un méme surnageant acellulaire,
contenant les mémes cofacteurs, conduisait & une synth&se appréciable

de squaléne, de squaléne époxyde et de lanostérol.

Jahnke et Klein (1983), ont pu mesurer une activité squaléne

époxydase, en incubant du squalgne li1é & des microsomes tinactives



ProoouLts i Surnageant agcellulaire | Micrcsomes FL122
| ractionnels 12 000 g
) 1
squaléne 9 373 62,5 % i 559 70,4 %
Lcpm}

Soualene

2-3 époxyde 795 9,3 % B57 5.7 %
Copm)

Lanpstéro! 685 4,56 % 1 097 7,3 %
opm

Ergostérol 154 1,02 % 193 1,28 %
‘cpm}

Activité sq, 0,034 0,045

époxydase

nmole/min/mg

Tableau 25

95 nmoles de squalgre libre, d'origine exogéne, scont i1ncupés

en présence de microsomes ou d'un extrait acellulaire 12 000 g d'une

ut1lisation de squaleéne [ 14 C)

: Activité squalene 2-3 époxydase :

souche sauvage FL100, pendant 60 minutes,

Les

a la

pourcentages

radigactivité du

exprimés ont #té

substrat

introduit

calculés

dans

exogéne comme substrat,

par

chague
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ewooc des microsones fraichement ordpasrés. Le sgualéne 11é gux micro-

sumes a éteé préocdre 3 gartir de culbure anaérobae.

“ous avons Jdécide d'utiliser la néme technigue 3 cependant,
2 la place des cultures anaérobies, l'utiulisatien du mutant erg
bloque dans {'activ:ité sguslére dpoxydase. nous s pard plus sunple

pour obtemic du sgualéne 118 aux microsomes.,

2 - Utilisation du squaléene [ 14C] endogéne [ié aux micro-

sSomes

La souche mutante erg 1, bloquée dans la squaléne synthétase,
4 6té marquée 3 1'acétate | 14 ¢ 1,en wue drobtenir du squaléne 118
aux membranes. Lda source enzymatbtigue et les microsomes ont éteé préparés
comme décrit dans Matériel et Méthudes. Le taux de sgualéne radivact:f
dans les microsomes a été dosé selon la technigue de Rothblat et

al., 1962, reporté dans ‘atériel et peéthodes paragraphe 8.

Le milieu réactionrnel contient

Mcl, 9,6 mM
NADPH 0,84 mM

G6P 12 mM

FAD 0,04 mM

KF 4 mM

G6PDH 2 unités

Substrat {Microsomes erg 1) 10 nmoles de squalene ['4C]

Enzyme : Microsomes B0 a 120 pg/essal

extrait acellulaire 12 000 g : 500 a 1 000 pg/essa:.

L'incubation de 10 nmoles de squaléne [ 14 0] 1ié aux micro-
sames, e0 présence de caoncentrations wvariables de protéines enzymaby -
ques de la souche sauvage, ne révele qu'une trés faible acbivité
squaléne époxydase 123 4 % seulement du squaléne radioactif est trans-
formé en squsléene éZpoxyde, lanostérol et ergostérol en 60 mnutes

{tableau 26 et fig. 24).
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Microsomes FL100 Surnageant 12 InN0 g -—T
FL10DO

2-3 époxyde ‘Cpm.

Lanostérol ‘cpm!

Isqualene cpmt 12 297 8, % 12 07 82 %
{SGualene 504 3,4 0% 1173 0,75 %
|

102 0,7 %

[N
~d
]
L=
W
"]

frgostéral .cpm’ 42 0,3 % 54 0,35 %
(ACtLVltBS squaléne 0,048 {7 0,017
epoxydase

nmale/min/mg

Tableay 24 1 Actavité Sgqualene €poxydase

- - 4| .
utilisation de squalene [1% C] [1é aux microsomes, comme

substrat

10 nmoles {15 000 cpm) de squalene lié aux micrasomes de

la souche Erg 1

ont été incubés en présence de microsomes de FL100

cu d'un extrait acellulaire 12 000 g pendant 60 mip.

Les pourcentages reportés dans le tableau ant été calculeés

par rapport 3

la radioactivité du substrat dans chague essdal.
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Fig. 24 - ACTIVITE SQUALENE EPOXYDASE
Utilisation du squalene [14C] 11€ aux microsomes

en présence de microsomes actifs d'une souche étrangére
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Ces résultats n'ont pas pu étre zméliorés, méme en Faisant

carier la voantirte de substrat microsumes radivactifs .,

Ces resultats suggerent que le squaléne lié aux microsomes
tnacti1fs 23 17 ne peut s'échanger avec les microsomes Etrangers

acti1fs (FII0D 7,

Ces observations semblent indiquer que la squalene synthe-
tase et la squaiéne épuxydase peuvent étre associées dans un méme
cumplexe enzymatique et que, seul le squaléne, exclusivement synthétiseé

dans le complexe, peut eétre le substral de la sgualéne époxydase.

Dans ce cas, l'activité enzymatigue ne peut étre mesurée
qu'en présence de squaléne synthétase ; le Farnésyl pyrophosphate

esl alors le substrat de la réaction globale.

3 - Utilisation du FPP [M C] comme substrat

Le farndsyl pyrophosphate [ 1% Cl a été synthétisé selon
le protocole de Popjak, décrit dans le chapitre Reégulation de la

Sgualéne Synthétase.
¥

3-1. Incubatian avec des cellules perméabilisées

Dans un premier temps, nous avons incubg le FPP [1aC] nun
pas avec un surnageant acellulaire, mais avec des cellules perméa-
bilisées, cec1 afin de détruire le moins possible les structures
membranaires et montrer que l'enzyme pouvait fonctionner dans ces

conditians,

Le protocole utilisé est décrit au paragraphe 7-2 de Matériel

et Méthodes.



C'incuost ion de 5 nmoles de FPP [ 14 CJ] pendant 2 heures,
cendult  rets ces condittions, a  la svnihese de squal®ne, squaléne
I-3 Bpox.oe, lanostérol et vrgostércl, les produtts majeurs
dtant le saualBre et te lanostérol . Fig. 25..

"

L'utilisation de ce type de systéme "in vitre", n'est frazle
pour la mesure de l'activiteé spécifique squaléne époxydase, que 51
c'est cette dermiere qul limite la réaction glaobale de conversion

de FPP en sgualéne époxyde.

Les expériences de marquage & 1'acétate [ '% €] awnst que
I'incubation de TPP [ '% C] en présence de cellules permdabilisées,
unt  révéleé que le squaléne 2-3 époxyde ne s'accumulari pratiquerent
pas dans les cellules mais qu'il était prioritasirement converti

en lanpstérol et gque le poul de squalene ne se résorbait gue lentement,

fecy nous a permis de faire 1'hypothése que la sgualéne
epoxydase pourralt étre une enzyme a faible activité spécifique par
rappurt 3 la squaléne  synthétbtase et la squaléne 2-3 dpoxvde-lanos-

rarol ooyelase,

Dans ces conditions, 11 €tait alors possible de rechercher
les conditions o0 la squaléne synthétase serait en exces et la squalene

époxydase en vitesse initiale afin de mesurer son activité spécifigue.

Un essai de contrdle, réalisé sur un extrait acellulaire
pendant 30 min & 30°C a révélé une bonne activité squaléne époxydase.
wous avons alors préféré l'utilisabtion d'un extrait acellulaire aux
cellules perméabilisées pour obtenir une activité spécifique plus
fiable, et éviter une éyventuelle 1nactivation de 1'enzyme par les

solvants de oerméabllisation{figure 26),
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25 ¢ Activité squalene 2-3 gépoxydase
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.
] N |
Lanoatérol Squaiéne Squaléne Se————
2-3 époxide Migration

f1g. 26 - Distribution des produits réactionnels de la squaléne synthé-

tase et de la squaleéne époxydase
incubation de S nmoles de FPP [ 14(] pendant 30 minutes

avec 600 g de proteines enzymatiques 12000 g
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3-2. Incubation du FPP [ T4C] avec un extrait

acellulayre 12 000 q ou avec des microsomes

L-s exlraits enzvmatiques ont €té préparés comme déerik

paragraphe 5 de Matériel]l et Méthodes.

Le milieu r2actionrel contient

MgCl, 10 mM
G&P i 25 mM
“ADPH 5 mM
KF 4 mM
FaD 0,06 mM
G6FDH 2 uniteés

FPR[T4C] 5 nmoles

Extrait enzymatique 12 000 g : 250 & 1 000 pg/essar {(FL100)
65 a4 125 pg/essal (Mutant)
Microsomes : 80 2 350'Fg/essai.

te milieu réactionnel est préincubé au préalable, 10 a
15 minutes dans un bain-marie a 30°%C, avant adjonction de 1'extrait

enzymatique.

La réaction se déroule pendant 30 minutes. Elle est arrétée
au bout de ce temps par addition de potasse meéthanoligoe (KOH) 15 %
{p/vi. Les essals sont ensuite portés a 60°C pendant 30 minutes,
aprés adjonction de stérols entraineurs. Les produits de la fraction
insaponifiable sont extraits avec de 1'hexane ou de l'éther de pétrole
(3 x 3 ml), Le solvant d'extraction est évaporé sous azote et les
produits réactionnels sont repris dans un faible volume de solvant
(hexane ou ether de pétroie). Une chromatographie sur gel de silice
est ensuite réalisée dans le systéme de solvants cyclohexane-acétate
d'éthyle pour le fractionnement et 1'analyse des produits réaction-

nels.
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J-2-1. Mesure de l'activité sgualéne époxydase dans la

souche sauvage FL100

a) activitd squaléne #ooxvydase en fone-
tion de la concentrabion en orotéines

et en fonction du temps

Pour des conoentrations croissantes de protéines enzymatigues
12 000 g 250 4 1 000 pgl, l'excés de squaléne synthétase est
obtenu & partar de 600 ug, en incubant 5 nmoles de FPP [ 1% C] pendant
50 minutes, Dans ces conditions, 35 &4 100 % de farrésv] pvrophosphate
sgnt comertis en squaléne, sgualéne 2-3 époxyde, larostérpl, avec
un résidue plus polaire, correspondant wvraisemblablement 3 des produits

de deégradation du FPP (fig. 27 et28),

Pour des concentrations en protéines de 600 ug, 750 pg
et 1000 pg, la somme des produits réactionnels correspondant a la
squaléne synthétase, reste constante, ce gul 1ndique que la squalene

synthetase est bien au plateau.

Dans ces conditions, la sgualéne époxydase correspondant
& la somme squalene 2.3 époxyde et lanostérol formés, est linéaire

en fonction des protéines jusqu'a ?SO‘FQ {tableau 274;.

L'expérience a été répétée en fonction du temps avec 600}Jg
de protéines. La fig. 27 confirme que la squaléne synthétase est
4u plateau au bout de 30 minutes, alors que l'activité sgualéne époxy-
dase egt linéaire pendant 60 minutes. L'activité spécifique Squaléne
époxydase observée est, dans ces conditions, de 0,10 nmoles de FPP

transformé + 0,02 (tableau 27B).

Dans cette réaction le FPP est converti & 100 % en squalene,
par contre ce dernmter n'est consommé qu'ad 30 % dans le méme temps

£30 minutes!.
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Ourée d'incuba- Squalene 2-3 FPP converti Activité spécifique
tion (min) époxyde _cpm’ ‘nmoles) {nmole FPP.'mg/min’
15 min 1732 0,57
30 min 3 807 1,5
45 min 5 100 2,1 0,083
60 min 6 802 2,83
75 min 6 785 2,82
90 min 6 702 2,79
Protéines enzyma- Squalene 2-3 FPP converti Activité spécifique
tiques ( ug/essai)| époxyde (cpm) (nmoles) (nmole FPP/min/mg)
250 pg 1 511 0,50
500 pg 3 560 1,20 0,106
750 pg 7 058 2,35
1000 ug 6 470 2,15
Tableau 27 : Activité squaléne époxydase (souche sauvage fL100)

A - En fonction du temps, pour 600 pug de protéines enzymatiques

B - En fonction de la concentration en protéines enzymatiques ;

durée d'incubation :

30 minutes




Fig. 27 - ACTIVITES SPECIFIQUES SQUALENE EPGXYDASE
A - Activité squalene synthétase et squaléne époxydase en
fonction du temps : incubation de 600 pg de protéines 12000 g
*----3 conversion du FPP en squaléne et dérivés

@ —@ conversion du FPP en squaléne 2-3 époxyde et dérivés

B - Activité squaléne synthétase et squalene époxydase
en fonction de la concentration en protéines
lncubation pendant 30 minutes avec un surnageant 12000 g
#-----9% conversion du FPP en squaléne et dérivés

@ —@ conversion du FPP en squaléne 2-3 époxyde et dérivés.
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Flg. 28 - Activité squalene €poxydase
Evolution des produits réactionnels : squaléne 2-3 époxyde
et dérivés en fonction de la concentration en protéines

{(durée d'incubation 30 minutes)



b} Exigences en cofacteurs
L'2tude des exigences en cofacteurs | permet une meilleure
connaissance des caractéristiques d'une enzyme. 0Oe nombreux Lravaux
ont eété réalisés & ce sujet, sur la squaléne époxydase de fowe de
rat [Tchen et al., 1957' et chez Candida albicans (Ryder et Dupcnt

1984) .

Aucune recherche n'avait pratiquement été menée sur les

exigences de l'enzyme de levure, Saccharomyces cerevisiae.

Nous avons utilisé des microsomes lavés par centrifugations
successives, comme décrit dans Matériel et Méthodes paragraphe 5-2.
Ces lavages étaient nécessailres afin d'éliminer toute activité prove-

nant de facteurs solubles du surnageant acellulaire

L'incubation pendant 60 minutes a 30°C, en présence de
350 pg de protéines microsomales awnsi préparées, révele une activité
squaleéne époxydase normale. L'adjonction de 350 wpqg de protéines du
surnageant 105 J00 g ne condult & aucune amélicration de l'activité
enzymatique (tableau 28 ). Ceci prouve bien qu'aucun facteur protéique
saluble n'est reguis pour l'activité squaléne epoxydase de lewvure.
ducune activité n'est décelée dans le surnageant 105 000 g, ce qui

prouve que l'enzyme est totalement associéde  aux  microsomes,

De plus, la synthése du lanostérol est observée dans les
microsomes ainsi lavés , ce qul prouve nettement gque la sgualéne
gépoxyde-lanostérol cyclase est également associée aux mlcrosomes
et non soluble comme cela a été décrit par Dean et al., 1967 puis

Schechter et Blach 1970,

L'étude des exigences en cofacteurs {NADPH, NADH, FAD1,
montre (tableau 28) que le FAD est indispensable pour 1l'activité

enzymatique. L'activité optimale est obtenue avec le NADPH plutot



Fractions Cofacteurs Activité scualéne 2-3
;DQ\,dSSB
nmoles FEF =in mg
H 0 0
[
€ FAD + NADPH 0,16
R
0 NADPH -
5
0 FAD + NADH
H + NADPH 0,067
£
5 FAD + NADH 0,052
L NADH -
A
\ FAD + NADPH
£ + 5 105000 g 0,15
S
S 105 000 g |FAD + NADPH 0,003
Tableau 28 : Activités squaléne époxydase

Exigences en cofacteurs et Jocalisation de ]'enzyme



Fig. 29 - ACTIVITE SQUALENE EPOXYDASE

Exigences en cofacteurs.
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qu'avec le NADH. (e dernier a des effets inhibiteurs sur le complexe

cnzvmagt 1que gqualfne synthétase-squaléne époxydase fig. 29},

Comme  1'€paoxydation du squalene exige de l'oxygenc molécu-
laire, nous awvons vérifié gque 1'oxygéne n'était pas Limilant dans
nos  conditions d'incubattion. Pour cela, nous avons alors réalisé
ros btests dans les conditions standard , mails eo présence d'une gamme

de concentrations d'vau  oxygénée comprise entre 0 et 0,3 mM,

En dépil d'une activité catalase importante dans les cxtraits
acellulaires testés, aucune stimulation de I'activite squaléne époxy-
dase n'a été observée. Les travaux de Jahnke et al. (1983 rapportent
uny Km apparenl de 4,3 pM d'oxygene pour la sgualéne gpoxydase de
levure et une hibibion de l'activité enzymatique est observée @

2 mM d'oxygene.,

Les calculs montrent que dans nos condilions de lest avec
l'vau oxygeénée, nofre systéme disposait de 230 pM d'oxygéne dissous
ce qul prouve gque |'oxygéne est largemenl en excés dans nes condi-

tions de test,

ci Fffels de détergents, de drogues de la classe des
allylamines et de cerlains metabolites terminaux de
la vole de birogsynthése des stérols @ lancslérol ot

orgostérol, sur 1'activité enzymatique.

En vue de solubiliser et de purifier une enzyme membranaire,
une étude préalable des cffels de détergents est nécessaire. De plus,
dans le bul de déterminer une éventuelle retroinhibition par les
produits terminaux | lanostérol, ergosférol}, 11 a fallu rechercher
par quel détergent ou solvant, ces molécules hydrophobes pouvaient

étre apportées sur les siles catalytigues,
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Nous avons détudie les effels du désoxycholate et du mélange
{ween 80-acétone sur 1'activité enzymatique, Ces détergents sont en
effet couramment utiliséspour la solubilisation des enzymes membranal-

res eb des molécules hvdraphobes.

L'activité s également été testee on présence de deux drogues
de la classe des allvlamines : le SF B6-327 {Terbafine! et la naflifiowe

inhibiteurs spécifigques de la squaléne époxvdase chez les champighons.

Le désoxycholate est préparé dans 1'cau (0,25 % p/vi,
tandis que les drogues, SF 86-327 et naftifine, ont éLé préparées

dans le mélange éthanol-eau 131 v/v) A raison de 1 mg/ml.

Le tableau 29 maontre que la squaléne époxydase est insen-
gible au tween B0-acétone. Par contre unhe 1nhibition lotale est obser-
vée avec le désoxycholate (200 wug/ml), le SF 86-327 11 pg/ml) et la
naftrfine (10ug/ml).

En ce gui concerne la squaléne synlhétase, seul le désoxycho-
lale provogue une inhibition de l'ordre de 25 % sur 1l'aclivité spéeifi-
que ., les autres molécules teskées étant sans effel sur llactiviké

enzymalb ique.

Influence du lanostérol et de 1'ergostérol sur 1'dac-

Livité enzymatique

Le marquage de la vole de biosynthése des stérols par 1'acé-

tate | 14 C] a révélé que le sgualéne 2-3 époxyde ne s'accumulait

que dans le mutant erg 7 hloqué dans l'activité oxydo sqoaléne-lanos-

térul cyclase. Par contre, dans les mutants parphyrine ainsi que
dans le mutant erg 16 bloqué dans la lanostérol 14 of deémethylase,
on observe une accumulation de squaléne. De plus, la mesure de 1'ac-
tivitd spécifigue sqgualéne époxydase met en évidence une acbivikbé
ext rémement faible par rapport 3 toutes les autres acktivités enzy-
matigques déja mesurées dans la voie de biosynthése des stérols (ta-

hleau 34).



Activités spécifigues
squaléne cpuxydase
{nmoles FPP/min/mg)
standard 0,094
Tween B0-Acetone 0,098
Lancgtérel 0,12 mM 0,078
Lanostéral 0,24 mM 0,072
Lanostérotl 1,2 mM 0,065
Ergostérol 0,12 mM 0,095
Ergostéral 1,2 mM 0,078
SF 10 ug/ml 0
Naftifine 10 ug/ml 0
Désoxycholate 0,25 % 0
200 pg/ml
Triton x 100 0

Tableau 29 : Effets du lanostérol et 1l'ergostérol sur l'activité

sgualeéne epoxydase

Inhibition par les drogues : SF, naftifine et deésoxycholate
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L'une des hypothéses possibles pourraibt ékre que le lanos-
lérol ou l'ergostérol rétroinhiberait l'activité squaléne époxydase.

13}

Pour vérifier cela, nous avons étudigé, "in wvitro", 1'influ-

ence du lanostérol et de l'ergostérol sur l'ackivité enzymatique.

Les stérols (entre 0 et 1,2 mM final / essai), ont été
dispersés, au préalable dans une solution acétonique de tween 80
(20 g/1},selon une technique décrite par Hata et al., 1982. La solution
enzymatique (600 pg de protéines d'un extrait acellulaire 12 000qg),
a ébt¢é ensuite préincubge pendant 15 minutes, & 30°C, en présence
de lanostérol ou dfergostérol. Le milieu réactionnel standard a gété

ajoute en dernier.

L'tncubation pendant 30 minutes & 30°C montre que ces deux
stérols ne provoquent pas une 1nhibition significative sur 1'acti-
vité €poxydase (environ 15 %) (tableau29 ), Dans les mémes conditions,

la squaléne synthétase n'est pas affecteée.

Ceci suggére que l'activité enzymatique ne serait pas rétro-
inhibée par le lanostérol ou l'ergostérol. Neéanmoins, il se pourrail
auss1l que ces deux produits bydrophobes ne se lient pas & l'enzyme,

méme en présence de detergent.

3-2-2. Mesure de l'activité spécifique squaléne gpoxydase

en anaérobiose et en carence en pantothénate,

a) Activité squaléne épuxydase dang des conditions
anaérobies : induction de la synthése de

1'enzyme par 1'oxygene,

Pour comprendre le rdle régulateur de 1'ergostérol et de

l'oxygéne, 11 était intéressant de mesurer lfactivité spécifique



de l'enzyme aprés culture en anaéroblose car dans ces conditions,
le sgualeéne s'accumule par suite de la carence en oxygéne {(Andreason

et Stwer 1953 a et b, Mopurgo et al., [1964:,

L'activite enzymatique a €té mesurge dans un exlrait acellu-
laire 12 000 g, aprés une culture ansércoie en milieu complel YPG
en arésence d'acide oléiguc 50 mg/l et d'ercostérol.en exceés (50 mg/l}

ou a faible concentralion (2 mg/l).

Les résultats exprimés dans le tableau 30  montrent que
les activités diminuent d'un faoteur 6 3 10 en comparaisan avec celles
obtenues dans les conditions aérobies. Cette diminution de 1'activite
peurrait étre die & wne inactivation de l'enzyme ou a un arrél

de  la syntheése de 1'enzyme pendant la  période d'anagérobiose.

Pour trancher entre cegs deux possibililés, les cellules
cullivées en anaérahiose en presence d'acide onléique et d'ergoslérol
ont été récoltées et transférées dans un milieu complet YPG frais,
en présence ou en absence de cyclobeximide (50 mg/l:, un inhibiteur
de la syntbese protéique (Raulston et al., 1980). Les cultures ainsi
sépardes sonl ensulte aérées pendant 10 heures avant la mesure de

l'activite squalene epoxydase.

Les résultats présentés dans le tableau 30 montrent que
ltaetivite squaléﬁe epoxydase est rétablie par 1'aération lorsque
la synthése protéique n'est pas bloguée. Par contre, une inhibition
de la synthése protéigue maintient l'activité enzymatique & un niveau
trés Ffaible (diminution d'un facteur 3 par rapport a 1'anaérobiose).
Cetle diminution de l'activité est due vraisemblablement 3 la pro-

téolyse car la croissance cellulaire est complétement arrétée.

Cetle expérience démontre que la sqgualénc epoxydase est
réprimée dans les condilions d'anaérobiose el que sa synthése esl

induile aprés agration.
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by Mesure de l'activité spécifique dans

des cellules carencées en pantothénate

Les cellules de levures ont été cultivées dans le milieu
YAB recunstitué {cf. Malériel et Méthudes!, en présence d'une concer-
tration limitante en pantothénale (15 pg/ 1}, Une cullure Lémoin a éLé
réalisée avec une concentration oofimale en pantothénate (45 ug/l)
a8 cette concentratian la synthése des stérols et la cruissance cellu-

laire sont normales,

L'incubation d'un extrail acellulaire 12 000 g, dans les
conditons standard de mesure de l'activité squaléne dpoxydase, révele
une diminution de ['activilé spécifique d'environ 50 % dans les cel-
lules carencées en pantothénate {lableau 30)., Par rconlre, l'activité

squaléne synthétase reste inchangée par rapport au témoin non carencé.

3-2-3, Activité spécifigue squaléne époxydase dans

les mutants a@uxotrophes puur les stérols

L'activité enzymatique a €té mesurée dans les mutants auxo-
truphes pour les stérols, aprés culture a 2B°C dans le milieu YPG

supplémenté en ergostérul ( 2mg/l)},

Les expériences ont été réalisées sur des extraits acellu-
laires 12 000 g, selon le protocole stand=rd reporté dans le paragra-

phe 3-2 de ce chapitre.

Les résultats, présentés dans le tableau 31 montrent que
I'activité sgpécifique squaléne époxydase est en général déréprimee
d'un facteur 4 & 5 dans les mutants auxatrophes pour 1'erqostérol,

exception faite pour le wmutant erg 12, blaqué dans la mévalanate
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caonditions de Milieux de Activités spécifiques
culture cullure squaléne #dpuxyddasy
{nmoles FPP/min/mq)

A

\ Ergostéral 50 mg/!

A +

E Acide oléique 50mgA 0,010

C

H ;

i Ergustérol 2 mg/l

0 Acide oléique 50 mg/1 0,017

c
Anaérobie + cycloheximide 0,003
+ i
Aéralion sans cycloheximide 0,050
(10heures) i:l

Pantothénate 154g/1 0,048
C
Aérobie Pantuthénate 45 pg/l 0,092
Contréle FL100 0,11 1

| i
Tableau 31N @ Activités squaleéne epaxyduse

Parie 1
Pariic B

Parlie C

EfFfet de

1'Anaérobinsge

: Effet du paotuthénate

: Effet de 1'Aératioon aprés Anaérobiose
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kinase {l'activilé squaléne époxydase n'est augmentée que d'un fac-
teur 2° et le mutant erg 16, blogué dans la lanostérol T4 efdéméthylase
et. donl 1'époxydase est abaissée d'un facteur 3 par rapport a |ls

souche sauvage,

La dérépression la plus forte correspond au mulant erq
7 blogué dans l'activité sgualéne époxyde-lanostérol cyclase et ne
synthétisant donc pas le lanostérol., L'activilé spécifique dans cette
suuche par rappurt au mutant erg 16 blogqué dans les étapes de déméthy-

lation du lanostérol , est 20 fois plus élevée.

La earence en ergostérol pourrait donc étre & la base de
1"induction de la squaléne époxydase. mais de plus, le lanostérol
pourrait #&tre represseur. Nous avons en effet, pu observer que le

"

lanostérol ne rétroinhibait pas 1'aebtivité enzymatique "in vaitro",

Le faible niveau d'induction (Facteur 2) observé dans la
souche erg 12, pourrait étre wune conséguence de 1'accumulation de

méyalonate dans cette souche.

En vue de préciser ce dernier polint, l'activité sgualéne
époxydase a été déterminde dans des souches porteuses du géne ERG 127

sur plasmide multicopies,

Les résultats sont présentés dans le tableau32:. Le clune
erg 12 pl ADY (porteur du qene ERG 127} présente la méme activité
que le clone erg 12 non transformé ; par allleurs la souche sauvage
FL100 porteuse du plasmide AO01 présentc la méme activité que la souche

sauvage FL100 non transformée.

Ce résultat indique que la faible dérépression de l'acti-
vité squaléne époxydase n'est pas en relation directe avec la teneur

intracellulaire en mévalonate.

L'activiteé squaltne époxydase a également été mesurée dans

le clone erg 9 pl 13 porteur du gene ERG 97. L'activité specifique
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SOUCHES

BLOCS
ENZYMATIQUES

ACTIVITES SPECLF [QUES
SQUALENE LEOXY[ASE

{nmoles FPP/min,/mg)

Erg 10 B

Acgtoacelyl  Cod

thiolase

0,41 + 0,05 (3

+

Erg 11

HMG Ci:d synthétase

0,46 + 0,04 (4

Erg 12

Mévalonate ! inase

0,24 + 0,02 (3}

Frg 8

Phosphomévalonate

kinase

0,48 + 0,06 (4)

Erg 19

Pyrophosphomévalanate

décarboxylase

0,43 + 0,08 {2}

Erg 9

Squalene synthétase

Non mesurable

Erg 18

Squaléne époxydase

Erg 7

Squaltne 2-% époxyde-

lanostérol cyclase

0,54 + 0,03 (3)

Erg 16

Lanostérol déméthylase

0,029 + 0,08 (3)

FL100

Sauvaqe

0,10 + 0,02 (8)

Tableau 31

: Activités squaléne épuxydase des mutants

auxotropbes pour l'ergostérol
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SOUCHES ACTIVITE SPECIF [QUE
SQUALENE EPOXYDASE

nmole/min/mg

Erg 12 pl AO1 0,21 + 0,02 (2)

Erg 9 pl MF 13 0,11 + 0,02 (2)

FLI10O pl AQ1 0,108 + 0,02 (2}
trg ¥ non mesurable

Frg 12 0,24 + 0,02 (2}

FL100 ura 3- a,12 (1)

l_____M*______v__*___“________h_____ﬁ__h__%____ﬁ_JL

lableau 32 : Activités squaléne époxydase dans les souches

porteuses de plasmides multicopies

Témoins : erqg 12
erg 2
FL10C ura 3~



goualéne époxydase “tubleau 220 sl la néme que dans la souche sauvace,
alors que l'activilé spéoifigue  saual2ne synlhétase est  sugmentée

d'un facteur 1,5 par rapport & la souche sauvage (tableau 24

Celte expeérience recunfirme gue l'activité squaléne synthé-
tase n'est pas limitente dans nolre méthude de mesure de l'activits

squaléne epoxydase,

4. Mesure des Activités sgualéne synthétase et squalene
époxydase dans les diploides *, 209 9 o erg 16
+ +

+

Nous avons fail l'hypolhése que les activiteés sqgoaléne
synthétase et squaléne époxydase sont assaciées sous forme de complexe
ef que seul le squaléne synthébisé & ]'intérieur du complexe pourratlt

¢lre transformé par la squaléne eépoxydase.

Dans le cadre de celte hypathese, le squalene e seratt

done pas échangeable d'uo complexe & ['autre.

La mesure des achivitlés venzymabigques squaléne synthélase
ot squaléne époxydase dans le diploide hétérozygate erg 9/+ devrait

permettre de confirmer cetle hypothese.

.. erg 9 . ‘
Dans un  hétérnzyagnte enn cffel, on doit avolr une
+

nmoibt1é de complexe fanctionnel et une moitié de complexe 1nactaf,

lLa mesure des activités squalene synlhétasce et sgualene
Epoxydase § partir d'un exbrail acellulaire {12 000 g) de 1'hélérozy-

gote est présentée dans le tableau 5.



- 1% -

SOUCHES ACTIVITES SPECIFIQUES ACTIVITES SPECIFIQUES
SQUALENE SYNTHETASE SQUALENE EPOXYDASE
.nmole FPP/min/mg) {nmole FPP/min/mg)

Erg 9/+ 0,20 0,047

Erg 16/+ 0,74 0,059

o+ 0,42 0,092

Erg 9 0 non mesurable

Erg 16 0,76 0,029

FL10G 0,45 0,098

Tableau 33

. Activités enzymatigues sgualéne synthétase ct sgualene

époxydase dans guelques diploldes.
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Les résultats montrent qu'effectivement les activités spéei-
flgues sgualzne  syunthétage et squaléne  époxydase  sont  toutes  les
deux diminuées e tolti1g par rapport 4 la souche sauvage. Ces résul-

tats confirmert notre hvpothése.

Le aiploide erqg 16/+ a également été étudié car dans la
souche mutante haploide erg 16, l'activité sgpécifique squaléne syrthé-
tase est déréarimée d'un Facteur 1,5, alors que l'activité spécifique

sgualene époxsdase est réprimée d'un facteur 3.

La mesure des activités enzymatiques dans le diploide héts-
rozygote erg 16/+ {tableau 28}, montre que l'activité squaléne synthé-
tase reste déréprimée {facteur 1,5) alors que l'activité squalene
époxydase est augmentée d'un facteur 2 par rapport su mutant erg 16,
mais reste toujours plus faible d'un facteur 2 environ par rapport

4 la souche sauvage.

fe résultat indique que la synthése des deux enzymes ne
serdlt pas reéqulée par les stérols libres biosynthébtisés, mais par
des stérols associés aux membranes. En effet, les activités spéci-
fiques mesurées dans le diploide erg 16/+ correspondent & la moyenne
arithmétique des activités correspondantes obtenues dans les haploildes
unpliqués ; alors que la teneur en ergostérol du diploide est identique

4 celle de la souche sauvage,

DISCUSSION

Nous avons pu mebttre au point une meéthode de mesure "in

vitro" de l'activité squaléne époxydase chez la levure Saccharomyces

cerevisiae, en utilisant le FPP [ 14C] comme substrat.
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Les aclivités spérifiques aobtenues par cette méthode sount
voisines de celles rapportées par Jsahnke et Klean (1983), avec du
squalene  endugene.  “Notre technique est cependant plus simple que

celle décrite par rces auleurs.

Comme puur 1'enzyme de Candida et celle de foie de rat,

1'enzyme dec Saccharomvees cerevisiae exige du FAD, du NALPH ou du

NADHl, L'activité oplimale est cependant obtenue avec le NADPH. Le
NADH a par ailleurs une action inhibitrice lursqu'il est associé
au NADPH dans le milieu réactiomnel. En cela, 1'enzyme de 5. cerevisiae

regsemble plus 3 celle de foie de rat gu'd celle de Candida albicans,

plus active avec le NADH,

L'exigence en FAD monbtre que la squaléne époxydase de levure
est une Fflavoprutéine, & 1'instar des autres squalene époxydases.
Aucune stimulabtion de 1'activité enzymatique par le surnageanl acellu-
layre 105 000 q n'a été observée ; ce qul démontre gu'aucune fraction
soluble du Lype " sterol Carrier protein” (SCP) ou "Supernatant
pratein Factor” (5PF), n'est requise pour 1'enzyme de S. cerevisiae,

En cela, elle diffeéere de celle du foie de rat et de Candida albicans,

toutes deux srimulées par des facteurs solubles du surnageant acel-
lulaire {Yamamoto et al., 1970 : Srikantaiah et al., 1976 ; friedlander

et al., 1980 ; Ryder et al., 1984},

Cette stimulation n'est cependant pas reproduclible dans

1"enzyme de Candida albicans,

Nps  résulirats concordent avec ceux de  Jahnke et Klein.

Nous avons pu montrer que 1'activité sgualéne époxydase
est quasiment nulle en anaérobiose eb gu'elle est rétablie par 1'aé-

ration des cellules.

Le fait gue cette activité soit fortement diminuée en gnagé-
robiose {en présence d'un exods ou d'une faible concenlration d'er-

gostérul) el qu'une synthése proléique soit nécessaire pour la Forma-
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Lion de l'enzyme lors de ['adralion des cellules wnagrobies suggere
fortemenl que la synthése de la squaléne époxvdase seralt déperdante

de la présence de !'oxygéne moléculaire,

Nous avnns monlré gque le squaléne exugéne ne peut étre

un  substrat adéguat pour ['enzyme "in vatro" et gque le FPP serait
olus comvenable : celte observatiun constrlue un arcument 1mpociant
en faveur d'un complexe entre la squaléne syolhébtase et la scualéne
¢poxydase. Dans ce complexe protéigque microsomal , scul le squaléne

synthétisé "in sity" pourrait étre transformé en squaléne époxyde.

Néanmoins, un  échange devrall puusoir extster enire deux

. - - erqgl
populations de mierosomes dans la mesure oU le diploide &E90 % 4 un
+ erg 9

phénotype sauvage.

Nous avons également montré que la sgualéne époxyde-lanos-
térol cvelase est microsomale et probablement associée au méme com-

plexe.

La mesure de l'activité enzymatique dans les mutanks auxotro-
phes pour les stéruls montre que 1'aclivité est en genéral dérepriméee
par uo facteur & par rappurl & la souche sauvage. La seule exception
serail  le mutant erq 16 présentant une activité sgualEne époxydase

diminuge d'un Factcur 3 par rapporl a4 la  souche  sauvage.

Cette faible activité spécifique dans le mutant erg 16
n'est  vraisemblablemenl pas due & wune rébtroinhibition de 1'enzyme
par le lanastéral accumulé, dans la mesure ol nuus n'avuns pas pu

mettre en évidence wune rétru-inhibition par le lanostérol "in vitro".

la wvariation d'acktivité spécifique observée (Facteur 20

entre erg 16 et erg 7 et facteur 40 entre la souche sauvage en anaéro-
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higse ¢t erg 7). serait dde vrairsemblablement & une régulation au
nivesy de la synthese de l'enzyme., c'est-a-dire, au niveay transcrip-

tionnel,

Nous avons également pu observer que les activités squaléne
synthétase et gsqualéne époxydase seraient régulées d'une maniére
gimilaire c'est-z-dire que lorsque 1'une des enzymes est fortement

indutte, l'autre l'est également.

Par contre. le lanostéral szurait wue effet spécifaique de

repression sur la squalene époxydase,

Ces résullats, indiguant une régulation coordeonnée de la
synthése de ces deux enzymes, renforcent l'hypothése dune assoclation

de c¢ces 2 protéineg dans  un méme complexe mulfienzymatigue,



CONCLUSION GENERALE

ET PERSPECTIVES



- 162 -

Le truvarl décrit dans ce mémolre esl une contribub ton
a 1'étude des mécamismes de régulalion de la biosvnthése des stérols

chez la levure 3accharotyces cerevisiae,

Au moment oU nous abordions cette étude, les connailssances

sur cette régulation chez S, cerevisiae étarent éparses.

Err vue d'y apporter de nouveaux €léments nous nous sommes
inspirés des résultats obtenus antérieurement, entre agulres, opar
Servouse eb Kargt {1984-1986), sur la régulation des trois premigres

enzymes de la vole de biosynthése des stérols.

- Dans un premier Lemps nous avaons mesuré le taux de stérols
dans les mutants hétérozygotes afin de rechercher si une enzyme était

limitante dans la vole de biosynthése des stérols.

- Nous avons ensuite étudié 1'influence de 1'amplification
du géne ERG 10 {acétoacétyl CoA thiolase), sur la biosynthése des

stérols.

- Nous avons écalement étudié une souche riche en stérols
NCYC 739, awns1t que des mutanls amphotéricine B résistants afin de
déterminer s1 des souches riches en slérols pouvdient présenter un

phénalvpe spécifique, en wue de la recherche de mutants de regula-

tron.

- Enfin, nous avons précisé les mécanismes de régulation
des  deux  premiéres enzymes spécifiques de la branche stérol de
cetke vule de biosynthése : la squaléne synthétase et la sgualéne
époxydase.

La mesure du taux d'erguslérol dans les diploides hétéroalle-

les a montré que le seul diploide, qui, 51gnifieatiﬁ?Fent, a moins
erg

de stéruls, que la souche sauvage est le dipluide
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Ce reésultat 1ndique que 1'acétoacétyl (uA thinlase serait
limilante. les travaux de Servouse et Karst (1986) avalent déja montré
que celte activilé pourrait contrdler le flux d'acétyl d vers la
voie de biosynthése des stérols @ 1'activité est en effet déréprimée
lors d'une carence en stérols (mutants auxotrophes) et réprimée en

présence d'un exceés de stérols,

L'isolement et l'amplaificaticndu géne ERG 10, codant pour
l1'activité acétvacétyl-CpA thiolase (Gloeckler 1984), a permis d'aug-
menter cebtbte activité enzymabique d'un facteur 14 par rapport a

la souche sauvage.

La mesure du taux d'ergoslérol dans une souche porteuse
de ce géne ERG 10 sur plasmide multicopie, a montré gu'une telle

suuche ne synthétisait pas plus d'ergostérol que la souche sauvage.

Nous awvons alaors essayé de mesurer la vitesse de synthése
des stérols et des composés 1intermédiaires grace & 1'incorporation

dtacétate [ 14C].

Aucune augmentation de la vitesse de synthése n'a pu étre
mise en évidence dans le oléne erg 10 transformé, par rapport 3 la

souche sauvage,

[1 faut cependant élre prudent car 11 est possible que
1'incorporation de 1'acétate [ 14 01 ne soit pas un moyen 1déal de
mesure de la vitesse de synthése des stérols. Ainsi, la synthese
de 1'acétyl CoA, catalysée, & partir de 1'acétate (14 ), par |'acétyl

CoA thiokinase pourrait déja étre une étape limitante,

La souche NCYC 739 a été décrite dans la littérature (Mercer,

1979) comme étant riche en stérols.

En wvue de déterminer un phénotype propre pour les souchesg
a8 teneur élevée en stérols, nous avons testé la résistance de cetle
souche a la nystatine et & 1'amphotéricine B. Nous avons monktré gue

la souche était amphotéricine B résistante.



hNous avuns ensuitle 1solé des mutants amphotéricine B résgis-
tantg. Ces mutants présentaient égalemenl une teneur élevée en stérols

par rapport a la souche sauvage.

Ullgrieurement, A.M. Maudet 1987 a pu 1isoler des mutants
ADH ,  .deficients dans 1'acl ivité alcocl déshydrugénase). Ces mutants
preosenient une fenear elevéde en slérolset sord ampholéricineg B résis-

Farl s,

L 'augmentatiun de la teneur en stérols de ces souches peut

étre atlribuée & une augmentaticn du puol d'acétyl CoA.

La squaléne synthétase et la squaléne époxydase sont siluées
4 1'embranchement des voles conduisant vers les stéruls et vers les
isoprénoides. Ce sont les preméres enzymes spécifiques de la vole
des atérols, de plus, elles sont les premiéres a synthétiser des
ntermédiaires hydrophobes (sgualzne synthétase} oo & utiliser un

subslrat hydrophube (squaléne épuxydase!.

L'8tude de ces deux enzymes a montré qu'elles sont, cumme
la squaléne époxyde-lanustérol cyclase, fortement liées & des fractions

membranares du réticulum enduplasmigue.

Ces résultals confirment 1'hypothese selon laquelle  les
enzymes 1mpliquées dans la biosynthese des stéruls, & partir du farne-
syl pyrophosphate, sont localiseérs au miveau d'un site membranaire

intracellulaire spécifique : le réticulum endoplasmique.

Nous avons montré que les Ffractiuns protéiques solubles
du lype SCP ¢" sterol  carrier protein' ou SPF (“supernatunt protein
faclor "', u'avalent aucun effet stimulant sur ces deux enzymes chez

la levure.
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L'activité squaleéne époxydase de S. cereviSiae n'a pu étre

mesurée qu'en utilisant le farnesyl pyrophosphate. Le squaléne radio-
act1f n'est pas un bon substrat de l'enzyme et de plus, le squaléne
froid ajoulé dans un milieu d'incubation contenant dusqualénell4 ]
comme subslrat, ne conduit & aucune dilulion 1isotopique. Toub se

passe comme s1 le squaléne n'était pas le substral de 1'enzyme,

Ces résullats nous permettent d'émettre 1'hypothése que
la squaleéne synthétase et la squaléne épuxydase seralent associées,
au niveau du réticulum endoplasmigue, dans un complexe multienzymati-
que. Un tel systéme serait comparable au complexe enzymatique cataly-
sant la synlhése des acides qgras {fatty acid synthetase). Le produit
de la premiére réacltion ne serait pas libéré daons le cytosol mais

seralt directemenl métabolisé dans le complexe par la sous-unité sulvan-

te, chaque produit étant utilisé selon un ordre pré-établi.

La mesure de l'activité gpécifique des deux vnzymes a révélé
que l'activité squaléne synthétase est 5 fois plus €levée que l'acti-
vité squaléne époxydase ; ceci nous a permis d'utiliser le FPP comme

substrat, pour la mesure de 1'activité spécifique squaléne époxydase,

Les deux cnzymes exigent du NADH ou du NADPH, 1'activité
optimale étant obtenue avec le NADPH. Spécifiquement, la squaléne

époxydase exlge do FAD en plus.

En anaérobiose, en présence de fortes concentrations d'ergos-
térol (50 mg/l1) les deux activités sont diminuées respectivement
d'u facteur 2 pour la squaléne synthétase et d'unfacteur 10 pour

la squalene époxydase.

Une faible supplémentation en ergostérol (2 wmg/l) ramene

la squaléne synthétase 3 son niveao normal, tandis que la squaléne
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époxydase reste maintenue 4 un niveau trés faible (facteur 6 & 7

par rapport aux conditions aérobies).

Nus resultats montrent bien que le taux intracellulaire
de stérols pourrait réguler la squal®ne synthétase. La particularité
de la squaléne époxvdase est que sa synthése serait induite par 1'oxy-
gene et reéprimée en carence d'oxygéne, ce que nous avons démontré

dans le chapitre VI,

Les activités spécifiques des deux enzymes sont fortement
déréprimées (facteur 1,5 & 5), dans la plupart des mutants auxotrophes

pour l'erqgostérol.

Pour la squaléne synthétase, les mutants bloqués avant
la synthése du mévalonate présentent la plus forte dérépression f{erg 10

!

et erg. 11,

Par contre, 1'activité enzymatique est légeérement diminuée
dans le mutant erg 12 bloqué dans la mévalonate kinase et gui, logi-
quement, accumulerait du mévalonate. fCect nous a condurt 3 faire
l'hypothése gque la teneur intra-cellulaire en mévalonate pourratt
réguler la synthgése de la sgualéne synthétase : & faible concentration
en mévalonate, l'enzyme serait indutte (erg 10 et erg 11), et a forte
concentration en mévalonate, 1'enzyme serait réprimée (erg. 12).
Dans le cas du clone erg 12 pl ADV, présentant une activité speci-
figue mévalonate kinase augmentée d’un facteur 15 par rapport a la
souche sauvage, l'activité squalene synthétase est augmentée d'un

facteur 3 par rapport & la souche mutante erg 12,

Ce résultat confirme 1'influence du mévalonate sur la squa-
lene synthétase. L'intérét physiologique d'une telle régulation serait
d'éviter la formation de fortes concentrations de stérols, en cas

d'accumulation de mévalonate.
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Dans le cas de la squaléne epoxydase, le mutant erg 7,
bloqué dans 1'activiteé squalene 2-3 époxyde-lanostérol cvelase ,nrésenta
la plus forte dérépression (facteur S), les aulres mulants présentanl
une deérépression d'un facteur 4 environ. A 1'opposé, dans le mutant
erg 16, llactivité n'est pas déréprimée mals diminuée d'un facleur
3 par rapport & la souche sauvage. Ce niveau faible d'actavilé permet
d'expliquer pourguoil les mutants blogués dans les étapes de deméthy-
lation du lanostérol f‘erg 16 et mutants purphyrine 7 ] accumulent

du squaléne en plus du lanostérol.

hous awons pu montrer que le lanostérul ne rétroinhibait
pas la sgualéne époxydase "in viktro" ce qul tend & prouver gue l'accu-
mulation de lanostérol réprimerait la synthése de 1'enzyme. Cetle
régulation pourrait étre importante dans le fonctionnement cellulaire
car les triterpénes sont incompatibles avec le fonclionnement membra-

naire.

Le fait que le mutant erg 18 (bloqué dans l'activité squaléne
époxydase}, ait une activité squaléne synthétase identique a celle
de la souche sauvage montre que le squalene accumulé ne réprime pas
la syntheése de la squaléne synthélase, Cette accumulation de squaléne
suggére fortement que les voies de biosynthése des 1soprénuides {(doli-
chol, ubiquinones: n'entrent pas en compétition de fagon significa-

tive avec celle des stéruls chez la levure.

L'isolement de mutants blogués dans la synthése des 1i1sopré-
noides permettrait de clarifier ]'éventuelle inter-relation entre
les deux voies. Un élément de réponse est apporté par la mesure des
activités spécifiques des enzymes de la vole de biosynthése, résumée

dans le tableau 3.
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Souches | Acétoacétyl CoA | HMG-CoA HMG-CoA Squaléne Squaléne _j
thiolase synthétase|réductase |synthétase époxydase

frg 10 B 0 22 + 2 10 + 0,1 | 2,25 + 0,067 0,41 + 0,05

Erg 11 322 + 42 0 8,2 «+ 1,3 1,97 » 0,07 0,46 + 0,04

Erg 12 294 + 56 33 + 11 4,4 + 1,4| 0,36 + 0,04 0,24 + 0,02

Erg 8 336 + 42 48 + 6 5,5 + 1,6 1,11 + 0,18 0,48 + 0,06

Erg 19 ND ND ND 1,44 + 0,09 0,43 + 0,08

fFrg 9 126 + 28 20 + 4 4,4 + 1,6 0 ND

Erg 18 ND ND ND 0,44 + 0,05 0

Frg 1 252 + 9 35 + 9 5,0 + 1,1 ND ND

Erg 7 238 + 14 20 + 4 5,0 + 1,4/ 0,60 + 0,01 0,54 + 0,03

Erg 16 336 + 14 48 + 2 6,0 + 0,1 0,76 + 0,02 0,029 + 0,08

FL100 140 + 20 22 + 6 5,5 + 1,4/ 0,47 + 0,02| 0,10 + 0,02

Tableau 34 : Activités spécifiques comparées des enzymes mesurees dans
les mutants auxotrophes pour l'ergostérol et la souche
sauvage FL100,

Les activités sont exprimées en nmoles/mg protéines/min.
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Les mutants bloqués avant la synthese du FPP sont incapables
de synthétiser des stérols et les isopréncides. Ces mutants présentent
effectivement une forte activilé spécifique acétoacétyl Cod thiolase
et HMG CuA synthétase ; mais, des mutants, comme erg 16, bloqués
en fin de chaine, peuvent également présenter une forte dérépression
de ces activités enzymatiques. Ceci tendrait a démontrer que le doli-
chol et 1'ubiquinone, synthétisés & 1'état de traces, n'auraient

aucune influence sur le laux des enzymes.

L'ensemble de nos Ltravaux ainsi que ceux réalisés antérieu-
rement par Trocha et al., 1976 et Servouse et Karst en 1986 sur la
régulation des 3 premieres étapes enzymatiques de la vole, permettent
de penser que les mécanismes de réqulation de cette voie sont tres

complexes.

Trocha el Sprinson ainsi que Servouse et Karst ont envi-
sagé gqu'une régulation i1mportante pourrait déja avoir lieu en début
de chaine {acétoacétyl CoA thiolase). D'autres travaux rapportent
que 1'HMG CoA réductase serait régulée vraisemblablement par feed-
back, Il eslL cependant clair, grice & nos travaux, qu'en ce qul caoncer-
ne la synthése des stérols, la squaleéne synthétase et la squaléne
epaxydase auralent également wun réfle important. En effet, si 1'on
considére la voie des stérols, on constate qu'il y a en permanence
un pool de squaléne plus ou moins important, alors que les autres
intermédiaires comme le GPP ou le FPP sont difficiles & mettre en
evidence. La squaléné synthétase et la squaléne époxydase sont vraisem-
blablement soumises & une régulation transcriptionnelle, en Ffonction

des besoins en stérols de la cellule.

Nous avons monlré gque 1'utilisation du FPP comme substrat
conduit essentiellement a la synthése du lanostérol. Ceci nous a
permis de penser qu'il y a une canalisation du substrat 2 1l'intérieur
du complexe multienzymatique. En vue de comprendre ce "channeling"

au niveau du complexe multi-enzymatique, il serail intéressant d'étu-
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dier la formation et la structure de ce complexe (squaléne synthétase,

squaléne époxydase, squaleéne époxyde lanostérol cyclase).

Par ailleurs, 1'étude des autres enzymes de la voie de
biosynthése des stérols permetbira de compléter nos résultatsel mieux
préciser encore, les mécanismes de régulation de la biosynthese des

stérols ohez la levure S. cerevisiae.
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RESUME

Au cours du cycle cellulaire de Saccharomyces cerevisiae, la synthése des
stérols et leur teneur intracellulaire sont soumises a une régulation dont les
mécanismes sont trés complexes. Afin de les préciser, plusieurs approches ont
¢té aboraées.

Nous avons mesuré le taux d'ergostérol dans des diploides hétérozygotes
porteurs de mutations d'auxotrophie pour l'ergostérol, ce qui nous a permis de
mzttre en évidence un abaissement de la teneur en ergostérol dans un diploide
ne portant quun seul allele fonctionnel pour lacétoacétyl-CoA thiolase.
Néanmoins Faugmentation de l'activité spécifigue Acétoacétyl-CoA thiolase |,
obtenue par amplification génique, ne conduit pas a une augmentation du taux
d'ergostérol. Par ailleurs, nous avons pu montrer gu'une élévation de la teneur en
ergostérol était corrélée d une augmentation de la résistance des cellules de
levure & remphotéricine 8.

Mous avons ensuite mesuré les activités spécifiques squalene synthétase et
gnualene époxydase, premiéres étapes spécifiques de la branche « stérol » de la
voie de biosyntheése, dans des extraits acellulaires de la souche sauvage et de
sitants a.xofrophes. Les deux enzymes sont liées, comme la squaléne époxyde-
{zaoctéro! cyciase, au réticulum endoplasmique. Aucune fraction soluble n'est
exigée par cos activités. La squaléne époxydase a pu €tre mesurée « in vitro »
por o utilisation du  farnésyl pyrophosphate comme substrat, l'enzyme de
Saccharomyce: cerevisige ne fonctionnant pas avec fe squaléne exogene. Ceci
suggére gue s deux activités sont associées, au niveau du réticulum
endoplasmique. <uns un complexe multienzymatique ; le squaléne synthétisé
nétant pas libé-é, mais directement transformé en squaléne époxyde.

L'exigence en cofacteurs pour les deux enzymes a été étudiée. La synthése de la
squaléne époxydase est régulée par loxygéne moléculaire. Les activités
spécifiques des deux enzymes sont fortement déréprimées (facteur 15 a 5)
dans la piupart des mutants ouxotrophes. La relation bloc enzymatique-activités
squalene synthétase et époxydase a été discutée.

MOTS CLES : Biocchimie - Génétigue - Physiologie - Métabalisme - Ergostérol
{etérol) - Acide mévalonique - Isoprénoides - Saccharomyces
- crevisiae - Régulation (géne-enzyme) - Auxotrophie (mutant
guxotrophe) - Antibiotique (nysfdﬂne“ amphotéricine B8) -
squoléne synthétase - Squaléne époxydase - Squaléne époxyde-
ranostérol cyclase.
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