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à peu au moyen de ses procédés propres 11 Unité des forces de la 

Nature, l'Unité des éléments, l'Unité de la matière ; au point que 
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et que chimistes, physiciens et biologistes les considèrent comme 

de simples arrangements atomiques, expliquant ainsi l'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 
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de l'énergie comme base des phénomènes physiques. 

En fait, ce que la science a transformé, depuis le siècle 

des lumières, ce n1est certainement pas la Connaissance, mais l'ensem­

ble des a-priori sur lesquels nous bâtissons notre image du monde. 
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ABR~VIATIONS UTILIS~ES 

AMV : Acide mévalon!que 

AMVP Acide mévalonique phosphate 

AMVPP Acide mévalonique pyrophosphate 

ATP Adénosine 5' triphosphate 

CoA Coenzyme A 

DTT Dithiothréitol 

EDTA Ethylene diaminetetracetic acid 

FPP Farnésyl pyrophosphatè 

G6P Glucose 6 phosphate 

G6PDH Glucose 6 phosphate déshydrogénase 

HMG CoA 8hydroxy 8- méthylglutaryl Coenzyme A 

IPP Isopentényl pyrophosphate 

KOH Potasse 

KF Fluorure de potassium 

MgC12 Chlorure de magnésium 

MnC12 Chlorure de manganèse . 

NADP, NADPH : 8 -Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate et sa 

forme réduite 

PEP Phospho~nol pyruvate 

PK Pyruvate kinase 

TCA Trichloroacetic acid 

Tris Tris (hydroxymethyl) aminométhane 

Triton X 100 : Octyl phenoxy polyéthoxyéthanol 

Tween 80 Polyoxyethylene sorbitàn mono-oleate 

TS Thermosensible 
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Le travail qui fait l'objet de ce mémoire a été entrepris 

en vue de préciser les mécanismes de régulation de la voie de biosyn­

thèse des stérols chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 

Les stérols sont présents dans toutes les cellules eucaryoti­

ques. Ils sont, de ce fai t, t l'ès largement répandus dans les règnes 

végétal et animal. Des espèces comme les insectes ou les crustacés, 

qui sont incapables de les synthétiser, les puisent dans leur régime 

alimentaire. Les procaryotes n'en possèdent généralement pas, bien 

que certaines bactéries, du groupe des archéobactéries, synthétisent 

des triterpènes de la famille des hopanes, proches des stérols des 

ce llules eucaryotiques (Nes 1974; Our isson 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 isoprènes 2 méthyl 1-3 butadiène). Ils 

ont 27 à 29 carbones et tous les stérols rlaturels possèdent un hydro­

xyle en 36. Ils renferment, presque tous, une ou plusieurs doubles 

liaisons en posltion 5, 7 ou 22. 

Parmi les stérols les plus répandus, on trouve respectivement 

(fig. 1) 

- Le cholest~rol, spécifique des cellules animales 

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

tiques des champignons et des végétaux supérieurs. 
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Les divers rôles biologiques des stérols ne sont pas encore 

totalement définis. Mais on sai t qu'ils seraient au moins de deux 

types : un rôle structural d'une part et un rôle physiologique d'autre 

part. 

Sur le plan structural, les stérols font partie des composés 

fondamentaux de la membrane plasmique, où ils sont intercalés entre 

les molécules de phospholipides de la bicouche lipidique (Demel et 

al., 1976). Ils jouent un rôle essentiel dans les propriétés membra­

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

Chez les mammi fères la teneur en stérols varie en fonction 

des tissus (17 ~o de cholestérol dans la matière sèche du cerveau 

humain, 0,15 à 0,20 % dans le sang plv). Dans les cellules de levure, 

l'ergostérol (ergosta 5-7-22 trienol) est le stérol majoritaire. 

Il représente 0,5 à 4 % du poids sec selon les souches, et 12 à 20% 

des lipides totaux. Le rôle structural de l'ergostérol peut être 

rempli par toute une famille de stérols présentant un pôle hydrophile 

(hydroxy le en 3 8 ) et une longue chaîne latérale qui leur donnera 

une taille (19 A) compatible avec la demi couche lipidique de la 

membrane. Ceci a pu être mis en évidence lors de cultures anaérobies, 

dans lesquelles les ce llules de levures exigent un apport exogène 

de stérols (Andreason et al., 1953) ainsi qu'à l'aide de mutants 

auxotrophes pour les stérols (Nes., 1977; Henry, 1982; Karst et al., 

1986). 

A côté de ce rôle structural, on connait depuis de nombreuses 

années le rôle physiologique des hormones stéroïdes, dans les cellules 

animales (progestérone, testostérone) ainsi que chez les insectes : 

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

Les travaux de Parks et al., 1978, ont mis en évidence l'exi­

gence spécifique en ergostérol pour le fonctionnement des mitochon­

dr ies de levure. Ainsi, des mutants a ffectés dans la synthèse de 

l'ergostérol et accumulant des stérols intermédiaires, deviennent 

déficients respiratoires (Thompson et al., 1974 (b) Parks et ~l .• 

1978) • 
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Par ailleurs, Taylor et al., 1983 ont mis en évidence l'effet 

"sparking". Ils démontrent en effet que si les besoins structuraux 

peuvent être remplis par une grande variété de stérols (même par 

le cholestanol), un minimum d'ergostérol:o! 0,5 nmole est absolument 

nécessaire à la viabil Hé cellulaire. Cette observation a été confir­

mée par Pinto et al·, 1983 : ces auteurs ont montré que les 248 

méthyl stérols étaient strictement exigés pour la croissance en 

anaérobiose. Très récemment, Dahl et al. 1 1987, ont mont ré que des 

concentrations d'ergostérol de l'ordre de nmole interviendraient 

dans la régulation du cycle cellulaüe. Les stérols auraient donc 

au moins 3 rôles : 

- un rôle structural 

- un rôle spéci fique dans certains domaines de la membrane 

(mitochondries) 

- un rôle hormonal. 

Ces di fférents rôles 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 synthèse des stérols. est 

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

La biosynthèse des stérols est bien connue à ce jour, surtout 

depuis la découverte des précurseurs effectifs des stérols: l'acétate 

(Bloch et a1.,194Z), le squalène (Langdon et al., 1953), le lanostérol 

(Woodward et al., 1953), le mévalonate (Tavormina et al., 1956) et 

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

Les di fférentes étapes enzymatiques sont représentées dans 

la fig. ZA. 

La première étape est assurée par l'acétoacétyl CoA thiolase, 

qUI catalyse la condensation de deux molécules d'acétyl CoA pour 

former l'acétoacétyl CoA. Cette molécule, en présence de l'HMG CoA syn­

thétase, se condense avec une 3e molécule d'acétyl CoA pour donner le 

8 hydroxy - 8 - méthylglutaryl coenzyme A (HMG CoA) (Rabinowitz 

et al., 1954). 

La réduction de l' HMG CoA conduit à la formation de l'acide 

mévalonique (Durr et al., 1960). Cette réaction est catalysée 

par l'HMG CoA réductase. 

La phosphory lation successive de l'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 l'ATP et des ions manganèse (Cornforth, 

1966) . 

l'acide pyrophosphomévalonique se décarboxyle. Cette réaction 

de décarboxylation est catalysée par la mévalonate pyrophosphate 

décarboxylase, elle conduit à la formation de l'isopentényl pyrophos­

phate. 
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le lsomérdse célldlyse 18 mlgrdtlofl de Id double l1dlSOf"l 

de l'lsopefltényl cyruphosphé,te pour donner le :::diméthvlalhl pvro-

une molécule d' :iDpe[l~ 1'1,1 pyrophosphate pour former Il' 

phosphate. Ce derll~t>r se condt'iise à son tour d\ec urie dut 

d'lsopentényl pyrophosphdte DOur donner le fa l pyroDhosphdte 

'15 célrbones). 

sat lori lB 

Um'lll'me t:;lZ\crt.' c talyse ces dpux ré8ct lur'S r'e condell 

p éllyltr811sférélse décrite par ~Vf)erl et 3 .,' 1958; ,'l 

Eberhardt et dL, 1960 . 

~a squalène synthétase catalyse la condensat lOn de deux 

molécules de farné::;y 1 pyrophosphate pour former successl\,ement le 

présqualène pyrophosphate (Rilling, 1966) et le squalène (Schechter 

et al. ,1971). 

~es étapes SUIvantes sont très importantes car elles C()[ldUl­

senl à la cyclisatlon caractérist ique de la structure chlmique des 

st roI::;. ~es travaux de Carey et al., 1967, ont perml::; de préclser 

les mécanismes de la cyclisation des stérols. Ces Buteurs ont lllo11tré 

que 1 e squalène est d' abord oxydé en 2-3 époxyde de squalèlle; p8r 

lB squalène époxydase en pré::;ellce d'oxygène moléculéHre. 

En aval du 2 3 l;poxyde de squalène, 11 y a urie dlchotDmie 

(jans la voie de blOsynthèse des stérols, entre le phyllum non photo­

::;ynthétique (anlmaux, champIgnons) où l'époxyde de squalène donne 

le lanostérol (Benveniste et al., 1966 Gibbons et al., 1971) et 

le phyllum photosynthétique (81gues et végétaux supérieurs) où il 

est cyclisé en cycloarténol et 8 amyrine (Nes et al., 1965: Carey 

et al., 1967 ; Rees et al., 1968) fig. 28. 

Cette cyclisation est catalysée, chez la levure, par une 

squalène 2-3 époxyde-lanostérol cyclase (Van Tamelen et aL, 1967 

Bloch et al., 1967 ; Schechter et al., 1970). Les étapes ultérleures de 
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~ rc. L~ - 8[05Y\:THESE DE L'ERCOSTEROL CHEZ LA LEVURE ...:..-__ O_t-1_Y_C_E_S 

- ACTIVIT s -

® - flCETOTHIOLASE 

@ fl HYDROXY - f3METHYL GLUT ARYL Co.I\.5YNTHEi ASE 

© - f3HYDROXY- f3METHYL GLUTARYL ~AREDUCTASE 

@ ACIDE ~1[VALONIQUE KINASE 

® ACIDE PHOSPHO MEVALONIQUE KINASE 

® ACIDE PYROPHOSPHO MEVALONIQUE DECARBOXYLASE 

@ ISOPENTENYL PYROPHOSPHATE ISOMERASE 

- PRENYL TRANSFERASE 

CD - SQUALENE SYNTHETASE 

0) SQUALENE EPOXYDASE 

® - SQUALENE EPOXYDE-lANOSTEROl CYCLASE 



A<I'I yi C of\. 

,1'1 ' erg 10 A. B 

'. 1O,'!: l " i 0:" 

erg 1 ! . 13 
'LII ryl CoA 

-----~ 

>\c 1 de 

erg 12 
Ide 5 phospho mèva Ionique 

erg 8 

ACide 5 ho mevaloni ue 

® erg 19 

Pyrophos~ 1 Pyrophosphate 

d' iso;;~tényle" @de diméthylaflyle 

®~ 
Pyrophosf,.)hate 

de le ~rsopentényle 

® j erg 20 

2 X réirnés 1 le 

1 

0) 1 

~ 
erg 9 

Squalène 

<]) J erg 1,14,18 

squalène ~pox. de 

® erg 7,17 

nosterol 

erg 16 

, 
ERGOSTEROL 

B 

HO 

HO 

o 1 
,"'S_C'JA. 

1 
(H] 0 

/ 

1 , 
/' 

( 



'0. 8 ?~RTICUL~RIT~S DE LA VOIE DE BIOSY~THESE DES STEROLS 

HEZ ES C~AMPIG\ONS, LES ANiMAUX ET LES VEGETAUX HL=PCPHYLLr~·. 
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:{ , . ,~~ t; 'C udrtc~'lo e" tostérol et (Ju l dilOS érol 

f-) (1 le.' Ci t. é r'~ l '...' t f.'rgusl::é ne seront donc pdS ,dent lOUt'S 

1 t des réact Ions 

i]rouperT\I.='nts :néthy les du léHlOSt écü , d' dOU "J 

l'introd:,,;cflon de roupement méthényle dî U 1'. 1 Je 

él réducl Ion dt' él dout le llél 1 son, 

Ces réact Ions de fin de cha Lill' sont représentées fig, 

Les erlzymes qUI les catcllysent Il'ont pas de SpéClftClté strLct 

pour le substrat. Elles permettent un système multlple de liOles de 

losynthèse (Fryberg et ,:Ji., 1972 et 1973:8élrton et al .. 1972 et 191': 

[Jsuml et éll., 19781. 

~Il olus de la syrlthèse des stérols produtLs maJeurs.'. U 

lOsvnthèse produ 1 t, f:'1l Féil b le quant 1 té, des molécu les J mpor-

1 Il t t' S :i url 0 p l an slologlque. Crl peut cIter: 

~es groupements Isopent.ényls des t R'JA sérIne et Lyroslllt'. 

- '.él chaine laréréde de l'ublquwOile Icoenzyme respiralulfl' 

:'r l,: dollChol. un polYisuprène lmpiloué dans la glycosyléltlOIi des 

n IJtéLnes rans 1 S ~ 

Ces molécules sont synthétisées par une prényl transFérase 

gràce à l' lntermédialre du éranyl- ranyl pyrophosphate. A l'heure 

actuelle, il reste à montrer Si les substrats de l'enzyme sont le 

Famésy l pyrophosphate et l' IPP ou bien directement l' lsopent~lly 1 

pyrophosphate et le dlméthylallylallyl pyrophosphate. 



Squalene 

2 Squalène 2-3 époxyde 

3 L anost erol 

4 4 - 4 dimethyl 

cholesta-8, 14, 24 - tnenol 

5 14 - déméthyllanostérol 

6 40(.· méthylzymostérol 

7 Zymostérol 

8 Fécostérol 

9 Epistèrol 

10 Ergosta 5 7 24(28} triénol 

11 24 ( 28) déhydroergostérol 

12 Ergostérol 

XIII 4 «.. méthylfécostérol 

XIV Cholesta 7 24 diènol 

XV Ergosta 8 22 24 ( 28) t riénol 

XVI Ergost 8 ènol 

XVII Ergosta 8 22 diénol 

XVIII Ergosta 7 22 24(28)triénol 

XIX Ergosta 7 en 3 J3 01 

XX 5 6 dihydroergostérol 

XXI Ergosta 5 7 dien 3 J3 01 
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![ LOCALISATION {)[S ENZYH!:S DE LA BTOSYNIHfSE DES STEROLS 

:-0 r0p8:'~llll:W, lfltrace:lulatre des enzyf'1t's de lh \Oie de 

h:us;.t,l'"'èst' .. ,.0,1:':0>0; chez :8 ]2vure::; .. te é::uGtée ::-<lr ;::<us:eur:;; 

Shtl'l"llZU et al.. 19ï3, 8011 ':'t -id., 1975. 

Troch~1 e:' ;~l" '<;-::6 ',:nt :J(irnoq:ré que les erlZy"ies de dé~u:: d,;-' s:'It:.ètlt., 

son~ qêné::al!:':nenr ou::wbles. e'Xcep::'lcn fatte pour l 'HI-IG [u~ (!Jduct;';~t· 

qUl est q":e pr;lyme l:èe aux :'lefl1:nanes i:Htoch:::ndfldt":,i. Kllrr.!;lat: cL 

;,;1 .. 1971 '~r1t éq8:ernç'1t rBoporté q4e L'a:::-ét.:;îacetyl ;'oA t:liü~hsl', 

PI: 'Uf;çl;on SI" l';!rst ,'J:l\·s\oloqlque ct' cel:ulcs, ;10..;'.iJll t'~rc h)C'i:dl"ée 

SUit dan!;:) 100-' CvldpiJs!l't' ?,Olt dans les ffiltoc:,:ondril's. 

tes enzymes de la pHrtH~ rr.édiane de la vQte, ~ntrt.' If' 'né"alu~ 

oate t.'t 12 ·<JrÎl8Sy~ p:rcphosphote .SO'1t éç8lernent cytsp:3s;;nQ ... E's ': fche~ 

et al., 1956: Eberhardt et al., 1975). 

La d\st;:"ibutlQo des enzymes sltuées e:ltre le Farp;:,yl pyro­

;:;h::::sphate et 11:' la'lostér::l est çonflue a'vec certit:..:de à ce Jour. Ules 

sont toutes llicro$omales (Qureshi et al., 1973; Agnew et aL, 1978). 

Cette clstnt;utlon est en accord a'vec celle que I!C.JS a\.--o;~s ::;bservée 

dU ldbora:olre sur la 18\--ure! '!otamment. en ce qui concerne Ld squclène 

2_11 épuxyde-larmstérol cyclase (MbayiJ et al.. ~987). 

JES con:ro .. erses subSIstent ce;:;e'ldant sur la locallsatiofl 

des enzyMes de la part~e terMinale de la 'voie de blOsynthèse. apres 

le larostérQl. Certalns auteurs les situent Gans les nitochO""idries 

(Thcmpson et al., ~974 ; "ieal et al .• 1977), tandis que d'Çju:res les 

ont localIsées dans les microsomes (Moore et al., 1959; Jarman et 

al .• 1975; N15hin~ et al.. 1981). 

[n résurr.é, les premières étapes enzymatiqwes ayar:t des 

substrats sO::Jbles sont localisées dans le cytoplas'1'le des cellult's 

à part l'HMG CDA .:'éductasf.'. Par centre le!;:) enzymes catalysant :a 

conversion des molécules, de Fin de cha.lne, hydrophobes f sont ltées 

à des systèMes me'1'lbrânaires \.Rêt:lculum endoplasrt'ique ou rt'itochun­

dnesl. 
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1 l 1 - MUTANTS [SOU:S 

~)";i1e p3;t pCu~ '''L,dler ~e rdie pt1:.s!ologique des stérols ~::. des 

'flol<éculL's :Jé:-j',2es ~'l ~'~Jutrè DGrt ::,1our i'étudt' de l~ regu~dtlon 

'lne de la :-::\Obydhèse dt>B stérols, 

U;s ::relT'ters nu:ants obtenus c::rrespoTldprlt 2U' rt',,"l':JPts 

"loqués dBn", les èernières étapes de la biosynt~~èse ce t'ergo;ltercl 

e,::,ç, 1,,: z:lllo'Jt:eroL [ls ü--.t ~t", séledlonrés PB::' h'l:r ,ésiSLance 

," :3 t1jshtln(' 'polYè:'e ;;.nti~"onlJ\CLe; :,';)CdS, 1971L 

Ces mutants n'exigent pas d'ergostéroL pour la CC'Olssance 

cor les stérols u-.termédiairçs de biOSynthèse. accumulés, suffis::,nt 

::::ur assurer :a croissance dés cellules. 

~es prerr:H:>rs mulants auxotrophes pour ies ',térols .solés 

corresponderlt à des mutants bloqués dans la blosy~ü.rè5e des porchyr:­

f;PS f lf1clspensables, en outre, dans les étapes de- déméthyla:ion cu 

lBnùô:erol (Karst, 

en ergostérol, en 

:le resp:rer. 

1973). Ces souches ont une cngen:::e plêLotro}:uque 

sode gras et en rr:é:hlonine er. sont incapables 

~f's mutants bloqués dans les gènes de stn.cture de l,a bio­

syn::hèse des stérol~ r'ont pL; ètre lsolés par la SUlte que SOLS forme 

de md':1nts conditlonnels (thermosenstbles) (Karst et al.. 1977 et 

:984) fig. ZA. 

IV - REGlllAflON DE LA BIOSYNTHESE DES STEROLS ET METHODOLOGIE D'APPRO­

CfIE DANS l'ETUDE DES MECANISMES DE REGUlATION 

[n général, les .... OLes de biosynthèse sont régtJlées par 

rétro-lr\hlbttlOn el par répress.lon 1 de l'actl'.-lté et de la synthèse 

d'une d<:>s premières enzymes de la chaîne. Dans les voies à plUSieurs 



Lermlni1~ 

Dans :t's cellult's anlmales, cn '3 

'"te Prt~l;:llrc ae ta r<igulatwn Ct' ~a biosynthèse du cr'olcstêc01, 

J.1ClSl, un bJul( éle\<é de stérols plasmatlqcJes, GOUS :or'fle de I_DL, 

réDrlme 1& syntrèse de l'enzyme et dltn,llue:02 deml-\iH', 

i_a dlf'icullé majeure pour étudIer la régul«tion de id 

Cl0",\lll:-<è;;t' ce l'ergostérol chez la le"ure est que,da:'s les con::i:.ttrJns 

3tallctard de culture dérubie, la h"ru::e syr1thetlse de !]ré.lnces qua;,tl.tés 

d'ergostérol et eSt lmper,éiJblt: aux stêrols exogènes, Ceci re0d 

1;" '<ole des stérols particdière dbns la fl'!?ê:LJre OlJ r en qénér&l. chez 

of8du il fInal est apporté par le mil ieu de cul ture. 

(n cult,Jre anaérobie, les celbles de levure ne ;;euvent 

paS synt!lét i ser le noyau stérQ l et 8ccqm,Jleot le squa lène (Andr8ason 

"t ,d., 195)). Les stérol,,; exogènes se:ont donc prélevés. PlusifOurs 

r]ro,.pt'S m't utlllSé les cultures o~aérobles de levure pour étudIer 

l 'efret de ~a carence ou de l'excès e'1 ;;térols exogènes sur la sy"thèse 

de t'urc;ostérol, Cependant, ces tra ... aux 'l'Ollt Das permlS, pour le 

liument, de démontrer avec certitude eue l ''lMG Coil. réductase était 

,'étape re:julatrice de !a t)lOsy~lthè,>e de l'ergostérol, \é8nmoins, 

que 

travaux de Kawaguchi. (1968), "in vjtro", ont Monlré,chez la lelture, 

l'lncorporatlcn d'acétate:14 Cj ainsi que j 'l-IMG (oA [:4:::]dan5 la 

\loie des stérols était très fortement lOhibée en ptésence de t ipldes 

acides par contre, dans les mê'fles cGnditi8"!5, l'incorporatwn de 

mé\alor1ate [14C)n'est pas affectée, ce c;ui nontre que l'f-lMG Ct:i\ rédcc­

t2Së serait forlement rétroin~lt'ée ;')ar les lipides acides. L't.'rqos­

tér:Jl n'a cependant aucun effet dans ce c-os. l8 nalure exacte de 

ces liptdes aCIdes nia pas été démontrée malS les auteurs ont rapportp. 

qu'Ils dérl\fent de l'ergostérol. 
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O'autres t::a"aux (8011 et 8L, !?7)) ont fait c:bsl'rYer 

YMG [ ' , 
.1n :-éaUCf3se. 

CJA thlolase et de Hi'-~G [oA Sypthétase sont dimtl'ués 

ré8uctase n'èS: que très peu affectêe. 

lJne at.Lre t'lan1ère p:::ur modifler le taux de stérols dans 

les ::ellules est d'utlllser dt·s mutants auxotroohes pour l'ergos<:érol 

qUl oourraie'lt pré~e;,..er l'ergosté:-ol du ffill1ec de culture en aérobiose. 

Cl's rnutsflt8 perfT'e~tront égalewent de 'llettre e~ évtde'~ce des effets 

pcssible}j de régLlat Lon dus aux précL.rseurs de l'ergostérc1 accL.;l1ulés 

SGl"S ~'influence des différents blocs enzymatiques. Ser\>ouse et 01., 

1986 ont décnt. en anaérob1ose. lorsque l'ergostérol est en l;'xcès. 

une dlminution de lOactivtté spécifique de 1 'acétoacétyl C:J.~ th::;lase 

et de l'HMC CuA synthétase, d'un facteur') à 10 par ::apport aux cel­

lules carencées en aérobiose, Par conlre, l'actiy~té spécifique HMG 

[oA réductase n'est orat:quement pas ilfft:ctée. Ces expéoe'îces SJggè­

rent fortement qwe la régulat.1.on s'effectuera1l chez la le;,..ure par 

répression-inductlon de la thiolase et de l'YMG CuA synthélase. 

Plus récemment 1 Pinto et al. 1 1985 ont montré que l' accurru!a­

tion de sQualène dans les cultures anaérobies est diminuée dl Jn 

facteur 4 envi~on. à forte concen,--ratioo d'ergostérol (100,.19/1), 

par rapport à un laux plus faible d'ergostér:ll (2 mg/l). Ceci confir­

~eraü une régulation avant la synthèse de sqL.alène. 

Cependan: d'autres facteurs de régulat10n devraient proba­

:.lement exhter, :"a \laie de biosynthèse de l'ergostérol cmf:Jrend, 

en effet, une ;"'lngtalne d'étapes environ et l'Gn peut émettre l 'hypo­

tnèse que plusleurs 6tapes doivent être régulées en dehors de l'une 
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,k"i \~t::!pes :>récc..ces. ife ~eçu2dllGn '>~·.,'H,l Pl1 03rtlC'Jllef ':XIst'.'::­

·JU f)'H1du ~e l't'j')br">llchC'rnent 1",;;prér,uldes-stéroLs. Lfi effet, le ;:-PP 

'" , , , 

'iUit p'Jlv;ne:ls2 ""1 l';cj:::r,,:)(jtd~>s d l.p;; 

('t'i;;'t'o;. ~[; '::, .. ;e:..L-~rl1," -:;t,''::P "w F;jlL, 

, 
, ~cue en fCf;Cf l,)" 18 en stér:::ls souçhes. 

Psr s.lIeur", flOuS a\on:;; fal: l'hYPDthèse Que 1:,! sq,-alèl1e 

2Poxyd[Jse pou'Talt ètre J" slte de régu18::'liJn. E~_ effe:, h' squalène 

ci 'ac::umule en 8fli:iéroblOse ,lrdreason et al., 1953 

1761; !-1o;::urqo et al., l%~; I\'t tes .sté:-oh sont synthé~ués cc, aéro-

btose à par:lf Cu 0001 de squôlène pr?el;lstciflt. 

Le squa..!.è'ie pou,<ant dOf'C fç,rmer un pool, la '<_~resse d'lntro­

ductlOn de l'oxygène rr.olécu:aue :::ar la sqlJalè~e épcxydase peut donc 

é:re un facteur ll.frltant. Je :lu3. "::uS "vons étudié cette actl\-lte 

';flzymat ,que parce que t,'es :::eu de pubLicat lQns avaient caractérIsé 

cet:e enzyme ("rez la levure S8ccharom'yçes cereVISlae. 

Enfir, dans les cellules dnuna:es, plusleuzs travaux tendent 

à l1ontre;: que l'€nzyme serai.: unpLiouée dans 1:" régulat.ion de la 

JlO3ynthèsc des stércls (taus,: et al,. 1979 :Chanq et al., 1980; 

E:lenberg et al.. 19,84). 

Les \"o:es d' acpro::he ut: 1 isées pour essayer de délerniner 

ces dIfférents sit.es de régulation sont. : 

- La mesure du la'.Jx d'e:-çostérûl dans les dlplùtdes hétéroal !èles. 

Cette approche glcbale doit l"Iontret s'il ex,~ste Ou '~on une ét.ape 

l i1Ji:ante dans llergostérol chez la levure. 
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dt" 1 'act1. de spéc l f ,que 

!- pdr rappo,'_ 

'::iélllY8ge. \lous "nGI'S :l't'suré ta ten8ur t'Il stérols de cett2' sou::he et 

0tudtC Eg,,,dément ;'1 (! __ 'S -,ntcrnéd~a 1 ('es de ':8 b .. osYlltnèse dl''::; slé,Gb 

;:Jou\.catent être 3cc.J'L.Jles-, 

') ta rec'"1erche d:: Irwt;)nts de régt.L.at ion. 

;J _ L'etude des 2ell'wc::''''',," squalène synthétase et squalèlle épox>/d3se. 



CHAPITRE 1 - MATERIEL ET METHODES 



1 - MArERIEL 

"allce son: :'établlPs. ces ,:;n)res gL't'Il'iE'l't ct les cellulc'S haploices 

:je ·:o::gne oppot;ie (:~)polC'lt Dour' redonn::" ces zygotes C:lploTces ':f'. 
,~uil1ermO'ld 1902.' 

gt~ de plus, qui falt de la h::\I..re Si:lCCh8rOffizces ct:np~'SlÇjL'. uP cd'cl 

êt' ~'ravd li Intéressant. 

"""""""'" ASEXUU 

Fi Cl. 4 - CYCLE Df -..A LEV:;RE Saccharcm'ices cert'V.lS Hl('. 
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Tau tes les SOuclles utillsées dans ce travail dérivent de 

la souche r~ 100 (ArCC 28}83) de signe sey;uel (8) et de le souche isogé­

rilq'-ll' f--UOO (:'fCC .321":'7: de slçne dexue~ 10::.), lès mutants aüxotrophes 

pour l'ergostérol ont été isolés à partir de ces souches saul./sges 

par r. Karst'; 19741. 

2 - Nomenclature 

Les souches haploïdes sont nommées par leur génotype précédé 

des Hlitiales cu patent dont elles sont issues. Comme nous travaillons 

uniquef!'lent en sysUme isogénique. le rappel des parents fL 100 et 

fL200 est inutile. 

Les haploïdes obtenus après sporulation d'une souche diploïde 

reçoivent le nom du parent haplolde suivi du numéro conespondant 

à la tétrade dont ils scnt issus et d'une lettre majuscule désignant 

la spore de la tétrade t At 8, C, O. Lorsque les tétrades ne sont 

pas complètes, on obtient des triades et la nomenclature des spores 

devient alors sp1. sp2, sp3. 

II - ~THOOfS 

1 - Techniques de culture: 

1-1. Milieux de culture 

Les milieux 

- milieu Complet YPG 

standard sui ..... ants (g/l) ont 

- a.ctopoptone (SlOKAR) 

- Yeost extract (BIOKAR) 

- Glucose 
- Eau QSP 

été utilisés. 

10 9 

lOg 

iD 9 
. 1 1 

1 
1 

1 , 

1 

1 

1 
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é D[eco) 

gh .. cose 

iHU QSP 

6,ï A 

~ 

I~ 9 

l 

Lf' Lulieu r~l'lliT'J'1 :)'''12 ::;3r~s 3IT:ln:J-aCldea ni 5ulr<lte d1a;nmorlllJm 

n: pan:oth~n&t~ di;' :51r"d11 1 est préparé comme suit, à pRrl~r des SQt~;-

: 10r1$ concent::ées sut\l!:mtt's 

, Vitamines 

8ictine 

aci;:e fol:Que 

acide p8ra amino benzoioue 

Riboflavwe 

~h:dmtf1~' 

pyrldoxal phos~hate 

iqOSl tol 

nlaCHI0 

. Pantolhénate de calcium 

, Sels rares 

aClde bor lque 

sulfate de cui\'re 

iodure de potaSSll1ffi 

chlorure rernque 

sul fate de manganèse 

'l101ybdate de sodium 

sulfate de Zlnc 

4 mg/ml 

20 fIIgll 

20 mg/l 

2 1 

0,2 g/! 

4 g/l 

4 CJ!l 

2G yil 

4 g/l 

5 mq/l 

0,> mg/l 

1 iTlq/t 

2 mg/l 

4 mg/l 

2 mg/l 

4 mg/l 
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Sels IlHnérali)( 

0.1 \1 1 

CaC!.., (2H
2

C) , 

• Gl:.;cose 

, Hydro~ys.at de caséine iDü l 

à partH' de ces 501u: lors-mères co""centrées, on prélè\'C, pOUf 

-:00 ml de milieu de culture : 

glucose ) ml 

sels rares 1 ml 
Hycrolysat de caséine S ml 

sels mitléraux 4 rrl 

eau stérIle 85 ml 

nbofla\l loe ml 

<Jutres vltamines 1JO)JI de choque 

Pantothenate de calcium 30)Jl 

l'hydrolysat de caséIne est la seule source d'azote et 

le glucose, la seule source de carbone. 

~ Milieu de sporulalion ACK (/1) 

acétate de potassium 9 

gélose 2e g 

eau distillée 1 

!...e wilieu t'omolel (YPG) et le fritieu de sporulatiofl ACK 

sont stérilisés à l'autoclave pendant 20 mIn à 120aC tandlS Que 

le ffilllt~u :ninimum YNB est sle.nllsé pendant 15 minutes à 110nC. 
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, . -,.. 

Dans le cas des 3nJérobl0ses. les c:.Jltures flun 

laissées à la cha8bre thermostdtée à 2S oC pendant 72 heL<res. :':'IE' 

couche d'''u:le de pa:"afft'le assure les conditions de l'anaerobws,:,. 

1-2-2. Cul~.lJres en r:ülH:!J solide 

Elles so font dans des bolLes de pétri mise:; À è"::uber 

dens des étuves à 26°C (température permIssive) uu [:) 36°:: (tCl'I1pérafurp 

'"'cn permissi .... e). 

1-3. ConS8ndt lon des souches 

Les BOUCreS de le\-ure, en phase exponentIelle (je croissance, 

sent conservées. par scsoensior dans des tubes de mi lleu complet 

(YPC) supplémenté avec 2:: " de glycérol et congelées il .:;ooe. Pour , 
une éventuelle ut tlisatlon. Je Lube es t déc~)pge lé et son conten~l 

étalé sur un mIlieu de cult.lre approprié. 



" - '-'-' -

2 - Mesure de la crn)s: .. Hllce celJulane 

dlfférer;t!:> :I-i llblX test. 

:H('C lé'! souche sauvage. 

l.n crOlssance celL.1aire pst, dans ce CaS, qUdfl\ tf:e!:' par 

!e :n'::;uru ::le la densité optique \00) 2 7:J0 fjfl) :, l'ade d'In 5pl'c~ro-­

,')lon::;T!ètre. PQ~Jr une Quar,tl~:::HtlG'1 plus fine, '-.J': corr;;tdgf::.' !:l ! F~erratl_ 

illp~rf:' c'ellule de Malassez 

.5 - Oéter.-minaLion du pOids sec 

Les fi~tres H 111 i:::cre sont p13.cés dans u':e étuu'! à 12fJQ
[ 

en presc'lcc de cristaux dess:c3.tcurs. pendant Gre heur!:', [15 son: 

c':,;ulle :Jcsés lmmédJaLeI'fI€nr, à 2 ml de culture sont Z110rs ftitrés 

~ur L: 'illlitoore ;;UJ<i les fi:t,res s:Jnt ft'A1S à secner dans l'étu .... e 

pendant 30 il 60 minutes. Au bout de ce tt"mos, \)II!:' pEsée esr pffecbep 

POU;:- 3vOl:' le poi'Js sf'c des ::ellules. 
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~3 relatIOn absorDanC~-POlCS sec a été cétermu:ée p8r refé -

')'1 f1 il re 

la ... é à l'eiludi'.i!lllév Pdl;l resÊché et rf:pesé !Jans :e :'::dS dP id 

sOuc"e s8.J ... 8qe :::; 10n, Ln ~nl]lliltre de cultu:,c ce der'Slt_é optique 

correspO"G à 0,258 mg {j~' po J us sec. 

Le phénotype d'une souche est dètel'mlfH:: par le teBt ec 

g:;utte sur mille.Jx solides YNB 8u YPG, seuls ou supplémentés en ergc:s­

Lérol (L.ü )Jg!ml), <?;, tcrgltol Cu aûtre molécule a tester dsns le 

PhêpQt. ype. 

les boites sont ml:;e:::; à Incuber à 26°C et 56°C. L'erg:::stérol 

est dissous à l'aIde de dêteqent fween 8,) :;Jolyoxyéthylê:ne SO~:l1t3n 

mcno-ûteate) Ou lerrjltol NP :.0 31cool 

4-2. CrlJ1Serr,ent et dêterminatlcn ou signe sext,el 

Les souches, er, pl1ase exponentIelle de croissance! sont 

céposées sur boites de ml11eu ccmplet YPG. Elles sont simultarément 

croisées avec les souches ruoü (de Signe a) et FL200 (~\ Après 

2 heures d' lncubatLm j à 28°C, les mélanqes de copulation sont observés 

au microscope en vue de constater la présence de z.ygotes, de forme 

::aracteristlque. ce ::;ui permet de déduHE' le signe sexuel de la scuCr>e 

tes té!? 
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~-'\. ft'::.:t d'AlléLsne tJhér"otyptque;,u rpst ce cumple­

,11çr;r dt LJ~ 

if' premter C::<:iS. le J,pic!cp hérite de 

dant> le Ze CdS, li ';:51 :,fH;\B~P, 

i~ne ;~et dl! 'j"S;: ;lL IDélauge de c()~u~ation est pldcéf' :,;~r 

une ;::délquette d'aipr, 3 [j 4 lygotes t>ont 1solés du mélange. 6. l'8td"" 

J' JI1 rnlcro;",anl;:;uldleur ce fcnb:-ul1e, la plaowette esl .. ,suite cpposét' 

Gdfl:; une botte cc IflllJeu complet et in::ubée pendapt 3 à i. J:Jurs ~ 

2b eC. ,J,u bout de ce tf'l;)PS, les cO"Grlles sonr restées pour ~~'ur plléno-

L:rpe ou rJ11SeS a G;::o,u:e, sur !TH t1~'d de spurulatlOr ACK dfin d '~n 

erud~er :8 descendance. 

la SOuche SOL\'<Jge hap18~'de est étalée sur ffillieL qélose 

,l'PC 0'.1 YNS) suoplcirnenté. l_1:'S cellules sont irradIées penCfwt. ':5-

a 20 s sous une lampe PP! U?S ruv 3::1 'rJ. dacêe à 47 ::'11 de dl fi t dnce , 

au dessus des boHes [je ::dture, exposées ouvert.es. Cecl correspond 

2 un seu':'l de survie Cf' l ?';. Les cellules sont ensuIte lncubées pendant 

48 neures, "vant d'êtrp étalées Cv t.estées sur milieu '"élecUf. 

5 - Obtentlon des fractions membranaires et des enzymes 

solubles 

5-1. ?réparatlOn de la fractIon enzy:natlque brute 

Les cellules ce levure, rnlse8 en culture en milieu li'j\nde, 



,,:;nt récoltées en 0"ase :.-'xpom.'"'tIl"lil' de CrOl!:isafl:::e (de"stté 8ptlqU2 

-, L 

le :-:rfJv8t ~>,,;t récupéré pu,:; :~'nt"h.;gé UIÎ", pre'l1tÈ're fOlS 

'1:f1H:;ant '0 mrl à soor: j a :1.0(. Cet_t0 ;)remJ;:'re cen;:r:.fuqdt~on per'Tlet 

-;::lulli"I':' les ::ebn::; ':Ll:b1811es, les c'.'lldes eni:~ères l't quelqut!u 

h2l1es collectéf",S i-hec le ~r:'vat. Li:' ,~,j~I';:\(le3nt 2St :::e('amé et centn­

fI q,~ pe:1::ant JO rnn ~ :20CO q ;) 4°C. lte lullJ:"', cafTesoonOi:lfit aux 'lllto­

,:"'ondr:e;;; et aux 1)'5050::1\:':5, t"st éllf"1~r:é. te sur:'<:::::jeant seul (S12~ 

(':H_ uctllsé ct sef\~n: de :::lourct:' Ci1Z!I1iB~tQue dbns le dosage des actl­

l' l ~ es er1z)'rnat l ques, 

5M2. PreparatLon Ces fract~üns mlcrûscTlales et des 

enzymes solubles 

Poer cerL:nnes e\(pér~ences, le sdrnaqeant 5
12 

est ::e('tnf,.gé 

'J':e ':)13 de plus. pendant 60 minules, il ~OS C:JJ 9 3 oac. Le cul:::t 

currf's;:wnQ a la fraction microsomale et est utdlsé 3;;rès 2 lavages 

2'd:'C du taMpon de broyage comme source pur l f; ée de l'enzyme. Ll's 

:7llCrosomË'S sont resuspen,jus da':s le même :allp00. Le su::nageant (S10':> 

rf';.:resente la frBetlon des 0PlymeS sobbles. 

6 _ Préparation des substrats purifiés 

6-1. Préparation du squalène 2-; époxyde 

\.Ë' sQualène 2-3 é~oxyde esl synthétIse à partir d'j sqLalène 

selon une méthode décflte ::;ar Van TalT:Ë'len et Curphey {1962i. ,\jOUG 

a~orlS utIlisé les condltloflS sulvanles : 
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'--c ;;\Ud, l'Pl' ;:;Ul " ri 1':-10 r 1 • Hf U, ')li 

L 'l IT1CfIUOroITIUh\ dr lne 
pp " S' 

~1 :j,~rc.,,(lhv:~r !(,'" fif , n 26 c, 

Ld hande curres;::cnd3nt j 13 'l1I)nobr=rmhvdt,::t" 

,7'='~:idJlUI puIS tralté, SOuS agltat Ion, pdr ~6,S m~l 'je 

;Jütassl'lm, pt-llddnL '4 Ne,"rc" 3 terrpér3t l:-C 3rr:L3'lte, 

::JrtonaLe de 

Le squalène 2··3 2Po'\\'de rnrrne t'st (!\(tri:lll <1H'C de !'el:1er 

.=:thVtlq.JP nl1 ,h-!?C de 1 'he::o:anc. Le tOJt t'st conCE'Pfré ,.>nsulLe dans 

J~ OL't.lr \olune pU1S Iden! tfl!? par chromvtogr;;;phlc sur COU::h2 'Tli,-c,:~ 

:15("/·v'.Le squalbne 2-3 ~po",yde a un ilF. rie U,BQ jans 

::.i..' Systèf"l!:L fl est utilisé, d19SDUS dans du jer1zè"f' à rHI$Cf! de 

1 S mg/mL 

6-2-1. L'~rgostérol 

:1 est ;::U:-t::-:R à part:r d'u"e GCutcC commercIale. paf reCflS­

~6l;'Codt-;0f1 dBns le mélange 31('uu1 élhyltque - benzène - (;';;lU 6,6 

>,5 Q,l ;"'/'/vJ. les cr:st3,,)( obtë'HLS dl bout ne :Sii h ':;flC ~-;or;l 

l 0:;" cos j'Je CL' l' ,<1 himol. les pa i! let êes purl fIées é;Qnt L'nsu\.te dlSSOU­

êes dans le mélange chloroforflle-méthaPlIl 2:; 1"/,,,\ '" fi.H50" de 20rrq/'rrl. 
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}2f jèco.:;'-.:lu( lS' ~idr1'-. :(> ,wi!anLJr ,~hlDr(lf:)~""l'-,~élh;jft,-l 2: 1 

rr,'.:;:';!l dl' ::0 -tiG .01. 

, , 

Il l'st préparé COf1nl(' l ';'l'qüstérol 08fl$ le (!;?!êmqe chlo~(!f')nH' 

"'étlian:.:l 2:1 c".'\, .':; :-Bi~-tr' de 20 mg/'11, 

7 - Iofarqùaqe de la voie de biosynthèse des stérols par des 

substrats radioactifs 

La Ct1d ~ ne de b i osynthèsc déS sté ~o 1s pet.:t êt re IlId rquée 

par l 'uti~jsdtLQn de plusHwrs tech'"'lq0es qUi sort entre Butres cumplé­

mentanes; fig. 5. 

L'Llll1sattOn "ln ... hO" d'acéta::e de "18 [14 cl Lous 

les intermédiaires st:'ués entre l 'dcétale et l'erqostérol se trùl)"cnt 

r'12rques. 

_ l 'ut111satlOll '~~~ltitç~- de mévalonate (-:l. ~] : tous les 

Inter"1êdiaires situés entre ':'aclde mévalornqcc et l Jergostérol se 

trou"ent marqués. 

- l'utllisaUon ''in vitro" d'acide rr:évalanique [14 cJ en pré-

senet' c!'iodoacétamide (;rrM) les tnlermêdialtes situés entre l'acide 

mévêllonique et l t lsopentényl ;::yrophosphate ce ... ie-nnent radloact lfs 

car l' iudoacétallide bloque l' ,isopentél'yl pyrophosphate lsomérase. 
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_ i'utlltsalion "ln vltro" de farnesyl pyrophos0h5le f lit CJ 

1 ~ Cl 

Zict:fs. 

La ('omllbralSDri d["'s résultats obter1U"" par f.outeB CE'S tpch"lç:qP." 

per~pt de SltUPf lu bloc: crlzyrn,,:ltlque. Dans Cl:: L:-8v<Jlt nu"s. d\ons ,J:.I-

7 1 ["cu::al.on;;:e :::ellules en Q:;"ésencc d'acéCatr ;1e 

Les cellules sont ;;ultivêes pendant une IlUlt, ~!Il mdli::'U 

liqu.tde • .3 23°(. Elles sont nkoltêes en phase expûnentiC'lle de crO!j· 

':idflCe, lijvet'}$ une fois ijyPC du tampon phosphate 011 fJ. pH 6,6 ,cJe 
runtenènt du tprgjtol 1°1 cu 

pho""phate st'ui, Les cellules sont rerHses :?'I suspens.ton dans 1f> fl1RI'lP 

ou dans du tampon cltrdtc 

:1,1 ,''''PH 4, conteno"r");~ de CJidCO~~ \:::lI;,), r\r:;rès un temp~ de prClrlM 

cJ:;aLon de ~5 t:llnutes, od !::loIn ~afie â 28°( (Adams et Rl., 1967\, 

Ofl ajoute de 
, , 

l'acétate [' Cl S).JC1/ess81 (96,8 mci/mM ; 50D fJcLh:l1!, 

Le3 cellules sont ensulle ,:'gltées pendant 2 à 4 heures PUIS reC'dell~.tes 

!lof centrIfugation et lAvét's. Elles se~ont ~rsuite triutées c:::nne 

11 est défini da ilS le parag::8phe 8-1-1. ~es prodlilts sont ;.de"tlrH~S 

par chromatograohle ! cf.) 9_ ~ . 

7-2. fncubdtlon :Je cellules perméabiLisées en présen­

Ce de F>JP (14 Cl 

Cette techniq\lP est hasée sur la perméabilité des cellult's, 

dont les constllu8nts membrsndues pliosphol.lpdlques ont été attGques 

par des solvants organiques. les con;::itlO'1S optimales de tr8vGll 

sont les suIvantes 
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Octanoate (
14

C 1 

t 
Acides gras 

~ 

Pyruvate 
../ 

F tg. 5 
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. (14Cl Leucine Mévalonate 

! 
H20 

",,\ ...... ~ __ 1-__ 

Lanostérol 

m.'hY(~1 M~thlonin. ---....... , 

~ 24 Mëthvjénelanosterol 

snES D'ENHŒ[ DES PP,ECURSE:":flS Mf.RQUES, )ANS LA 8!OS\'~HH[Sf. 

DES SfEROlS 



;J!?G .olumes du réldllgt' de 501vall:s, .. d:'13nC entre .>1 

'-1::Jrl:l dén8ru;'atloi! des prûb:h,es enzy'naLques. Un volume de j') i':l ':::<.:;,1 

;;;; drc r;'tenu. 

"gCI z 
~;6PDH 

te milieu de reoctlon conluont 

10 rrH; Kr : ~ rrH : (;0'-:15 ffI:1; 

: 2 u'ütés ; ;pp [14cJ : 50ffioles. 

do;'_ drv 

~AQPH C,o.:J 

La d;jrée de l' in,::ubalion est de 2 heures à 30°[. Elle est 

arrêtée avec GI? l'éthanol (lml}. Le tod est porté à 60::>[ pendAnt 

les protéi:v::,s préCJ.plte'lt, Dans le cas du marquage pa.; 

l'AI-W, une centr:fuqati:);l ::,st nécessaire ;;Ifin de séparer le C'jloi:: 

co .... tcnafit les composés stéroliques ~\ydrophobes. du s\J(ï;aqeanl n:~J\fcr­

llant les dérl\és phosph!Jryles de ! 'AHV, les cDmposés preny lés et 

l'AMV restant. Ce SLtn;'Hjt'ant est dl:-cct,-~ment chromatoqrJphlé "ur 

plaque ::1:' gel de sil tee, dons Il' système r'- propanol / ammon~aqUl' 

C8u EDTA l Q~ 6:;:1(,,/-"'/\1). 



,-j l,' 

, c~ 1 CJ )': ri () Il 1 ~,!,. ('UIII '"1t' '~lIICI." j j, 

,': 

'._~"; .~,. : l, 

,1 :"ec:)l:'.'l':i ·'11 rlehu: Je Jh8St' e"purH:'flllelle de Cr'JI,;scHlC"'='. "'.'"'!' 

'! i c, 

!l' <J i l.l" ",' 

ri1IlUtf-'é' délllS le rnélclllge d'tr1curpuratI.lJrl, puur Irlhlber le' :,,','hese 

Lt,S Cl'llul~)s sunt mlses L'ri ClgllClllUfl perldéHlt 1') :'l -, , , "J ~ L' S 

rl 29°C. L'"cétClte de sudium 

La ci.nétique d' IrlClJrpuréltlon L'st SUlvle r;erldéllil 

tuutes les 1) mlIIlJ: toc, IIUI:-O 

'-Lltré~j sur r'tlllpore .'.1) )--lm. Des pnst"s de 0,5 ml sunr. cLJ8lc:merd. 

t'f'fectuées. toules les 1 S 1nlflutes pUIS tréll tées par le rCA le·o ml 

p!:'rldarll 30 mi.nutcs à UoC. UnI] flltratlon sur filtre ,'hll1iJOre :'.:') fJrl 

est réalIsée pUlS la réldloélcti\idé retenue est comptée erl SCllltlllatlOfl 

ll'lulde. 

Au cout de 120 Inlr.utt-'s, le reste de la culture est :"CC(.I,l'llll 

par cerltrlfugatlon el le CU!(lt sélponlflé (cf. paragrélphe ~J-I-l 

ICJ répartillon de la réldLoactl\.lté ciélflS différentes fraellurlS ':-ilf~("-dl-

(]Ul'S est appréciée pac ch roma t ograph le (c f . pardgrélphe ! - 1 
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8 - Dosages biochimiques 

0-1-1. SapGI1l'.:=<JtlO!l el exlracllui 

Ll's '-'lé~'Jls supt t:'\tr:JLt2 sl'lorl la teChrilCUt' je' 8;:-;· '. li< 

l') :0 décrite par 't/uuds \1971~. La le"ure I"q 

p;,,1, J~'llcarlt 60 rrlHlute~ 3 9S oC. Après adjonctlé;11 d'un ,uj'.me 

d'b:lU. b r'r",ctwrl iriSapOnlr18ble est extraüe par 3,,3 vulumes ,1'url 

SUlvarll urgdlllqUl' {'Lher de pélrul::, uu hexane heplalle puur it.;é' 

dosages de stérolsl L'extrait est séché sur sulfate de sodIum arlhydr~. 

8-1-2. Dusage Clhotucolorlmétrique du squalèr;t.; 

grade 

La rraet lUfl Insapoillfiable est flltrée sur culurlrle (j'édullUIt' 

1:5 .3 6 g), préalablement la\iée a\iec l'hexane :2 x Hl ~lL. 

Le squéJlène et les stérols sont erlsuüe séparés par élutlons succes­

snes '-.nec le loluène (3 x ;, ml) putS le méthanul. 

Le dosage colorimétrlque se fait SUHant la méthode de 

Ruthblat et ,-d., (1962). Le toluène contenant le squalèrle est é\aClUr9 

à spc sous un courant d'8zote. Le squalène est ensulte repris 'l~er 

de l '6lher de pétrole. Le sol\iant est à nOU\ieau é\iaporé sous 8l'Jte. 

Url ~olume d'aClde sulfurique est aJuuté à la fraction squalène. Les 

tubes sont alors maintenus il 70 D C pendant 5 minutes. Une colorat LOn 

jaune pâle appa r a ît celle-Cl 

add i t i on de formaldéhyde (0,5 

sera 

ml). 

lntenSl fiée et 

Les tubes sont 

stabll isée par 

ensuite plongés 

pendant 10 mlnutes dans un baHI marle boutllant, et le \iolume fi.rlCd 

est ajusté à 4 ml par adjonction de 2,5 ml d'acide acétique .. ~près 

agltation ("orte,,) l'absorbance est lue à 400 nm. La quarlttté dl' 

squalèrle darlS les souches est é\iélluée par rapport à une gamme étalon 

de squalèrlc du commerce, préparée simultanément. 
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3-1-3, Do:-:;agc de l',:,r::;ostér:J~ p8r spectrophotomelnit 

3 f;:t5 ,Hec de l'eau dl"tdlée t't ~'";::nses dans 20 -:;1 d'e&c. à 

,-'d è:>~'r'.::n~ 3. ;rltC? I.CS ;:;clds S€.'C~ et la lecturp rie ! '""bsorbi::lf1cl;' 

,1 ][Je ""). dor2s dilut.:Cfl. Les ;JOJÙS Jecs sont réalisés cClTme décr:~ 

au pi:Jfdqrâphe J. 

ph!::' H-';, Le" s~ér:::d8 sont 0xtrâlts l 'heptane (3 X ~, roL pulS la 

S{)lUtl0~' svr sul;-aLc de annydr€'. Le "', 
fonclllJrJ de :iJ cùncimlrat io~ e:~ sLéiol, est dl: .é ou non ;;vec 1 'heo:a-

:le, lJ'Il' lect<.1t€.' d>2 1 'absorjljnce est unsulte faiLe entre 32D eL 220 (Vt. 

Ce spectre est caractéristique des stérols ~r'saLJrés a\iec 

deux dWl:::1es 118:S0ns conjuguées e" Cs et S Les 88sorptlons !1'IaxlM8-

les de l \'rcJO~;térol dans l 'heptane sant situées il 271, 281,5 et 290 nm 

(S~aw el al., ;953) (fig. 6l. 

L'3bs::rbancf' rlu dosage est lue à 281,5 rl1 

ct 1 abso rp II 0'1 de 

:::e 290. 

l' etgos::ê::,ol, E dans 

le coeffictent 

j 'heptanc étant 

la qu8'1tificat ion de l'ergostérol est alors effec:uéc par 

les équations sL:ivantes : 

qU3f'tité d'ergostérol en ç:mg de poidS sec 

)( F x Volume d'extraction 

-_._--,----_._---- ----
290 x 100)( pOlds sec (mg) 

quan~lté d'ergo5têrol en 9/100 ll'l 

0°281 ,5)( r 

290 

r :;:. factûLJf dL' éiluL H]fI 
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Absorbane. 

1. 

v 

240 260 280 300 
LonQf.MUr d'onde l'lm 

f19. 6 - SPECTRE OE t'CRGOSTeROl 
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8-2. DosaLJl' des protélnes 

':,DsorbdilC., ,:our chaque d\ lu! i0(' "::;,[ 11..'" 

228,S nm el à 2>" ilt:!. _<1 quantlte de :;rotetnes, en mg mi, ,_'sl donnée 

J",ns Ci:' dosage, la quantIté de protélnes. en mq"l11 , t'st 

é"l::l:tuée par ,èférence 8 Llle courbe étalcn réahsée à l'ijlde 

solutIOIl de sérum atbumine {S mg/ml). 

Les protétnes à doser sont préCIpttées au préd181;~e, '3 

!' ,'r.c:e de 10 cl r Ln d'élImlner les agents chélatcurs contenuS 

dans le lT~lleu ~t<3iTJcn de ::::coyage de celluJês), lé! ÇjOfT1lTe ét::don et 

les protéines à doser SUfit diluées dans Ln .".olIJfl1e fl'lal de .:: ml 

un blanc constJtué urHquernent d'eB.1 est éqalement :-e,'lllSe, 

Cn ajoute 0,7') ;;;1 de Na OH 20 Jé dans chaque tube lL'S tubes so~:t 

ensuI te placés pendant ~ ~Ioutes dans un batn mafiE' à 

Après refroldisselT'ent dans la glace, Dl12) Til de CL50~ 2S % 

SOllt ajoutés à chaque- tube. Une centrifugatlon à 4000 9 pendant 

5 lTillutE'S permet d'Isoler lUI surnageant d'un culot. le surnaqeaf,t 

est J:[".I~:evé e:: l'a!)sorbt:l(lce de sucnageant est lue à ')60 Iim cor,tre le 

blanc. 
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9 - fecnniques analytiques des produits réactionnels 

ruu~ au :on:] de 'lotre tr(L;;~l, nous ait ons eu reçoùrs aux 

; LC'""'flH)UeS chrc'l1,Hoqraçhtques, 'lctarnf"JPfIL la chro'flatcgr'aphle t>"r couche 

'O\pce de gel de \>tl1ce, pr.lur fractlùnnt'f i'lnsa;:::onir'dt>le. L'ldcn­

t':flcation des produits de réa~tl:J('l;,iv f;;Ht ;Jôr 'vlôualc::.ati.Qrl Ot;S 

slêrols enlr3lneLfS t'rI lc:'nl1:re UV ~.lJO nn). élorès puhé:tS,H Lsn :J'une 

Bolut lOf} éthanol ique de :::rdu.hydrate de berbér lne ( 1 ?" p/l;;. 

9-1, ii:+t:'lt.fïcatiun ;::::ar cl;rorflHt.ograoIlHè S'Jr plaQ!Je 

de :;, ,112e (rtC; 

L 1 ~nsaponlf-"able extrait est 2sséché sous un cou;:"ant d'Hwte 

;::UlS repr::.s dans un faib:e ,-,oLUme de sohant. Une aliqu:::te est c(;(flçtée 

en scnlîllfltlon liquide pour :.;0 contrôle glojal. L!:' reste est chrorna­

toç;raphlé sur couche mlnce de gel ue silice, en prése"cf.:- de lémo~ns 

entraineurs (ergostérol. lanostérol, squalène 2-> époxyde, squalènp!-, 

CBns le système Cé solvants: cycloh!xane-acétate d'éthyle 9 : 1 ("Iv). 

la ';:iéparatlOn des produits de l'insaponifiable est basée sur la nature 

du C'yclc A ;C1aytcn et al., 1963). 

Les Rf suhants sont obtenus dans L'ordre de polBr-,-té 

c:,olssante : 

le ~qualène 

L'époxyde de squalène 

les 4.4 diméthyl stérols 

Les 4oc.'Iléthyl stérols 

L'ergostérol 

0,90 

O~BS 

0,45 

0;57 

0,26 

D'autres solvants, comme le dichlorométhane et le benzène, 

o~t également été utihsés p:Jur séparer les produits de l' insapofli fia~ 

ble. les Rf dans ces sohants sont : 



.. 

0.91 n,88 

n on ' .... " 

0.26 

" ; (., 

;;,. la f'Hl de l'l"'Cubfjt~o" ;8 rÉ'8cllQn est ar,~'têt' fJéJ~ lë 

C~Glcur t't 1E'3 Drcd\J:~_5 dt' réacttOIl ext:-.,nts C0'Jlflle cecflt ;:u ,'''4,,1 n' 

Lt' surnage;,nt COfltenant le:;; prOduits ré",çtlollf1uis (·~~t dlfCC 

Leme:;t chromatograp"18 sur couche rnnee de gel. de -,,,lllce ,~?I1'J le 

SyslC:nt' de sohar:ls :- n pror:;anoi - 8rn(1)on~aque - l'dU ,YDL\ 1 ~'- (,:5:; 

ù L ts: 

ll'chillouè "ûus a perm"s de separer l'acide me\olüniqui? (jJI r,'éj ;:Jus 

rédg~, des dérlvés ohosr:hatt'e~ Llyrophospnote. 

9 2. idç-nt l ficàt iOf' par rédct ~on'3 Chlf.1 i.ques 

9-2-1. (dcntificBtlO'1 du sq'.JalcP€ 

~ar réaction au oe,chlorate 

2-3 s:Joxyde 

L'identification du squalène époxyde j Çlu CQ-.I:'S de c~tte 

ceactlo~, repse sûr la n'activité Chimique :je :8 fonchon tpG\\yde 

;Jjf\Sl. sous l';)cllOO d'U;l aciée fort, le squalèoe 2-3 é00x,::::e peu:' 

être t:ansf:::r11é en dihyd::,C'xy!>qualène (V,oHi Tame.ceo et CurOh2Y, 1962;. 
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Le sq,Jalè'1e êpoxyde ferné pst c:on~er\<é dans !e benzène 

,je ~{<tt> solutl:w S{J:j: repris. P.'cd;)Çtês ",CLS un ::o\Jrant d'azote. 

--,'c,,1:1 -<:,r ~l'SuSP':",dl. dans 200 LJ l :::-' DMLG idlmet">ylt!thl'réthylèr.e 

S"\ j"'lll dCldt'. i.d ré8ct;on se déroul07 à tl>:npérature d'j]b~d;~le, sous 

;'CJ\L~:l'')11 pl'!'dant 2 neu:-es. 

-C'ns~ d 2 • Il? (T'élanqe r48ct lo~nel est cnrorrat.Jgraprié 

Suf ÇOUChë 1111'oe de gel de s:llce dans le systeme de $ol"ant cyclohe­

'-0"t:! _ 8::e'.élle d't'thyle 8S:1'> :v/\;. -~f} -~élange témOiil ,'100 traité) 

3 du sCu;)~e'1e glycol (fig. n,,\çrès é\Bporation du :;;:;hent. le sGualène 

gLyco: peut dsnner ur' dérivé aldéhyde, par 

<200 pl! eL d'ande périodlque (ZOe ).il:. 

ad ion de tél. ,ahyerc furane 

La ré ad Ion dure heure 

-::. ! (':rl:::ératurc anbumte, sans agLtatlOiI. be Il'élange e~t ensulte l>eutra-

11sé "p,ec du I<QH \. Un volume d'eau t'st aJùuté t't les oroOlnts sont 

t'oct Cd \ t,,; dvec de l'éther de çét role pU1S c'lrornatogrBpnH's dans le 

;iichlorcmél:hane. Le produit de réact:::Jn mqre à Up Rf de 0,7. 

9-2-2. Identifi::atlûr1 du lanostérol et de l'ergo!:$­

térol par acéLylatl:m, 

Le lanostérol el: l'ergostérol, êlués a\oec de l'ether éthy­

lIque, sapt récupérés dans des tubes dlfférents. Le 5ühant est évaporé 

sous utl courant d1azote. le résidu est diSSOUS dans le bC'lzène (100 

à 200 )-li; et traité p3:' le mélange anhydride acétique {SOD )Jl}et pyri­

dinE.' (100 JJI). La réaction se dérou:e dans l'obscurité oencant 24 

heures, la même exoérlence est réalisée ~ur des aliqustes de ~anostérol 

etd'etgu'::itérol entrairleurs (1 iPg!mlL 
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CeUe rêac~ion permet l'acétylali:Jo ces produlLs, qUl, 

, 
l'out 2:- ~eurt's, '" ce le cuntenu des L'Jbe3 t'st é'.aporé, 

SO:JS "ide a 65 G[ af:.. de ch8sseT 

dcétLQ.Je, Le::; prODuits de réacL ion 

l'excès de çyridlne d c'anhyd:-ldt> 

sopt repriS ",,,PC 10C ~ de benzène 

pU1S v.ne ch::-::maLo;;raphie sur cO:Jche .owce de gel de 51:~ce est réallsee 

dfms te s)'slèrre de sohants cyclohexën~-acétat~ d'éthyle 85:15 (v.\<~, 

Le pro'"ll du r8dtoactlv~~é (ftg. 8) ~=rltre que le lanosLérol 

.':l::étylé mlgre 3 un Rf de 0.82 alo:-s que l 'prqostér::l téf'lOln I~Qn 

radio8ct i ç, dctH v if', ct :)0 f1r de 0.75, 
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CHA PIT RE II 

CONSEQUENCES DE L'AMPLIFICATION OU GENE ERG 10 
CODANT POUR L'ACTIVITE ~CETOACETYL COA THIOLASE : 

MARQUAGE DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES STEROLS 
PAR L'ACETATE [1QCl. 



~f::'S travaux c'e Ser .. :Jvse et al,. 1984 et 1986 ayant démontré 

-iJ' l 'çcLn j té spéc; f,que dt: l '2cétSBC2-tyl ({lA thlolast' ètf1lL fOftemen: 

'ler0PflméL duns ~l'S .:";:'dltlO"5 de con:"ce erl stérols l;:'t Hherbt'mt'"t 

re:::r)fl'ée 2f1 2'<cès ee s~érob, R. CbE:(;.dFr a isolé le gè~'e de SûCCh8~ 

r()mv,",€:s V\.'ÇlfUm, coda!lt pour l'ac~~vlté acétoacétyi. [oA :l';.olase, 

p2r c()mp':éIi12rltd~10r1 d',me m~tEttt(;" t'rg 10, en ,>ue dé cüJlstruHf? Ulll:' 

:;:,:;uche df::' le'oure d2 ~)raS5t'~LP ',5. o\,8[UnJ présentant ur'd::' -, itt'SSt' 

elccr,,1:' dt' syr1thèse des stérois. 

La sOcJche 31nsi cbtenue {erglC L:ra. 3~/plil16> présente une act:'olté 

d'un facteur 14 par comparalson 

à la Go",che sa~ltaqe. A l'atde 2e ce:.te souche, nous altons essayé 

d'éludier les consé:::Juences de cette amohf\catlon sur la blO!:Iynthèse 

de::,; stérols. !>Juus a .... Of1S, pour ctda. d'unO::' part dosé h's s~érols dans 

c:;tte souche et d·autre part, recher:::hé une éventuelle accumwl(lti:::n 

d'iflt<:rmédiane :!e blosynthèse j par !~arquaç;e de la "Ole de biosynthèse 

dO::'s stérols à l'acétate Q4C]. 

1 - STRUCTURE OU PLASMIDE PL 416 

Ce plasmide dont la structure pst représentée fig. 9 dérhe 

d~J plaspüde PHCG3 et a été créé par '1. Gloeckler (19B4). Il comprend 

un fragment SAU 3A d'ADN qellomique de 5,3 Kbases de Saccharomycps 

uvarum, porleur du gène ERG 10, tnseré dans le sIle SAMH j du PHCG3. 

Le gène de résistance à la tétracycllOe est donc Inacthé dar;s ce 

plasm.lde. 

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

a été enSulte wtroduH par transformation: dans une souche de génorrE' 

FL 100 de génotype erg 10 Aura r. 
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Le UU':i Ci g" de l'acr_i\lté acétoacétyl l'DA thlUlase montre 

'-lf8 3-/ Pl éJ.16, )'dCt1\lté 

'~péc!.FLque t'st -"u:;J,lll',,:.ée d'ui hctt".Jr ;~ par rapport à la souche 

--:'3b~eau l 

Ll'S S()Ucrl"S Dnt ét_é cultl\ées dans 18 milleu mUILOlum Y\B-

~<\rlrnlvsdl de CaSéli'e, 

1 ::nr Jr~FS j[Tl'.. [T,') S;-J,C' ~r l -;!J~S " -1t_C::'5 ~~_':.TI':E 

éJcdué:l~l'tyl 1',_,.0. UllJlase , Sri UV AGE 

pmoles; 1ll.J ~ml ri 

FL ICO 0,060 1 

Erq 10 urd J - 0,020 0,3 

[rg 10 A Ufél 3-/ Pl416 0,80 14 

Nous a\-ons égalemerlt pu obser\-er que le rll\-t.:!au d'dctnlté 

:Jcétoacétyl CuA thLOlase porté par le· plasmlde pl 416 étall régulé 

('umme dans la souche séJu\-age. En eFFet, le tableau 2 muntre que 

dans la souche porteuse du plasmIde, l'acti\-lté est réprlmée en anaero-

blose, en excès de stérols , comme darls la souche sau\-age. 

réJbleau 2 
Les \-aleurs correspondent à des actnltés relatnes à celle de la 

lt ' , e'robl'ose Le m,l,'eu de culture YPG est souche sauvaqe cu l\-ee en a , 

supplémenté par 50 mg/l d'ergostérol et 50 mg/l d'acide oléique. 

CondltlOns Souche Sauvage Erg 10 ura r/ pl 416 -

de culture 

Aéroblose 1 10 

Arlaérobiose 0,2 2,7 

1 



- 48 -

ft Mf SuRE QU fAUX D'ERGOSTEROL OANS LE CLONE TRANsrORME 

;:::br SO,~ sov:::lrc ~"l iUf")ere ultra vlo!l'Ltl', ceCl i\',,>"_clu'-!\t pôS 'lc;~ 

;j'autres sté,ols. !lI;;' :;re5~nbmt pBB de sysLèfl'ê diénlc;ue, dU un lnt<:r­

npdl8,rp ::(lW] conqut" , ';';Jcf:'tJmuh-:nt. Po,)r \thlfler c!:'r'_p C'\H'IU'11It?, 

IHJ-J$ a,,;:I'o, dlo:-s pffp:;:tué un marquage de 18 "oil' dL' Oi;)s:,iltheSl' des 

~;.Lé::Qls par l 'OicélO:ll!:'[ 14 c:J. 

[[f - MARQUAGE DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES STEROLS PAR L' ACETAT([14C) 

~l's souches 'L ;80 uta 3-, fUOO ura 3- /pl 416, 0rg JO ura 3-; 

i.l1 416, erCj 10 t'l FL100 dot eté rr:arQuées par l'acétate [1':"::::1 ; l!:'s 

::umposés ct' la fraction u1sapoflLflable obtenue SOfit sépares S:J;:" couc~!:' 

""'ll[)ce de gel de silie .. (cf. t·raLériel et Méthodes!. 

Les résultats (tableaux 4 et 5) démontrent cl,Ufl:'rrent q",'il n'y 

a aucone auc;mentatt.on de l' locorp::ratlOn d'acétdte(14 cl dans les compo­

sé!:' de l' insaporn fia:Jle dans l~''::l s::::uches transformées par rapport à 

la Bouche sauvage, ceCi, lors d'un marquage de long~e durét'(2 à 4 he~res). 

Nous 3\'ons, alors, essayé ce llt!'surer si ~<l '.ltessp d' tncor­

poret ton d'acétate ne pouvatt pas êtrl:' supéneure dars le c~one trans­

formé. même s:. la qLantité 'TI8xl:nale lncorporée n'était pas plus- ;opur-



; trg '2 UfH 3 pl.;:" 16 

, 

_ i<9 -

O<5a:~ + C.Q) 

··j-I -0,-72°' 

1 

• G,""~ 
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L-. ____ _ 
_L ___ G_,_7_4_;; __ J_,O~ 

rableau 3 - Teneur en ergo5'::.érol dan~ les clones trarsformé:o 

pour l'actlYlté Acétoacér.yl CoA ~tHolase. 

Taux d'ergoslé:-,ul ; ;',; pH~ rapport dU poios se:, 

+ éC8rt moyt:'n (nombre o'eXpél'lenc€'s Indépendan'::.f'si 
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Rad.a •• t,y," ,.t.l. 1 

___ .. ___ c.ces 1::::",f,'OI" Stérols 

1 4,4 duréthvl 

,stéro~:5 i: lano-

sterol: 
(cprn) 

S'lualène 

"C~p ) , Cp~ll 

F',~lOJ 'jf8 3'" 422 lGZ 

H 1CO Uf8 3~ 
282 808 67~ "657 7. '5 % 27 !d6 6.5~1 BC 199 19 ?ô 

511849,1877751922,8::, , 
pL 416 

J 39 702 200 êl.2:J 59~~ ,30 '573 

fableau 4 ~1arquagf' ::e la 'vuie de blOsynlyèse des stéro~s par l'acétate;: 14C1: 

Répartltwn de la ::adloactivlté dans les dérnés lf1SapOl\l­

fjables : 

Souc;,es FL100 

fLl00 ure 3- Ipl 416 ! 

temps de marquage : 4 heures. 

cellules 
2.1. f07 

/ml 
cellules /ml 

l,es pourcentagf's BOrlt calculé~ P!;H rapport à la rudioacl lit tté 

totale des lIpides tnsaponi fiables 
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Cq 
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: L' Cjrd J~ pl , 16 Lrg '0 rL lOG 
~--~~~ 

..... ____ i 

Z (,' s -- ' , i}-:;O ::::p:a ",r:; J ~" 1 :2C ':;:::0 ç ,';:'1 ,) (' , 2 ::.3C QCjO ':p''1 -h,b 
peret' :~~~, el \ ,. 

\nt todu, ~~;~' ------- t------------+----------t------------
• r' ,.' 

Ipsapofu f lab l 12' __ _ 
• r \iiCJrp. 

:'rçcs: erol , :-:{:::n ' 

IsapoflLf'8Llt' 

ero1 r cpm \ 

S3pcnlF~a:,le 
~-~ 

Squ&lè ne 2-; ê;:r:;x:de . 
1 
• ; cp:;,', • lnS6IPOrllf,able 

, ne ,cpm! SqU3lè 

. " IS3pOnl fldb le 

lôbleau 50 

'- t-' " GiJG q::m 

124 120 C~:'I1 9 728 cpm 155 52.0 corr: 

1~7 L..i95 ::pm 7 , 3:I, , 76(; "prr 
\ -,., 1::;7 1 fJ::: C'V~ 

, 

· '" ,-: .. 
· , · --~ . 

1 

6a 257 cpm 60 ,~ 

• 114 712 (pm 'ry 1 • 

19 122 1 ) " 28 065 ' . cpm 0 cprn 0 

613 8 825 6 • 5 cp" ) , 

26 477 18 , 9 J55 (pm 5 , 

MARQU'GE DE LA VQIE CE B,c5Y~THESE DES STEROLS 

Réoartltion de la radioactlvlté dans différenles fcacti~rs 

après FICor-poratwn Hio \-itro", de l'acétate de BodlUm (14 CJ 

uans les souches FL100. erg lGets 37~1 416, erg 10 

Durée de mf;lcquage : 2 he:.Jres (lêlfl';:JOII cLl::-8le 0,1 M pH 4,5) 

" féHJlOact i \t l té 

co .. 
· · 

· , 
1 0 

y 
~. 

" " 

· · ,c , 



:"lltL' ,:)...:tC da:'.;:; 1& ';;üucr,e ti&uvage. Pour ce Feue, nous ;JI/Gn:;, tJut 

'~'dh0rd. '.1'''; 'TI·dt".' lU pOint les meIlleures condttioflë c' lncorporatHifl 

j'0c0\~rl' 

1 - MeSure de la vllesse d' lncorporation de l'acétate [ 14Cl 

l 1:. C J rad Lcaer i \ ; "_é 

[ '! 

::;(2rol$, 

: lP:C:l'"; 

lliccrpore 

1-1. [nfluenc=, du oH 

r ampon ph:JSph&te pH 

UIH-' 1 Ilcorporat 1.8n opt ~.,ale. CI:.'S e>;;::er ie"'ces ::' H'::orporat LOn ~JlaCéLJb' 

ont été réallsées. {."1 fOf1(~: WH du pH, bur la souc~e sauv8ç;e FL 100. 

bt:!,,,lfl le orotocole dé::nt Gans Hatérte;, t't, t-1et·~odes. 

;.3 durée d ... rnarc;uage est de 120 Tllnutes. en presence de 

:. t~ dt> g~UCQ;:.>e (plv). dans :ju tampon Citrate 0,1 ~<l pour les oH compris 

entre et S et dans dU lwnpur phosphate 0,1 H pour les pH reutres 

~PS resultats consIgnés dh:!s la fig. ;0 lndiquent que ~es 

cel1ules orése~tent u"e ~:,corporat)Qn maxurale aLtouf dt:' oH J.S. 

C€':::te i"COfPoratton mell1f'ure à pH aCl.d!;' qu'à oH neuê.re pourrait 

s'e)(pliquer Ph:' une l1e111eLre dl.ffl)SIOr~ de la forme aCIde de l'acétate 

de sodlUn[14 C~. 
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four es les E'xpérienct's ul\4rll'url'S Gril, dès tors, été ,èa-

~-, -

'rrpl1e :-nl:IPU de c",ttLrp, r,ême Clurp:: d'lflCLbatlon;, 'lr1corporklt 1011 

l!st Ilré8Lrc ;::H:!ndanl 60 ~lfHAe5 emlfon pOcJf ::;"'aqce ':o.Jche étcdlée: 

'f:>"j ::ù~rb",':> dtlelgnent t:nSullp un plateau. mème SI. la fddluoctl\'Jté 

v1('orporée ;:'est ;:;dS ld mê-lle. Le:; expéru::!r\ces f)fll en$uite été pffcc­

twée% dVl'C des temp,:;> d'lncubBrlon plus longs. t8 fl:;urû '2 ::10ntre 

~_~L:',Jfl :::li:l~l:'au d'lflco:,poratlOn pst iJttelnl a 1')0 ;n;nutes, pu'.':> la 

;'<:dtUdcll~dé ln::racpllula;re dirr'lllue slgrllfu;:at:"e:-nent ; =e qUi uîdL-

''''dt' qu'une partit) des mulécules 5ynthét~sées t'st 

Une aliquote 

ou mtlléu d'wcubatlon :4 ~elJrt's) '" été Chr~llÇltc:g.':'aphlée en n oroC8f101-

;;f1'f10nlaque-eau 6:3:l (v/v/v). 3près 2\.Ctr élUI1Hlé les cellules par 

eçntrl fug<ü :::n. 

LÇl figure 13 mûntre la presence de tnQlécule~ nouvetleB, 

Ha l sembl Hblef'umt synt_"iétlsées à parta de l'acétate. La iiature de 

ces molécules n'a pas été détermH,ée ; l'éanmol:-'s, le pIC corresp;:;ndant 

à un fif se D,57 pOLtralt être un reste d'acétate, par cüfitre, le 

ptC mtgnHlt avec ~e front du bDhH'lt préser.te le 'Tlème Rf nue les 

kllcools du tyOf' CJéramol et f'arnesol. 
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RAOIOACTNITE 

INCORPOREE 
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1 2 3 4 s 1 

~p;-; pH ",C\dt'5 :..iü' i ;::Jl'_'I\uS d\l"C le 12fllP-"J'l Ç,tLt\t' Hel, U.I ~1. 

l,l'::'; pH bdi-iiqUl'S c.;ulll o~tt'nüs ;,,,>;;,C ~p rd!t~ÜI' prlosphdte 0.111, 

-.)uré~,> ~'Hl;:-U,PU,Ol: 10Q : 2 ht'lJr~'s, 

pH 
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li : (ncoq::oratlon d'acét8te de :,odlum l .; ell fOllct1on Cv tC1P::', 

dans les ceILJlt'$ dt, IU\-lft'.l il::'ùrporat ton à pH 01, 
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*' *CRF 18 

O--D rrq 7 
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RADIOACTIVITE 

cpm 
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.... cr ,.... . 
rl-__ --0- _ 

_ -LJ -..., 

~- ~~ 

150 180 

• 

240 

Temps (mn) 

·'<1, :2; C~nétlq\Je;j :':',"cu:-por-Pl<J<1 d''-lcétate dl' ;o()d\\Jm dans Il'' 

ce i lult"s, p0uf dt':; dUrf!t'b ::' ln::ubal 1:,)11 Bupé:- l eu rt:'o â :: ""/IJ ï!';" 

à ;;H 4,S 

0---0 erg 7 

• ... erg 

.t. À r1100 
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F Ir)" "J - INCORPORAI ION DE L'ACE f A TE [1 ~C J JANS LA SDUCf-lE S.AL vASE F,- i 00 

CHROMATOCRAMME DU MILIEL.; D' IN(ORPORAT [::;i\; APRES 4 HLt.;RES 

D' [NCUBATION 



1"rll::I!'~',jf 

-', ;;, 

i ,', t) 1 t' 

. 
l :"Ct:'-

; 

; : pl. -1'6. t"fl 

Les ~é5uitats mont~,--,pt q,J'er' J.~(;h5f'i1ce de c:erJléolne, l' :r'CC-f­

,:I~rélt;on d[:, l'acéLate cans lu frBct::;n TC.~ (llsnluble est très ~ortp-

';lH:t Sèmlnuée ct il' ma:omum d' tncurpürat 10:' en pr&St'flce de cérulefli.'le 

pOlif :'2 so~che s2luvage FL1GO est d'e~\lrD' ;/We par r.apport 2IU l€~clr: 

fiun ~nJtté, Ceel lnd~que que rTldlgré _c blQ::,aÇJè de 1d biosynthèse 

ces ::Jc:ée!;; g~a;;>! 11 n'y a pas de dér~\dtlO(" s~pplérrefltalre de l'BCê­

t~te \erd la ~Gie des stérols. 

pl2:::;.-:ndC ;)f)r-teur du 1ene de l JacétOBcécyl COA thH;lBOie présente ~;'1l' 

'lI tesst' d' Iflccrporat :.on 3io'ulcment 



~ _ :0 o o 

Céru 1er! HIe ~:éru:érlne ::O.uq':,l 

.... 1! rqos t é rc l ~ 4);:;,' Ir l 

++ 

f èlblt'élU :" 

A Effet lOhlb1te:.;r 5Lr l", sou:::r", 38L\3ge 

8 Relhef!1ént de l'irl"1blt,:~n pHf l'Hclde ~yristique 
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Temps (mn) 

1-1· L : l:I::"o:'pufdtlUll c"",c'1l3te dari:> ~a fr,,'-ctiOn ICA lt-soll.l'Jlt,. ,jcrèo, 
uu S8fl::; 1 [aliieT"!).! pur i:, ::é~·:..;iélllllt' 

... .. ~"cor:JU;dtl(Jn d,-l"::> 13 ~-rdctlun 'CA illsolublt', SHI'::; t [<Jllt"lTIt'Ht paf 
:ct cérulénUlt' .souche FL lU;j} 

[}---[]: [fI::urpOra~\UFI d'dcétdLp dôll5 id frHellun rCA 11\~U.iLbb..' SdHl;;. 

tral~l'neJlt pdf la cerulén;rH:'\l'rg ie; ur8 3- /pl é.16 1 

o.._~-o: :j)cu,pur~~!~UI: donS!d frocL\un ICA :p!;;ulu:::ie !::i011'::i IrtoJ,!C/ll('ll\ 

PH[ Id céruléllPll' ,~rg lU; 

* *= IIlcu:"puratlUlJ dalls la frOiet.tun Tee. lrI:.;:..:ldbte ü;:;:res !;'i:!lll'mel 
pêif lé.! cérLlérllflt' (Erg :0), 
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à 16 :;duche psrer'te erg 10 - et nêaniTIojns. plus f9\ble que cans lu 

"(Juch,,,, SbU\ds;e. Lt's mèrr,l::'$ résultats sont cbseryes dans te;;; témotns 

L'J prPfll2rl' étùpe CP l",;nlls~tlOf1::e l'~('é~2te t'5t S8 tr2f1S-" 

Fo~m8t\t)fl en ;:c:étyl :oA. \üus a"cns p-J rresutf:'!' in v:.-~ro qut" l'act'-I/lte 

[ot,..--__ 3cétyl C:p:; en présence d'"HP ~'st ct: 0,015 }1mulps d'acetyl 

CoP. formé / ;ng de protéllle/mtnutl:', chez 13 souche s<:Im3ge Fi.. ~OO 

thlO:ose, (L'Cl p::u"alt slgnifler que l 'étape l1Mlta~,te dl:' l' lW:O;SS­

[",1 tün aL' l'acétate seront la t.rans"'ormatlOn ce l'acétate en acétyl 

CuA. TOtit""fois. les résultats obtenus en présence de cefulénlnù rr::n-

de ~8 syll:-hèse des aci::es gras, la "Lesse de synthèse des stérols 

"f' l 'l'st PH::> ; ct' q<...:l eX:;!'Jt cette hypothèse. 

LV - CONCLUSION 

Tous ces r0suHat::> mQntrént claireme'lt quE: la forte 81'1pl1fi~ 

cat:op je l'acthll:é acêl:.18cét yl LuA thiolase n't"ntraine pas une 

dJqmenlatlOn ni de la vitesse de synthè$8 des stérols. ni de la q.J8nti. 

té des sté:ols synthétisés. 



CHAPITRE III 

MESURE DU TAUX D'ERGOSTEROL DANS LES 
DIPLOIDES HETEROALLELES 
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dècrtte. 

,1 'allint ~U!!'è 'J\'O." 'l.,p ùppro::he :'~LS gl:::2<::11", 

c..:'ergosh§r01 :Jans li'S ,jlPlOices ',etéroalièles. 

1I11 des deux ;jllèles est inactivé, la qlJ&!1t ité d'enzr1t' 

1\. \ 

pc::du tle 

car i '''11:(.>[e ronchonne! spra touJcurs cn f:xcès paf rapport aux ')l'S:ilfl5 

cciluli:ltres. TocJs h's mutant!j Cluxotroph,,'s Dour l ergostérol corcenl 

Dans le cas OJ une enzyme serai.t 1 è,'Tntsnte ::;Çins la blOS;''lthè~3e 

dt:' l'erçosteru •• on r;uu"a1t attendre que dans le dlplolde hétérozygote. 

i 'on ODsef\;e ure dlmin:..;t~~jr, du taux d'ergostérol. rüutt~rolSI cette 

dHl'i,f'utlOrl lie \,Id pas avOlr u~C lnfluence Sur la C:-ûlS5anc,;;, des Ctd iules 

('<Jr SChLLJSe pt 8~., \986 ont p~1 ob&e;-\ler qu't:'~ aérÙ;:llüse l cnE teneur 

2r' stérols dûS Houches de C,35 ?" par raoport au poids sec, dU L:.!:.'u 

se 0, 76 ~; (taux de la sou:;;:h~ sau\age). PC r.:cdlfie 03S la crülStHI"ce 



CARACTERISATION BIOCHIMIQUE ET GENErIQUE DE5 MUTANTS AUXOrROPHES 
POUR l'(RCOSTEROt 

1 - Phénotypes des souches 

t dO iL'de.. c- t -Cipren résume l' ensemb ! e des résu l ta ~ s des t t:S:'S pher"ut 1" p 1_ 

;:;::ur l~'s dlf"'érentes SOuches étudu!t:s dans notre Lr3\é:::I. , " c 

du bloc f!nzyWi::lt ;que dans la \Ole de btcsynrhèse des :;itéroJs. Ces 

j)l'rmeLt,;nL de ~lstlnç;Uer, sur le olan des C8rdctéflstiques phérlc!:ypt-

.Iues, j ,:lasses dlst~nctes de mG'::anLs parm~ l:·"s 'TIL:faqts auxoLraphes 

Ls::les flst Karst et al., 1977, ~tors 1?84, 

Les nutant::; qui ont ,,0 phénotype sauv8q9 à 26 DC et qui 

PX1::;ent de l'ci'gostérol dès 28 oc. A 36°C çes aJulants sont solt 

tncapablt's de pousser (erg 10, e:q 8, erg 1, I!.r-g 18, éf\; 19) soit 

auxoLroohes puur l'ergostérol (erg ~6), 

Les !T.Jtanls 80xc::rophes Dour les stérols dès 26°C malS 

qui ~e peL'veilt pa", se multlpller à 36°C rralgré la p",ésence d'ergosté­

rol èarlS le mllieu de culture. C'est le cas des mutants t'rg 11 et 

p rq ~ Z. 
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il! 

Z - Blocs enzymatlques 

qud(j1c' à l 'd::-étate de sodium ( ~,j :::1 C::llme d2cr:t :Jafl_S i\alenel \c'': 

"ethz.:de-J parac;rapc'e 7-1. ~p bloc t'st srèc\sé paf corrp;;:!(Bls:;;n chrom<:J­

r:..:qrBo~nque des é.lfodu'Js iT8rq"és dt" i 'l'ls;Jpontfiable, en référeflce 

d\ec il-$ pfodu.ts s:Juche lé'Oli et 

Pâf cette tec)-:nillue les r:'Iutants ont pu ét.:-(' classés 2" Z 

,foupes 

- les :TiLlants don: 1e bloc est slt"é après le squalene le::-g l, 

çrÇ) ·18. erg 7, erg 16:. l~s chr;:tmatugrammes nh-èlent, Dour ces muta1ts, 

l'accullu~2l10n des prsd"lts ma:qués tt'ls cue le squatène, le squalène 

1-) t'po)(yoe, le ~anos~_ér:;;l, les 4 C( :fIé'[~yls. Ll~S c)-:tomat.ogrHlrmes 

de quelques 'nutants ;;:;:.;nt représentesftt:;. ':5. 
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':'"'î, , Fi' ! YP': ! ' ,)'; rh' , , 

['9 fcr Crg 

, 
1 

u 0 1 -++ -+ H_ e 

1 

, 

1 

, 
1 

~ 
, 

, , 
:) 

1 

-,+ - '-+ 0 
, 

'" , 1 [ , 
++ H - J +++ + , 

, 
t 1 - , .+-

, --
1 

1 f- " - , 
+.+ +. +++ - u .J , , , , , 

i , , r - 0 +h ++ +H + , 
, , 

i 
, 

-, .. >-+ ++ H_ -- ~J [, il 

0 + +++ + _J +++ , U , 
, 

.. +-.- .+ +++ ++ , _.+ + 
1 

1: + f. , 
€ ++-,. U +.+ 

+ ++ H+ f. E .H E 
++. +++ +++ ., + - 0 

l. + ++ + 0 0 0 

++ + J...,.+ + 0 0 0 

- >++ + 0 0 -• 0 
, 

+++ +++ , ++- +++ +++ +++ +++ 

+++ +++ +++ -++ -++ 1++ +++ 

++- -++ +,+ H' ++- +++ +++ 

, , 

P-'ENOTYPES DES SOUC"ES E ruOIEES. 
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" ! [' '-.1 " • 

, , 
" 

'.') .-

., . -
"'" '. 

3 Ré8tl$atlon dcs diploïdes ct dosages gP-!lique:j 

et V\étn:.:des"I.-L 

, ' 

3GI'l L"l~,LJtle cu~t l."és en -uLec liqu:.de '(PC 5 28 0 er itue du (~:.Js&qe 

d125 :;;h1r"ol:.;. 

"'iOfltre que les l;lutants duxoliCph2S p8:...r i 'er .. 

qosL9rûl, c,~lt:,<és en ;:;résence de 2 tl1:;!~ ::'ergostér:::l, ;)rESer~tent 

tau", d'f'-_~ql)stérol je 0,15 810rs 

-",-F,\2I0t: cl.ltivée Gans les néf'1€'s l'Ond.ltlons, renferme up taux d'l'rgooté­

;el de C,76 ~~ -= '),04. 

En ce qui concerne les dlploldes hétérozygotes cultl~és 

-:n m1l1ËC IPe; en 2bsenc~ de sup:::dé.'n8IJtat.!on d'ergostèrol ::,xugene, 

un (;bS~f\.e (tab~eau 98) -Jne ~eneur en ergostéroL VUlSHle de cvlle 

de La sOl~cbe Clp!Ulde SaU\8qe. CeLLe souche clplo'~de saU\.sge prège'l-

1211\ d'alileur", le :nème taux d'::,rgo~;.t&rol que les SOuches ~a;('ddi,,'O:i 

:Hric'rdes ~'! ',nn pl' ::-i_2"n. 
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Lar;û5t~rol cyclase 

L",!1o,,:>têroi déméthylase 

Biees enzy:natlques des mutants HLXc'.L'Opn!:::'s puur ~ 'ergo,':i:érol 
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19. 15 f\JCORPORATlON DE L'ACETATE DE SODIUM [ 14C] DANS LES MUTANTS -
AUXOTROPHES POUR L'ERGOSTEROL 
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1 .. 1 26'~ 1 

erg IO~; ! 0,03 ~ 
i 1 

1 D,27'ô + 0,06 cl) 1 

, -.-,-., -,-,_,--'I~o' 18" 0 0" (3', 1 
c-, ".,,! .'+,~ l ' , 

1 

erg 11 

! (-;te; q 

1 
, E' rg 9 

OIPLGJDE 
~;::-~EUR E'v S TEqOP; 

26 cC , 36°C , , , 
, 

erg 10 'U,5,)?; ! ;:;,02 ) : f o! 6 7\ 
! , 

, , .. , 
::: :,q 11 O. 68~~ + ri,13 '\'0 1 "°' . ! ",:. u -< 

erg .. !2 " 7 r. Q' + 8,82 "'1 C,7,1'ô i "', . J J -
! 

1 _ .. -~-- --, .. - ,-

erg 8 
, 

0) , ! 0, n?u + :~ ,05 O. 9'Z~i 
, ! , 

1 e~9 9 : O,69~ê + Ci.05 [ 3 ; O,80~ --
, 

1 
, 

0 , 26% ::,~5 " . vrg : ' , ) ~~ ;O,71?6 t 0.04 Z .3) 0,92°; 

erg 7 0, )6~Q + D,OZ (li 

• 
1 

1 erg , , 
iC,77~ • o! Qt~ (jl 0, 97?~ -+ 

1 erg 16 O. (t4?~ + 0,D3 (3) 16 
, 

erg 'CI 78°' 0,03 ' J ' '0 95°-
: ' ,II + . r' 

1 FL 100 

1 , 
, Fl200 

Tableau 9 

0,76% + 0,04 (8 ) 

+ 

1 

+ IO,74?o + D,Dl (3) i 0,8L,% -+ , , 
D,Sm,) 

" 
0,02 0) 

A 

005A.OE5 GENIQUES 

fi Te .. eur en stérols des souches haploldes 

?~ ergostérol / POlds sec ± écart "lloyell 

B Teneur en stérols d~s diploldes hétéroallèles 

Jo ergostérol i Poids sec + écart fwyen 

entre pare'1thèses: le nombre de mesures indépendantes 

! Q'(:3 3 

+ Il (", -' , _.4 

+ 0,03 

+ 0,04- ') 

+ 0,03 3 

.~-_ .. -~ 

t :,05 1 , 

+ 0,03 '. ) -

+ D,02 (3 

+ 0.04 (3 

B 
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le' :lOf \: lB tl'I't"H est abatssée 11' l '~jrc'rt: ~e 30 ?ô pa: rapoo:t 
+ 

CiC:JÎp i:Jcll\-:U? [,.nzyr:-,8ttque Qel parait LJ'lltdnLt:' j"~ qUi. :,1= pt:jl ptre 

':<ccêlérée Cdl$ le d~ploidl', cor:espond Bl! gène ERG 10 :"pst-à-c:trc 

:lU; mr;.Jlt rsien'· q:.Je l' flet :nté acé~08çêt y l (nA th:olase êt d l t largel7en: 

en (' xces. 



CHA PIT R E IV 

ETUDE D'UNE SOUCHE DE LEVURE PRESENTANT UNE 
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ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE MUTANTS AMPHOTERICINE B 
RESISTANTS 
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G S2UCt1e "cye 739 pst ,jfl à odet lf de 

1 - ANALYSE OU fAUX DE SfeROLS Il[ LA SOUCHE 

spu:t,'t: de la ffacttQfI HltiI1PoJJjf18tJlL',CJszenup l pcirth' 

,j'une C.J~lUre derob:e de cette souche ") ~ë(JC en fTl-1Ilt'u 'rPC,r:uqtre 

les plCS c::;rdct2fl~ttq.;Ps de l'ergostéro~ ~28-:.5 fT) ;,< 26C flfTl- . ~31S 

{ji;' plu;.;, ui;0 ûbso~ptl0!, ImportHnte i1 232 (,m, carc!l::t2nstlC; w p t~t'd 

7.22.20; '281 ~étrd ~nQls :fig. :6:. 

:..- 'analyse Nif crrOfTl-dtographle en phase qdzeust::: )1e:C'cr 

1954)1 montré "lue les deux stérols majeurs correspondent 

'il l'ergostérol 8t 3u 24 (28) déhydroergostercl. 

4, 281.:) nil1. l'ergostérol et le 24 {ZB} céhydrot'rgostérol 

prêst'ntent a peu j::rès la ffipme absorbance {ca:[H.:térlstlque :::lu 5.7 

,~;bt,e). le~r 30mme, co~respçndant alot'r;; 3 la t!?'neur g:~bale t~fl stéf/Jls. 

peut Nre calculée ;Jar l'équation 

?~ ergostérch:i 
:;; ~.bsorb8.nce 281.5 x F 

290 

,-- étant :~ fàcteut dt' Jllut~on, 

290 _ c~efficlent d'ilbeorptlOr" E (1 % cm) de l'ergcstér~! 



Absorbanee 

v 

v 

220 260 280 300 \ 

Lonqueur d" cod* nm 

Fig. 16 _ SP(Cr:':f DES ERGD5f(ROLS DANS 1,1, SOUC:-lE '\)CYC 739 
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condtt~Unti, \CYL J 

-, /, 

." ut,:h,;o;)~ le (-,-':t'rflCl'.:'nt :j'"DSüf~~_:"l ',,2:' 2:) çlf>h'"c:r'_J\':-'Jcsté:"CJ~ 

LJ,>cL6_"I'_~1'_1,j",' du ;j:!}IIt" 22-2::'128J, _1.J1 ,-,si Of:' 518 ,::;J11S l'hl'pt~r-l 

ri 230 m. 

;.bs;JrbanCf::> 8 ?")'1 fiA 
-~----~----~---_ .. _-" r 

2::; 28' déhn:roerg::::s::.erc.:l ,HH t:?;Joort ou\: stércls 1 ùtéLi<'. '-c, s~uc"e 

\C'~C :39 p!nferme cn\tt:-on 66 ?;; dt' 2::; ,23~ déh:,:JroE:'rqo,Hêro: é': 1jt.. ,)~ 

dé:' 2é;. '28 \ Ct~hydroerg::::stérol. 
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o 10 1 20 - 30 40 ·sor--wr 
, 

FllOO +++ ++ + 0 0 0 
FLiOO +++ ++ - 0 0 0 
~C(C 739 +++ T++ +++ +++ ++ .+ ++ 

, 1 .-----

Tableau 10 Résistance des souches PL toU. fL200 et NCYe 739 à 
l'amphothéricin~ B. 
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Il - PHENOTYPE IlE LA SOUCHE 

la soucne éI été testée en mll ieu YNB en présenct' dt' drogue 

":-1:iti:lt tne i:'t Amphotenctrlc B,. "oùs a .. uns pu ob~en!;'r quI:' cetle 

:;;Quche présentait la mèmt' st'nslbtli.té à la nystatine que lâ :3ouche 

souvage VL100, m!;HS qu'elle éti:lü :,ésistélnte il> 11&lmphotér1clne 8, 

""iJr.s qUi;' liJ CrUt-SSdr\ct: GU sal.l\è!ge t'st inhibée 8vL'C une curcentrat iO!l 

d'Elmpnotéricine de 30,uq/ml(tableaux 10. 11, 12.). 

Ces résultats montrent que par le biais de la sélection 

des mutants résistants à l'amphotériclOe B. nOU6 pou .. ions espérer 

obtenir des souche", présentant une teneur éle .. ée en stérols. 

CARACTERISTIQUES DE L'AMPHOTERIC[NE e 

L'amphotérlcme B est un antibiotique polyénlque. commercia­

lisé SOus le nom de fungizone. Elle est sensible à la chaleur et 

~ la lumlère. Sa structure chirrllque est proche de celle de la nystatine 

(autre polyène antifongique) (fig. 17). 

Elle interagit a ... ec les stérols membranaues en s' y fixant, 

Cl' qui crée par désorganisation des constituants membranaires 1 la 

formation de véritables pores par lesquels le contenu celhdaire 

s'échappe (De Kruijff et aL t 1974 111\ ~rtut-CroQuin et aL, 19S}) 

et une altératîôn dans la perméabillté cellulaire (De Kruijf'f et 

al., 1983 l, Il ; Teerlink et al.? 1980). 

l'amphôtéricine B est inacthe contre les bactéries dépour~ 

'vues de stérols. Elle est plus acU've contre lea le\<ures, les champi­

gnons~ lea dermatophytes et les moisissures (Demel et al., 1980). 

Elle n'a9it pratiquement pas sur les cellules animales. Cet~ toxicité 

spécî fi que est due à sa plus grande affinitt1 pour l'ergostérol que 

pour le cholestérol (Gale 1974 j Archer 1976). 
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Hyet.Une 

H 

H 

o OH 

Amphot.,iclne 8 

F:q.17. Structures chillllQUes de la nystatine et de j'amphoténct:\C B. 
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15CLENE~T OES MUTANTS AMPHO aR, 

Les ~lut;~nt!;i c;ont ISQles, c;-Jr ""'I!teû )\iS contenant des COflcen_ 

tr<':!t:uns crolSsHntt:'S d'<':!))ph::;lertCl.llc B C è 50 J.1gjml~, à p~rtlr ;::ps 

= g8UChl'!;i sau .. agps F110] et ;:_200, por l1'utaqénèse selon 1t' prQt:;~ult:' 

décrit dans flatérîpl et lIéthcdes paraqr~phe .4~5. 

5 mutants de chaque SIgne sont repris. Us réslstent i!n 

moyenne jUSQu'è BO)1g d1amphotéricine 'T'd, aloni que la souche sau'II(;jge 

est totalement f'g/ml (tableau 10). 

I"UUS Oyons pu obserH;r que tous ces mutants présentatent 

la méme senSibilité il la 'lystatine qUE' la 50ucbe SâU\-aqt' \T<:ibleaux 

Il et 121, 

Malheureusement, l'étude géoéhque de ces mutants n'a pu 

ètre menée, car lors des transferts sur milIeU complet YPG pour 19 

réal1sahon des diploïdes, les llutatlCf'S ré ... ertaient très r~pldement 

dans le phénotype sau~age. 

Nous avons été obligés de les conserver en permanence sur 

le ntlleu YN8 contenant de l'amphotértcwe a. 

Toutefois, I"lOUS ayons analysé la teneur en stérols d'un cer­

~8ln nombre de ces mut<:ints. Les résultats sont COrlS;QflÉS dans le tableau 

13 et montrent que les mutants ampho BR 8 et ampho aR 12 présèntaient 

une augmentatiion de la quantité d'ergostérol de l'ordre de 20 % 

3~r rapport à la souche sauvage. 

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

pas poursuhi l'étude de ces mutants. 
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i -50-L-'C~È5- -;-, -O-,r--'--"-Z-"'1-3--'--4--~I; -6-~-1-8--- 10 1 

1 .-l.rn::ho aRl f-.--+-+-+-+-+-+-4----_-+-~.-.-.+-l-O--4··--0--+--0--+--0-l 
,~mphù SR2 

A.mpho aR3 

Amph-o SR4 

+++ +++ 

,lmpho aRs +++ +++ 

Ampho BR11 + .. +++ 

Mi,lptlo BR 12 +.;.... _+ 

-'ll'lphO gR;) +....... +++ 

Amph3 BR1~ +++ +++ 

Ampho gR15 +++ +++ 

Io.oyst. R +++ +++ 

Fll~O +++ +++ 

+ .. 

+++ +++ 
+++ +- +++ 
+++ +++ 

+++ +++ 

+++ +++ 

>1-++ +++ 

o 0 0 0 
o 0 0 0 

o 0 0 0 

o 0 

o 0 

o 0 

o 0 

o 0 

o 0 

o o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 

fableau !2 Effet de la Nystatine sur les mutants résistants 
à l'amphotéricine S, en milieu complet YPG. 
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, 
1 

1 SOUCHES P.S. g/ml culture) ,. stérols , 
• 

R 
;.\mphO 8 1 0,0:03 0, iD ?,:; 

Ampho eRs 0,0119 

1 

0, 76 ~~ 

Ampho eRa 0,0097 1,01 % 

Ampho B
R
ll 

• 
0,0109 Ot92 ~o 

• 

Neve 739 0,0093 3,.3 % 

1 

Tableau 13 Dosage de l'ergostérol dans des mutantri 

réslstaCits à l'amphotéricine 8. 

PS : pt.nds sec 

's d1ergostérol / ?cuds Sç'c. 
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RéCen!l1.ent au labordtolre, des :t1utants déocur\.us d'alcool 

c'~'s"\drogé"a"'t' .'i)H 1 '.wt é~é lsctés (r-Iaudet 1987:. Ces mutantt> DréBtm­

tt'I!: une t~",,,:'.J~ vn s~o?rols 8ug:;!en'.:éc de i 'ordre dc 2) ~~ par raD;:'IOrt 

à la SOuche s"2Iu\>age. Cl'S mut;;Jnts ont été lestés sur d~ffér?nt;; élnt.­

fON)lqU€'S, ag,ssûnt sur lt.'5 stérols et. il ô été nontré qu' tts sont 

égalti'ment re~Hstélnts a l'amO~lOtéri.clne 8 aÜ1Sl que fatbleffi.:nt :esis­

t8n:s à la nystat tne. 

téricine 

Ces résultats confument donc 

S paurralt êt fP un phénotype 

présentant une teneur élè'\.éo;:> t'II stérols. 

que la résistance à l' ampho­

spécifique pour des mutants 



CHA PIT R E V 

REGULATION DE L'ACTIVITE SQUAlENE SYNTHETASE 
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Lb squalène synthetase est la prerr.lère enzyme ;;<;iikifiqut' 

<::~. :<> :-rbi':;":\'..' ~térçls de 18 ~OH! de bt;)synthèsp. dt's stérols ::t ces 

;:;,J;';'t;(·'/l':l~'S, lr' ':.'ff!::'! le ""i:J.[Jlés\1 pyrophosphate ',FPP". s:.plhétcsé à çi:.1;"_ 

t r Cu ;'le-":L:';j!é1f~' ~'st ~'Ji~"'érl:"é flq. lB , d':_mc p2rt en c,s :;:u~~pré:I-__ 

::\r~phuspr,Q[~' dULlchul:::; par une ris prényltrc.f\s""érase. d d'HU,:'-' 

Ile pér urie trans-pnin;ltransférase. Ces polymérisatloflS cürresOOllde;,i 

à cet> 8dd\tWflS tett'-qveu~ d'ls:Jpentényl (lyrophosphate sur ta :;1uiécu~t' 

de Fpo. L'acthtté saualène Syflthétase pttrmet, quant a elle, la con den­

satlon de 2 molécul.!?s de FDP. tete-tête, POUf COf'duue au squalènt', 

1 - CARACTERISTIQUES DE LA SQUALENE SYNTHETASE 

Lb squalène s~"t'"1ét8""f;' pst assoc\ée aux Fractwns ":llCrOSO­

rral(;ls dans le FOie ce rat et chez la le ... ure. A partH de ces frac­

tlOr1:" pinttculaires :le h,-..ure. Of1 a pu démontrer que la sync:hèse 

du s~u<:dèf)e necessitaü un réducteur (NADPf-I OU NADtl) (QlJtc~hi d al., 

1973 UI). ['acthité ootlmale est obtenue à pH 7,4 et eXlge de, 

lOns dl~81ents comme les 10ns ;nagnésium Mg ++, 

De nombreux auteurs Q;'"lt étudlé la structure et les rréc;;mis­

mes de con ... ersion du rpP en squalène. Poojak et al., 1966, Rill1ng 

et al., 1970, Agnew et al •• 1978 8nt émLs Ilhypothèse Que la :éactlcn 

}je déroule en deux étapes cOlIséc>Jthes (fig. 19). 

'-0 première, ccrrespondant à la condensatwn de 2 FPP, ::;"uflduit 

au présqualène pyroPhosphate, a"ec libératlor d1un proton et d'ur. 

groupement pyrophosphate- (Epstt:ln et aL! 1970, Betye et al., 1973. 

A(Jnew et al. 78 a). 

Dans la seconde- étape, le présqualène pyrophosphat~ est 

rédL.lt par le NADPH 2!..,ec perte d'un groupement pyrophosphate. Cette 

étape conduit au squalènf>. 
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Alnsi, en abser,ce je 'lADPH ou de ~ADH, il Y a accumulation 

de ;èrésqwu!è(l;;> :lvrcoho:;ph8te. 

rlvs:ewrs tn, .. aux ont démont.ré que le prèsqualène pyrophos­

,~i12l~o;;; n'::'st JOC; --.:'- ::rtt<fact fle s·obst'r.ont que quand le "",:llt'u réa;:­

~ lOnfitd est PCl\~ de réducteur \I\PDH Du ,\;AOHj ; nats que ce prl'squB~ 

(ère oyrophcsphate HaIt tOJJcuts for-ré. t'n présence co:rr])!;;' t':' 1i:!bSenê:ê 

de ,~ADPH et \ACh é t que dans les cand 1 t Ions physiolog tques , II r:e 

pou\<ait slaccu'lluler ,Corey et al., 1976:, 

Dans la synthèse du phytcène [précurseur du carotène). 

la mise eo é .. icence du préphytoène pyrophosphate a 1\ontré que la 

condensat ton ,tete â tête .de Z molécules de géranyl-géranYl pyrophos~ 

phate se déroulalt selon un mécanisme ~rès voisin de celUi catalysé 

par la squa1ène synthetf;ise, 

le présqualène pyroohospha:.e est donc un lntermédialre 

Jcllgatolre dans la blOsynthè:se du squa1ène, La synthèse du squalène 

~8 donc exiger BOit l'existence de 2 sites actIfs sur une même protéine 

'5cht.'cMer et al. 1971:, solt l'e:osteëlce de 2 enzymes {Qureshi et 

81.. 197}). 

La solubilisation, rendue possible avec le désoxycholatE'l 

a montré Que les deux activités sont sur la même protéine enzymatique 

cJe ,1I8sse moléculaire S4S0C (Agnew et al., 1978), Les actlvitéstdans 

cet état soluble, sont inhibées et peu'ltent tHre restaurées partielle­

ment après élimination du détergent. LOl.'sque l'enzyme 3insi solubi­

~tsée est séparée des lipldes, il est nécessalre d'ajouter des phospho­

llpides (phosphat idy lchohne) 1 pour qU' e Ile recou\< re une aet 1'1< 1 té 

appréCiable, 

Dans ces conditions, auaSl bien la libération du proton 

que la synthèse totale du sQualène sont retrouvées. 

Ceci lndique que s'il y a 2 protéines enzymatiques distinc­

tes, de même masse moléculaire (54500), elles pourraient se réassocter 1 
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2 Acélyl CQA 

~ 
Acétoaeéty! CoA 

3-hYdfOXy!_me,nylglu'OrYI CoA 

~ 
M4"elonat. 

Squalilne 30C Trano-potyprényl CI.-PoI""'.yl 
Py,"""""""at.. Pyrophoaphatet 

UbIQ!OIIe 4$. SQC DOl/cl. 711 à lOSC 
St '01. 276 21C 

fig. lB - VOIE DE BIOSVNTHESE DES STEROLS ET DES 15QPRENOIDES 
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~C~l <" . ;:~) li, H, . , t .~ 0 0 ,. , 
" • " 

Il 
H,C • • O-P-O-P-O~ 

1 , 
OH 0" 

CH, CH, Ii_ ", 
0 ... 0 
Il " ",' '" '" O-P-O-P-O~ , , 
CH OH 

FARNESYL PYROPHOSPHATE 

H·, PP, -{M9" 
0 0 , • ~-O-P-O-P-O 

CM, 'M, CH, " 
, 1 
OH OM 

CM, CH, CH, 
ff)C, '" '" '" , ,.. ,.. 

CH, 

PRESQUALENE PYROPHOSPHATE 

pp. 

CH, 

SQUALENE 

fig. 19. Mécanisme de Biosynthèse du Squslène selon Ril1ing (1966) 
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sous l'influence des phospholipides, pour redonner un complexe actif; 

mais ceci n'exclut pss également la possibilité d'une seule protéine 

a~ec 2 sites actifs (Kuswik-Rabiega et al., 1967). 

Il - REGULATION IlE LA SQUALENE SYNTHETASE 

L'acti~ité squalène synthétese s,été essentiellement étudiée 

dans les cellules animales ob l'on a pu montrer que les LOt répriment 

à 90 % la synthèse de la squelène synthétese (Faust et al., 1979). 

Donc un excès de cholestérol dans lee cellules diminuerait 

la condensation du rpP en stérols f le FPP pouvant dès lors être 

utilisé vers la'~oie du 0011cOol et de l 1 ubiquinooe. 

Un autre organisme a été étudié {Tetrahvmena ptti fçcmis} t 

protiste qui synthétise du tétrahymanol en absence de stérols exO­

gènes. Si le cholestérol est ajouté au milieu d'incubatioo t la synthèse 

du tétrshymano1 est inhibée et le cholestérol est incorporé dans 

les membranes (Warburg 1992). On a pu montrer que l'arrêt de la syn­

thèse du téttahymenol était dueà un mécanisme de répression de la syn­

thèse de la sQuslène synthétase par le cholestérol. 

Que le 

le flux 

Ces ttavsux. effectués Bur cee 2 orgattl~st. ~trent donc 

niveau d'acti~ité squslêne synthéta8e pourrait déterminer 
1 • , • 

des unités en C 'vers les stérols ou ~ers les isoprenoldee. , 
1. Synthèee du f.rnésyl pyrophoB\lh8te [1"cl 

,,~,~~~ F'pp [14C1 n'eat __ "p~~ _disP9nib~,,,,c~rgsletllenl,, .... _aussi .. _", 

nous a~ons été dsns l'obligation de le synthétiser il partit de ls 

méthode de Popjak (1969). 
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Dens cette méthode reposant sur une synthèse biologique. 

l'@cide mê'valoO\que [14CJ Ou l'lPP ~ 14cL d'scthHé connue, l':'st incu­

be t'!' présl::'flce d'un (jurf'sgeant 105 000 9 QUI conU.ent t.uutes Itts CiCtt­

\ tté·s \:-'tlzymahques permettant lb s,;,nthèsç' du HP, l'act\. ... ité squalènr: 

:iynthéta;;l' ·étant liée au culot. L't"xtr$ltt f:>nzymatiqut' est uQtt;'pu 

seloH 111 protocolt' décrit dans le paragraphe 5-2 de Hatériel !::'t ~lét'1u­

dl's. 

Le tampon utllisé (tampon tris-Hel 0,1 M) est à pH 9 et con­

tient du dithiothréitol 0,5 mM final. 

'111 ieu réacUonnel : MgCl ; 5 mM 
l' Z 

; 5 MnCI Z : 2 mM; AfP : 7 mM; PEP 
ou C : 2 mM; extrait t!ozymatique 10 à 

4 
PK: :> U.; AMV ... c marqué en C 

15 
Z 

5 mM; 

La réaction se déroule au bain-marie à 35°C pendant 2 heures. 

Elle est arrêtée a ... ec 7 ml d'alcool absolu ammoniacal. Le mélange 

E'st ensuite porté à 60aC 'pendant S à 10 minutes, ce qui pro\roque 

la précipitation des protéines. Une centrifugation permet la récupé -

rat ion de la phase liquide renfermant les produits de la réaction 

t;'t éH'ntuellement le mévalonate restant. 

Le culot de protéinea est lavé 3 fois a\lec de l'alcool 

ammoniacal 80°, afin de récupérer le maximum de produits réaction­

nels. Toutes lea fractions liquides aont collectées et recueillies 

dans un ballon. le volume est ramené ~ 3 ml environ, par é\laporation 

à 1 !évaporateur rotatif. le mélange devient alors trouble i quelques 

gouttea d'eau ammoniacale 0,01 N contenant de l'EDlA 0,25 H pH 7,4 

sont ajoutées. 

Un contrOle est alors effectué en chromatographiant, sur 

couche mince, une aliquote (20 )JI), dans le système de solvant n­

prop:anol-ammoniaque .. eau (EOTA 1 ~) 6 :3,:1 {v/v/v). 
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Par cette méthode, les rende~ts de synthèse obtenus étaient 

faibles. Nous nla~on5 jamais transformé plus de 20 % d'AMY en FPP [ 14C1. 
Dans UÎI premier temps. nous a\>ons essayé d'améliorer notrtc' système 

en Jt i lisant une souche porteuse du plasmide pA01 (ERG 12) • Mais 

dans ce css, bien Que tout le mévslorlate ait été transformé, rIOs 

rendements n'ont pratiquement pas augmenté j l'AMY étant essentiellement 

comerti en AMV? et IP? Nous 8-'0ns alors recherché les facteurs 

Ilmltants, l'n testant les différe:nts constituants du milit!u réactioflr1el. 

1-1. influence du Fluorure de potassium 

les expériences réahs~es antérieurement t en "ue de synthé­

tiser le FPP [14 C ],a'Vaient montré qu'en plus du rendement faible de 

synthèse du FPP, il Y a .... ait une 

(20 %), "raisemblablement due è. 

(isop.nténol. vr diméthyJaJjyl 

perte considérable de radioactivité 

la formation de produits "obtils 

alcool). Ceci pouvait être lié à 

une activité phosphatasique lMportante dans nos extraits acellulairee. 

Nous avons doric essayé, dans un premier temps, d'augmenter 

les concent rations de fluorure de potassium 0<0: un inhibiteur des 

phosphatases~ 

Concentrations de KF utilisées 

Le milieu réactionnel comprend 

6,1 mM 

2,1 mM 

10 mM 

3,3 mM; 6,6 mM; 10 mM. 

extrait enzymatique 12 mg/ml d'essai. 

les résultats sont représentés dans le tableau 14. 

Ils montrent que la quantité de FPP [14CJsynthétisée n'est 

absolument pas augmentée. De plus, il apparaît que 50 %, de la radio­

activité se trouvent liés à la fractiot'l p,rotéique. Toutefois, à 10 mM 

de fluorure de potassiuM, Les pertes de t"adioacthité sont diminuées 

d'un facteur 10. 



[KF] 
(mM) 

, 

3,3 

6,6 

10 
1 , 

, 
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INF ~ENCE OU FLUORURE DE POTA55lUN (Kr) 

Radioacthité Phase alcool t FPp[ 14Cl Radioactivité Radioactivité 
lOt !A:'lguit e total produits rpm culot-protéi- perdue 

AM C 1 réactionnels ne. 
cpm 

73 536 29 116 (40%) 12 600 (18~) 37 240 (SO~6% 9~4 ~ 

n 832 32 396 (44,5% 13 500 {18,5% 34 380 (41,2% St 3 % 
71 456 40 516 (56,7% 15400 (21~) 30 300 (4Z,41'ii 0,9 % 

Tdolei":l:u 14 : Influence du fluorure de potass.l.um (Kr). 

Pourcentage rPP [ 14Cl exprimé par rapport au cpm phase alcool 

les autres pourcenta~s étant calculés par rapport à l'AMY { 14cJ 
int roduit . 
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~-2. Influence de l'ATP 

La transformatlon d'une molécule d'AMV en FPP exige '7 molé­

cules d'AiP ; ce facteur pouvait donc êtrE" limitant. Nous é:t .... ons réalisé 

d'une part, une gamme croissante de concentrations d'ATP (la, 20, 

30 mM) et dans une autre expérience. nous s'V ons inclus un système 

générateur d'ATP le phosphoénol pyru .... ate + la pyruvste kinase. 

les résultats, cons:î.gnés dans les tableaux 15 et 16 montrent 

qu'il '1 a une augmentation de la quantité de FflP synthét isé si la con­

centration dlATP augmente. A }O mM d'ATP on obtient un rendement de 58!; 

d'AMY converti en fPP. l'adjonction du système générateur d'ATP n'ap­

porte aucune afl\élîoration au rendement maxilJlJm obtenu. Un excès d'ATP 

est donc exigé pour obtenir ce rendement maximum. 

Nous fi' avons pas cl)erché à optimi ser davantage ce rendement 

et nous avons donc retenu ces conditions pour la préparation du FPP 

à grande échelle, à partir du mévalonate. 

la méthode de préparation est décrite au début de ce chapi­

tre, secUon 2. la préparation de l'extrait aceUulaire 5 105.000 q 

est mentionné BU paragraphe ~-1 et ~-2 du chapitre Matériel et Méthodes. 

le substrat de départ consiste an un mélange d'AMY froid 

délactoniaé R.S et d'acide mévalonique R [2-C14]td'activité spécifique 

1.656 l' ci/l'mole. 

le milieu réactionnel est composé de : 

HgClz 6,7 m.M 

MoCI Z 2t 7 mM 

AfP 30 ~ 

Kr J.J mM 

AMY 4,65 }Jmole RO.7I'ci) 

Surnsgeant 105 000 g : 12 mg de prott§ines Iml d'essai 

Volume final de l'essai ; 3 t ~ ml. 



1 [AIP] 
mM , , , 

10 

20 

30 

1 

AIP mM 

10 

30 

10 

+ PEP(4mM) 
+ PK(10ul) 

30 
+ PEP (4mM 
+ PK (10ul 

Radioacthlté ! Phase alcool :1 FPf{' 4C ] Rlidwacti- 'Radioact 1~ 
introduite total produits <pm ... Hé culot- ,ité perduE 

AMV [I4C ]cpm i réactionnels protéines 
.. 

124 J20 63 825 (51,3%) 29 180 (23,4%; 55 850 (45%) :3 f 7 J'; 

103 840 73 945 (71,2%) 33 600 02, J%) 20 050 ( 19 1 }%) 9,5 ?l 

113 520 95 220 033,8%) 57 845 (52,11t) 1 500 (6,6%) 9,6 % 

J 

INFLUENCE OU PHOSPHOENOL PYRUVATE 

Radioactivit Phase alcool t FPf{'4cJ !~adioactivité Radioad h Hé 
introd~ite total produits cpm ,culot-pl."otéine perdue 

AMV r c] cpm réactionnels 

l83 516 184 087 (48%) 19 503 (20, nr.) 180 252 (41%) 5 r. 
376 440 335 740 (89,2%) 218 780 (58,1%) 17 650 (4,68% 6 t 12% 

378 350 190 120 (50,2%) 79 453 (21%) 174 041 (46%) l,a % 

J89 640 J55 740 (91,3%) 153 4S3 (40,4%) 23 900 (6,13%) 2.57 ~) 

Tableau 15 ~lioration du rendement de synthèse du FPR:l4C ] 

Influence de l'ATP et du phosphoénol pyruvste. 
les pourcentages du FPP sont exprimés par rapport à la redio­
acti~ité de la phase alcool. les autres pourcentages ont été 

calculés per rapport li la radioactivité introduite. 
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résu lt éJt S, résumés dans Le 16. mon t refl t 

èllcool, cuntt'fl3nt les pr::;dults réactic;rml'ls et l' ,.lrW 

98 ,jE::' L'::l r::,dloactllllté totale, 

j"Hlt' altqucte sur 'le de sllice C montre que 

synthétlsé représt'nte 60 des produits réactionnels. 

t echfll est dor1c r;able pUlsque ces résultats sont très proches 

de ceux o::Jtenus pour la 'llème C:ClflcentratlOrî d'ATP dans les ex nences 

de nlse au point. 

Le FPP [14 C ] obtenu a été pun fié sur résine ~mberlite 

\-\D 2. Cette résine L'st condltio:lnée de la marnère suivante 

2 9 de réSlne sont Lavés 6 fois par agitation dans du métha­

riOl ammoniacal (O,OlN) et de l'eau ammoniacale en alternance; Le 

dern ier lavage doit être aqueux. La durée de chaque lavage est d! élu 

'nOlns 15 minutes. Quand la résine est prète et débarrClssÉedu l ide 

de lavélge. la solution de prodUIts réactionnels est déversée sur 

lé! réSine tée modérément à température amblante pendant une 

: lU t, 

lendemaHi, le surnageant est recue i 11 i la résHie est 

alors lôvée 2 fois avec') ml d'ammonlaque aqueuse 0,01 N pour éllmi­

m?r le mévalonate qui n'a pas réagI et ses dér l vés phosphory lés. 

Le Farnésyl pyrophosphate retenu par la résine est élué. par agi-

tatlon modérée, avec du méthanol ammonlacéll (5 x ') mIl, Chaque élution 

dure 15 à 30 minutes. Un chromatogramme de controle a été réallsé 

sur couche mince de gel de silice, après élut ion de la réslne fig. 20. 

[1 reste des traces de produits réactlOrmels, en plus du FPP ['4C]délfls 

l'éluat. Chaque produit a alors été évalué en pourcentage par rapport 

à l'ensemble des pics. 



Fig. 20 - SYNTHESE DU FARNESYL PYROPHOSPHATE [ 14C] 

DIFFERENTES PHASES DE LA PURIFICATION DU FPP 
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jATP FPp( 14Cl \ RadioactiVllél Phase alcool Radioacl lV Hé 
lnt,gdulte fotal produits pmtéwes cpm 

'A'IV[ C]cpm : réactioorels 
1 , 

, 
3Ql1M 13 520 588 , 13 265 260 8 125 0001 40 500 , , , , 

98,1?: 60,1% 0,3% 

Tableau 16 Synthèse du FPp[ 14CJà partir de l'AMV 

Rendemert et Bllan de la réaction 

, 

~ 
, 
1 , , , , , 

214 808 

1 ,~8% 
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;-3. Calcul de l'acti ... ité SpéCIfIque du Fpp,:14Clprodu:t 

Ld [,fJdlOactlv.:t7,é de l'Ar.W intr;;:;dutt re;Jresente 13 520 5aS cpn 

peur 4,65 )Jr.Jles [R] ; soit 2 907 65> cpm/ ,p:noldRJ 

le f'PP [1:'1 C] réc;;péré après élution de la réslne représente 

a 125 000 cpm et a été repris après évaporation il 5f'C dans i<.e !rl 

d'eau ammonIacale 
soit 8 125 000 

2 901 653 
= 2, 794}J l'iules d' J'MV pour 4,8 ml. 

;; O,582)J mole/ml 

:;:; 0,582 nmolel}11 

C:Jmme il faut} AMV pour l rpp, nouS a\lons donc synU1éti5é 

0,582 ::: Û, :94 nmole de FPP/,ul 

J 

20;.JI. ce FPPC4
C1ont été comptés en sClntlllation liqUIde 

pondent à 44 965 cpm .soit 43 317 DPH sail 2".7 no, 

Ceci corresp0'îd à 1085 )Jci/rr,l solt 1,065 ,ucil-nl 

l'actlVité spécifique est dene de 5,6û)Jcil Plole 

1,085 }.lei/ml. 

2. Mesure de l'activité squalène synthétase 

liS corres-

En \lue de f'iesurer cette activité enzymatique. nous a\lons 

utilise la tecn:iique mise au point et testée par plusieurs équJpes 

sH'lultanénent : t:pstein et aL. 1910, Beytia et al.~ 1973, Agnew et al., 

~97B a, Le fsrnésyl pyrophosphate marqué au [14c] sert de 5ub:;>trat. Le 
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3Gualène formé est Identif~é et qu.antlfié par chromatographiE' ;,uf 

cOl)c~e r:lin;::;e de 

~'r) '10'olt.' de F-PO( 

gel 

14Cl 

de silice. l'acUviLê enzynat lqL.e est 

transfcrmé en s:4uédène lTlin~te :' f"'Ç] dt.' 

OU t'Il I\:noles de !:iquHlène for~é ''imo le :nwcte .1 mg dE' proteL'1B', 

sachEipt qU'Ire "lclécule de squalè!1E' est :ssce de li;! condenSat\Q:l 

de 2 molécules de rpp. 

la suspenslOP e~'zynatique ::12 OG.J g) est préparée, dOI's 

le tampon phospha te 0,1 M pH 7,4 contenar,t 1 mM rina le de dl t.h 10-

Lhréitol. selon le prcLocole déCrlt BU paragraphe 5 du c>-,apüre :-laté~ 

dpl e':_ Méthodes, 

Le milieu réac t lOnne ~ standard cont:.ent 

Mg CI 2 10 ,M 

Kr 4 mM 

~ADPH 1 mM 

G6P 12 mM 

G6PDH 2 un l tés 

Protê înes. enzymatiques: 20 à 80)J q pout la sou:he sauvage 

Î a a 40)J 9 pOur les souches mutantes 

rpF{1{4CJl,D85jJci!ml i 5,60u~i/)Jmole: 7nmoles!E'SSal 

Le velume final de chaque eSSBl est ajusté â C,25 ml BU:!C 

GU ta:'1Çton phosphate de potassium 0,: M pH 7,4 contE'~ant ; mM dl! DTT" 

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

vité Squalène Synthétase 

Le milieu réactionnel est pré~ncubè pendant 10 mInutes 

au baIn-marie à 30°C, avant l'adjonction de llextrait enzymahque. 

La réaction se déroule pendant 25 à 30 minutes puis elle est arrêtée 

B'VI!C 1 ml de KOH méthanolique (15 % plv). Les entralneurs (ergostérol, 

lanostérol, squalène 2~3 époxyde et squalène) sont aJoutés dans chaque 

essai à raison de 1 à 2 mglml. Les tubes à essai sont enSUIte po rtés 

à 60°C pendant 1 heure. 
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2-1- 1 . Isolement et fractionnement ::!es produIts 

Les extraits hexanll::jues sont évaporés è sec sous un courant 

d'azote; le résidu sec €'st repns i;lliPC 200 ,ul d'hexane. 20j<J :iont 

olacés dans une fiole de comptage contenant 2 ml d'un mélange SClntll-

luteur (optiphase HP UŒ) la radioactivité de l'échantillof' est 

détermlflée en scint.tllatlOn llQuide grâce â un compteur à 8clntlllation 

lK8 WaHac 1214 Rackbeta. 

Le reste de la suspenSiOn est chromatographlé sur gel de 

silice C, dans le né lange de sû~vants ! cyclohexane - acétate d'éthyle 

{9!1;".'v} la durée Il'::yenne Ge migration est de 2.h30. Un ;.Jfcftl 

chromatûgraphi.que caractérisant chaque produit réactlOnnel est ûbteru 

gràcl" a .Jn scanr~er de radioactnité Berthold LB 2832 ~utomatlc rLC:~ 

"_ lfH.'él.:" 2n3lyzer. 

2-1-2. Calculs et expresslon des résultats 

La radioactivité réelle de chaque p'c est é",,'Iluée grilcl' 

.u rendement de comptage du scanner de plaque, calculé pau r chaque 

essai. Il représente le rapport entre la rad toacth lté totale d::rmée 

pi.H le scanner Berthold LB 28>2 et la radioact 1" i té totale dcnnétt 

par la scint illat ion hquIde. 

Ainsi pour chaque essai, l' insaponiflUbl!! étant rti'pris 

dans 200 :ù d'hexane, si ~ est la radioactivité obtenue en ~clntilla­

t ion lic:uide pour 20pl de la phase hexanique insaponiflable, la radio­

actIvité totale de l'insaponifiable sera 

x x 200 

20 
;; K (cpm) 
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si y est la radloactHi:é totale, corresP:J"cante a chauue 

déput, cQfl"ée par le scanne:- Berthold penda~1t un :el1ps de comptage 

t, " ~''':::rtmé par j'apparell en coups totaux, sera ramEné ('11 cpm. 

Le [t.'Gder:if:!nl (jt> comotage du ;jca:~ner Berthold sera do;;c, t'l1 püurCEr'­

~age : 

y :cpm) " 10G 

Pour chaque p le, la rad iOBe li Vi té déter!l'\tnée pa r le sCBITer 

pour le temps t sera également ramenée en cpm pUIS muillpi \~ ;Jar 

l',rl'.erse du retldement de comptage pour 8\101::" le cprn rée~s. l'actl-

V l té s;léc i fi.que sera calculée parti: de :es cpm réels. 

Cette actl\< lté spéci fique est e:<primée ef' nanol'l'oles ;je 

rpp transformées par minute et par mg de protéines enzymat ~é:;Lles. 

2~2. DéterMination de l'acti\tité SpécIfique ce la 

squalène synthétase dans la soucre saUvage et 

les mutants auxotrsphes Gour l'ergostc'rul 

Toutes les cultures sont effectuées en milleu complet vPG 

lJquice. Pour les ~tants auxotrophes, le milieu de culture est supplé­

,Tienté en erqostérol ('2: à 4 mg/l). les cellules sont récupérées er~ 

phase exponentielle de croissance (absorbance cOfllpnse entre S et 

8 HOit 108 à 1,6 10
8 

cellules/mU. 

2-2-1. Mesure de l'actIvité squalène synthêtase 

dans la sauche sauvage FL 100 

a) ActlVi~é en fonction du temps 

L'activité squalène synthètélse a été mesurée pour um~ con­

oentration de protéines fixe de 60 }.Jg/essai avec dE"S lncubations 

de 10, 20t 30 et 40 minutes~ 
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Les résultats obtenus montrent (tableau 17 il, et fig. 2V, '1 

une dct,\lfe de :J.:~7 r~1'Iole je FPPJmg/r:lln. Une :JrJpurt'uIHlaLité de 

18 synLhèB(, du squi:llène est obsef .. ée en fO'lction du temps ; œtte 

"ct hité peut dcnc titrE' cons:dérée comme une actn!té SOéCl flq~H:·. 

DJ Act: .. ité 1:.''1 fonction de la concentration 1;;'", protéines 

enzymatiques 

La gamme de protéines suivant.e il été Ltilisee, pOUf un 

\lolume d'incubation final de 0,25 ml 0, 20, 40, 60, 8D,lOG J-Ig par 

ess.n. La dur&e de l' :.ncubation a été de 40 minutes dans un bain 

l'Iarie de 3G(lC, 

Les chromatogrammes reprodu.i ts fig. 22, montrent que ~our 

des faibles concentrations en protéine (20 à 60 JJg!, seul le squalène 

apparaH comme produit de la réaction. Par contre, pOUf des concentra­

tions supérieures à 60 J.q ;60 à 100 ,ug), on observe la synthèse de 

falbles Guantités de squàlène 2-3 épox.yde et de lanostérol en plus 

dl: squalène. 

Pour le calcul de l'àctl\tité squalène synthêtase nous a.ons 

ajouté ces composés àU squalène. 

l'activité spéciflqLe squalène synthétase observée est 

de 0,47 nanomoles / mg / min. Une proportionnall::éest également obser­

vée ici. en fonction de la concentration en protéines j ce qui indique 

que nous sommes vralsemblablement en ..... Hesse initiale (tableau 17 B 

et fig. 21B). 

c; Influence de la température dl incubation 

L'étude de. l'activité enzymatique <lin 'vitrQ" , à différentes 

températures J pourrait nous donner une idée sur la sensibilité et 

la thermolabilité de la protéine enzymatique~ Les températures de 25, 

30, 37 et 45°C ont été ret.enues pour cette étude. 
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lOurée d' incubat ion SQUALENE FPP CONVERTI ACTIVITE SPECIFIQUE 

min " 

10 min 

20 mln 

3D mln 

40 mIn 

Protéines 

enzymatiques 

(pg/essaU 

20 fig 

40 ,ug 

60 ,ug 

BO ,ug 

100 fig 

Tableau 17 

(cpm) :nmolesl (nmole FPP/min/mg) 

3072 0.27 

6090 0,53 0.47 + 0,04 '5 ) -
B9B3 0.79 

12270 1,08 

SQUALE NE FPP CONVERTI ACTIVITE SPECIFIQUE 

(cpm) (nmolesl (nmole Fpp/min/mg) 

417B 0,37 

7264 0,65 

12470 1 , 11 0,47 + 0,02 (6) 
-

16396 1,46 

21651 1,93 

Acti .... ité squalène synthétase 

A. en fonction du temps (a .... ec 60)Jg de protéines) 

B. en fonction des protéines enzymatiques 

(durée d'incubation: 40 minutes). 

L'acti .... ité est exprimée en nmoles de FPP transformées par minute 

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

indépendantes). 
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Fig. 21 _ ACTIVITES SPECIFIQUES SQUALENE SYNTHETASE 
(Conversion du FPP en squalène et dérivés) 

.. .. A en fonction du temps pour 60 ~g de protéines. 

A 

B 

o 0 B en fonction de la concentration l'fI protéines (durée 
d'lncubation : 40 minutes) 



Fig. 22 - ACTIVITE SQUALENE SYNTHETASE 

Evolution des produits de la réaction (squalène et dérivés) 

en fonction de la concentration erl protéines 

(durée d'incubation: 40 minutes) 
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l 't-,;.;tralt t-'nzymatIQue a été pr-eincubé 15 minutes à la tempë­

rature cflOlSU;;', ld suite de l'expérience a été menée se:::;n le prot:J::::::le 

L(:;:; :-ésultaLs, fep::::rtés adOs ~!:O tableau :3 'l1ontrent que 

l'ad':'vlté squalène synthé::8!:>lJ est stable jusqu'à ~5"C. ,\ cette tempé­

ra~ure, une baIsse seult'went de 10 ~~ est obtenue. 

d) EXIgence:;; e!r1 cofacteurs et localisall0n de l 'pnli ..... !! 

Dans cette pa;:tie de notre tra"ail. toutes les expé:'lences 

ur!L été réClllsées SQlt LI\.t'C des cltlraüs 2cellulaift'5 12 000 g, 

s:.:tL avec des nlcr:.:somes purifles {la .... és 2 fOlS a .. cc Le tampol] dt' 

hr:.:yagt'.~. + surnageant 105. 000 g. 

Nous avons étudIé les edgences en cofacteurs l'H'i,QPH I \A0H 

afin de déterminer les condiL1ons optimales pour une actIvité ~axlmdle. 

(nfin, nous avons localisé l 1 enzyme dans lE's extraits acellulaires 

en '1 mE'surant l'actiVité enz:ymatique~ 

~es résultats (tableau 19) montrent que quel que SOit le 

P'I:::ldlne ~ucléot ide uUi isé, Il acth Hé enzymat ique est tOujours 

observée. lE' NAOPH donne cependant une actHdté optimale. tandis 

que le NADH est inhibiteur; en effet, en présence de ~t.DH. l's:-tlVlté 

est abaissée de sc %. 

le tableau 19 montre également que l'actiVité est entIèrement 

assoclée è la fract Ion ffiIcrDsomale elle est pratiquement absente 

du surnageant. S 105 000 g. Nous montrons d'autre part que l'addition 

de surnageant acellulaire 5 105 000 g n'augmente pas llactivité 5:JécI­

fique llée aux mlcrosomes. 

Ces résultats Indiqueraient qu'aucun facteur soluble du 

type !1 stJ:rol 

(SPf) Il 1 est 

carr:l.l!r p::':Jtein " (Sep) ni "supernatant oroteln factor" 

requis pour ~ti<TIuler la squalène synthétase. Ils sent 



, 
, 

- 1 07 ~ 

-TU!PERAf\JRES! J,CTIVrfE 

SQU,4L[~E SYNfHEfASE 

25°::: O,~2 

30lle 0,46 

)7°C 0,44 

4)OC 0,42 

fab~eau lB Influence de la température sur llactivité 

squalène synthétase 

Les activités sont exprHuées en nmoles rPP/min/mg pr:::télnes. 

Ir;:{ACi lOt'-iS COFACTEURS ACTIVITE SPECIFIQUE 

SQU.ALENE SY~THET ASE 

'-1 0 0 
1 
C 
R 'ADPH D,50 
0 
5 

! 0 
1 

~ADH 0 1 29 
M 

, 

E i 
S NADH .. 0,28 

NAOPH 
L 
A NADPH + , 
V 

S 10500g 0,45 
E 
S 

5 105 0009 NAf)PH 0,005 

Tableau 19 ACTIVITES SOUALENE SYNT11E rASE 

Exigences en cofacteurs et localisation de l'enly~e. 

Ll:'s actlVltés sont exprimées en nmoles FPP/I'llU1/1f.g pfütélnes 
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t'n uccord a"ec les trd"8ux de Gavey et al., 1978 ; d'autres auteur~ 

'~dl::~Çi et ,,1. 19721 c\·alent suggéré la partlclpat:cp d'un.-, "steroi 

(".1~'TH':' ;:te']! <111" L<:'f13 ~8 çon .... ersio(1 du farrlésvl p:-ropho:;~'ldte en 

squlJlènf:' pM iL' fu Le dt; rat. 

2-2:-2. Activités Squalêne synt:hétasi;; dans les frU­

tan:.s au:.:otrophes pOuf l'ergostérol 

~es 'J'IeSUfPS de l'<3ctnité squJlène synthélase orot été effec­

tuées ~ur ces ext~aits acellulalres 12 000 9, sU~\lant le mètre protocole 

que ;Juur la sOLche sauvage PL 100. Uné premIère série d'eJ<.pêrl!::'Lces 

a été réahsée pn \lue de déterilnner les concentratluns cptlmales 

d'er'zyme 3 uLillst'::, ce qui flOI,;$ a permis de retenir. JOuf l'ênse~ble 

des muta"1ts, des concentratlons de 10, :lU, JO et. :'0 )..':::; de ;:lfotéi:,ç's 

enzymatiques ;:lar essai, à l'exceptîori du mutant erg 15 pour ~equel 

noi,.:S a .... ons utlltsé 50, 75 et 100}-l9 de protéin('spéir t"S$dl. 

Toutes les e:.:oêriences ont été répétées deux 00 t rOiS FOlS 

e" présence d'on tért::in : la SQuc:-'e saUvage FL 100. 

le tableau 2: montre qu'en général, les îTIUt<'Fits étudiés 

présentent une 

de la soucr,e 

lB et erg 12. 

activlté squalène synt:-'étase plus 

sauvBge FL 100, e:.:ce;:ltion Faite pour 

élevée ~ue celle 

les mutants erg 

Pour les mutants bloqués avant la synthèse du mé .... alcnate, 

la plus forte augmentation est observée (un Fadeur 5 par rapport 

à la souche sauvage). ll:s autres mutants présentent une acttvité 

augmentée d'un Facteur 1,5 à 3. 

le mutant erg 18, par ~ontre, bloqué dans i'activlté squalène 

èpoxydase, a la même activité q.;e la soucne sauvage H 100. 
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Enfin. l'acti"lté du mutant erg 12 (bloqué dans la mé\talonate 

~tflél:;e:', est diminué d'environ 25 ?o par rapport à la souche sauvage. 

L'ensemble de ces résultats lndlque qu'une carence en stérols 

cu un rll\eaU faIble de stérols pourralt déréprimer l'acti\tlté squalène 

s~rlthété:lse . 

La dérépresslOn la plus forte est observée dans les mutants 

erg 10 et erg 11, bloqués a ... ant la synthèse du mévalonate ; par contre, 

urIe dlmlnution de l'actl\tité est observée dans le mutant erg 12, 

bloqué dans la mé\talonate kLf1ase et qUl donc, \traisemblablemen~ accu­

mule du mé\talonate. 

Ces observations suggèrent que le mévalonate serait lmpliqué 

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

Le mutant erg 18 présente une activité squalène synthétase 

similaire à celle de la souche sauvage FL 100. On peut expliquer la 

falble activité dans ce mutant par le fait que le squalène y est 

accumulé. Le squalène lié aux microsomes pourrait dans ces conditlQns 

lnhlber l'enzyme et de ce fait, l'activité observée serait alurs 

lé:! résultante d'une dérépression de l'enzyme par carence en stérols 

endogènes et de l'inactivation par 

ordre d'idées les mutants bloqués 

2-3 époxyde-lanostérol cyclase et lé:! 

excès de squalène. Dans le même 

respectivement dans la squalène 

14 déméthylase présentent égale-

ment un niveau faiblement induit, ce qui permet de faire l'hypothèse 

que toutes les molécules hydrophobes associées aux microsomes vont 

être inhibitrices, car non métabolisées. 

En vue de vérifier ces hypothèses, une autre méthode conSlste 

à obtenir soit l'accumulation de squalène en réalisant des cultures 

anaérobies, soit la carence t'n stérols par limitation en pantothé­

nate. 
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0,44 + 0,05 Ol 
~ 

0,60 + 0,01 (2) 
~ 

0,76 + 0,02 0; -

, 0,41 + 0,02 (6) 

1 
-

Tableau 20 Act,nUés squalène synthétase dans les mutants 

auxotrophes pour l'ergostérol. 
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2-3. t-~esure de l'actIvité Squalène Synthétase en 

,~nQéroblose 

En &inaérotH8se les =ellul~5 de levure e:ngent :::e l'erq:::sté­

r:J~ et un Bc:èC' gras désaturé (ae ide oleiq0c) pOLr la croissance 

car plusIeurs étapes dl;' la biosynthèse des stérols alnsi que les 

étapes de desaturatlOn des acides gras nécessitent d€' l'oxygène IT'slécL­

laire. 

La premIère étape de la v3ie de biosynthèse des stérols 

impl.:quant de l'oxygène fT'Ioléculaire correspond à la squalène épo:-:ydase 

el donc, des cellules cultivées en anaérobiose accL:muLent du sqtJalène. 

La souche sauvage, in-perméable aux stérols exogènes en aéro­

bIose, devient pernéable dans ces conditions anaérobies. Son Laux 

d'ergostérol: D,a % en présence de faible quantité d'ergostérol exo­

gène Cl mg! 1) et 1,1 fn en prés€'nce de fortes concentrations d'er­

gostérol exogènes (50 mg/ 1) , passe a lors à 0.2 et 0, 5 ?~ dans les 

condit ions anaérobies, pour les mèmes concentrat ions! respectnes 

j'ergostérol exogène. 

La souche sauvage FL 100 est cultivée en anaérobiose à zao c 
pendant 72 heures, en présence d'une faible concentratlOn d'ergostérol 

:2 mg/U et en présence d'ùne forte concentration d 1 ergostérol (5D mg!IL 

Dans les deux cas, l\aclde gras désaturé (aclde oléique; 

a été fourni à raison de 50 mg/l. 

absorbance de l'inoculum 

{700 nm) 

ü,075 pour la Culture à faible concentra­

tion d'ergostérol exogène (2 mg/l) 

0,05 pour la culture à forte concentra­

tion d'ergostéroL exogène (50 Mg/l). 

fi. la fin des cultu:es t l'absorbance est lue et les cellules 

sent comptées à l'hématimètre (cellule de Helassez) (rableau 11). 
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i"_'_I_~~_U_x_~_·e_·C_U_l_t_"_,.e ~_;-ab~_:r_o_a~_c_e_-,-_. nombre de celîules!ml ~ 
YPC+ergcstéroi 2r1g, ',')8 J.2.107 

... ac alétque '50 mg,' l 

----.-.---l,....---y-----.-;----i 
YPG"'erqostérol50I1\g/l: ':',05 Î j 6,lC J 

,+ ac oléique (50 ;:JqJl! 

Tableau 21 

w lavages sor;t ensuite effectués le premier la>'ôge 2\1ec: 

du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 additionné de tergitol 1 tîi (,,/,,) ; 

les lavages suivants sont faits avec le tampon phosphate sans tergüol. 

Les extraits acellulaires sont préparés selon le protocole 

décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes. 

Les mesures de l'activité squalène synthétase ont été réa· 

lisées pour les concentrations d'enzymes suhantes 

7'::> fJÇlml final. 

Cl. 25, 50, 

Le tableau 22 montre que dans les cultures supolémentées 

par JnB quantité limitante d'ergostérol, l'activité squalène synthétase 

observée est simila1re à celle observée en aérobiose. 

Par contre, pour les cellules Cultivées en présence d1un 

excès d'ergostérol, l'activité squalène synthétase est dIminuée d'un 

facteur Z environ. 

-
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2es résultats Indiquent qu'ure éérépression de la squalène 

sy:îtllétase ne peu!:: pas être obtenue en anaérobIose. Ceci peut être 

t:urr0l2 â ! 'acCUI'lUlatlOf' de squalène obser .... ée ::Ians les celL..!les anaé­

rOtHes. ?6:- contre un excès d'ergostérol pourrait ré;::rIrler l 'act1\i~té 

:,ou8tènf' synt~étase. 

Ct'pendallt 1 les cultures anaérot:le>s impliq'.Jént d:?s condlLofls 

t:::ut à fait partIculières sur le plan du métabohsme cellulaire {absen­

ce d'Qxygène~. Nous a .... ons al::::rs recherché des conditlons de cultures 

aérobies pou\iant permettre de carencer la le\iure en stérols. 

les tr8\aux de Servause et Karst (1986) ont montré qu1i.l 

est pratlquemeqt lmposslble d'abaisser significat H'ement le taux 

de stérols des tl'utants auxctrophes pour les stérols. en effet, lors­

qu'ils sont cul thés en présence d'une concentration opt imale d'ergos­

térol exogène (2 mgfl)! leur teneur en stérols est de 0,:3 ~~. La carence 

en stérols endogènes augmente considérablement le temps de générat ion 

et la croissance s'arrête :n,ant que la teneur en stérols ne diminue 

à l'extrême. 

On peut alors affHl1Ier que dans les conditions aérobies, 

les mutants auxotrophes pour l'ergostérol sont en sltuation de carence 

en stérols endogènes. Seule la souche sauvage pourrait alors être 

util isée pour carencer de façon signi ficati \le les cellules. sans 

que ceci ne nuise dramatiquement au métabolisme cellulaire. les tra\laux 

de Hosono et al. (1974) ont d'ailleurs démontré que des souches de 

le'o'ure carencées en pantothénate présentaient une diminution de 75 ?,; 

de leur teneur en stérols. 

2-4. Effets de la carence en pantothénate sur Ja teneur 

en ergostérol et l'activité spécifique squa1ène 

synthétase. 

le pantothénate est une .... itamine du groupe 8, indispensac1e 

à la croissance des cellules de levure. Cette molécule intervient 

... 
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dar1s la synthèse de l'acètyl CDA. Ce dermer est cinE' plaque tournante 

entre différE'ntes "Oies métaboliques, 11 Lntervient en parttcûller 

dans la Éiynthèse des acides gras et des lipides. 

\jous avons rec::::ns::it'Jé le milieu l'N8, sans emlno-eclde, 

'îl sL.lfatt:;' d 1an'11onium, l 'hydrolysat de casélne représentant la seule 

s:JJrce d1azote. _a composition du milleu est décrite dans le chapitre 

Maténel et Méthodes. 

Une ganme de concent rations croissantes ~>n pantothénate 

(0 à 80 ,LtJ/l) est réa lisée pour étudle rI' effet de ia .. it aMine SL r 

la croissance et la biosynthèse des stérols. 

Les résultats reportés dans la figure ZJ montrent une linéa-

rHé de la crOissance entre 30 et 45 }XliI ; la courbe atteint 

e"'sulte un plateau à partir de 4; )Jgil correspondant "raisemblable-

ment à un seuli de saturatlon. L. croissance cellu1aHe est extrê-

meMent ralentie entre 0 et JO }J9/ 1. Parallèlement l'é'volutlOn de 

la teneur en stérols a été étudiée pour des concefitraUons en panto­

thénate de 15, JO et 45 jJg/l. Les résullats (tableau 23) montrent 

que la teneur en stérols augmente avec la concentration en panto­

thénate pour atteindre le taux normal de la souche sauvage à part ir 

de 45 }lg/l. 

I\vec une concentration très limltante en pantothénate (15}lg/l) 

la teneur en stérols obseryée est très faible (0,3 ?O, valeur égale­

ment obtenue dans les mutants auxotrophés pour les stérols et qUl 

ne peut être abaissée ca~antage. 

Nous aviOI1$ donc là. un système permettant de carencer la sou­

che sauvage en stérols. 

Est-ce que cette carence en stérols va directement bloquer 

la croissance cellulaIre ") La réponse est vraisemblablement non car 

l'adjonction d'ergostérol dans le milieu de culture, n'augmente pas 

la masse cellulaire en phs$e stationnaire. 
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Acti~ités SpéCl~lq~PS 

Squalèn!:' synthétase 

(nmole FPP!mln/rnq) 

O,V • 0,03 (2: 

E ACIde olé~q;.,e 50 mg/l 
P-
O 
a 
1 
o 
5 
E 

A 
E 
R 
o 
B 
1 
o 
5 

Tableau 22 

Ergostérol 2 mq/l 

ACide oléique 50 mg!1 

Pantothenate 1 S}J 1 0,42 .. 0,02 ::2) 

0,44 (1) 

Contrôle FL100 0,47 (1) 

Activité squalèn€ synthétase en fonet ion des condit!o~s 

de culture (souche sauvage FL100) 

A _ Anaérobiose en présence d'un excès d'ergostérol et 

d'une quantité limitante d'ergostérol 

A 

B 

c 

B. Aérobiose en fonction de la concentration en pantothénate 

C - Témoin de contrOle. 
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~ 

Pant ;;Lhé"a[c- POlOS ~PC % stéroLs 
1 (ug/l mg/ml cuÎtcre 

~~~~-

~ 

, 5)X1/l 2,3 mg 0,3 0' 
" 

3O"'l11 5 mg D,52 ?a 

14'"'l1 l 11, 1 mg 0 1 71 " " , , 

Tableau 2}: E~olutlOn du taux d'ergostérol en fonction je 

la concentration en pantothénatE' 
taL!X d't'rgostérol : pourcentage pÇ;r rapport 81J pOIds ':\t:'C' 
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Neanmoins, dans ces condltions De carence en pantothénate~ 

5E'f .... oûse et Karst ~1986), ont pu montrer une dérépression de l'acéto­

aceLyl CoA thtolase et de l 'HMG CuA synthétase, respectnemf?nt, 

d'un fa:;teur 2.7 et 2, l'activité HI-1G [oA réductase restant pratiqoe­

me'lt Inchangée. 

L lactivité squalène synU;étase a été mesurée dans la Souche 

saUvage cultivée en milieu minimum, supplémenté ('!;'5 }l1/l) ou carencé 

t'ri pantott'lénate (15}J9/1), 

Les résultats (tableau 22) montrent que dans les 2 conditions 

de cultures, la rr.ê'lie activité squalène synthétase (O,42 l'JUoles FPPÎ 

mg/m,l(;) est obser"ée ceci indique de plus que, par une ;:8re'lCe 

en pantothênate qui diminue fodement la teneur en stérols, il n'est 

pas possible d'obtenir la dérépression de la sQualène synthétase. 

2-5. Mesure de l'activité squalène synthétase dans des 

souches porteuses de plaSmides multicopies 

les gènes codant pour les activités mévalonate kinase ERG 

12 et squalène synthétase ERG 9. ont été isolés au laboratoire 

(Oulmouden, Fegueur, résultats non publiés Richard 1986). 

Conditions de cultures 

Dans cette partie du tra ... ail, les cultures ont été réalisées 

en milieu YPG liquide, à 28°C pendant 15 heures~ la perte de plasmides 

est, dans ces conditions, très faible. 

les extraits acel1ulaires OZ 000 g) sont préparés comme 

décnt dans la section 5, paragraphe 5-1 de Matériel et Méthodes~ 
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\OuS avons étudn;> ~ 'activité squalènp synt""étase dans le 

clone transfcrmé par le plasmide p MF 13 porteur du gène ::AG 9 , 

CCcdnt p:::ur la squalèo!! synthétase. Ce :::!lasmide, po:'teur :':e l'oflgine 

de ré;lllcat {cn dE' ~ '-\DN 2).1. de lc'.wre, correspond il un 'vectf'.Jf multi­

CO:HPS p!:'ésent dars les cellules de le'vures à eovuon sa copies. 

Les activités ::blenues dans des souches transfùrmées par ce vecteur 

sont augmentées en moyenne de 10 à 25 f3is selon les qènes clonés. 

L'acLl,,:té spéciflque obtenue dans le cL;:ne e:g 9 pl HF 

~3 es: de 0,65 r;nole PPP/mg/min, c'est-à-dire une 2ctJ."tté augmentée 

d',-. .m facLeur 1,5 par rapport à la souche sauvage (tableau 24). 

Cette al..ig?:':entation faible d'activité obtenue. peut &Lrc soit 

la conséquence d'une mauvaise express ion du gène c IGné, soit due 

à U'le mauvaise intégratlon de 11 enzyme, synthéLlsé à partir du plas­

mide, dans le réticulu~ endoplasmique. 

Par ailleurs, nous avons étudi.é l'activité Spécl~ïque squalène 

synt .... étase dans une souche erg 12 transformée par le plasmide 

p AOl ~ porteur du gène ERG 12 Cette mesure a été efFectuée car 

le mutant erg 12 est l'un des seuls mutants auxotrophes QJur les 

stérols qui ne présent.ait pas une dérépress~on de l'actlvité squalène 

synthétase mais une diminution de l'actIVité par rapport à la souche 

sauvage. 

L'activité spéciFiqLc mévalonate kinase dans la souche trans­

formée Ptg 12 ura 3 est augmentée d'un facteur 25 par rapport à la 

souche sauvage. 

H était donc intéressant de savoir- Si la restauration de 

l'activité mévalonate kinase av éventuellement son augmentation par 

le bia~s du gène cloné sur plasmide multlcopies l allait rétablir 

une acti\>ité spécifique pour la squalêne synthétase, comparaDle à 

celle de la souche sauvage FL100. 
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ACilVITE SPECIFIQUE 

SQUAl(:\E Sy;-.;fHEfASE 

~nMole FPP/min/mg 

, Erg 12 
, 

0,36 + 0,04 (Z) , 
, 

, 

, 
, 

-

Erg 9 D 

-' 

'LIDO 0,47 + 0,02 (6) 

1 , 

1 ___ 
0

_,4_2_+_0_,_0"_' _'_2_) __ J...J 

Tobleaù 24: Activités squalène syothétase dans des souches 

porteuses de plasmides multicopies 

Témoins erg 12 

erg 9 

FL100 

FL 100 ura 3-
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La llcsure de l'acLvité spécifique squalène synthétase sur 

'.Ill pxtral: a::ellulaire de la scuche transforrr.ée montre unI:! augmenta­

tlOîl d'un facleur en .. uon 2 Dar rapport â la souche sBm.age (tableau 2: ) 

III - CONCLUSION 

L'enserr:ble des résultats obtenus montre que l'acthité SpéCl­

fique squalène synthétase de levure pourrait être régulée par les 

besoins en stérols de la cellule. En condition de carence en stérols 

endogènes, l'enz.yme pourt.'llt être induite (mutants auxotrophes Dour 

les stérols~ et réprimée en présence d'un excès de stérols (anaéro­

bicse) • 

Toutefois, plusieurs autres observations tendraient à montrer 

que :'ergostérol ne serait pas la seule molécule régulatrice 

- d'une part, parce que dans les conditions de carence en anaérobiose, 

on ;l'observe pas une plus forte induction de la squalène synthétase, 

- d'autre part, parce que la carence en stérols obtenue par carence 

cn p,mtothénate ('le conduit pas à une dérépression de l 'en~yme. 

Si l'on se réfère au tableau 20 présentant les actil/ités 

squalène synthétase dans les différents mutants auxotrophes on observe 

Gue l'induction la plus forte (facteur 5). est obtenue dans les mutants 

bloqués avant la synthèse du mévalonate. Pour les autres mutants 

{auxotrophes) bloqués après la synthèse du mévslonale. l'augmentation 

n'esl que d'un facteur 1,5 a 2. 

Une exception le mutant erg 12, bloqué dans l'activité 

mévalonate kinase et qui logique'llent devrait accumuler du mévalonate. 

l'activité spécifique squalène synthétas6 est diminuée de 2S % environ 

par rapport à la souche sauvage. 
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CE'S résultats suggèrent que !oa synthèse de la sq..JalèrE> synthé­

t 8Sf.:' ~our ce;. ~ égale:'1ent èt re régulée par .1 a concent ;at lOf' Ultrace 1-

lulai!:"e d'aclde i'halonlque. ~n effet, Jne forte lOduchon de l'enzyme 

est 'Jbtenue lorsque le rné ... alonate n'ea pas syrthétlsé (mutants erg 10 

et erg 11) ; \,;'le répressicn est obser .. ée lorsque le me .. alonate 5'SCCL;­

nule (erg ~2). 

L'activité spé-clflque oDsenée dans la sQ\...che erg 12 transfor­

mée par le plasflude p AOi, porteur du gène ERG 12 fonctlOnnel (acti­

.. ité mé".alonaLe ùnase x 25) est augmentée d'un facLeur 2. par rapoort 

à la souene sauvage, ce qUI conforte notre hypothèse, dans la mesure 

où dans ceL:e souche (sauvage ohénotypiquement). l' inducL lon seraIt 

obtenue par un faible taux de mé"alonate inttacelluünre conséquence 

de la surex:preSS10n de l 'aeU" d.é mé'vslonate kinase. 

La synthèse de la squalène synthétase pourrait donc ètre 

régulée et par la teneur en stérols et par la teneur en acide mév8-

ionique. 



CHA PIT R E VI 

REGULATION DE LA SQUALE NE EPOXYDASE 



, 
La sq'J81è~e c;:lU;(y<:Ja:;p est l'enzyme CP la ,<Ole Ut' bi::::synt.'lèse 

CP:,:; ';t4rO:3 C,H permpt t' if't,oductlOf1 d'ull atome d'oxygène r:1o~éCl.:~alZ2 

Cbfl:i it' "C;t;".-:;"t', Ce~:t' É'r",pe ~U'1CU\t par ia sotte à :8 =YC~ls3ttUn 

ju ~qualènl' /',éJGxyde f::rmé, SOll 1:''' lallustércl dans 1?!3 c;e:lull:'S "nl 

L'er'zvtrle ap;::arllt'itt au :;rOupe des lT'onuoxygél13ses Ou oxyda:;!::':::. 

Q fopct:cns Tixtcs ':Jrv-~. 

nombreux "1êl 8ccl JSIflPS blosyn:J1èse des stérols e~ transfof:>\atlDf) 

dé88tu.:-at lon ces ae loes gf8B Gu r,t\eaU 

des :--,épatocytes, elles ;nter'vU;"lOent dans :es réactw'ls de cét:;Xl-

Ç',:::dt 1:1'< Où dles hydrclysent i:-'8 droçues, fa\.oflsant ainsl leur 

déc;racatlUn et leu:' él Lmlr\Gtion (~stdbro;:k et at, 1971', 

Les 11or1coxyqénases ~nccrporent un atome c'oxygène rclecu~ 

l01rt> dàns le SUb\ür8t, tout_ el! :eèulSunt l'autre atome SOus ferme 

d'cau. [lies p!:uvent ètre classee", "ln :L qroupes, pt la ",toechlor.,étrle 

GEB' react lOns 'lu -e des catai ysent peut êt.re re;;résentée de la rn8n~èrE 

RH + C 2 HZ 'i\--____ R - Oh + A +"1 2 0 

RH est le subst ,a! 

- Cens l'url des grot;pps, le Gon'le~r d'èlectrcns lors de la catalyse 

L'",utre gro~çe rooctlcpnennt <n-ec des COenZyMes rlaYl'iiques de 

t;.-pc rAD et n-1N Î:_:anlhlfîe oxydase). 
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Lt,S triJ'v2U'I( de And:C3S0n pL 5tH:': ;: 1953~' :Jl1t moptré q .. Hè 

lL'S celh:if's je lt''';Jres cultl\ée':i en aI18éf:Jbl:JSU supt ;:IC3paD~e;,. 

::;~' s~')lhel ~~,,'; CP l 'vrgostérül, .LE' s:-:udlène s':;;ccumUlant d'LlH.::' mrj:~:.ère 

lf!l;::,ortantr:', ;~~:'Cè le'..lf ,,,. oet";ilS c;'emL'ttre l 'I-;"poth9se quI;;' id ~,r3n:;­

fo:,matio:' du ';:::uiJ~èf1!:' en '"lérots exigedJ.t de l'o)(jgènl' motecc1L2l:'t'. 

~'l;:\O~t';r,ent ées rnutd'1ts nloq~Jés déns la :>ynthèsl' dps porpth­

nra:s Cr'L'Z la lp"ure a perml:::: de pëéc)'':it'r les ét80es 'l1etabol '=1\.1e" 

où lnten tennclfll lus enzymes porphyr~rll::::ues : 

resplfbt:cn 

- ces8rur8t '-on des "l::tdes gn1s 

:éCl..:ctlOfl dl.. sulfate en SOL..~re redu.c:, dsslrnllJble ddns 

les aCldes arnir'es. 

Dans ces mutants, on absen.e Jne accumulat ton d? L.mostéro~ 

;:. F18.t que de sou"dene. Cec.t suggé ra l t donc que la SOUBlène époxydase 

de ~e'vJfe n'ét.alt pas une er'Z'fme a oOfphyrlne r;',;3'S pLJtèt, une enz:--me 

flav.tn.tqGe, contralremen: à la lano:::;téé"ol 14 ot.dé'IléthrlB,;e Gu", Ser<ilt 

Ulle t'nzy''Ile corphyrir1lqLlC. 

1 - CARACTERISTIQUES DE LA SQUALENE EPOXYDASE 

La s'1,ja~ène époxydase a éte aoondammellt. étujlée ::L:ms le 

fOle de rat ~Tchen et a",., 1957; l.'H!1'amoLo et al., :970, rat et 81 

'972 1 0(10 et al.. 1975, Ferguson et al.. 1977. fnedlardef et 81 .• 

1980). L'er;zyrre est ::::tlmJlée par des protéwcs 501utdes appelées 

"sucernaLant ;Jrotetn fa~tor" ~SPf} et "Sterol c:arrler protew" (SCP) 

(Sr:kantai$\', pL al.~ 1976! Chin et al., 1986.). L'act~vité !!nzymati.:::;ue 

est éga:e'rent stimulée çar le crdon X ;::)0 elle esL par con:re. 

csmplètef"lefît cétruite par Il::' déso:(yc~o~ate. et ne semble ;:Jàs Rffectée 

}JiU :es H1t11blteurs ées mc!\uo'<jger'êJ6l'S il ::ytuchrome P450 ;Î'amamolo 

et a':,,197C). 
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l'enzyrre pst assoCiée au); f'r8ctlQtl5 111CrQsona185 et se 

(:.~rro,-s.e, 0;::rt?5 5u:ubd!satlOn, d'u'le \,j.DPh-cyt::cnrome P::'50 niducLas€' 

t't d'une ol<)'dase tvrmHlah:. La mOsse "1o:écu:"u:-e .seri:llL de 4700J 

'OnD t't al., 197ï el î980;. l'8ct:\-tté optllr.ale est '~bte'ue à OH 7,5. 

frès peu ce travaux ont été réallsés su::' l'enzyme Cle le\ure. 

J3hnke el Klein ~19133)J onl ê~LdIé les ~x;<;~r;~es de l 't."nzyn1€' , e~ 

o>;j'gène e~ez Saccharomi'Ces cerC>.·i~:L81:...; rrHl,.S Les tra\-aLX les pLJS 

approfondis on: été réallsés sur les levures pathogènes de type C;;rld:.d:;l 

~lblcans U~yder et al. 1984 et 1986) et ~a~~?~. pa!'ae.?il~ (Paltauf 

et al,. 1985~, 

type 

La squalène époxydase 

NADPH ou NADt-i, et du F Al) • 

de Candida e);lge 

La stimulat ior. de 

u., ré::ucleur dL 

1 'l'flzyme. par une 

protéine soluble du surnageant (Sep ou SPfi '")'a pas pu être rc:::on­

fumée chez Candida albic&ns le tdt.on X100 et il' désoxycholate 

cnl des effets inhlb.tteurs sur l'enzyme. 

~ous avons étudié l'activité squalène éooxydase dl:;' levure; 

d'une par~,t parce que l'enzyme n'a p:-atiquement Jamais été étudiée 

(','lez la levure, et c'autre part. ;Jaree que l'enzyme pOLvHtt corres· 

pondre à une étape régulée ou lirritante da~s la blosynthèse de l'ergos­

térol, 

II - MESURE DE L' ACTIVITE SQUALENE EPOXYOASE 

La mesure de l' setl\! Hé squalène époxydsse supposait la 

mlse au pOlnt d'un test fiable. 

Pour solublÎlser le squalène substrat, les techrnques. 

ccur<~mment rapportées dans hl lIttérature, ut11isaient des solvants 

organiques comme les mélang~s dioxane-propy.lène-glycol 2: l : 'vi,,). 
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solubll tS<lt 10:' étaIt né::ess<':nre pour facllIl:er Iii ClSP~;"'tOII du subs­

rrdÎ 'l"rjzo0"éJD0 j3f\$ le ;nl:ieL réact:on<'el et Dl:'rf"ettr!:' 8011 transf!:'rt 

st,r Jl'S Sl'_<.'5 c::!tdhtques. Ces pr::ce:::és or1t été ûtilisés d'r!:'C succès 

"üLr IHudi"" Id b;::;u81epe é;J:lxydase dan::; le foie CP nt 'Ga\ey !:'t 

dl •• 1978:. ch!:'z Ca,dida alb~cans ::Ryder et al.) 138:'.,,', ch"'z ~Ç_af)didd 

pardpsiloslS iPaltauf et ;;d' j 1984) ou encore des ext::a:ts ~éqét3U:'; 

::B{~f1\.entste et, al.. 1970}. 

\ous 'éQUS sommes Insptrés de ces tra'raux OQur essayer de 

ret:re au pOlnt ,,(H;' met>:ode de mesure de !'ac:ivité spécJ.ftque sq.Jalène 

époxydélse de le\oure, "i'l \oitro". -"-

1 _ Ut 1 ~:"S8tlOn Ju squalène f 14 C] excgène ::"omfH? substrat 

~,P squaHwe- ( iL. Cj est solub:.-ltsé dans les mélo"ges ; LwE'er, 

8D-acétone :20 mg/ml), tween 80-hex8ne (1 mg/ml), proLlylène glycol­

d:oxa'·e 1::1 (\o/v), la 3:Jùrce eCZyrnatlque est U~ ext.ralt ace:lu!aue 

(12000 g) uu des micrcso'Yles, préparés CCl1rné décrlt BU paragraphe 5 de 

tJBtérlel et Méthodes. 

Le- ~llieu réacti::nnel contient 

Mg(JZ 9,6 mM 

NADPH 0,8t. mM 

G6P 12 mM 

FAD 004 mM 

~6PDH 2 unités 

Kr 4 mM 
Squalène [ 14 C J :> à 50 nmoles 

enzyme- extrait. 8cellulaire 12 000 9 : 500 à 1 OCD )lg/eSSûl 

MicrC50rrles : 80 à 120 ]Jg. 
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,-d r4aç~ lOn ~e dé:-oule au b;:nn-marie a :'0° pendant 3-0 S 

cll,,' ,:,st enSt,lte ;3~rêtée par 9cditlOJ1:je i\QH (t)étr8Pu_ 

l,qce 1') ~~ 'p \, ÇU1S portée â 9GQ( oE'ndart 62 'Tililu:.es, Les prOGGlts 

de la fr8et :.':lfi de l' hexdne ou 
, 

de l'e~her de pétrole, a~rès ad~onctl;::;" d'un volUf'le d'l'au. UO SOlUlpL 

l'st ef13ulte évODcré sous azote i:lfln de ccncent rer produits ;jf: 

réactioil dans un plus petIt volume, :;'1e chromato::;raoh':e sur qel de 

d'ét!"yle 9:1.~,/v) p;;::l.r le :Cractionnement et ~la0alyse ces çr:;dults 

de l' :nsapOfHfuA:Jle. 

L1,nCUmt:lOn de ') à <;) n'lloies de squalene ~ 14 C~ pendant 

1 heurt', en orése"ci:' de 80 à 1000 ,ug de protéines enzymat lq.Jes ',ex­

traIt acellu:aHe 12 0:]0 9 Ou mlcrosomes)~ ne révèlè qu'une très 

falble act 1ltlté squ8.!è"e epoxvdase (tableau 25 ;. Enlt :..ron Hl ?~ seulement 

du squalène est con;,~rti en squa:èll€' époxyde, lanostéroJ. et ergostérol. 

dar's le me i lleur des cas (tween BO-a::étone). 

Ces résultats pou\caient slqnlfier qu~ le squalÈ~r'e exogène 

~e pe,.t être utilisé comme subslra: par l'enzyme. :"hypo:t'èse la 
Jiu5 urmédiate pour ~xpÎlquer la très faible actl'<1rê squalène é;:;üxl,-

JdSt' 0bsenée pourralt ètre que: 

- l'enzyme soit wactnee lors de la prêparal:on OL très 

sensible aL>: détergents et aux: solvants. 

Cette !'ypothèse a pu être exch;e car l'lnc'.JbaLon d'aode 

mé;,alon::.que ou d' IPP en présence d'un même surrageant ace!lulatre, 

contenar;t les mêmes cofacteurs. conduisa.1l à unE' synthèse i:lppréciable 

de squalène, de sQualène épo'Xyde et de lanostérol. 

Jahnke et Kle:n (198J), ont ;J:.J :nesuter une actl.dté squalène 

époxydase. en incubant du squalène hé à des microsomes wacll\!és 
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l , . , 

4,S6 ?ô +-'-~'I 0·o9;---~~;-;:;-1 

1 ,OZ "' 1-'-' 193 

:-·--1-··~·-·-·~·-C.034 0.",:.1) 

nmoie/ 7l 1 C1 /mg --L ___ ._. _____ ~_'__. 

. , _cpm: 

Erfjostéro! 154 

1 

3 Q.1-
ép:J'<:ydase 1 

Ac~i\-lté 

iableau 25 : Act:.vlté squalène 2-3 épo-xydase : 

utlilsati:.:n de squaiène (14 C] exogène corr.me suostraL 

55 nmoles Cé squalène libre, d'::;rig:tr!e exogène, sont :'cl.bés 

en prrYse(12e de miCfQsoru:'!s cu d'un ex::'ralt acellulatre 12 000 g a'une 

souche sa:JItBge ~-L 100, ;::endan:: 60 minutes. 

les ~ourcenteges expnnés ont calculés par rapport 

il hl radlo8ctnlté du suostrat introduit dans chaOue essai. 
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8 :8 pldce ':l'~ cult.J:-es ~n0érob'l.'SI :',)~\llsdtic;' du '7ll;tclnt eq 

t::lü:ué d8~:s t S,,,:t 1-, ~té c;uu"tèn: ':'püx,:-,dB?e. noUO:i d paru piu::. :ilJ::Glt' 

2 - Ut Li ~S8t iCY~ du squalène [ l~ C'; endcgè'le llé aL);; rrn::::-c-

ét é 1Tl8tqCE'e '14i~J" '.ue ,,:' , d'ot:tetlir du squ81èr:e lié 

<lUX rrembranes. LB source enzy:nBtiqùe et les mtcrosome:; ont été oréparés 

corrme ;jéc,ü Clans t~8~er,--el r:: ~>létÏ'Ld2S, ~e taux de sq-,81èl1l::' :dd·~cact.lf 

C:;H'S les rr~cras::~es 8 éré dosé selon id u:,c~{\ique de QoUlblôlt et 

BI •• 1962. re;:::orté d3ns ',j8lét:el 

le mi~ieu réact:Cllnel c(",llenL 

I1g Cl" 9,5 .H 
" \jADPH O.81. oH 

G6P 11 mM 

FAD 0,04 ~:)H 

Kt " :;;rJ 

G6;JDI-1 2 \..llités 

Substrat (;,licrosones e:-g 1) 10 nmoles de squ<i1ène ~ 14[J 

Enzyrr,c : M1C:CSOWç's 88 à 120 {JCJ:/essol 

t'xtraü acellulai.re 12 000 q : :;'00 à l 000 }lq/essa:. 

L' lflL;b3t.L~n ce 10 P0010S ce sqLalène 

5017les. l'r1 présence ::e concentrotions vatlabl~s de ::::roté."es e~'zymdtl -

que-s de Id ,:>(Juch\:;' sOLJvâqe. lIt' ré"èl!:! qu'une tres ratblt:' ;.cthl~é 

squfdène eooxyda':it:' :23 4 ?, seulenent du squalèlle rodlcac::tf ~'st tra'îS­

forwé en squdlèr,è éocxy::e, _anosté::-ül et erqcsLérol en 60 lll/lut<.'s 

~t8bl-Pou 26 et rlg. 24L 
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f3blt'Hu 2f:J: A::tlVtté Squa':'ène épo'yddse: 

c1tl~iSi:ltlGn oe squalène [11; Cl ile aux :nlC'fOSOlres. conire 

le F1ITO~eS :.1> I]CO Cç'll) de squalène lte "Ln< mlcrosomes dp 

ta s::::uche Erg :lnt été lOc",bés en presence je ml::r-osomes de F:.YJO 

Les f,)0Urce"tages reportés dans :e tacl\:'Bu cot été C'alcu':és 

çar fdppcrt ;, la radtoacll"üé du substrat dans ch'"oue ebS<ll. 
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~ 19. 24 - ~,cn\jIT( SQL.:ALENE EPOXYOASE 

.. 
Migratfon 

Ut'.ilsatl::n du .soudlène [14C] lié aux mlcrOSorr,es 
el' présence de lliCrOSOMes act i fs d'une souche é~rangère 
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Ces rof1su~hts n'ont iJas pu être !!mélw:és. ,-peille ert fa:san:::: 

Jrlt':- !h :' --c:.(\ttté 6:> su:,str"t :flHcrOSUr'lt':$ radiu::!ctl'5 

",(:'s :-t>;:.ultats ;:.uggèru'll Gui? le s~u31ènË' t le aux TtC:'050nes 

</cl l' nt' peut s' éc~r.mQer avt"c les >l;~crOSGr,p:$ étrar.::)l'n" 

syntne-

~3Sf! et .la ::,qu::!lèf'l:' êou:.;ydast' r=eU\eflt eLre assoClet"s dans Cil f;leTe 

cumplexe l'Ilzyréatiqut' et Que, ",eul le squalè-;p t exc!ust.ement synthétisé 

dans ~e cor.plext', pe,Jt litrE le SuDstrat de la scualèn: éooxyd8se. 

Dal>S ::e cas, l'act;,,,ité uflzymallqut: ne ppu::' Hre fl'esurée 

qL 'e'l oresence de squdène synthét8se le Farnésyi pyruphospha:'e 

L'st 810rs le 5Lbstrat de Id réact ten qlobalu. 

3 - Utt1:satlon du rpp (14 C] c?mme substrat 

Le furésyl Dyrophosphate [14 cl ct e':.ê synthétLsé sl'lon 

Îl' pr::;t1co12 de PcpJElk. dé::-rlt ~ans le cf'Bpüre Régulatwn de la 

Sq.J;.;!ène Sy"thétase. 

3-1. ln::c",batwr; S'v2C des cellules perméabilisées 

Dan~ un premler temps, nous a'oons incubé le F?P [14 CJ 'hJr1 

pas avec un surnageant acelluliilre. TlalS ave::- des cellules perméa~ 

~t11sée::;, ce::-l afin de détruue le 'l1oins posslble lBS structures 

rpembranaHes et mo"tzer ql..'E' l'enzyme po-J .. aH fonctionner dans ces 

::-ondltlcns, 

Le probcole utlllsé est décrit au oaragraphB 7-2 de Milténel 

et ~1et hodes . 
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C:;~:dUlt 

t'i'Jrlstét'cl, 10'; ;::rocell3 maJf:'LtS 

1~'U~è~~Sct,ù,j oe cP" lype ~e syslèrr·e '.2..:1 \ilfO", "c'"t f;'1~lf:' 

peur \8 Tlt'surC' ;~c' :'dc~l",I'é SpéCl'i0U8 squalell0 é"oxyGas!.:', ~;~t' jl 

c'est Cf.'Ue :jerruere QuI llf!>lte ~d :--éBCllUfI qlotale de c=nq,rS\0n 

~L'S e\.;::éru:nccs de "1a:-quage à l'acet<'it\! f 14 :] 8:ns: Gee 

l'tncubatlDd de _~r)P r: 4 CJ en présence de eellLlI:'S cerméabllisées, 

u,t révélé que ie jC1Udtène 2-3 époxyce ne ':)'accumd3't préltlqu!.:'l'I'ent 

;Jas dans les ce l ides 

Cec~ nQus El per:nis de faire l'hypothèse qL.:e 18 squa~èrle 

!!;:::oxydasl' puur:-att être \.ine enzyme à fai::le actnité spécd:oue par 

Da~s ces cond lt lOf ys , d était alers pOSSlCJ}e de ::,:,cherc'ler 

les condiLl~[1S où la squalène synthétase seralt- en excès et !9 squalène 

0poxydase o:1n "Hesse ~nttlq~e af)n de ;nesurer son ae:n-ité speClrique. 

Un ess3' de controle, réalisé sur un extt-ait 8cellulB-l;:e 

cendant 30 r>ln à 3GoC a révé~é une bow'l? acti'.:.:é squalènE époxydase. 

\Ou';; 8vor;s alors préréré l'utillsati::n d'LW cxtnHt acel1ut8tre aux 

ce':'lules ;:lerméablllsées DQ~r Qcten:r __ J',e 8cth~té specifique Dlus 

f,flDle, l't éViter une é'te'ltuel:e U18cti'.atlon de l'enzyme par les 

sO:v3nts::e ;:)erfiléablllsdtlOn{fiqure 26). 
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-Sqyaw.ne Squaténe 
2-3épo:r.lde M'i9r~tÎ()O 

Llno.t_rot - . 
1 tg, 26 - Distr iOut lOn des prodults réact ~cnnels d!::! 121 squalène 5ynthé~ 

tase et de la squalène épol(yda5e 

lflcubation de 5 n(f;:)ies ce F'PP [14C] pencant 30 m~f!uL!::!s 

avec 600 pg de protéines enzymatlQUeS 12000 9 
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dcellu12\re 12000 q ou ;he:: des ffi1.Crc::;omes 

L-',,, l<,l'dlt::.> t'''Zyf11ü!:lques ont été prépdrps c::nme décri:_ 

paragrap~[' 5 de ~,j8tp:-:cl ut- t1ét"odes. 

1<1gC1
2 10 mM 

C;5 P 7; rr; ~"1 

\'0\0;1,," j cM 

KF " irM 

rAD 0,04 mr·~ 

G6PDH 2 unltés 

FPP! 1 5 nmoles 

Extë&tt eozy:natlqUP 12 000 q : 2)0 B 1 000 J..ly/essiH (FUOO) 

65 à 125 )Jc;/essai CMuta:;t: 

Microsomes 8C iii 350 )-!q,/essai. 

le milieu réactionnel est prétncubé au pr-éalab'te, le El 

1') f1':LrluLes dans un bain-marle à 30 nC, avant adjonction de l'extralt 

enzymatiq:.Jc. 

La réac:.lon se dé:cule r::end;;mt 30 mll1utes. Elle est arrêtée 

au bout de ce temps paf Bddl:1Qn de potasse .1leLhan()Llqoe ;>COH) 15 ?~ 

(pit,.) , Les eSSiJ1S sont ensuite çortés à 60Q C pendant 30 ?nouLes, 

aprè!l adjonction de :,iréroh enLraineurs, les produits de la fractlOo 

H1sapornflable sont extralts d'-"ec de l 'hexane ou de l'éther de pétrole 

~3 x 3 [:)1:. Le solvant d'extraction est é"aporê sous azote et les 

~rodui ts réactionnels so:-'t repns ::ans un faible "olurne de solvant 

(hexane ou ether dt' pétrole'>. ~Jne chroll'iaLoqraphie sur çel de si~ice 

est ensuite réalisée dans le systeme de soi",a"ts cyclohexane-acétale 

d' ethy le pour le fract iQllnement et 1\ analyse des produlls réact lOn­

pels. 
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"Ct:cI1e sauvage "L :00 

tlOIl dp la c,.)pcent:8t~;J(~ efl orotel.::es 

12 OCO 9 250 000 yg;, l'excès de squa:ènp synt.hétase est 

o::':enu à p&rtH de 600 j-lq. en Incubant 5 nrroles de F~P f .J .• Cl pendant 

3[J 'TI':fLJt.PS. Gans ces condltlonS I 95 à 100 "; de f3rr~ésvl p:-rophoS;:'H'1ate 

so~~t CUPH::rtlS 8n squalène, squ81èfH~ 2~) époxyde, lSPootéroL. 8\>-ec 

un :éstcu plus Dolaire. correspo'ldant v::aisemDlablerr;e"t 3 c:es ;Jruduits 

dp dégradntlQfl du FP? (f1g. 27 ç't2B J. 

Pou:, dç's concent:atl;;r>s en protéines de 6JQ ~. 750 fig 

2t n'~OO [lg, la ::>orr:me dt'S pt'odlJlts réactionnels cOt'::copofldant à la 

'::i:::jualène ;';Y'lthétase, reste constante. ce cui lcdique que la tiqu&lène 

sydhêtase est bien au pla::eau. 

Jans ces conditlOns. li:! squalène épcxydase correspondant 

à 13 sorr:me soualèflf' 2-3 époxyde et lar1Ostérol furmes, ;:st ilnéau:e 

pn fOfl:::t!')P des orotéwes jusqu'à 750 jJq {tableau 27A). 

de 

L'expérience a été répétée 

protéiJles. La fiq. 27 cOf'fu'lie 

en f:)nctlcn cu temps UHèC 6DC}J 9 

Que la squalène synt~éta~l' est 

..oU platèau au bout de 30 ir!rlutes. alors que l'acthtté souulène époxy~ 

dase 2::;t lméaas pendant 6J rr:lnutes. L'ac:::i"üé spéclfique Seualent:' 

époxydase observée est, daf's ces ccnditlOns, de 0,10 flmoles de fPP 

transfOrl1'lé -+ 0.02 (tableau 27B). 

Dans cet te réac l io'1 le F Pp est convet t 1 ft 100 % en squa lène , 

par co"trl' ce dfHn,er n'est consorrmé qu'à 30 ~; dans le l1'~rne tpnps 

130 minutes). 
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Durée d'lncuba- Squalène 2-3 IFPP comert i ! Acti" lté 1 fique 

tion (min) <5poxyde ,cpm 1 "nmoles) (nmole FPP • l' • r1g,mln 

15 min 1 732 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- Squalène 2-3 FPP converti Activité spécifique 

tiques ( ug/essai) époxyde (cpm) (nmoles) (nmole FPP/min/mg) 

250 }Jg 1 511 0,50 

500 }Jg 3 560 1 ,20 0,106 

750 }Jg 7 058 2,35 

1000 )-19 6 470 2, 15 

1 , 

Tableau 27 Activité squalène ~poxydase (souche sauvage FL100) 

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

8 - En fonction de la concentration en protéines enzymatiques ; 

durée d' incubatlOrl: 30 minutes 

1 

1 
1 



Flg. 27 - ACTIVITES SPECIFI S SQUALENE EPOXYDASE 

A - ,l\ct il, ité squalène synthétase et squalène époxydase en 

fonctIon du tncubation de 600 }Jg de protélnes 12000 9 

*----* converslOn du FPP en squalène et dérivés 

• • conversion du FPP en squalène 2-3 époxyde et dérivés 

B - ~ctlvité squalène synthétase et squalène époxydase 

en fOflctlUfl de la concentration en protéines 

incubatIon t 30 m ulutes avec un surnageant 12000 9 

*"-----* converSlOn du FPP en squalène et dérivés 

• • conversion du FPP en squalène 2-3 époxyde et dérivés. 
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l'·5l.Jde ]e5 L''<lgenc05 !:"l1 cufdcteurs. per~et ème ~etllf;è:.J::e 

ccnmnSSanc? des :::::!fGctérlstlquPs d'c;pp enlyrcp. De [lQmbrE'...;x tr2,<ctU\( 

ont réall ses B C2 sur la fo te de 

ral et :;hcz Candld3 albtcans (RydE'r t>t Du;:;:cr~t 

M..l;:L;ne re:he:-che n'a'.alt pratlquç-ment été illç-née ",ur ~es 

\O.JS avons utL~lse des Inlcrosones lavés par cer1trlfuqat':;"5 

successld!s, comme decri:: dans Matérlel et Méthodes parag:'Hphe ),,2. 

CeB lav3ges étalent nécessaires afin d'él1mlner toute actlv.té pr:y.e­

-"nt de fac~eurs sO::.Jbles du sur"lageant Hcellul;:ure . 

l t wcubation pendant 60 mInutes à JOae, 0" présence de 

55D pC] de protéines fl'icrosomales alnsi préparées, ré'tè~e une :;;ctt\~:.é 

squalè!1e êpoxydase normale. L'a:::Jon:::tion de )0 }Jg de çro:.éH1es du 

s.Jrnageant 105 ,]00 9 ne condu.It à aucune améhorut lOn de l' net lV üé 

enzymaIique (tableau 2:8). Ct'Cl ;;romC blE'n cu'auct.n facteur prütélqUe 

soluble n'est requlS pour l'activité squalèn€ ep::xydase de le\dre, 
~ . . aC __ lvlte n'es':- décelée dans le surnageant 105 000 g, ce qui 

pr::u"e es t totalement associée clUX mlcrosomes. 

De pl..:s. la synt'"'èse du lanostéro~ est obsenée dans les 

mlcrssomes ainsi lavé", 1 ce qUI prou\e nette'1lent que la squdlèfle 

époxyde-~a"ostérol cyclase est également assoclée aux mlcrcsomes 

et fl;)n scluble CO(11JTle cela a été décrit par Dean et aL, 1967 pU1S 

Schechter et Bloch 1970. 

L'étude des pXlgencp.s en cofacteurs (NA:JPli 1 ~.ADH, rAD), 

montre (tQsleau 29) que ~e FAD est illdlsper;sable pOur l'actlVlté 

enzyrratique. L' acth t té ophrrale est. obLcnLe ()\ol'C le \lAOPH p lut6t 
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F [aet \Uns C()fae~.cu[s -"e t t 1. l t é s:::ualène 2-3 

;'ÇJu, .case 

nmoles q: 1 f·] 

1 1 

~ ·1 0 1 0 

[ 

F\D + 

ri 

0 \~DPH 

5 

° r-.:xD + \.21DH 

>., + ~ADPH 0,067 

5 F.i\D + NADH 0,052 

L \JADH 

,\ 

\ FAD + ,\ADPH , 
L + 5 105000 g 0, 15 

5 1 

1 ~ 
105 800 FAD NADPH 0,003 

1 

l') g + 

Tableau 28 : i4etn ttés squalène x,}dase 

EXlgences en cofacteurs et locallsation de l'enzyme 



Fig. 29 - ACTIVITE SQUALENE EPOXYDASE 

Exigences en cofacteurs. 
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-Squal. 

BLANC M.R. sans enzyme 

Migration 
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q!J':-'v~'ç ~f: \iADH. C:' dernier El de::; l'ff'cLs 'Llltub:tJ~urs sur le cOfTlplexl: 

l'C2v:natl:..;ue sqlIRlè',' :;ynthét;::lst'-o01.i':Ilèlll::' épOXY08Se 'flq. 29;,. 

lajfE', nous ;_L·Q:~S u:)rlrié que l':::;xy:;elle n'ét"dt pas llmllanl: (HftS 

'1\)S CG'IG-I~illIlS d',ncubiJ:ton. Pou:' Cf'la. ~I:JUS éi,')IH 

G,3 rnH. 

(n dépit d'url' aet idté catHlase irr;:wrtanLe Gans ll's extraits 

aCf:'11L:loi:-t"S ~f'3tpS, éLJCUnC ",l~TlulGtior1 ;je !'<Jctl\lté st;ual1cp e époxy­

dose ;"a étê cb::wn-ée. ~es ~'ravRux de J2hnh' 1::': aL \,1983' nlpporlcnL 

Uil v''l\ d?pareJll di:' :.. ') pN d'oxygène pOlir la squHlène époxydiise -':e 

~evure et Uilè H'hllll:.lorl de 1Iact;lv~~.é enzymatlZlue est chSt:'-;"vée à 

:: mM d':Jxyqèrw. 

t.I::'S cal:'01:; rront,ent que dans r~os f:Ulldll..èOlb de it'st 8\.('C 

1 'L'ClU oxygénée. r'errL' systèmt' disposa.:.t de 230 fM d'uxygène c:iSSULS 

ce C;Ui pruUvé qu~' l'uxyqènp l'st ~drgenîCpt "11 p'.;:es 3d!lb ,~OS ::;orl(il-

c' ['frels:je ctétl'fClPflts, dt:' d:-ogues de 18 ('ldi;st: df's 

'-Ill:l.-j'f'j;;es !.:t de cerICl!!1s rrétdbultles tf'rrtllJidUX dv 

(,J \\)Iü ;,!-' closyrllhêse (lt:'.!;; stéruls : !ünLslélul ct 

'·;()lJ:;:ér:Jl. SLr l'uctivlt.é efllÎ',;nô~iqlJe. 

(n vue di: t;o~ubtllscr et oS' purifier ~.r't:' enzymE' rnefTlbran81re, 

Wle étude préall10lp des efrp! 5 de détergents est iléeeSSBHL'. De plus, 

dans ~(, bul Cl-' détt'rm~!ll~r unt' éventuelle rt'tr::nnhibitiofl pClr les 

produ~~.s tt'rnllflBUX ;lal)u~,Lerol. pr:;o5fÉ'rol}, d il f8ilu rpCflèrcher 

par nuel détergent. ')lj sol\-dilt) cc::; rr:olécULes h,d:cnprobes pnuyui.cpt 

être appurtées su:- 11.."; silvs catnlytiques. 



-

! 0'/6 -

:\:;;us a\on,., étudié lt-s cffds du fiÉ::.:.:xyc'lolate et du né~i:lnge 

'_'I.'H'!160-êlCétOI1l' S;Jf l'scti\Lté er,zynfltique. Ces déiergents ",Ollt en 

L'ffd cGUrêlrrment ut 11 ISÉ'SPCLf l,; soLubt:\si:l~_iû" des enzyl1es memb::ma:-

(Jt 13 c:ass(> de:::! sllY!dmines : l,' sr 86-5::7 'Il'rba'u,ei !:Ct Id ildt! !fll't' 

wnbiteurs SpéCI rElues de la s::ualène épo,yd6se chez les champIgl\OW'. 

Le prépdré dans l'CdU :0,25 

dans le mélan:;j!é> éthal\ol-eau i: 1 à raison ce 1 rnç/:nl , 

te tableau 29 l'lontn: que 16 squù1211e époxydHSt, est Hlsen­

én!Jle 8U tweE'11 8Q-acétune. PB:' :-Cf'tre l,l:\"" lnhiblt Ion totale est obsl'r­

\f~e avec 10:::' déso)<_ych:)bLe {ZOO ,uY/111), le sr 86-327 :1 )-lq/1'11) et 12-

n;·d't 1 fin..' : '0rcJ!ml 'i. 

L:' ce qui cünc€rre 18 sqJalène :::!y',lhétas0. seul le désoxycno 

lall' p,moque une inhibiLi::n Ge l'o,dre de 25 ?~ sur l'acl.ivllé SpéClfi­

(jll.', les outres molécules Lestées éLsflt sans effd sur l'actl'vlté 

enzyrn"tique. 

IllflcJencC :b ldllostéfül ~t dl' l 't'rgosLé::-oJ sur l '<3C-

Le marquage de 

~(j cl" "J' o i'E'Ve e 

lu .. o:~· 

qLL' le 

ce blOSynL"èsp des stérols par l' 3cé­

sqealèf'e 2-3 époxyde ne s'accumulaIt 

q\:e dans le l1LLant Erg 7 hloqué cans l'actl"lté o;"ydo sqoalènp-lenos­

:ér-ul :::yclase. ?er cO'ôtre, dans les mutants porçhyrl.'HJ - 3H1si que 

Clans le mu::.afi! erg 16 bloqué dans la l&nastér~)l 140(. céméLhyl<Jse, 

[;0 absene une accufllu:otl0n de squalèn::,. De pLJ~, 1::, fTlesurv de l'ac-

Lvlt:: spéctf:cque squtdène époxydase net en é'<1de'lce Ult~ ticthüé 

t'X l rèmel1er ,t f::ubh.' pa:- rappJrt 8 tùuh:-'s H:S autn-'s 2Ct l \ Il él:i l:'"flly­

matlqut'S déjb TlesuréE's dans la ,,<)lf:' de bi:Jsy"tr,è~.;l' des NterolG (îa­

:'leau 34). 



sUlfldard 

Tweel1 eO-Àcetone 

i Lanostérol n,24 mM 

I_E_C_90_3_t_é_'~O~_1_L_3_, '_' 2_m_M ___ -+1 
i Ergostérol 1,2 mM 1 

- li;"7 

Acl t\ ltés spéc! fiques 

squa' ène (puxyda;w 

(nff~tl>s FPP/mlt1/ng) 

0,094 

Sf' 10 p]/ml l' 

--,-----+,----
1 , 

1 

1 TrItoo J 
Tableau~)l Effets du lfH!osté,ol Rf l'prgostérol sur l'ac-tHlt? 

scualèrlt' rpn y _:- d:-l"t-

Inhi:::lLion par les dro:.;;ues ST 1 naftif'lne et >;ésuxyrhülBtc 
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L ·cn0 8es hypothèses possi:,lel:i pourra:t être qUI;' le lanos-

1'&:,,,1 ou l'ergostéro: rétrOlnhc::::erOll l'üct:",ité sé;utdèr1e epoxyda::;e. 

Pour vêrlf:er celaI m;:J!:i f:hor;s etudlé, >'in 'dtro" , 1 lnflu­

ellce du lar,ostérol et de l'ergostérol sûl' l'a:::tt .. ité tmzymatique. 

Les stérols \ert:-e 0 et 1,2 [pt'! rifla: / essc:l1), ont ôté 

dlspe:,sés. au préalable dans ure solutlOlI acêtOfllque de tween 80 

{22 9!l~, selor; U'le techrnque décrite pûr HaLa et aL 1 1982. La solutHlfi 

enzynaLLque (600 ).1g de protéines d'un e:dralt acellulaire 12 OOOg) , 

<:1 été l'ns!.Jlle préin:::ubée cendant 15 rünutes. à 50ue, en présence 

de lanostérol uu (';'ergostéroL Le rliJ i.cû réac;:ionnel standard a été 

ajoute en dernlcr. 

~'il1cubobon pendant 30 llinutes B )C;U[ w.;wlre que ces deux 

stérulH r:e provoquent pas une .l.nhlbHl0n slgrd fic8t he sur l' actl-

vité ~pU)(yda5e (eqvi.ror ~s ?,,) (tahleflu ). Dans les lTèml'èi conditions, 

la squalène synlhêtase n!est pas affectée. 

!:eci suggère que l'activ1té enzymHtlque ne serait PHS réLro­

in';lbée par le lanostérol ou l 'ergostérol. ~éânl1oinQ. il se PQ\.Jéfail 

8uSGl que ces deLX produits hydroprobes ne se lienl pas a l'enzyme 1 

llên;e L'n présc"ce de déterger\t. 

3-2-2. Mesurt~ ce l 'HCti" lté SpéClfi::;ue squalène époxydase 

un Hfll:IÉrablUse et en carence en pl:lntothénate. 

8) Act t 1; lté squalène épGxydsBI:: dan::; des condl tions 

anaérobies ~ lflduct IOn de la ;;ynt.hèse de 

l'enzyme par l'oxygène. 

Pour c~:mpref\:::re I.e rôle régl,latt~ur dl' _~ 'l:'rgüstérol. et de 

l'oxygèlle, li était irtérf'ssant ce fTlesun'r l'dcLt\üé SpéCLfl::;ut' 
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Cl' l'enzyrœ i-iprès culturE"' el' unséroblO::iè car dé:Jns :;:es corditlOI\~, 

le ':q'J8J0nu :-i'8C'::Lmult~ P;H suih: de 12 Cdr0rJC(' en ";':Y':jènt' :Andn:ason 

c·t ~~\ p, ;9".3 8 l'~ '), t),;~purgc; et al .• 196:. . 

L'uct:>.i:.é t'''.lyrna:-_lqut: cl été cnesufse dsrlS..l" cxlr81t aCf'llu-

18:re :2 00e: c, àprès U',:' cultu:-e ;:m;:,érco:p ~"n rtilH;,; COirplel Y?G 

efl wéspnce c'rv:idp oléLquc SO rrg/j et d'crgostérol.t'fI t'xcès (SO mg/!; 

Cli È1 f8t':lle co"cC'n:'nlll{}r' (2 mg/li, 

~;'E ré,:;uHats expr~'1'lfts dHns lé r.ableH\J )~ rt:;nt~ent que 

lrs 1:!ct_t,,~::.èsdl;lltfHH:'n~ d'un faoleur 6 a 10 P[j comraf21son ;;I\.-ec celles 

obtenu,'S C,1JIS les cundltion,s HérGbtPs. Cette d\fTlLTll.;~H)n de l'ueL,,;:': 

de ln synLhèse cc l'enzyme Ol'ndon: 

de l'enz.yme LiU à LlO arrôl 

[2 pénode c'anaé~oblOS!:', 

hl\!:' Lrbflç'her ~ntre ceG ceux p05sibllité~. les cellu~es 

c~lllvét's cn anaérchîose en presence diaCIde oltLlque et d'eryusLérol 

,y;t été nJcoH2t:U ct t;ansfé~ée(;i du"s LIn mi 1 it"J COrr;:dét y;JG fnlls, 

t'fi p,ést:'oe>_' ou PTI dbse>,ce de cycloh!'ximide ;50 mg/l:, lin lflhlblt(>ur 

de ~d ~)yn~.hèse ;::rotélque (RHulston \:'t al., 1980). les cultures ainSt 

i'2C:i\ité squalerle époxydase. 

Les :,ésulb.its présentés dans J(' tableau ',"" mOrltre:iL quC' 

l'acll'.îté BqJalèrle époxydase t'st rétabl:e pMr l'aÉ'::-alion lorsque 

18 sy'!:hèsC' prot.é~qu!:' n'est pas :;loQuér;>. Par contre, unI! Inhlbi"lnn 

de ~a syllLhèse protélque main::lcnt 1 'act ùit.é enzymati:::Jue à un ;U"PRU 

très falble (din~lIlutio:~ d'un facteur ..5 par rapport à l'HnaéroDiose:' 

Cette dlll'Inutlco de ~ 'acth,ité est d:Jl' vraisemblablement à la pro-

lèolyse CiJr lH croiSS8<"'ce ceiltrlaire est çornpleteme"t arrétéE'. 

Cd! (' !:'x;:ér 18<"'ce cérrcntre quP 1<1 sq\):;lènc l'roxyduse est 

réprimée dBIOS les cOI,dIt ions d'anaérobIose Nt Que :ld sydhèse est 

irldulLe <:Ipres aérat.lon. 
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::::; Hl!su;-p de ';"Hcthüé s;::éciflquf' oaes 

des ce llul.!s c:arencpps I:'n pd[jtolhéna~e 

les c('LLlt';,; de le\ur.:.:s ;"nt élé :;'ul~il,:ées dans ,l! milieu 

TV) fL'CUllstlt:.Jé ;cf. t-Ialéripl pc_ iAéthudpsJ, co présence d'une cuncefl_ 

tfiJtlOfI lil(;;:clOlp p" pDn:utnèllî:Jle (15 J-!g,l~. Urlt:' ::ullure \émou: 8 cité 

ré,d isêl' dvec Lm: co":centrat!Un Jot l'l1ale t'w, p8ntcthénd~t' :4) J-!g/J; 

à cet:e cü;:cerltr",:lon la sy~thèse des stérols u: 18 Cruls'iunce (.'(;'du-

l;.;:re sont nt3'llales. 

L 't.~cubaLiün (J' ,,0 l!xt.::'u Il :3celLJlai.re 12 000 g. dan:::> ll!s 

:.Jr~e dl1llnuLcn de :'élcti.\.iLe sDéclflque d'pnl,:irOIl sn Gj dar,s les cel~ 

lules c<1renCee8 en pantùHlénaLe <tableacJ 30), Par COlltl'P, l'acftvlté 

squalènc ::iynlhét8se reste lflchangHe par :,a:::oort bu térr:.Jlrl Il:';P cafl'llcé. 

3-2-3. Activité s:::écif:cue sq.3lèn!::' époxydase dans 

les frJtants :':ILxotroplles puur lt's sté,ols 

~'actl,,'ité enzymatique a été Mesurée dHflS les rr'Jtants 8u,<0-

::ruphes ~)our les stérols, après cLlture à 28'<': dans le millec l'PC 

ciupplf:mcr'!:éen erqostérul ( 2wg/l!, 

Les expétlences ont été réallsées sur ces extp:lits acellu­

lalrés 12 ::00 g, selon le protocule stHfld'OJrc :-eporté darlS Il:' paraqfa­

pM 3-2 de ce chapît re, 

Les résu2.tats, ;Jresentés dafls le b;bleau 3~ montrent que 

l 'act lvlté spéci flque squa':'ène époxy case est et' :]énéfél déréprl'l1ee 

d'un fact l'LI f 4 à :;. délns les mutHnts au.otrophBs pour l'ergostérol, 

eX::l'pLlCn FS1:-e pour lé U''.;tant erg '2. :::loqué danS la rnè,;,;lcna:e 
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c 

cl'c 

cul(UI'f: 

\ 

1 .. 11 Li l;U x de 

cdtiJre 

- 151 . 

ErqoGlérol 50 !rq/l 

+ 

5qlia lè"e i:W(J"~: dMb\' 

:ii~10105 f-PPjmn/mg; 

c 

~ ::~:;;;;~:~p"~~:g!ll_~ __ ~_·o;on 1 
--\ , 

fi !\c:dc olélqlJL' '-;0 rrq/l ::::,017 
c-

: ArlHér~;:Jif'--r~~Cl(;heXlmide-+~----' O:OO} '~---I 
+ 1 i 

l 0,050 SEI15 
- -----r--

cye [(H'P" \lr lde 

~-~-~-- ----1 
0,048 , 

1 

i\érobH> 

CO'ltlôle FI lQO 

--_!._-------._---' 

ParLI~' t3 : [ffpt ce llfléralion uprès Anaérobiosp 

PClrl:!:' ::: : Effet cu pantulhél1EiLt' 
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klrtGl~l' /.1 'ad i __ ilé squél':'èni:' ê;::oxydas2 -j'est 3Lgmc:",téc ~ue d'un fac­

l~'l:':: et :1;:' rn.lô"t t":Lg 16. ;-;loqué dans 1;:1 lan::;stl'kol l!q;<:démêthylase 

eL dent l'êpoxyda;jf' est abdl d'un fadeur 3 par rdppo:t à la 

suu che sélu\t3ge. 

La dérêp~'eQslOn la plus forLe COrfl'spond au rnuLf:ml erC) 

7 bloqué dans l'activité squalène épo>;yde-lanesté::ol cyclane e: j"E' 

:iy!lthéti~:J<mt donc pas ':'e la'::;stérol. l.'activiLé spécifique dans cetLe 

su.,c-h~ par :,acpurt Bu mu:snt t:'::,g 16 blcqué dans ltcs étapes de déméthy­

latlOn du lanostérol • est 20 fots plus élevee. 

La earence en ergostérol pou1:'rait donc ètre à id base de 

l' Inducli.on de la squalène époxyda::!e. matS de plus, le lanostéro'!" 

pourraIt èt,E' represseur. "'o~s BVO'"S en cff t't, pu cb6E'rver que le 

lanQntérol '-le rétrolph:o<>lt pd::! l'éct:ltitè I::'nzynatiquf' ''iil \>ltro". 

le faible fîneBU d'inductlOn (facteur 2) abspné dacs la 

Svuchc erg 12, pourrait êl:~ u",e conséquence cje li accumulation de 

'llé\é:cnate dan::! cette souche. 

~n .... ue de préc:ser ce de:'"ll~'r PO:..~tl l 'ac:i\i~lé scualène 

é:mx.yd&se a été céterminée dans des souches porteuses du gène ERG 12+ 

sur plasmide multicopies, 

L!:'s résul tats 30":' prése~tés ;:;8n5 Il' tableau 32 Le clune 

i::'rtj 12 01 A01 (porteur du gène ERG 12+) présente la même activlté 

que le clone erg 12 non transformé ; par ailleurs la so~,chE' saUvaçc 

FL 100 porteL.se du plasmide AOl prése,tc la "l'lémc act_~vité que la souche 

sauvAge FL lOG non transfo::.'mée. 

Ce résü1tat !rlCllquf:.' que la faible dérépress.:on de ~ 'actl­

'>'lté sQ .. H.lène époxydase n'est pas e" éclaUon dHecte avf'c lB teneur 

,-i1~rClce: !ul;:nre en mé\-alonate. 

L "actl ... ite squalèf'e éçoxydase 3 égalerr-ent été mesurée d8fls 

le clôt'p ere; 9 pl 13 porteur du gène ERG 9+, llclCllVitê spécifique 



SOUCHES BLOCS ,.\! !' \ 1 fES c;PEC1;- .~ LS , ~ ,'" 

E\i2n~AT rQUES SQUl;~E\jË LPU\V~1..ic;f 

(nmoles FPP !:llln, mg': 

[:."g -10 8 ACétQdCé'l v; [",A, n~41 + 0,05 (3'" 
-

th::;L,se 
, , 

Erg 11 HMG C' :.i\ synthétDse :,46 -0,0' ri' ',4 
-

, 
Erg 12 Mé".slonate k UHlse 0, 2!~ + 0,02 D) 

-
_ .......... ~---

::::r9 6 Pnosph'JnévalonaLe 0,48 + 0,06 (4 ) 
-

,d'îasc 
, , 

Erg 19 Pyrophosphof'u?"a lona te 0,4> + 0,08 ; 2: 
-

décarboxylase 

Erg 9 Squalène synthétase 1 Non mesurable , , , , 
~-

, 

;Erg 18 Sçualèl1e êpoxydasc " w 

, 
iErq 7 l::';v' " , 

éroxfde- 0,5' + 0,03 (3 ) "- , 
lanostérol cyclase 

Erg 16 ~anostérol déliJéthylase 0,029 + 0,08 en 
----~~'" 

Lrl00 Sav"aqe 0,10 + 0,02 (8) 

Tableau ")1 : ikLiviLés squalèfle époxyd&se des mutants 

f.lIJxotrophes pour l'ergostérol 
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;';CfIV[T( SP~C!FIQ:.J[ 

SQU;.\L~~( (PûXYDAS( 

r-,:nol c/ml fi/mg 

~-"-------~-r----
(rg 12 pl A~Jl 0,2; -'F 0,02 

, -

Erq 9 pl MF 15 ~~f 11 :!: 0,02 (2) 

(::q 12 0,24 ..,-- 0,::2 (21 

1---,-, 
IfL 100 uri::! :5-

'---
];-Jhluau :'.2 : AcLnltés squalène 0DoxydasF' dans les s:JJches 

corteuses de plasfndes rrultico;::lf'S 

erg i2 

erg 9 

H 10C lira 3-



;';1uRlèllt:; épo"ydas~' LiJt:Jl'AL 52' l';'; 1 ~d r<"lfl::' qU(' d<Hj~ lB sOucht:; SaUv3(;e, 

~·dGr~> GUé' !I UC ti\1\é SpéClrl(~Ll' s'~~0:èru'-' sy:'I/lé':Clse l'st uuqmel>tp0 

d'un f8C~l'Ur 1,5 ;V-lf l'appert G !s ,iollche Sê:JL\agi:' :~8::l1t'0:l'J 24 

Cclrf.' l"pé~H:,nçe fl>cupc'Lrrr': 1LH' l'activité s;ju61~flt:; s:f1thé­

liJs? Il't'S~ pfJS lUfl1t,,"(P dnnb 11Ulr" w.'t;~uce de mesure de l'i::lct.hlt4 

squfJ.tène épuxyd8~t:;. 

+ + 
cl cry 16 

+ 

t>JOuS l;\1.0f15 fail ~'hy;::nlh9se (jLJe les <Jctt\iltés SqOi:Üè"lL' 

3yf\~hétJ;se et squnlène ép(;xycëse o(nt dSS::::'Clécs ::Juu:> formt' ce comaie:.-.': 

et que seul le s-qL81èf"l' synthétIsé 0 l'i c ilérl!:'dr cu complex!::' jJUUî:'81: 

('1 rt" :ransfü:-mé cal' la squalèl1e éooxydrml', 

Dans -,-c cadre de n'lie hy;.nlhèsC', ",-, sQualènC' nt' seru;t 

(Junc pHS échangPiJble d'un compl exp à l' :.:ll" t rl'. 

t a mesure des dCt- ~vll es \."lz,;<mat tqucs squalènp syrlthélè.st:, 

ct squ~llèf)e êpoxyddS2 dans le d:tplo-;..:c hétc:czygole erg 9/-t" oevrait 

fJO"rnett re de confi rmer cet! s' bypo:nèsL'. 

ùans un hétérnzygn~t' LT, cffd. 0'1 dznt ,ùoir une 

1~8 i!!B!;>Ure des ae'.:! v ) tés sqL.alène synl hét LIse el. squalèm: 

upüx,yrJ<l3e fi partir d'Jn extrbil [Jcell~12ire :12 DOr: g) de l'hêtérozy-
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SOUCHES ACTIVITES SPECIFIQUES ACrIVITES SPECIFIQUES 

SQUALe NE SYNTHETASE SQUALENE EPOXYOASE 

,nmole FPP/mtn/mg) (rlmole FPI-'/mlrl/mg) 

ErCJ 9/+ 0,20 0,047 

Ecg 16/+ 0,74 0,059 

+/+ 0,42 0,092 

Erg 9 n non mesurable 

Ecg 16 0,76 0,029 

FL100 0,45 0,098 

Tableau 55 . Activüés enzymatiques squalène synthétase ct squalène 

époxydase dans quelques diploïdes. 
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~':S ;''?sultB::S mOllcren: ::::;u'ef"ecllv(>r;eo7 ~~S acti"dtés '::ipéci.­

ftqui'S ,:,c';L:,,:""~ '_;'.-)~hélUSt> I~t S'lui::d~ne é08xydi:l!iL' SurIt toules te:.;. 

dl:'Ux d.1l1ll02>:3 1!.' ';citlé par ~;,;pDort à la souche sau-..a:jË', Cl·s résul­

tHts ccn"lr~',-" t notre h:pC~h2se. 

souche llutante hapl:::ilct' t'rg 16, l'actnité speCifIque squalene Slr'thé­

td3? est déré:::nrnée :::",1[1 fclcteur 1,5, alors c:ue l'dctt,,:':.e SpéclfU::;Le 

sqlJi:llene épul(\dase est repnmée C'Uq facteu;, 3. 

la 1'es~re des act:vltés er:zym8tlques dans le ::~pl01d~' héte_ 

rozygote erg 16.+ itableau 28~. :1l0rtre 'lue l'dctivlté sC;Lalène syntr,é­

Lase resle céréptl~Tlli~e (f!lçteu: :.5} alors que l·actl. ... tté sc;ualène 

epoxydase est auqmp:t::ée a'un facteur "2 par rapport 8u llutant erg 16, 

malS re.s:e tOUjours =:llls faible d'un (acteur '2 en~ tro"l par r8pport 

à la souche s"&u\-Bge. 

Ce résultat lfldique que la synthèse des ceux enzymes ne 

st-·nnt pas régulée ~ar les stérols Lbres blOsyt'thétisés, re,au; par 

de", stérols aSSQClés aux llembranes. En efret, les acll\>\tés spéct­

flques rreslIrées dans le dlplolde erg 16/+ ccrrespcl'def1t a ld :10yerlfll:' 

:Jtlthmélique des actl'.ttés c:Jrrespo(ldan:'es o::tenues dans les r;aploices 

unpllqués ~ alors que la i-efleur en ergostérol du dtplo,'de est tde,'t Ique 

:'J celle c'e la S8uche saul.:..tqe. 

o lSCUSSUJN 

Nous avons pu mettre au pOInt 

I.ltr::>" de la le\-ure SaccharomycE's 

CP vlslae, en utillsall~ ie rpp ( 14CJ corr,me substrat. 
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Lt-'6 oct 1'.1 L2s Qpec l fiques 

\C1Sllles de ,yI1"'5 tB;)portées p8r 

SCI.:'" j [_'Ile' P' hbqPflP, '\0 t Tl' ~prÎlnl que 

ci3'll(~ décrite l):Jr L~('S a0l<~U:'S. 

obte:1UPS 0'1:: Cl~~,te 1Hithode sunt 

Jahnkp et Kh-'I" (:985:', d\iec dU 

l'st ceper·doct p~us ;;,imple que 

Corrt>e pu;;r l'enzyme dr: Candida pt (\;'11e dl..' fOie (je f3r, 

J 't.'l1lyme de ~lj!f_çh~~.ce~~ere\ii!J:ae eXige du rAD, du ,\:A[Ph ou du 

-y),\)tL : ';)cL,\.-;le opLi'flale est Ce~1enddJlt- ;:J\)tcnuc 8\(}C lt' \JAOPH. Le 

:'<j;"C)h 8 Pd~' :-J:l1eurs ulle actlOfl iphlblt.,~ce lursqu'l~ • .'st associé 

au Ni\OPH dans le fl1l11eu réaéêtionnel. [n cela, l'el'lyn;e dE' S. CerV'.lslBe 

rt'':Ost'fT,lJ~e P:'iS à celle de fOLe de ral qu'à celle de 2anctda aHHcars, 

pluS BeLl"e dH'::: le "ADH. 

~ '\:'xlgence en rAD :nontre que 18 s'1ualène épuxvdas" de levure 

e~t un!} Flô'.uprut-éirc; fi l' jnstar des auLt!:::'s sauLLè!H:: épcxydasc's. 

Aucune sr, ,:nulat l1lr' de l'activité enzy:natlque pa:- le sur'18:::e<Jnt ace1lu-

1a1re 105 GOO q Il'a été observt:'e ; ce qui défTIoptre Qu'aucUfIE fraction 

50luble ::lu Ly;Je ., :;l,'ru] Carrler protelCl" ~SCP) ou "S;Jper;~atan( 

p:-uteH' fRct.or" (spr), n't'st ,('qulse pou,:, l'e!lzyxe ce 5_,_~~~ 

Fr, cela, el~,-" di ffèr~ de cel le du foie de rat ct cie Candida al:J1cans. 
~~-~~-------,'-

tOCJt::os deL2x stImulées par des facLeurs solubleu du sU!'flageonl acel-

lulfHrc (YaMamoto et i:ll" 1970 ; 5rLc:mtalah ut al., 1975 ; rncclander 

et al., "19BC ; Ryder!='t al., 1984~. 

Cl'~_tc st HfJhit iun n'E-~st cepencant ~as repr-oduclible dans 

l 'L'flZÎIT;P dt:' ::::a~td~~}bic~_, 

:-,:,)S rêsuH.'Jts ccm:ordent avec ceux de Juhnkt' et Kle.in. 

Nous SloOPS pu Tontrer que l'activlté squalène époxydase 

est quas~;rer't nu~le en anaérobiose et qu'elle est rétablie pbr l'né--

rat~on di':; cellules. 

Le folt =lue cette activitR so:l furterlent dU1'ljnuêe t'JI fJnClê­

robiose l,t'Il presence d'un exoès :;u d'une faible coocpnLréltlO'l <1'(;r­

'ipsté~ul) el qu'une synthèse pr;llêlque SOIt nÉcessaire o8ur ld forr:la~, 
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fort '_'-;'}Il; ::~!Je lé! ~;yfl:-r-èst' d>.' la squ,·dène 

dL' 12 pr6scl1f't' lit, l 'm,ygène ;llo1éculôire, 

\ous 2\n"S '1lu;llré que 18 sc;ufdz,rH? 8xuq0:'t' pC oeul Ptre 

un substrii: ;-hJ('quur pS;Jr l '8JlLyme "ifl \ltro" et q;J(' lé' FPP SCrQl~. 

épo)(ydase, JHji:-; :;:1;;' com;dexc prot.élquP '1l1crosQ!!8J 

sjnthétisé ")[1 sdu' püurr:nt t:'trc !.rEHlsfcrmé t?~; SQuG[ènc épm:yc€', 

pupwh>t lOns 
, c~~ i "" 

de meroso(l;es Ui:HIS la lll'SUr2 oG lL' (~ipl(;idp ~ ~~_ 3 un 
+ P:-c; 9 

phénotype S<iU\:fHjl', 

~OOU avons éqi.Jll'!l1ent nont ré que :a squa lè!le epox"d0- Lrmos­

tcrul ("vc:lDSI;;' est mtcrC)somale et ::::rubablement 8ssoc:éL' élU 'Hème ;:0'11-

pll'xe. 

L8 resure de l'Clcti\·,té t':izynHtlq,J!~ d8r:s les l'1l:Lants 8u\utrc'­

:..:hes ;::our les st.érul;;; 1l0'~tre que l'acLiv:':"",é I;'st en qenéra.l riérer;:rLméP 

rar un facteur 4 par f"2DPùrl à 1-3 sou:::he ';8lj\,aqc. 1..", seule I:'xcC'ot lOO 

'~;f'rClll :1:' mutant e:--c ,1) préSr!flta(lt upe 3c~ni.té squalènc 8oQxydu5t' 

dlmi(j~ée d'Ln facteur J par rapporl ;1 Id SOuche sam i:lçe. 

Cette fad;le drL".lté sDéc"i.fique dans le muLant ~'rg 16 

(j'c,..;L vraiserr81abü'rn::'11l ::'él" due 3 une rét:--oln"iblt.lon de l'enly:-;'Jt' 

p"r _'" lanostérol Hccurrulé, dans ~d mesure ou nuus n'avu"s péS pu 

mett,rc t'il thid"nce une rétru-inrnbltion pdr h lanù5terül "in ',It.ro". 

1" v<Jfi8':lOn :;.:'actlvlt6 spêc:fiqup übs0née- (FacLplH 20 

ellt.re erg 16 et l'rq 7 f'~ Fi-Ic:eur 42 entre 1.8 sr:l,che sauvdgl:' 1:''1 anaero-
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blOSC cL erg n. :.>eri'J'..t düc \:f<:llSl'mbl"r_dement à unp requlatlOn au 

rilH'<JU d>.- la ;-;}n~r.èst' de l'pnzyme. C'~\bt-8-d!r,,', au n'-,eau trdnscrio-

\lOL-lS ~~~O('S- éga~erne"t pu obst'ner quc les Gcti\ ltés squatène 

synthété'lsP et 3qua~ènio' é,:lOxyd8sc ser:.;lent régulées a'une r~8f\.lèn-., 

GlmÎlal~e c'los!:--3-d~rt: 4.Je lorsql.-t" l'une ct~s enzymes Dst forLeMl'flt 

Par c~)nr re. 

reprf'ssion sur la sql>alène 6poxydase. 

C0S résulta:s. hdiqUfHlt unt-' rég"lat lOf! coordollnée (~e la 

sylltnpse de Cl:'S deux enzymes, rt'nfcrcent l'hypot:-'èse d'une é'lsSOCÙlltüp 

de 2 protéines dans un même cornplt:';l:? 
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LE-' Lru\iJ\.l décrit dans ce rnèl"'iOlrp t:'st lHl(' ctJll~rlbut~Cl' 

SLf cpnt> régulat10n chez S. ct're,,1Siae elalf'pt éparses, 

InSpln"S d('s résull"8fs obt('nus antcrll?uremen:, entre i;iutrt>s, ;::.iH 

Si::'rvuust: e~ l<8rst ,:19G4-Î986j. sur la régulatwn des tnHs pl't'rr:en"'s 

eflzyl"'it'S db 1" 'vute dt' i)to8yffth èS!! des stérols. 

dans l!!s mutants hélérOl}ÇJotl:-'S dfln de rpcherc:,er Sl :..:fH" enzy:w p-ont 

l;nihmtc dans la \OH' de blOsynthèsf' des sterols. 

- :,Cl,S 8'vOrE t'llStllte cLudlé l'infll,ence ;::e l'arrpltftcaL1Cin 

du gène [Re 10 (acéLoacétyl CuA Lh~oI8se;, Su:" la biosynt'"'t-i::w ut'::; 

stérols, 

:-,,.CYC /39,81n5l que :::1eB muLunls omphoténclne ~ résis~;}flte d'HI dl' 

détf.'rmlllt'r Sl dt"B souches riches t'Il sléro15 pouva;ellt pré,wnt.;;: Ln 

;::hËlm: Yf,e ;.;pect flque, Ul \,ue d!-: la rt'chf'rcht' de mutants rie 16-

: 1 UI1 • 

Enfin, nous éi\oOf'S précisé les ~écaf'lSmeS db ~égU:dt lOf) 

N'S d,,:tJx prerlllères enzymes 

:::ette VlILè de biosynthè.;;e 

épu); ydGS': • 

spéc l ftflues de la branche stérol dL' 

18 Jc;u31ène synthétase et la squêllène 

la mesuré du taux d'ergosterol dans les diploldes hê::.-écJBllè-
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Ce rÉ'sult8t ,r:dlquü QUt' l'océtoacetyl [:.;A t::.~lüla5e serait 

l lîl'1iLdfltt;:>. Les trb\>aux de Ser..-ou:,,,-' d :(arsL \19B6) 8"a:ent déjà montré 

que cet;-e ;.lÇtl\.ll_é pOUfêtnt co;:tr6ier le flux d'èlcétyi Co), \cers la 

vOle 8L' blO:3)'I,thèse des stérob : l'octni:.é est en effet dérêpfll1ee 

10:'5 d'une CërL'IlCe ell stérols ('flutants auxotropnes) et ~éprî'l1élO' en 

présence d'un excp.s de stérols. 

L'isc!ement et l'arnpllf:caLlcndu gène LRS 10, codant pour 

1 'activ;._é acétoacétyl-CuA thiolâSP ~Gloec;der 1986;, a permiS d'auC)-

melltHf cette 8ctivtté ellzym8tiq~e 

la souche sau.,aqe. 

d'Url facted: JI .. par rapport B 

lél nesure du Laux d' ergosléru l dans une SOve'ie porteuse 

de ce :;lène ERG 10 sur Dlasmide 1l1l1tlCople. a montre qu'une lelle 

Buuche ne Sy~1t hét i sa it pGS plus d' ergos téro 1 que 1 a souche saU\ age. 

Nous El\< JOS alors eSHayê de mesurer la \< Hesse de synthpse 

des stérols et ces composés lnterrréd18ues grâce à l' IncorporaLlOn 

d'acétate ~ 14C1. 

Aucune augmentation de la "itesse de synthèse n'a pu être 

;nH~p en ê\:dence dans le olône erg 10 transformé, par rapO:Jrt à la 

Bouche sé1uvage. 

li fa,Jt cependant être or"dent car 1.1 est possib le Qt:e 

l'incoroorat:ofl de l'acétutf' [ 14 C] Ile so::t P.,Hi un mcyen ldéal de 

rl'esure de ia \!Hesse de synthèse des stérols. Ainsi, la synthèse 

de J'acétyl CùA~ catalysée, à partir de l'acétate [14 CL pur l'acétyl 

CnA thlOKwase pou:rait déjà ètre une étape lilrItante, 

L_s 5clJche NCYC 739 û été décrlte dfms la l'.ttérature ;Merc(>r. 

1979) comme étant riche en slérols. 

Ell \ut' de déterillHler un phénotype propre pour les souchf:!$ 

à teneur élf:!\iée en sterols, nous altons testé J8 réOJislance de cette 

souche à la ;lystatine et à l 'f:llllpr.otér:cine 6 ...... OuS 3\-ons montré que 

la SOUC~H! était amphotêriclI1e B réslsthnté'. 
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I\UU~ d"U['g 0r\sutlE' d;;(::;é des -;-Iutant" dmphotérictf1P e rest~­
Lnts, Cv", r:lLot;Hlts prt?üt'fltdH'flt éq:-Jlpme;'l Gne rl'i:l'Uf é!E:".ée PIl stér(ll::o 

pet' -':ppor!. ;1 jJJ s:juche Si1t:vi:lJP. 

L' 8uqmentat lur1 Cf' 18 teiiPUf ,-'Ij stérols dt> ce::;; souches pihJt 

&r.rt' atLrlbuée à lV1E' au:;,Tlenta~_lon du puol rl'8cétyl [nA. 

LG squalène synthét<:df.' ~t la squalèfle époxydas/:' :::ont 31luées 

à ~ 'embri;lncht:ment des voies con::LU58P': ~i::'rs ~e::J :::léruls et '.ers les 

l:l(JPréni l ,ll's , Ce sont 1"'" cremlères C'f'Lyrres s::écifloues de lB "o~e 

des -'>tér0Is, de plus, el~es ::;;Olit les "rerr,èères à synt'let (SPf des 

lIILprI);[}dldll'es hydrophobes (sq ... 8Jhrt;> syfltrélaSh~ nu à ut Illser ,j" 

suh~l rd! hy:::rophube (scualène épuxycase,\. 

L 'prude de ces dev.: el'zyme;;; Q 'nQrltre qu'elles sont, cumme 

12 ,",qUdlL'l1l' époxyde-laflllsterol cy:::la.se, rorte~enL l,ées 8 ;::;1;'5 f:'2ctlùn~ 

'lVmbrdf18tfl'S ~u rét12uJU'll lmduplaslTè;;:Juf:.'. 

Ces rèsul~.<JLs conf;r:nent l 'hypot~èBe sl'lurl 18quelle le<:i 

l'f'lvmeS lIr;::;llquées dans J8 Olos,;-r,trè.s!! des stér:Jls, à part:r du ;arné-

'5\ 1 I-'yrophospnbte, sont localisèt'S 8u rH\t~8U d'un s~te merr;)f'8n"llre 

HÜrB::ellu~alre spécifque le f'étlCulurr endop~asmlc:.;e, 

Nous a .... ons 'l1Ofltré qUt' 11:'5 f::-acL iuns prctéHlues solubles 

du lypt' SC;--- '1' ;î(erÜ.: 

faclur "}. "'dvalent Qucun erfet stlrrlultmt sur ce~ deux pnzy~es ÇhPl 

la >:\,\Irp, 
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L'nctlVlté squ",lèm: êpoxydasp de S. cp::,v\.islae n'a pu et;.-e 

mesurée qU'l'JI ûtiliSf:Hlt 11:' farrlt:syl pyrophosprale. Lo} sq:Jalène radl0-

3ct:f n'l'st wn" un bOIl substrat de l'enzyme et CI::' plc;s, le squéJ.lè,·p 

froid ajoGLé dans un 'TIlh!:'L a' ;CCU:J8tlUr: conle'1811t du squalène'Llu C) 

cCffiwe su,::strHt, fie 2:Jndui ~ fi d.Jcune dllu\ ton isotO;HqUe. f:;ùt se 

passe comml' St ~e squ<:dbne fl'était pHS le s.J:Jstral de ~ 't'nzyme. 

Ces ~ésulLHls nous ,:Jcrmet~ent d'émettre l'hypothèse q'JC 

la sqlJalèfw ~yn~,hétasl' et la squalène épuxydase seraIent aS50SU3es, 

au :n've3l: du rcitlculum enc:oplasmique, CHriS u~ cornplpxe mullll::'llzymati­

que. Un tel systèr~,e Sl:::'r2!t r:o:npar8ble 8J complexe efizym8t~:;Le cataly­

sunt la synthèse des acides qrBs {r8lty acid synthetase;. le produit 

de 18 prerr:Ère réoct ion nI::' sl'rait pas libéré dQns le cyLusol 'l18i3 

sèra:t diredC'mcrllmétabolisé :::Ians 11:' cOMpJ.e)(e par 18 sOus'uluté s.Jlvan­

~p~ cha;";Le prodult étant ULlilsé selon url orCre pré-éti:1!.èlt. 

la rrcsure Ce l'acti ..... ité Spécifique des deux l'IlZymeS a ré>.-élé 

que l 'acLlvl~é sq..l21ène synthétase est:; fOlS plUS élt' .. !!e que 1 '21Ctl­

",ité sqUHlèrlP épo'Xydase ; cec]. no'.Js a permis d'u:~iliser lf.' ppp corrnC' 

5t:bstral, pCLf ta mesure de l'acthité scéclnq'.Jè squalène époxydQse. 

l t-s deux cnzyllCS ex~gellt Cu NAO/i ou du !'>lADPIi, l' act l v J té 

optll'rale étant obte"l.e éI ... ec le :-.jADPH. Spécifiquerrent, le squédè(j~ 

épo'Xydase l.'x.:.ge do FAD e~l plus. 

En aflsérobiose 1 ell présence de fortes CO"Cf?ntratloPS d'ergos­

térol (50 '1g/U les deux aC:Hltés sont d1fÎllfluées respectHement 

j'Ul fad"u. 2 pou::: 18 squalène sypthétase et j"unfactE'ur 18 pour 

18 sqcalène époxydase, 

Unv faii)lv supplémentat.lon en ergostérol (Z mg/1) 'Cimènp 

la squalène synt.hétase à son niveau normal, tandis que la SCu81ène 
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époxydase reste 'fll:Hntenue à un f'lVeHu très falble : facleur 6 3. 7 

P,H :'Çlf.port oL;X condit:crs aérobtesJ. 

~us rés!.; 1 ta~s 'flonlrer:t t'lI er' que le ~aux wt.rbcellulaue 

de stérols pourrait réguler la squ81ène synthétase. La pa;:tlcularttê 

~€' 18 sql.idlène époxydose est que sa synthèse ser81t tndUltt' par l'oxy­

gène eL répr:née en caref1C~' d'oxygène; ce que ~lOU~ s'vens démor1tré 

dans le chdpitre VI. 

Les 8cL,.ités Spéclfiques des deux enzymes sont fortement 

déréprvnées ~ fadeur 1.:' à 5;, dans la ::: lupart. des 1'lulants &uxotrophes 

pour l'ergostérol. 

Pour la squalène synthétase! les m~jtants bloqués 8\;;,lf)t 

la synthèse du mévalonate présentent la plus "orte dérépression ':1:;'[9 10 

t l ' , e erg, ", 

Par C':)ntre, l'acthüé enzymatique est légèrl2ment d:mlnuée 

dans le f:lutan:. t:'rg 12 bloqué dans la méval:::nate kInase et GUl. loqi­

qUE'ment. dccumulerall du mé\lulonate. Cecl nous a condUit à fal;:e 

J'hypothèse que la teneur intra-cellulaire en mévalonate PQurraLt 

:ér} .. de: la synthèse de :a s~ualène synthétase à f"able concentration 

en lfiévalonate, l'enzyme serait lnduite (erg 10 et erg 1 L f et à forte 

cOflcentr-ation en mé\talonate, l'enzyme serait répnmée (erg. :2). 

Dans It:' cas::::u clone erg ;2 pl AD1, présentant une actnité ::JDP.Cl­

ft::;ue :névalonate kinase <Jugmentée d'un facteur 15 par raoport à la 

souche sauvage! l' activ ~ té squalène synthétase es: auglTlentée d'u'i 

facteur 3 par rapport à la souche mutante erg 12. 

Ce résul:al ::onfirme l'influence d .... mé\talonale sur lo squa­

lène synthétase. l' lntérH physlOloqi.q1..l!;, d1ur;e telle réSulHllon se::-ait 

d'év:ter la fonnatlon de forles concentrations de sléfl)ls, en cas 

d'aC:::Lmu.:.atlon de rré"slon8te. 
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Dkln~ le C:él~ dt.' 1H. squalène époxydaSf>, le mutant erg 7, 

bluqul" (j~JIl~ l '(lct II. ilé squulène 2-3 éouxyd~-lar~05térol CVf'~8sP<"r?<;t''''p 

hl plus rorte déré,)[css\l'Il ::tdcreur 5!, les dulre1;i :nulBnts :::résenr8.rJl 

une derépr8~slüll d'Uf! f<:lc:-eur il 1:'0 .... 1:-or .. A i 'opposé. d",:;", le mutant 

erg '6, l'dI:,l _'dlé n'est ;:::as dêrepnmée malS dim.:lluép d'un factt'ur 

Ji par r8ppcrL il la souch~: s8Lvage. CP Pl\pdU fa1ble d'actHité permet 

d'expllquer poürqLiO.l iFS mutants bloqués dans les étapes de déméthy­

L::JtlOIl du i",nostérol (ee9 16 et mutantB purDhyi'iflP - \ klccuIT'ulpnt 

du squ81ènc en ph;:; OL lancstérol. 

\ous U\OrlS ;}:.1 fT'ontrer que Je lanOstérul r1e rétrolflhibHit 

pas la sq:"H:1lè n e époxyd<:!sf:' "ln "ltro" ce qui tend à prouvee que l'accu­

mulatwn de lanostérol réprimerait la synthèse de l'erlZyme. Cetle 

réguluttan pourralt être importante dans le fon;:ti.on'1e~ent ce~lula~re 

caf léS triLerrp.flf:'S SOf't ln;:ompatJbles avec le foncL10rH"elT'!:"llt Af:'mb!'d­

naire. 

Le fait que 11::' mutant erg 18 (bluqué dBf1S l'acthlté squdlènl::' 

époxydasp), 3lt une Hcl:îvlié sqnalène Byntf-,êtase identhjl;l:> '::! celle 

de la souche sau .... age montre que le squalène accumulé ne repnffil::' :::as 

13 synthèse de ~a s::;ukllène '-'yntrél'=lse. Cette accl,ffiuldrlo" [Je SCiU81èr't' 

suggère fürlel1l::'nt C;Ut: h's \Ot~S de bi.üs'yntnèse des lsupréflu'l'dt,s (dülL­

;:hol, UOlq:J1nUt1PB) n 1f:'()trent pas en compéttttOfl de façon O:;lgrlificéI-

1 i~e ~\ec c~lle des sl6rüls chf:'Z la levure. 

L' isole~ent de fJL:tants bloqués dans la synthèse des !sopré­

nOldes perlTett::ait de clari?'ier l'é .... e'ltuelle intf.:r-relallOP entre 

les deux voies. Un élément de réponse est apporté par li;! mesure des 

activités 3~écl fi.ques des enzymes de la \loie de biOsynthèse, résumée 

dans le tableau ):; • 
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-"~,,,---,---'--T---', -----, 
! Sm;ches i Acétoacéry 1 Coi\ HMG-CuA HMG-CoA Squal ène ! Squalène 

Erg 10 8 

Erg 11 

Erg 12 

Erg 8 

Erg 19 

Erg 9 

Erg 18 

Erg 1 

Erg 7 
Erg 16 

FL100 

i thiolase 

o 
322 + 42 

294 ! 56 

336 + 42 

ND 

126 + 28 

ND 

252 + 51 

238 + 14 

336 + 14 

140 + :<0 

synthéta$e réductase synthétase éooxydase 

22 ..... 2 

o 
33 ± 11 

48 + b 

ND 

20 ± 4 

ND 

35 :! 9 

20 ! 4 

48 ! 2 

22 ! 6 

10 + Ot~ 2,25 + 0,06 

8,2 = ~,3 1.97 ~ 0,07 

0,41 :! 0 1 05 

0,46 + 0,04 

4,4 t 1,4 0,36! 0,04 i 0,24 + 0,02 

5,5! 1,6 1,1'! 0,18 0,48 + 0,06 

1 4,4 _+ 1,6 
i 

o 
0,43 t O,8B 

ND 
, , "0 

5.D:t 1 ,1 

0,44 ! 0,05 

ND 

5 1 0:!: 1,4 0,60:t D,Dl 

6,0 ! 0,1 O,76! 0,02 

;,5 ;t 1," 0,"7! 0,02 

o 
ND 

0,029 ! 0,08 

0,10 :t 8,02 

Act:iv.\tés spécifiques comparées des enzymes Mesurées dans 

les mutants aux3trcphes pour l'ergostérol et la souche 

s8uvage n. 100. 

Les acl.nités SUrit exprimées èn (lmoies/mg protéines/mHI. 
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Les muLaf1ls bloqués B\i8r"'t la synthèse d\J FPP sonL HîcBpables 

de- synthét iser des stérols et les isoprénLÎdes. Ces- !rutants présentent 

f;;'fFedivernent une ""orte acthité spécifique acétoacétyl CuA, thwlase 

eL HMC Cci\ synthétase ~H1S, des mutemts, co~e erg 16, bloqués 

en fin de chaine, peuvent ég.üemenl: présenter ulle forle dérépressIon 

de ces 8cthités enzymatiques. Ceci tendrdit à démontrer que le do~i­

chal eL l'ublqui'r;ne) synthétlsés à l'état de tracf:Js, r:'auraienL 

aUCLnc influence su: le Lélux des enzymes. 

l'ensemb:e de nos lrBI.Bux ainsi que ceux réalisés élnLénBu­

rernent par Trocha et al.) 1976 et Servouse et Karst en 1%6 sur la 

réguLatil'r1 dos" prefTlères étapes enzymatIques de La voie, permettent 

de penser que le::; mécallismüs de régulation de celte ;.oie sont très 

complexes. 

Troc'la el Sprllls:m ainSl que Senouse et Karst art emi-

sagé qu'une régulation lmportante pou:'falt déjà a .... oir lieu en début 

dl! chaine (acétoacétyl CoA :hiolase) • O'autres trûvBUX rapportent 

qelc 1 'HMG Co .... reducr_as(' serait régulé!:" H ai s8171blablenen t pBr feed-

back. Il esL cependa(',- clair, grâce à fias travaux, qu'en ce qui conCl'r­

ne la sy:~lhèse des stérols, la squalène synthétase et la squalène 

époxydase aursl.enl éqalement un rôle important. En effet, 81 l'on 

considère la voie des stérols. on constate qu'il y a en permanence 

un pool de squalène plus ou fr;Olf1S important, alors Que les autres 

inte:<médiaues comme le GPP ou le ppp sont difficlles à mettre en 

êvi.dence. La squalène synthétase eL la squalène époxydasé sont vraisem­

blablement soumises à une réç<ulation trflnscriptionnelli!, en fonctlOn 

d~s besoins en stérols de la cellule. 

NOt;S avons montré que l'utilisation du ppp comme substrat 

conduit essentiellement 8 la synthèse du lanostérol. Ceci nous a 

permls de penser qa' il y a une canalisation du substrat 11 l' intéri.e .. r­

du C'ornplexe mulbenzymatlque. [n vue de comprend!'e ce "chanr>ellnq" 

au niveau dû complexe rrellt l-enzyrratique, Il serail i'll~ressant d'élu-
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di1:'"f la formatlGfl et la str:Jcture de ce complexe (squalène synthétase, 
, , 

squalène époxydase; ""qud~èt\t' époxyrk' iUfloste:'ol cycltll:::ie~, 

Par aillvllrs, l'étude des autres enzymes de la vOle de 

blosynthèBD des s:::érols perrrettrtl de compléter' nos résultats et Mleux 

précIser encore, lt's mécar~i8mes de rêqulatlon de llil bio,;>yntf-.èse de!.> 

stéruls ohez la levure S, Cerevl!31H€. 
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RESUME 

Au cours du cycle cellulaire de Saccharomyces cerevlslae, la synthèse des 
stérols et leur teneur intracellulaire sont soumises à une régulation dont les 
mécanismes sont très complexes. Afin de les préciser, plusieurs approches ont 
été aboroées. 

Noes avons mesuré le taux d'ergtlstérol dans des diploïdes hétérozygotes 
porteurs de mutations d'auxotrophie pour l'ergastérol, ce qui nous a permis de 
"'~ttre en évidence un abaissement de la teneur en ergostérol dans un diploïde 
ne portant qu'un seul allèle fonctionnel pour l'acétoacéty!-CoA thiolose. 
Néanmoins l'augmentation de l'activité spécifique Acétoacétyl-CoA thiolase , 
obtenue par amplification génique, ne conduit pas à une augmentation du taux 
d'e:"'gostéroL Par ailleurs, nous avons pu montrer qu'une élévation de la teneur cn 
ergostérol était corrélée à une augmentation de la résistance des cellules de 
hYdre. :1 (Gmphotéricine B. 

l'bus avons ensuite mesuré les activités spécifiques squalène synthétase et 
S'Juclè"e époxydase, premières étapes spécifiques de la branche« stérol» de la 
,'"ie de biosynthèse, dans des extraits acellulaires de la souche sauvage et de 
"j'ants G.:'<oiTophes. Les deux enzymes sont liées, comme la squolène époxyde­
':J;o<;tùo! cyd .. Î~e, au réticulum endoplasmique, Aucune fraction soluble n'est 
.;.,,,igée pu.!' ':,;$ actl"vités. La squalène époxydase a pu être mesurée « in vitro 'Ne 

l'<T utilisdtinL du fGroisyl pyrophosphate comme substrat, l'enzyme de 
5~charf.;rpycc~, cerevi$Îae ne fonctionnant pas avec le squalène exogène. Cecï 
sl'9gèr'e (j'JE: ~i~S deux act;vités sont associées.. au niveau du réticulum 
t:nuoplasmique, ::kns un complexe multienzymatique; le squalène synthétisé 
r\'étarlt ;:cs libé:~i, l":iGis directement transformé en squalène époxyde. 

.... 2"xigenc:? E'''! cofacteurs pour les deux enzymes a été étudiée. La synthèse de la 
squalène ipoxvdase est régulée par l'oxygène moléculaire. Les activités 
spécifiqu,:s des deux enzymes sont fortement déréprimées (facteur 1,5 à 5) 
dans la plupart de.s mutants ouxotropl'les. La relation bloc enzymatique-activités 

sqt.:c:ène $',m1 ~,itGse et époxydase a été disc.utée. 

MQTS CLES : Biochimie - Génétique - Physiologie - Métabolisme - Ergostérol 
(stérol) - ACide mévalonique - Isùprénoïdes - Saccharomyces 
'.2r'3vÎsiae - Régulation (gène-enzyme) ~ Auxoiropnie (mutant 
0~lxotropne) - Antibiotfque (nystatine,~ amphoréricirte B) -
Sqllolène synthétase - Squolène époxydase - Squolène époxyde­
;,HiJstérol cydase. 
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