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BIOT

La levure, modele et outil inépuisable
des biotechnologies

Les levures, et principalement Saccharomyces cerevisiae, sont utilisées par I’'homme depuis que celui-ci
s’est sédentarisé.

Présentes sur les fruits, les fleurs et autres sources contenant des sucres, elles permettent la
transformation des fruits ou des céréales en boissons alcoolisées (vin, cidre, biére...), la levée de la pate
pour la panification et constituent un complément alimentaire de premier ordre pour les étres humains et
les animaux.

Plus récemment, gréace a la connaissance approfondie de son génome, Saccharomyces cerevisiae
représente un des principaux modeles cellulaires eucaryotes en recherche fondamentale.

Elle est également devenue un précieux auxiliaire notamment pour la production biotechnologique de
molécules d’intérét (vaccins, enzymes, vitamines, colorants...) et le criblage de nouveaux médicaments.

Le dernier outil du génie génétique, appelé CRISPR-Cas9, augmente encore le potentiel de ces cellules.

1. Biologie de la levure Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

1.1. Structure cellulaire de S. cerevisiae

Entourée d’une paroi de glucane, mannane et protéines, d’un espace périplasmique et d'une membrane

plasmique en bicouche lipidique, la levure posséde dans son cytoplasme tous les organites d’une cellule

eucaryote non photosynthétique comme le montre le dessin d’interprétation de l'ultrastructure d’une

levure sur le document 1.

Q1.  Reporter sur la copie les numéros du document 1 et y faire correspondre la signification de
chacun d’eux.

1.2. Cycle biologique de S. cerevisiae
S. cerevisiae présente un cycle biologique
haplo-diplophasique, c’est a dire qu’elle est

capable de se multiplier, par
bourgeonnement, par voie asexuée aussi
bien sous la forme haploide

(n chromosomes) que sous la forme
diploide (2n chromosomes).

Le bourgeonnement est une mitose
conduisant a la formation de deux cellules,
de taille inégale mais de patrimoine
génétique identique, laissant une trace
cicatricielle sur la cellule mére.

Aprés détachement la cellule fille issue du
bourgeon grossit et entre elle-méme en
bourgeonnement.

Le cycle de vie n’est pas indéfini, les
cellules meres Vvieillissent puis meurent
apres 30 a 40 divisions.

A rétat diploide, dans certaines conditions (généralement suite & un stress environnemental) S.
cerevisiae entre en méiose pour former dans un ascospore quatre cellules haploides génétiquement
différentes appelées gametes. (Les gameétes libres, haploides, peuvent de multiplier par
bourgeonnement comme dit ci-dessus).

On distingue deux types de gametes de signe sexuel opposé qui, dans certaines conditions, émettent
des phéromones leur permettant de se reconnaitre et de fusionner donnant ainsi un zygote a l'origine du
cycle diploide. Ce phénomeéne appelé fécondation assure la reproduction par voie sexuée de la levure.

Photomicrographie de S. cerevisiae en microscopie
électronique a balayage montrant une division par
bourgeonnement et des cicatrices de bourgeonnement.
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Un résumé schématique du cycle biologique de S. cerevisiae est présenté document 2.

Q2. Reporter les numéros (1 a 3) et les lettres (a a ) du document 2 sur la copie et y associer les
noms des cellules, les formes et les processus soulignés dans la description précédente du cycle
biologique.

La méiose, contrairement a la mitose, entraine un brassage génétique par échanges de fragments
chromosomiques. Selon I'objectif biotechnologique visé, on peut donc chercher a favoriser la
reproduction sexuée ou asexuée de la levure.

Q3.  Justifier I'intérét du maintien d’'une population de levures en reproduction asexuée.

1.3. Métabolisme énergétique de S. cerevisiae

S. cerevisiae est un organisme facile a cultiver sur de nombreux substrats organiques souvent des
déchets riches en glucides issus du monde industriel. Comme le montre le document 3, S. cerevisiae
produit de 'ATP en dégradant le glucose aussi bien en présence de dioxygéne (métabolisme aérobie)
qu’en absence de dioxygene (métabolisme anaérobie dit fermentatif).

Dans un premier temps, le glucose est catabolisé en molécules d’acide pyruvique (pyruvate) par la
glycolyse présentée dans le document 4

1.3.1. Métabolisme anaérobie

En absence de dioxygéne, S. cerevisiae tire son énergie de la fermentation principalement éthanolique
selon la réaction décrite document 5.

Q4. Dresser le bilan moléculaire de la fermentation éthanolique d’'une molécule de glucose.

1.3.2. Métabolisme aérobie

En présence de dioxygéne, le pyruvate est dégradé en CO; et H,O grace aux voies métaboliques du

cycle de Krebs et de la chaine respiratoire décrites dans les documents 7 et 8.

Q5. Le document 6 est un schéma de l'ultrastructure d’'une mitochondrie. Sur la copie, nommer les
eéléments numérotés puis préciser la localisation cellulaire de la glycolyse, du cycle de Krebs et
de la chaine respiratoire.

Q6. A rlaide des documents 5, 7 et 8 argumenter I'intérét énergétique d’oxyder le glucose dans un
environnement aérobie.

Q7. Préciser le role du dioxygéne dans le fonctionnement de la chaine respiratoire.

1.3.3. Une application du métabolisme fermentatif : la production de la biére

La biere est une boisson gazeuse alcoolisée obtenue par fermentation alcoolique d'un moQt préparé a

partir de malt de céréales, de céréales, de houblon et d'eau potable selon les étapes décrites dans le

document 9.

Les difféerentes étapes de fabrication de la biere consistent a préparer un milieu favorable au

développement de la levure puis a la placer dans les conditions qui la conduisent a produire de I'éthanol

et du C02

Q8.  Justifier plus lintérét des étapes de brassage, d’aération, de fermentation primaire et de
fermentation secondaire, en précisant le but recherché et le processus qui permet de l'atteindre.
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1.4. La croissance cellulaire de S. cerevisiae

La croigsarce ces levures est ur élemrert inrpartart cars ['utilizatior ce ces micro-argarismes er
biatechrolagie. Les levures carstituert ur groupe ce microargarismes eucaryates a croissarce ragice.
L'aptirisatior ce 1a croissarce est ure étape prirarciale er vue ce |3 procuctior c'ure molécule
c'irtérét par les levures.

La croissarce peut se cefirir par l'augrrertatior ce la taille chez ur argarisme pluricellulaire etfou
augrrertatior cu ramrkre c'ircivicus chez les microargarismes uricellulaires.

La craissarce carresparc carc a laugrertatior ce la kiorrasse au cours cu terrps. Gurart la shase
exparertielle, la croissarce est cu type ©

Xip = Xpq e*E27tH  Equatiar (1)

Avec Xy la kionrasse au tenrps 4y
Az la kiorrasse au temrps t:
t et iz terrps er Peure apparterart a 1a phase exporertielle
b = b le taux ce croissarce répérier er b

Il est possikle ce liréariser 1a courke obterue er utilizart la forctior logaritrme répérier.

Q4g. Martrer gue le lagarithrre reperier ce l'éguatior (1] carresporc a l'éguatior c'ure croite ce
type . v = ax +b

Rappels : Inxy=Inx+Iny
Ine* =x

Gars le ut ce céterrirer le taux ce craissarce (ou vitesse ce croigsarce), S.cerevisise est mise er
culture er mrilieu liguice M1 cart la carrpositior est carrée cars le daocument 140,

La culture est réalisée cars ur fermerteur ce 1 litre carterart 450 L ce mriliew ce culture et &0 L
c'iroculurr a 2,5.10% levures.rL™.

Au baut ce 2 heures (fir ce phase ce laterce), |a biorrasse est ce 3,0.107 levures.rL.
Au baut ce 10 heures (fir ce phase exporertielle], |a biorasse est ce 7,0.10' levures.mmL™.

Q1. Expliguer l'irtarét c'ajouter ces « extraits autalytigues ce levuras » au milieu.

Q11.  Calculer la biorrasse cars le fermerteur 8t =0 k.

Q1Z. Etaklir I'éguatior aux grarceurs et aux urités permrettart ce calculer le taux ce CroiSsarce gy
Ecrire I'éguatior aux valeurs rumérigues et rercre ur résultat avec 2 criffres sigrificatifs.

a13.  Irciguer corrrrert va évaluer |a tiomrasse au-celd ce 10 reures. Justifier la réporse.

Afir ce cétermrirer l'irfluerce ce la source ce carkare sur |3 croissarce, or réalise 1a méme experierce

avec ur mrilieu M2 carterart 1 g ce glucose zar litre.

Le gragkigue cu document 11 mrartre lirfluerce ce |a carcertratior er substrat sur le taux ce

croissarce ce |a levure.

14, D'aprés l'équatior ce I'typerbale cu dacument 11, calculer e taux ce CraiSSarce e FOUr ure
corcertratior er glucose cars le fermerteur ce 1 g.L7

a1k, Sacrart que la curée ce 13 phase exporertielle est ce 10 beures pour |3 souche er culture cars
le mrilieu MZ, calculer 4 I'aice ce 'équatiar (1], 13 kiomrasse procuite.

Q1g. Giscuter l'effet ce la carcertratior er glucase sur le céveloppenert ce |a souche.
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2. La levure, modeéle d’étude de pathologies humaines
2.1. Modéle d’étude de l'efficacité de nouvelles molécules a visées thérapeutiques

Le contexte

Certaines maladies génétiques humaines se traduisent par des déficits de la production d’ATP par les
mitochondries. C’est le cas du syndrome NARP (neuropathie, ataxie, rétinite pigmentaire), associé a des
mutations ponctuelles dans le géne MT-ATP 6 de I'ADN mitochondrial, codant pour la sous-unité « a »
de 'ATP synthase. Cette enzyme catalyse la derniére étape de production d’ATP par phosphorylation
oxydative dans les mitochondries.

La sous unité « a » fait partie de la portion FO de 'enzyme (voir document 8).

Le syndrome NARP se déclare généralement chez les jeunes adultes. Les signes cliniques
correspondent a une combinaison des symptdmes suivants : faiblesse musculaire, troubles de
I'équilibre, troubles visuels et nerveux.

D’autres personnes présentent un déficit d’activité ATP synthase a cause de mutations dans deux génes
d’ADN nucléaire ATP12 et TMEM70, codant pour des protéines nécessaires pour I'assemblage des
différentes sous-unités de 'ATP synthase.

La levure S. cerevisiae est un bon modeéle pour I'étude des maladies mitochondriales car :

- les génes mitochondriaux et leurs fonctions ont été particulierement conservés des levures aux
cellules humaines ;

- on peut facilement détruire, déléter, muter ou remplacer un géne précis de levure ;

- les levures ont la capacité de survivre soit grace a la respiration, soit grace a la fermentation.
Ainsi on peut conserver des souches de levures mutées ayant perdu I'activité ATP synthase sur des
milieux contenant des glucides fermentescibles (glucose par exemple).
On peut aussi rechercher si ces souches ont retrouvé leur aptitude a la phosphorylation oxydative en les
placant sur des milieux ou la respiration est nécessaire (milieux contenant du glycérol, de I'éthanol ou du
lactate).
Cette levure est donc d’'une aide précieuse pour tester I'efficacité de nouveaux médicaments ou I'effet
de diverses substances, sans avoir recours a I'Etre humain ou I'animal pour les essais thérapeutiques.

2.1.1. Validation du modéle « levure »

Différentes levures mutantes vont étre utilisées pour la recherche de molécules capables de corriger des

défauts de 'ATP synthase.

Il s’agit :
- d’une levure fmc1A, ayant subi une délétion d’'un géne nucléaire codant pour une protéine
nécessaire a 'assemblage de la sous-unité F1 de 'ATP synthase, a des températures de 35 a
37 °C. Cette levure montre les mémes déficits que les cellules des personnes atteintes des
mutations nucléaires citées précédemment ;
- de cing souches de levures portant les mémes mutations dans le géne mitochondrial ATP6
que de nombreux patients atteints de syndrome de NARP : mutation T8993G ou mutation T8993C
ou mutation T9176G ou mutation T9176C ou mutation T8851C.

Des dilutions en série de suspensions de levure sauvage (wild type) ou de levure fmc1A, ou des 5

mutants NARP sont déposées par spot sur des milieux gélosés contenant soit du glucose, soit du

glycérol, puis cultivées a 35 ou 37 °C pendant plusieurs jours. Le document 12a montre les résultats de

culture.

Les dilutions en série des suspensions de levure suivent une raison de 1/5.

Q17. Dresser un tableau de travail montrant comment obtenir 100 uL de chacune de ces dilutions. Le
diluant utilisé est I'eau physiologique. Etablir une liste du matériel nécessaire.

Q18. En tenant compte du contexte évoqué précédemment, préciser I'intérét des cultures sur milieu
glucosé.

Q19. Analyser les résultats obtenus sur milieu contenant du glycérol.
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Le document 12b présente la production d’ATP par les divers types de levures lors de la culture sur

milieu glycérolé a 37 °C.

Remarque : le déficit de production d’ATP doit étre marqué (de l'ordre de 80 % ou plus) pour qu’un

défaut net de culture apparaisse chez la levure ou que les symptdmes du syndrome de NARP soient

séveres chez I'étre humain.

Q20. Montrer que les résultats présentés dans le document 12 sont en accord avec la remarque
précédente.

Pour évaluer la fiabilité des réactions de la levure vis-a-vis de substances médicamenteuses pouvant
agir sur la synthése d’ATP, on place la souche fmc1A en présence d’acide dihydrolipoique (DHLA),
substance actuellement utilisée pour le traitement d’encéphalopathies d’origine mitochondriale. La
levure fmc1A est ensemencée en nappe sur un milieu gélosé glycérolé. Des disques stériles imprégnés
de différentes quantités de DHLA ou de DMSO (diméthylsulfoxyde, sans effet sur la synthese d’ATP)
sont déposés a la surface de la gélose. La boite est incubée 7 jours a 35 °C. Les résultats figurent dans
le document 13.

Q21. Analyser les résultats.

Q22. Expliquer en quoi 'ensemble des résultats obtenus permet de valider le modéle de la levure pour

I'’étude des substances actives sur les déficits en ATP synthase.

2.1.2. Recherche de substances actives sur les déficits en ATP synthase
La recherche est conduite en deux étapes.

Dans un premier temps, 12 000 composés, dont la biodisponibilité et la toxicité ont été testées sur des
étres humains, sont mis en présence de levure fmc1A selon un test voisin de celui décrit pour la DHLA :
ensemencement en nappe de milieu glycérolé et dépbt de disques imbibés des différentes substances a
tester puis incubation a 35 °C.

Une substance X est capable de corriger le défaut présenté par la souche fmc1A.

Q23. Décrire le résultat attendu au test pour la substance X.

En pratique, seules 0,1 % des molécules testées ont montré cette aptitude. C’est le cas de la
chlorhexidine (CH). Le document 14 est une photographie du résultat observé lorsque le disque est
imbibé de 4 nanomoles de CH.

Q24. Interpréter le résultat a priori surprenant du test de CH.

Dans un deuxiéme temps, les molécules efficaces sur la souche fmc1A sont testées sur les levures
mutantes ATP6. Le document 15 montre les résultats d’une culture de différentes souches de levures
mutantes, a différentes concentrations, sur milieu glycérol supplémenté avec de la chlorhexidine ou du
DMSO. L’incubation a duré 7 jours a 35 °C.
Q25. Analyser et interpréter les résultats.

2.2. Modele d’étude du cycle cellulaire et de ses dysfonctionnements

Comme vu lors de la premiére partie, ces étres vivants unicellulaires eucaryotes peuvent exister a I'état
haploide ou diploide et leurs mécanismes cellulaires sont un peu moins complexes que dans les cellules
humaines. De plus leur culture est facile.

Cette partie du sujet propose d’étudier un aspect du contréle du cycle cellulaire de la levure et son
application comme modéle dans I'espéce humaine. En effet, ces mécanismes présentent de grandes
similitudes entre la levure et 'espéce humaine.

Le prix Nobel de médecine a été décerné en 2001 a Leland Hartwell, Paul Nurse et Tim Hunt pour leurs
travaux sur les contréles du cycle cellulaire depuis le début des années 1970.

Comme le montre le document 16, la levure S. cerevisiae bourgeonne pour donner 2 cellules filles de
tailles différentes. Le point START est un point de contréle entre G1 et S de ce cycle cellulaire de
bourgeonnement.

L. Hartwell et ses collaborateurs ont émis I'hypothése qu’il serait possible d’identifier les génes
responsables de la régulation du cycle cellulaire en mettant en culture des levures mutées au niveau de
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génes dont I'expression dépend de la température (génes dits « température sensible TS »). Ces
levures mutées sont appelées mutants TS.

L’inactivation du géne muté, a température restrictive, se traduit par un arrét de culture.
La culture est normale (phénotype sauvage) a température permissive.

Parmi les protéines du cycle cellulaire, certaines comme les CDC (« cell division cycle ») régulent le
passage d’'une étape du cycle a 'autre. Les mutations sur les génes cdc sont numérotées dans l'ordre
de leur découverte (exemple cdc3®).

Q26. D’apres le document 16, émettre une hypothése sur la morphologie possible d’'une levure TS
dont un facteur protéique CDC contrélant le point START serait inactivé a température restrictive.

La méthode de sélection des mutants TS est illustrée par le document 17.
Q27. Préciser le(s) numéro(s) porté(s) par la colonie de mutants TS.

La microscopie optique permet d’observer les étapes du cycle cellulaire dans lequel les levures TS se
trouvent aprés prélevement de cultures a 22 °C (température permissive) et 36 °C (température
restrictive).

Les documents 18 et 19 montrent les morphologies observées par I'équipe de L. H. Hartwell.

Q28. D’aprés le document 19, préciser 'étape du cycle cellulaire & laquelle les mutants cdc7® et
cdc28" se sont arrétés.

Q29. Comparer la morphologie des levures TS sur les 2 photographies du document 18 et conclure
quant a I'état d’avancement dans le cycle des levures TS aprés culture a 22 °C ou apres culture
a 36 °C.

Comme le montre le document 19, le nombre de génes entrant en jeu dans les contrdles du cycle est

bien supérieur au nombre d’étapes du cycle, il y a donc des génes différents qui interagissent entre eux

sur un processus commun, ce phénoméne est appelé épistasie.

Les expériences d’épistasie ont permis de détailler 'ordre dans lequel les protéines issues de

I'expression des génes cdc interviennent comme par exemple les protéines CDC7 et CDC28.

Q30. D’apres 'analyse des schémas du document 20, donner I'ordre dans lequel les protéines CDC7
et CDC28 agissent sur le cycle cellulaire.

La levure étant un micro-organisme eucaryote, Melanie G. Lee et Paul Nurse se sont demandés s’il n’y
avait pas des génes cdc communs entre la levure et les cellules de mammiféres. lls ont donc utilisé
'approche de la complémentation dont les résultats ont été publiés en 1987 (Complementation used to
clone a human homologue of the fission yeast cell cycle control gene cdc2, Nature 1987).

Leur modéle d’étude a été Saccharomyces pombe, une autre levure. Lorsque la mitose de S. pombe est
bloquée, celle-ci s’allonge et sa taille devient supérieure a la normale comme illustré document 21.
(Remarque : chez S. pombe cdc2 correspond a cdc28 de S. cerevisiae).

La complémentation a consisté dans ce cas & utiliser des mutants cdc® classiques puis a introduire un

plasmide porteur d’un géne cdc humain pour observer si celui-ci pouvait remplacer le cdc®.

Q31. Expliciter I'hypothése de travail de M. Lee et P. Nurse quant aux expériences de
complémentation entre les genes cdc des levures et les genes cdc humains.

Q32. Comparer les morphologies des mutants cdc® et des mutants complémentés.

Q33. Grace a une synthése des réponses aux questions Q29 a Q35, argumenter quant a l'intérét
d'utiliser les levures comme modéles d’études du cycle cellulaire des cellules humaines et
notamment en cancérologie.
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3. S. cerevisiae, outil de production « up-fo-date »

3.1. Ingénierie métabolique par CRISPR-Cas9

Le p-caroténe est une molécule dont la production mondiale ne cesse d’augmenter. En effet il présente
de nombreuses applications dans les industries chimiques, pharmaceutiques, cosmétiques et
alimentaires en tant que précurseur de la vitamine A, pigment coloré en jaune-orangé et anti-oxydant
(Cf. document 22). Le marché mondial du p-carotene était de 233 millions de dollars en 2010 et il
devrait atteindre 309 millions de dollars en 2018. De nombreuses levures appartenant notamment au
genre Rhodotorula produisent naturellement du -caroténe.

Une des stratégies utilisée pour réduire les colts de production et obtenir des souches hyper-
productrices de p-caroténe est de modifier le génome d’une levure, S. cerevisiae, non productrice de f-
caroténe, pour la transformer en productrice de p-caroténe.

3.1.1. La voie métabolique permettant la biosynthése du -caroténe

Q34. Nommer les classes auxquelles appartiennent les différentes enzymes de cette voie
métabolique. Argumenter la réponse.

Q35. Naturellement S. cerevisiae ne peut pas synthétiser le p-caroténe mais synthétise le
geranylgeranyl diphosphate (GGPP). Nommer les enzymes manquant potentiellement a S.
cerevisiae pour qu’elle puisse synthétiser du p-caroténe. Préciser les noms des génes codant
ces enzymes.

3.1.2. Présentation du systéme CRISPR-Cas9 permettant la modification du génome de
Saccharomyces cerevisiae

Pour transformer S. cerevisiae non productrice en levure productrice de p-caroténe, il faut intégrer dans
son génome le(s) géne(s) codant(s) le(s) enzyme(s) indispensable(s) pour la synthése du p-carotene.
L’utilisation des ciseaux moléculaires CRISPR-Cas9 utilisés pour modifier le génome de S. cerevisiae
est décrite dans le document 24. CRISPR-Cas9 est un outil biotechnologique mis au point par deux
chercheuses, 'une frangaise, Emmanuelle Charpentier, I'autre américaine, Jennifer Doudna.

Apres avoir lu attentivement le document 24 (a et b), répondre aux questions suivantes.

La séquence d’ADN cible a hydrolyser est la suivante :

5 TACTCGATATTCATTCATTGAACTGG 3

Q36. Reproduire cette séquence sur la copie, entourer la séquence PAM, écrire le brin
complémentaire et préciser son orientation.

Q37. Ecrire la séquence de 'ARN guide correspondante au brin d’ADN cible 3™-5'.

Q38. Indiquer, a l'aide d’'une fleche, le site ou la protéine Cas9 hydrolyse cet ADN cible.

Q39. Préciser le nom de la liaison hydrolysée par la protéine Cas9.

Le document 25, représente la structure tertiaire de la protéine Cas9 de la bactérie Streptococcus
pyogenes.
Q40. Nommer la liaison qui stabilise les structures secondaires de la protéine Cas9.

3.1.3. Intégration simultanée de trois génes de la voie métabolique du B -caroténe dans
différents sites chromosomiques de S. cerevisiae

Des cellules de S. cerevisiae exprimant la protéine enzymatique Cas9 grace a un vecteur plasmidique
centromérique '(cf. document 26a) sont simultanément transformées avec trois ADN plasmidiques
linéarisés apportant les génes BTS1, géne 2 et géne 3 a intégrer au niveau de trois sites spécifiques X-

' Vecteur plasmidique centromérique : vecteur contenant un marqueur de sélection de levure, une origine de
réplication chromosomique ARS (Autonomously Replication Sequence) et le centromére CEN des chromosomes
de levure. lIs sont propagés avec un faible nombre de copies.

Tournez la page S.V.P. 9



3, XI-Z et XI-£ cu géramre ce S cerevisiae (document 26b]. Les cellules sort co-trarsformees soit
avec ur vecteur plasmicigue épisorrigue < (roté +gRMNA), exprimart les trois ARN guices
camrplémertaires ces trois sites clirtégratior X-3, XI-Z et XI-£ cu gérame ce S.cerevisize (cf.
dacument 26a) sait avec ur vecteur plasmicigue vice (= sars les géres cocart les trais ARN guices)
rata - gGRNA.

Les cellules ce 3. cerevisiae trarsformees obterues sort cultivees sur ur miliew acapte. Les résultats
sart présertés cars le document 27.

Q41. A l'aice cu dacument 23, irciguer lirtérét c'irtégrer le gére BTS? cars ure levure qui
syrthétise rarralemrert le gerarylgeraryl ciphosprate.

Q42 Garrer les rams ces géares rotés gene Z ef gene J cars le document 26b récessaires pour
que |a vaie matakalique cu f—caratére sait camrpléte.

Q43.  Justifier la préserce ces géres gRNAT, gRNAZ et gRNAJ et cu gére Casd cars les ceux
vecteurs plasmicigues presertés cars le document 26a.

Q44 Justifier 1a couleur ces colories cu document 27a ayart irtégre sirultaramrert les trais géres
BTS1, péne 7 ef péne 4.

Q48 Aralyser les résultats présertes cars les documents 27a et 27b et expliquer le rdle cu vecteur
plasmicique épisamrigue vice (- gRNA] cars ces expérierces. Martrer que les résultats
préasertés cars le document 27¢ étaiert prévisibles.

3.2. 5. cerevisige prometteur aussi pour la biologie de synthése

5. cerevisiae est aussi le premrier mocéle eucaryate utilisé par |a biologie syrtrétique” afir ce créer ure
vaie ce hiosyritése ce lacice artérrisirique (le précurseur récessaire pour syribetiser par voie
chimrigue ur artigalucéer : l'artémrisirire].

La pracuctior classigue ce cet artipalucéer est assurée par 13 culture ¢’ Arfenysia anNNua (A, SNN0E;,
ure plarte arruelle cort les feuwilles cortierrert ce prircipe actif. Mais cette procuctior est variakle
selar les variatiors météaralogiques, 1a richesse cu sal, les mralacies... L'icée ce fakbriquer les géres ce
Liasyrthése ce l'acice artémisirigue et ce les expriner crez la 5. cerevisiae est carc agparue camme
etart ure possikilité permrettart ce g'affrarchir ce ces aléas.

Le document 28 préserte l'ersenbkle ce la voie ce Riosyrtrése et tous les géres inpligues. La
stratégie emrployée coit résaucre 3 proklémes .

- utiliger et augrrerter l'expressiar ces protéires erzymatiques ce la phase ce syrthése cu farresyl
ciprosprate (FPP), cette vaie ce biosyritése est raturellerert préserte chez la levure ;

- bloguer |a vaie ce syrttése ce l'ergostéral’ (er réprimrart le gére ERGQ), er utilisart ur « irterrugteur
gerigue »;

- syrthatizer et faire exprirer ce 1a mrariére |a plus efficace les géres (£ au total] ¢'A. snnus permrettart
la syrihése c'acice artémrisirique (AA] a partir ce l'amarpraciére (AC].

Aprés lecture et aralyse cu daocument 28 ;

Q4. Lister les géres récessaires 4 la syrthése ce I'acice artérrisirique er cifférerciart ceux issus ce
5. cerevisiae et ceux issus dA. annua.

Q47 Expliguer pourguaoi |3 voie ce iosyrthése ce l'ergostéral coit étre reprinrée.

La biologie ce syrtrése aptimrise I'expressior ces géres et |a procuctior ce protéires er corcevart et
associart ces géres et ces seqguerces régulatrices ce fagor a les faire farctiorrer ce mariére
coarcarree. Chacur ce ces elererts est gqualifie ce « iokrigue =,

“Vedtewr plasmicicLe épiscrricLe ; wvectewr corterart Lr marcLewr ce =électicr £a levlre et I'crigire ¢a raplicaticr
CL vecteLr ZL. televire. lls sort prepacas ce fager stakle avec 200 a 50 copies gar callule.
“oL Biclegie ce syrttese, cisciplire recerta Ltilisart les resscurces ce la biclegie melecllaire , ce la
bicirfermraticLe, ces rargteckrelegies et ce la syrttase chinricLe peur corstruireg Ces Geras, Ces wiigs
metabelicLes, ces geremes.. afir ce procuire cas biemcleculas, £as wirk 8, €28 bactérigs, ¢es leveras
« gyriraticLas ».

La syritése ce l'ercastéral coit 2tre pessible er c2but e culture car cette malacule estircispersable pour
lirtagrité et le foercticrrenert Ces menbrares ¢e la levlre.



La répressiar ce ERGE (gére cocart la squalére syrthase) est obterue avec ur promoteur® carru ce
la levure, le pramateur cu géare CTRA (pour ¢ Cooger TRansaard 3 »). Le gére CTHRA coce ure pratéire
merrkbraraire trarsportart lior Cu®*. Le forctiorremert sirplifié ce ce systere figure cars le
dacument 29.

Q43 Schénratizer la carstructior réalisée avec le gére ERGY.

Q49. Preciser quel autre gére cait étre présert et exprimé chez 1a levure pour gue ce systéme
farctiorre et préciser, er le justifiart, si cu cuivre Sera ou rar récessaire pour réprirer
l'expressior ce EREY

e systérre, peu colteux, a été préféré a ur systéne sirilaire utilizart ur promoteur issu cu
métakalisre ce la métriarire (Pyeral. A ces firs ce valicatior cu systénme reteruy, or procéce a ure
Canparaisar Cces ceux.

Q0. Aralyser le document 30 et corclure quart a l'efficacité cu systérre utilisart le promoteur ce
CTRA.

La surexpressior ces géres ce la levure est obterue par l'utilizatior ce promoteurs acaptés (ceux
carrus cu systérmre GAL, qui régulert l'expressior ces géres imrpliguas cars le rmétabolisme cu
galactose], par exerrple celui ce GALT (Peasl.

Ure caollectior ce souches a été carstruite avec ces pramroteurs « forts » assurart ure trarscriptior
élevaee cu gére (promateur ce GALT par exenrple] ou « faikles » assurart ure trarscriptior Rasse
(praroteur ce GALI par exerrple]. Ure approche « pas a pas » est mise er ceuvre, du cours ce
laguelle 4 géres c'A. annua sort irtégrés progressiverrert cars cifférertes soucres ce levure. Ces
cifférertes souches (Y301 & Y1283] zart testées, les résultats sort présertés cars le document 31.

Al cours ce ces tests l'erzymre cocée par CPR1 et certairs irterméciaires métabaligues se sort révalés
toxigues pour les levures. Pour récuire le stress axycatif et faciliter les réactiors c'oxycatior, ur gére
cacart ur cytocrrame a été recrercré crez A. snnus, syrthétise puis irtrocuit cars la levure (CYBE, a
partir ce |a levure YG9Z).

C'autres amélioratiors gérétiques et cu procece ce fermrertatior art permis c'augnerter
sigrificativerrert la procuctior ¢'acice artenrisirigue. Er particulier er solukzilisart l'acice arténrisirigue
procuit cars ur sabart, le myristate clisopropyl (MIP), permrettart c'extraire er cortiru l'acice
artémrisirique procuit (méthoce qualifiee ce fermrertatior extractive, le conmposé cirtérét étart extrait
percart la ferrertatior].

QEg1. G'aprés les documents Aa, b et ¢ et er utilisart la chaire ce kiosyrtrése présertée cars le
dacument 28 rartrer gue :

- leg procuits irtermeciaires ou l'acice arténrisirigue sort toxigues et/ou le procuit cu gére CPR1 est

effectiverrert toxique ;

- I'gjout ce CYBE permret ure mreilleure oxycatior ces sesquiterperres.

- I'IPM r'est pas toxigue et peut étre utilise pour rettre er cauvre ure fermrertatior extractive

- la souche Y1233 pernret a trarsformratior a plus ce 80 % ces précurseurs er acice artemrisirigue.

Ure souche ercore plus efficace a ete corstruite . Y1284, Ure procuctior er fed-Gafch avec extractior
er préserce ce MIP permet c'alterir ure farte carcertratior er acice artémisirique (document 32].

QEZ. A partir ce ces carrées calculer le facteur ¢'efficacité {valeurs abterueivaleur ce référerce)
abteru pour les 2 souches Y1233 et Y1234 er réfererce a3 YZ35.

'

Y Lr promaotaur est Lre regicr ¢2 'ALM sitlée a greximite ¢'ur care. || estircispersagle a la trarscripticr ¢e
ALK er ARM. Le premrctewr est la zore ce ALK surlaclelle se fixe iritialenrert 'ARM pelyr erase, avart ce
cemarrer la syrttése ce 'ARM.

w
]
w
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Document 1 - Cellule de levure Saccharomyces cerevisiae en bourgeonnement

ic)

(a)

Image en microscopie photonique

(b)

Image en épifluorescence : le
cytosquelette d’actine a été
marqué par un rapporteur
fluorescent citrine

(c)

Représentation idéalisée d’'une
cellule de levure, inspirée de
[Thuriaux, 2004].
https://pastel.archives-
ouvertes.fr/pastel-00622593
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Document 2 - Cycles de vie de Saccharomyces cerevisiae (d’apres https://fr.wikipedia.org)

e - &

A

2N chromosomes

N chromoso /
'\ 2
@

Document 3 - Représentation schématique du métabolisme du glucose chez la levure

Adapté de [Rodrigues et al., 2006]), https://pastel.archives-ouvertes.fr/ pastel-00622593

Le glucose est oxydé soit par la voie des
pentoses phosphates, soit par la glycolyse. La
glycolyse permet la synthése d'ATP, de
transporteurs réduits et de pyruvate. Le pyruvate
peut soit étre réduit par fermentation (a droite)
soit oxydé par respiration (a gauche).

La fermentation alcoolique produit de I'éthanol en
réoxydant les transporteurs réduits, ce qui
permet de rétablir 'équilibre rédox.

La respiration a lieu dans les mitochondries. Le
pyruvate y est totalement oxydé en dioxyde de
carbone grace au cycle de Krebs via l'acétyl-
coenzyme A. Les transporteurs réduits créés lors
de cette oxydation sont réoxydés dans la
membrane interne des mitochondries générant,
par une cascade de transporteurs d’électrons, un
flux de protons transmembranaire. Celui-ci
permet, par phosphorylation oxydative, Ila
synthése d’ATP.
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Document 4 - Dégradation enzymatique du glucose en acide pyruvique par la voie de la glycolyse
http://www.cours-pharmacie.com/biochimie/metabolisme-des-glucides.html
A partir d’'une molécule de glucose on obtient 2 molécules d’acide pyruvique.

OLYSE

.
o+

LA GLY(
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Document 5 - Représentation schématique de la fermentation éthanolique a partir du glucose

ZADP =« 2P 2 ATP .
0. .0

zf"' produit par la glycolyse
Glucose _Cs acétaldéhyde puis hydrogéné en éthanol.
H.C™ ~0
2 pyrwates source : https://upload.wikimedia.org
2 NAD 208
. 2c0,
e u H\
H-C-OH = c=0
/
C"H3 H}C
2 éthanols 2 acé#taldéhydes

Document 6 - Représentation schématique d’'une mitochondrie vue en coupe

AD Ribosomes
1 2
| J,/’ 3
€4
7
°

Lors de la fermentation alcoolique, I'acide pyruvique
décarboxylé

en
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Dacument 7 — Cycle ce Krebs

Wicrokiclcoie | Prascctt, Farley, Klair, ac. Ce Bcack Lrivarsité 2007

Trarsferratior ca 'acice pyrivicea er acélyl-ccerzyrre A at 53 cécgracatior corrpléte cars |a chaire ce réacticrs
arzyrraticLes appelée « cycla ca Kraks = (oo cycle ces acicas tricartexylicLas).

Pyruvate

CoA

NAD"

MNADH + H*

CO;

Acétyl-CoA (2 carbones)
NADH + HY, Oxaloacetate
H; O
NAD'
Cis-aconitale
LMalate H,0
& carbones
Isccitrate
Fumarate
4 carbones
Succinate
CoASH
GTP
GDP
R

Bocument 8 - Repréesertatior schématique ce la chaire respirataire mitocharcriale
Wrcrcbichkogms - Frescatt, Harley, Fiemn, ed De Boeck Unversie 2667

Espace
Inbermambranaire

s s 4 88 & EEE e

La récxycatior ces trarsportacrs récuits (MWACHFT ar RACT) gérére cars la rrerbrara irterre rritcchorcriale or trarsgert
c'électrors (Ze’) er cascace ergercrart ur flux ce pretors (F7) au travers ce |3 rrerrkrare perrrattart gar ghesghorylatior
cxpcativa a syritbésa CATE par 'ATE syrthase. Le trarsgert o'élactrors ast céparcart oo cioxycsra.

Zalor e corserses acteal, il est acrris cua 13 récxycatior, cars 1a clhaira raspiratcira rritcchorcriale, o'ur MAGE R panrat |3
syrthése ca 2 ATE alors cue calle ca FACE: parmrat la syribése ca 2 ATR.
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Document 9 - La fabrication de la biére

o

ETIQUETAGE

L’orge malté moulu, riche en amidon et alpha amylase, est mélangé a de I'’eau dans une cuve chauffée afin que les
amylases hydrolysent I'amidon (brassage). Le brassin obtenu est filiré, additionné de houblon et cuit pour
supprimer les microorganismes d’altération et libérer les substances aromatiques du houblon.

Le moat obtenu refroidi et aéré est additionné de levures et gardé en cuve a 25-30°C le temps de la fermentation
éthanolique primaire.

Aprés un repos en cuve au froid pour améliorer les qualités organoleptiques (garde), la biere est mise en bouteille.
Une fermentation éthanolique secondaire (voire tertiaire) peut étre provoquée en ajoutant lors de
’embouteillage un peu de sucre et de levures (refermentation).

Aprés 2 a 3 semaines a température ambiante, la biere peut étre dégustée.
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Document 10 - Composition des milieux de culture

Milieu M1

Milieu M2

- 10 g d'extrait autolytique de levures,
- 10 g de peptones,

- 2 g de glucose,

- eau distillée pour compléter a 1 L.

- 10 g d'extrait autolytique de levures,
- 10 g de peptones,

- 1 g de glucose,

- eau distillée pour compléter a 1 L.

Document 11 - Evolution du taux de croissance de S cerevisiae en fonction [glucose]miieu de cutture

1.0
E
§
3
-]
&
g
i)
"
3 05+
S -
2 - Régression hyperbolique ;
y = (a.x)/ (b+x)
avec :
a=190h"1 b=175gL7"
0,0 y 1 ' ; | :
0 1 2

concentration en glucose dans le milieu de culture (g.L-*)
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Document 12 — Effet ce |a terrparature, cu glucose et cu glycéral sur 1a culture ce civerses souches ce

lewure et leur procuctior ¢'ATP

Extrait ¢e larticle cL PMNAS, jLillet 2011 . « A yeast-based assay senlifies drugs active agamnst human

miftcchicndrial discriers »

Daocument 12a
Cultures ce cifférertes soucres ce levures sur milieu riche er glucose au er
glycéral

Document 12b
syrtrése Cc'ATP par
ces sauches sur mrilieu
glycaraleé a 37°C

Glucose Glycerol

35°C 35°C

37°C
Wild type i
T8993G
T8993C
T9176G
T9176C
T8851C
fmec14

%% ATP
synthesis

100
7
50
<5
74
6
8

Document 13 - Effet cu GHLA sur |a craissarce ce levures frrcl A

Extrait ce l'article cu PNAS, juillet 2011 « A yeast-fiased assay ideniifies drugs aciive agamst human

miachandral drsorders »

quantity added
on the filters

#

Glycerol
35°C

‘ : culture

/pmso

. : absence de culture
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Dacument 14 - Culture ce |a levure frec1A autour ¢'ur cisgue irkibke ce chlorbexicire
Extrait ce l'article cu PNAS, juillet 2011 ;. « A yesast-based assay ideniifies drugs aciive agamst human
mitachandrial disarders »

Zones sombres: absence de
Disque imbibé culture
de

chlorhexidine

Zones claires: présence de
culture

Document 15 - Effet ce la crhlarrexicire et cu GMSQ sur la croissarce ce cifferertes souckhes ce
levwures

Extrait ce l'article cu PNAS, juillet 2011 « A yeast-fiased assay ideniifies drugs aciive agamst human
miachandral drsorders »

Ragpel : le GMS( est ure mralécule sars effet sur la procuctior ¢'ATH

T8851C
fme1A

Milieu avec GMS(O

Milieu avec chlarkexicire

Document 16 - Le bourgearremert ce 3. cerevisise
Maolecular Bialogy of the cell, 4&rre écitiar

© _@@ @O

START
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Document 17 - Sélection de mutants TS

= o

*m.
= T e

Document 18 - Observations microscopiques de S. cerevisiae

Permissive
Temperature

Restrictive
Temperature

8

20 um
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Document 19 - Phénotypes des mutants cdc® en fin de cycle cellulaire & une température restrictive

L. H. Hartwell et al., Genetics 74: 267-286 June, 1973

cdc gene proiotype
number phenotype

119,25,29 ®
22,28,32 ®>

& ®
2,6.7,8,9,13,16,17,20,21,23,26,30 €D
14,15,27,31 =
5,18 = e —

3,10,11,12

Document 20 - Morphologies des levures mutantes TS cultivées a 22°C puis 36°C aprées deux cycles

cellulaires
MacGraw-Hill Companies, Inc

cdc28 mutant : :
J i J Two cell cycles :
s_/) = y B ‘) J ‘--J
22°C —= 36°C
Permissive —= restrictive Cells arrest without buds

cde/ mulant

TR e B PO
J Qv = -

j SN
22°C — 36°C Cells arrest with buds

cdc28 cde7 double mutant

‘J __) \J Two cell cycles J J “')

- - %

T O - D

22°C —= 36°C Cells arrest without buds
Conclusion: CDCZ28 functions before COC7

bud = bourgeon
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Document 21 - Observations microscopiques des mutants cdc2
Mutants cdc2 non complémentés a gauche et complémentés a droite

. cdc2 mutants,
Elongated cdc2 mutants, complemented by a
failing to undergo mitosis human cdc2 gene

Document 22 - Le B-caroténe
https://fr.wikipedia.org/

Le béta-caroténe est une molécule appartenant au groupe des lipides terpéniques. C’est un pigment de
couleur jaune-orangé, précurseur de la vitamine A, présent dans certains fruits, végétaux et bactéries
comme la spiruline (Arthrospira platensis) qui détient un taux de p-caroténe supérieur a celui de la
carotte.

béta-caroténe
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Document 23 - Voie métabolique de la biosynthése du -caroténe
D’aprés hitps://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-015-0288-3

Mevalonate Pathway

Sterol
biosynthesis

Acetyl-CoA

]
HMG-CoA
HMG1
HMG2
Mevalonate

v
IPP —* DMAP

i

crt¥B

Ph vt?ene
1 oertl
¥
Lycopene
crtYB

B-Carotene

Légendes :

HMG-CoA : hydroxyméthylglutaryl-CoA

HMG1 et HMG2 : genes codant I'enzyme HMG-CoA
réductase

(EC 1.1.1.88)

IPP : A% Isopentenyl diphosphate

DMAP : Diméthylallyl diphosphate

GPP : Geranyl diphosphate

FPP : Farnesyl diphosphate

ERG9 : géne codant I'enzyme squaléne synthase
(EC 2.5.1.21)

BTS1 : géne codant pour 'enzyme GGPP synthase
(EC 2.5.1.29)

GGPP : Geranylgeranyl diphosphate

crtYB : géne codant I'’enzyme phytoene synthase et
I’enzyme lycopene cyclase (EC 2.5.1.32)

crtl : géne codant I'enzyme phytoene desaturase
(EC 1.3.99.31)
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Document 24 - L’outil biotechnologique, CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 est un outil biotechnologique révolutionnaire de découverte récente (2012). Cette technique
puissante, facile a mettre en ceuvre, peu onéreuse, permet de facon trés spécifique de supprimer, modifier ou
ajouter des génes a la demande et de concevoir ainsi des organismes mutants.

Cette construction génétique se compose essentiellement de 2 éléments : Cas9 et CRISPR.

Les génes codant ces deux éléments sont insérés dans des vecteurs plasmidiques d’expression qui sont ensuite
intégrés dans la cellule a transformer.

La séquence d’ADN Cas9 code la synthése de la protéine Cas9 qui appartient a la famille des endonucléases et
dont l'activité est d’hydrolyser ’ADN cible afin de le modifier.

La séquence d’ADN CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Regions) permet a la cellule de
produire un ARN guide qui en se couplant a la protéine enzymatique Cas9 guide la protéine vers la zone de ’ADN
cible a hydrolyser.

Une fois fixée a 'ADN cible grace a la complémentarité entre 'ARN guide et I'ADN cible, la protéine Cas9
hydrolyse I’ADN cible en un endroit spécifique.

La spécificité du systéme CRISPR-Cas9 est déterminée par la séquence des 20 nucléotides a I'extrémité 5’ de
I’ARN guide (gRNA) (partie en rouge dans le schéma ci-dessous).

Pour que le systeme CRISPR-Cas9 soit fonctionnel, la séquence d’ADN cible doit étre immédiatement précédée
d’'une séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif) 5°-NGG-3’ (G =guanine et N = A, T, C ou G) pour étre
hydrolysée.

L’ARN guide positionne la protéine Cas9 au niveau de la séquence d’ADN cible grace a la complémentarité des
bases azotées puis la protéine Cas9 hydrolyse simultanément les deux brins d’ADN cible entre le troisieme et le
quatrieme nucléotide en amont de la séquence PAM.

Par ailleurs, un ADN synthétique ayant été également introduit dans la cellule pourra étre inséré par recombinaison
homologue' au lieu de coupure pour obtenir un génome modifié.

Document 24a

COMMENT L'OUTIL CRISPR-CASY FONCTIONNE

Les bactéries ont développé une arme précise et efficace, CRISPR-Cas8, contre les invasions virales. Des biologistes I'ont
détournée pour en faire des ciseaux moléculaires coupant, dans les cellules, 'ADN a un endroit ciblé. Contrairement aux
méthodes antérieures pour modifier le génome, qui nécessitent des enzymes spécifiques a chaque situation, l'outil CRISPR-
Casd utilise une méme protéine, l'enzyme Cas9, pour toutes les situations. Le seul élément spécifique 3 construire est un ARN
qui guide l'enzyme Cas9 a l'endroit du génome a couper. Et les ARN sont bien plus simples a synthétiser que des enzymes...

1 Construction d'un ARN guide
en fusionnant les séquences
d'un ARM bactérien [tracr]
et d'un ARN spécifique
[complémentaire) de la
séguence d'ADN ciblée.

[ 2 Couplage de I'ARN
| guide avec X
_ ARN tracr lenzyme Cas9. =
AR %] ADMde
I < Outil CRISPR-Cas3 Coupure 25 synthiése
| ,I = |
; Séquence - 5
ARN correspondante = \A::'
spécifique Sur [ ARN gue 4 Laprotéine CasOcoupe ()
de 'ADN g les deux brins de lADN
N 3
ciblé ;;ﬂ:?gggg;g& g en un endromt précis.
dans Ia cellule LADN peut £tre réparé
. it par recombinaison
Cas9, avec I'4RN
Cas8 guide, trouve Mt:n_ﬁ.m humuhgue
e
d'ADN ciblée, o
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' La recombinaison homologue permet I'échange de fragments d’ADN entre des double-brins possédant des séquences
identiques aux extrémités.
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Document 24b
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http://ssaft.com/Blog/dotclear/?post/2015/06/25/CRISPR-la-mutagenese-qui-croustille

Document 25 - Structure tertiaire de la protéine Cas9 de Streptococcus pyogenes
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4CMP
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Document 26 - Schématisation du systeme CRISPR-Cas9 permettant l'intégration simultanée de trois
genes indispensables a la biosynthése du béta-caroténe
D’aprés https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-015-0288-3

Document 26a : vecteurs plasmidiques exprimant les ARN guides, gRNA (a gauche), et la protéine
enzymatique Cas9 (a droite)

gRNA|
gRNAZ
gRNA3

gRNA

2

u‘"-:-:_.

-

CRISPR / Cas9 PLASMIDS

A gauche, le vecteur plasmidique épisomique exprimant les génes des trois ARN guides (gRNA)
spécifiques des trois sites d’intégration X-3, XI-2 et XlI-5 dans le génome de Saccharomyces cerevisiae:
2 = origine de réplication du vecteur 2y de levure.

A droite, le vecteur plasmidique centromérique exprimant la protéine enzymatique Cas9: ARS
(Autonomously Replication Sequence) = origine de réplication chromosomique ; CEN = centromeére des
chromosomes de levure

Document 26b - Les trois sites d’intégration X-3, XI-2 et XlI-5 dans le génome de Saccharomyces
cerevisiae reconnus par le systtme CRISPR-Cas9 et les ADN plasmidiques linéarisés donneurs des
genes BTS1, gene 2 et gene 3 a intégrer par recombinaison homologue au niveau des trois sites
spécifiques notés X-3, XI-2 et XlI-5 du génome de Saccharomyces cerevisiae.

17/22



Document 27 - Résultats expérimentaux de I'intégration simultanée de trois génes de la voie
métabolique de biosynthése du béta-caroténe dans le génome de S. cerevisiae
https://microbialcellfactories.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12934-015-0288-3

Document 27a - Photographie des colonies obtenues aprés intégration des génes BTS1, gene 2 et
gene 3.

S. cerevisiae contenant un plasmide exprimant la protéine Cas9 est co-transformée avec :

* a gauche, un vecteur plasmidique épisomique vide (= sans gRNA noté -gRNA) et trois ADN
plasmidiques linéarisés comportant les génes BTS1, gene 2 et gene 3 ;

* a droite, un vecteur plasmidique épisomique, noté + gRNA, exprimant les trois ARN guides
complémentaires des trois sites X-3, XI-2 et XII-5 du génome de S. cerevisiae et trois ADN plasmidiques
linéarisés comportant les genes BTS1, gene 2 et gene 3.

Document 27b
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Document 28 - Vue générale de la voie de synthése de I'acide artémisinique
Extrait de : C.J. Padon et al, High level semi-synthetic production of the potent antimalarial artemisinin,
Nature,496, 528-532,(2013)

a b
i - s - o i 'H . Amorphadiene /@Q
ERG1! C. oH B P H, OPP
HHMGT (%3 > i g =
He scon 3 Ho,c \}\/\OH : Y\/ - \I/\/
B CH, CH,
Acetyl-CoA } Mevalonate } i : (
: © PP DMAPP s
i I CYE
ERG20 Artemisinic
alcohol
Artemisinic
T R =
acid aee
f |"‘ --ERGY2 FFP Artemisinic
z L lr:,l:;\"v: aldehyde
ERG1
ERG7
ERG11
ERG24
ERG2
ERG25
HO
ERG3 Artemisinic
ERGS acid
ERG4

a. Voie de biosynthése de I'acide artémisinique implantée chez la levure (les genes en vert ont été
surexprimés par I'emploi de promoteur adéquat, les génes en rouge réprimés grace a Pcrrs, un
promoteur spécial).

tHMG1 (X3) : géne présent en 3 exemplaires pour augmenter la production de HMG-CoA réductase.

IPP : isopentényl diphosphate ; DMAPP : diméthylallyl diphosphate ; FPP : farnésyl diphosphate.

b. Partie de la voie de biosynthese utilisant des génes de A. annua
L’oxydation en 3 étapes de I'amorphadiéne a I'acide artémisinique, grace a 5 enzymes d’A. annua
exprimées chez la levure :
e CPR1 : cognate réductase ;
CYP71AV : amorphadiéne oxydase (cytochrome P450 monooxygénase) ;
CYBS5 : cytochrome b5 : oxydent 'amorphadiene (AD) en alcool artémisinique (A.OH) ;
ADHT1 : alcool dehydrogenase oxyde A.OH en aldéhyde artémisinique (A.CHO) ;
ALDH1 : artemisinic aldehyde dehydrogenase oxyde A.CHO en acide artémisinique (AA).

19/22



Document 29 - Pragrigté et farctiorremrert cu pramateur ce CTRI (Perral
Caprés | Hipfwans yeastcerene.cro/lecl srSCEEEL44d0 A overview

Pcrra forctiorre avec ur facteur ce trarscriptior MACT (= « Melsf Binding aciivaior » ure protéire gui
coit étre préserte chez |a levure] gui se fixe sur 'ACN (sur les sequerces « CuRe » . Cogper-respansive
gfement, séquerce er rairl.

promoteur de CTR3
—~-TTTGCTC - CTR3

Le complexe MAC1-Cu- séquence CuRe
permet de recruter 'ARN polymérase et
d’initier la transcription du géne CTR3.

Si le cuivre est présent
en faible concentration :

Larsqgue le cuivre est présert er farte carcertratior (=1 ural.L') : MACT est mocifié et re fixe plus le
cuivre, re se fixe pas sur les séquerces CuRe ; 'ARN polymrérase r'est pas recrutée et il r'y pas ce
trarscriptior.

r D ircigue le poirt ce cepart ce |a trarscriptior

Document 30 - Canrparaisor ces 2 systémres ce repressior ce ER{GY
Extrait ce : C.J. Pacar et al, High fevel senv-synthetic praduction of the potent aniimafaral arenrsmm,
Nature, 498, £28-£32,(2013]

Amorphadiene titers
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PuerrERGY Poe-ERGS

Comparson of amorphadiene production during growth i shake fiasks by repression of ERGS
expression using efther the MET3 (sirain Y337 ar CTH3 fsirain Y1376 promofers fraom 5. cerevisias.
The MET3 promater was rearessed by the addiion of 1.7 mM methionineg fa the cufture. The CTH3
promoter was repressed By the addiron of 156 uh Cus04 ta the cuffure.

20/22



Document 31 - Augmentation de la production d’acide artémisinique en fiole d’erlenmeyer par
construction de différentes souches de levure
D’apres : C.J. Padon et al, High level semi-synthetic production of the potent antimalarial artemisinin,
Nature,496, 528-532,(2013)

a
981 & acHO
T 2 ;:é’” a. Production d’acide artémisinique (AA) en
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Document 32 - Production d’acide artémisinique

Extrait de : C.J. Padon et al, High level semi-synthetic production of the potent antimalarial artemisinin,

Nature,496, 528-532,(2013)

Valeurs obtenues en optimisant les conditions de culture : fed batch (alimentation discontinue en milieu),
induction (par le galactose, sauf pour Y1284) / répression précoce (par CuSQ,), fermentation extractive

en présence de MIP (ou IPM en anglais).

La souche Y285 (non présentée ci-dessous) permet une production maximale d’acide artémisinique

dans les mémes conditions de 2,9 +0,4 g.L"

Strain  Modifications Amorphadiene  Artemisinic
(g/L) Alcohol (g/L)

Artemisinic
Aldehyde
(g/L)

Artemisinic
Acid (g/L)

Mixed feed process, early induction frepression, +IPM

¥1283 |Integrated 12 0.4
AaCPR1
AaCYB5
AaALDH1
AaADH1

¥1284 Integrated 2.15+0.15 0.25 £ 0.05
AaCPR1
AaCYB5
AaALDH1
AaADH1
galg80aA

Ethanol pulse feed process, +IPM

¥1284 Integrated 25 1.1
AaCPR1
AaCYB5
AaALDH1
AaADH1

galgo.

0.3

0.25+0.05

12

14.1

13+£1.7

250

22/22





