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Geénétique

» Regles gouvernant la ségrégation du materiel
génétique

» Décryptage de la fonction des genes et de
leurs produits (proteines, ARNSs)

» Comprendre comment le role des
interactions inter- et intra-moléculaires dans
la fonction des protéines et les ARNs

> Elucidation de l'organisation/structure de
processus biologiques
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Approche “génétique réserve”
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Approche “génétique reserve” post-
génomique
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Les organismes modeles

_ Drosophila
N

Caenorhadbditis

13/01/2016



PLAN

| - Etude d’'un exemple: dissection génétique du régulon
galactose chez la levure

lI- Mutagenese et cribles
Ill- Du mutant au gene et vice versa

V- Les collections de mutants et leur crible



I- Dissection génétique du régulon
galactose chez la levure

A. Rappels

1. Le modele levure
2. LUopéron lactose chez E. coli

B.Dissection génétique du « systeme GAL 4 »
chez la levure



1. Présentation du modele levure

Unnumbered figure pg 390a

Introduction to Genetic Analysis, Ninth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




Saccharomyces cerevisiae

* Eucaryote
 Ascomycete
* Cycle haplodiplobiontigue

Unnumbered figure pg 390a
Introduction to Genetic Analysis, Ninth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company



Présentation du modele levure

Facilité de manipulation
Temps de division rapide

Génétique: cribles pour mutations récessives
et dominantes, test de complémentation,
analyse asques ....

18" eucaryote séquenceé (1996)



Conditions culture

colonies en 48hr

Temps doublement: 1 a 2hr
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* Milieux synthétiques complets SC
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Milieux de culture

 Milieux riches YEP, YEPD

* Milieux synthétiques complets SC
-> avec ou sans différents acides aminés, ura, ade
-> sélection marqueurs, diploides, transformants etc...

e Milieux minimum

On y rajoute juste ce qui est nécessaire pour que ca pousse
(ou pas si tests)



Cycle haplo-diplobiontique

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.
Ascus containing four
haploid ascospores
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Carence
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sporulation

souche sur milieu carencé

arg4+/arga-

dissection des tétrades:

Replique velours sur
milieu SC-arg




Genome size

Single Copy DNA
Genetic Map
Chromosome number
Organelle DNA

Extrachromosomal
elements

Nombre de genes (estimé)

Génome

12.5 Mb + rDNA

12.0 Mb

> 4300 cM

16 (245-2190 kb)

75 kb mitochondrial DNA

2 micron DNA
double-stranded RNA

6200

1,900 + 1,640 —

1,120 + 1,100 —

945 —
915 —

215 —

a5 —
b —

BE0 —

10 —
LLE —

50 —
arh —

295 —
22h —



2. Loperon lactose chez E. coli
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Régulation de l'opéron lactose

OO S constitutive

géne de régulation ;
ARNm
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Carence glucose



Régulation de I'opéron lactose O\ Régulation de I'opéron lactose

== site d'initiation de
site opératear Constltutlve In transcription

géne de régulation : 2 e v
ARNI \L
a2 HOROK
Les génes structuraux ne sont pas exprimés
“ L'ARN polymérase pent se lier au promotenr mais

elle est bloquée an nivean de Fopératenr et ne pent
pas atteindre le site d'mitiation de la transeription

Répresseur (télramére)
& huute affinité pour
Lopetateor  Inhibition de I'expression

des génes structuraux de 'opéron lactose




Régulation de I'opéron lactose O\ Régulation de 1'opéron lactose

A . V sited'iniﬁ.aﬁ?nde
site opératenr ConStltUtlve In transcription

&—genes de structure—>

= o
Les génes structuraux ne sont pas exprimés
“ L'ARN polymérase pent se lier au promoteur mais

elle est bloguée au nivean de Fopérateur et ne pent

géne de régulation

ARNm
A

pas atteindre le site d'initiation de la transeription

Répresseur (tétramére)
& haute affinité pour
Lopetateor Inhibition de I'expression
des geénes structuraux de l'opéron lactose

Régulation de I'opéron lactose

&—gines de structure —>
transcription et traduction J,mpm
de I'ARNm polycistronique , ) Asl_(Nm polycistronique
\L ‘L ‘L traduction
v @ m
tosid thiogalactoside
fegal transacétylase

Inctose permense

[ Expression des génes de 'opéron lactose j
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, Régulation de I'opéron lactose
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XK

Les génes structuraux ne sont pas exprimés

L'ARN polymérase peat se lier au promotenr mais
elle est bloquée an nivean de Fopératenr et ne pent
pas atteindre le site d'initiation de la trunseription

[
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ARN polymérase

AMPe

L'interaction du complexe CAP-AMPc¢ avec
I'ADN permet d'augmenter 'affinité de I'ARN
polymérase pour le promoteur de 'opéron. La
transcription est alors fortement augmentée.

y

Répression cataboligue :
régulation positive par le CAP et 'AMPe




Francois Jacob:

“If it’s true for E. coli, it must be true for E.lephant.”

32



More from Dr. Jacob

“I have always been convinced that the same
principles operating in bacteria are also
operating in higher organisms with added
complexity. The question therefore is to
understand what kind of complexity is
involved and how it is generated.”

33



B- Dissection génétique du régulon
galactose chez la levure S. cerevisiae

Ot



Galactose Out

_—

Galactose.

In

\_




Gala

\_

ctose Out

Galactose.

In

alactose-1-
phosphate




Galactose Out

Kinase Mutase \

ralactose 3alactose-1- Glucose-1- Glycolysi
Galactose. . HHosphate

In

UDP-galactose

\_ /




In Saccharomyces cerevisiae

1. Enzymes for utilization of the sugar galactose are
induced ~1000-fold by galactose.
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In Saccharomyces cerevisiae
1. Enzymes for utilization of the sugar galactose are
induced ~1000-fold by galactose.

2. These enzymes are also severely repressed by
glucose in the medium.

3. Thus, for these genes to be induced fully, the
medium must contain galactose and no glucose.

Just like E. coli.

>> A major evolutionary conservation of cellular
response to sugar in the medium



C- Dissection génétique du « systeme
GAL 4 » chez la levure

1. Identification de mutants [gal-] a effet récessif

2. Identification de mutants [gal* c©°"s!] a effet récessif
3. Identification de mutants [gal* c°"!] a effet dominant
4. |ldentification de mutants [gal-] a effet dominant

5. Modele(s)

6. Clonage de GAL4 et GAL8O

7. Lactivateur GAL4



1- Crible pour mutants [gal].



Qu’auriez vous fait ?

LA NOTION DE PASSOIRE
EST INDEDENDANTE DE
LA NOT ION DE TROU.



U
V

Souche wt haploid [gal* inductible]

4

45



U

V  <ouche wt haploid [gal* inductible]

¢

Croissance sur milieu avec glucose comme
source de C

d

Replique velours sur milieu avec galactose
comme source de C.

4

46



U

V  <ouche wt haploid [gal* inductible]

¢

Croissance sur milieu avec glucose comme
source de C

d

Replique velours sur milieu avec galactose
comme source de C.

3

1:1000 sont [gal’]

47



Qu’auriez vous fait ensuite ?

FOUEQUO FAIRE Shm
RUAND o 0T FAIR
COMPLIGUVE ?/



Qu’auriez vous fait ?

Croisement avec wt
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Qu’auriez vous fait ?

Croisement avec wt Croisement avec mutant

n 2N
Recess. /dom. ? Complémentation ?

Sporulation Sporulation

Ségrégation des sites

Nb site en jeu ? )
mutés ?



Ce qu’ils en ont “sorti”:

7 groupes de complementation
* GAL1 six mutants

e GAL2 five mutants

* GAL3  six mutants

* GAL4 two mutants

* GAL5 nine mutants

e GAL7 four mutants

* GAL1I0O one mutant

Douglas HC, Hawthorne D (1964) Enzymatic expression and genetic linkage of genes controlling lactose utilization in Saccharomyces. Genetics 49: 837.



gall, gal2, gal4, gal5, gal7, gal10 sont
toutes [gal’] mais
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Gal+ +

gall _ + + +
gald - - - +
gal5 + + +

gal7 + - + +
gall10 + + - +

Tous les allele identifiés ont un effet récessif par rapport a
I'effet des alleles sauvages respectifs.
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gall, gal2, gal4, gal5, gal7, gal10 sont
toutes [gal’] mais

+ + +

Gal+ +
gall _ + + +
gald - - - +
gal5 +
gal7 +
gall10 +

Tous les allele identifiés ont un effet récessif par rapport a
I'effet des alleles sauvages respectifs.



Permease
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gall, gal2, gal4, gal5, gal7, gal10 sont
toutes [gal’] mais

[souche | fanase kT [Trensferase 7| Eptinérasele AT
Gal+ + + + +
gall _ + + +
gald - - - +
gal5 +

gal7 +
gall10 +




HypotheseS pour le mutant galg ???

ofs dovises Shadob.

SIL N'Y APAS pE secuTiON
CEST QUL KY A PAS S pROBLEMI

Attitudes reflexives



Analyse de liaison entre les mutations

Analyse de tétrades issues de
diploides résultant des
croisements entre paires de
mutants



DP, DNP (ou DR) et T



Linkage analysis

# of tetrads

Gene pair PD NPD T
gall/gal7 313 0 0
gall/gall0 59 0 0
gal7/gall0 72 0 0
gall/gald 21 23 56
gal3/gal4 20 13 48




Linkage analysis

# of tetrads

Gene pair PD NPD T
gall/gal7 313 0 0
gall/gall0 59 0 0
gal7/gall0 72 0 0
gall/gal4 21 23 56
gal3/gald 20 13 48




Linkage analysis

# of tetrads

Gene pair PD NPD T
gall/gal’/ 313 0 0
gall/gall0 59 0 0
gal//gall0 (2 0 0
gall/gald 21 23 56
gal3/gald 20 13 48

The following genes are very closely linked: GAL1,
GAL7, and GAL10

The GAL4 gene is not linked to those three




Comparaison avec l'operon lactose.
chez E.coli

“The closely linked genes GAL1, GAL7, and
GAL10 [code for] the galactose pathway
enzymes, galactokinase, transferase, and
epimerase. The mutation gal4 blocks the
synthesis of these enzymes, but unlike the
phenotypically similar mutation O° in E. coli is
complementable and is not linked to the
genes whose expression it controls.”




Transcriptional orientation of 3 genes coding for enzymes
important in
galactose utilization in Saccharomyces

< <
| |

- GAL7 = GAL100 »
< I o GAL1 T
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Mutant gal4

gald -> [gal]
v Mutation a “effet récessif”

v" Nécessaire pour I'expression de plusieurs genes
codant des enzymes necessaires au metabolisme
du galactose mais

v non liée génétiguement a ces génes

71



Mutant gal4

gald -> [gal]
v Mutation a “effet récessif”

v Nécessaire pour I'expression de plusieurs genes
codant des enzymes necessaires au metabolisme
du galactose mais

v' non liée génétiquement a ces génes

Hypothese ?
Perte de fonction dans gene activateur



Transcriptional orientation of 3 genes coding for enzymes
Important in
galactose utilization in Saccharomyces

= ] = ]

GAL7 GAL10
GAL1

L

Hypothesis: Their synthesis is regulated by the transcription
activator Gal4 protein.



D’autres experiences
de Howard Douglas, 1963

But : identifier mutants qui produisent les
enzymes de métabolisme du galactose de
facon constitutive [gal*°"]

Douglas HC, Penroy G (1963) A gene controlling inducibility of the galactose pathway enzymes in Saccharomyces. Biochim Biophys Acta 68: 155.



2-Recherche mutant [gal*cn]

Encore une histoire de Shadok et de cribles...

Passoire du 1er ordre. Passoire du 2nd ordre.

Autobus.




2-Recherche mutant [gal*t°"]

Au début était ...

Un mutant gal/3- : répond au galactose avec un
délai et pousse mal sur galactose,

phénotype [gal* 'ent]
Récessif, un seul site mute
Complémente autres mutants gal



Analyse du mutant R1

Activités enzymatiques K, E. T

Apres croissance sur
Lactate Galactose

wt + [ga|+lnd]

Glycerol Lactate ou Glycerol Ethanol avec ou sans Galactose car répression par Glucose

77



Recherche mutant [gal*t°n]

mutant haploid gal3- : [gal*'et]

4

Mutagenese

4

Croissance sur galactose ->souches
“révertantes” qui poussent bien



Qu’est ce qui a poussé ?

1. Attendu mais ... pas trouvé: revertants de |la
mutation gal3.



Qu’est ce qui a poussé ?

1. Attendu mais ... pas trouvé: reversion
INTRAGENIQUE.

2. Souche appelée R1 qui produit les “enzymes
GAL” de fagon constitutive. [gal*ons]

-> Mutation appellée i-



Transcriptional orientation of 3 genes coding for enzymes
Important in
galactose utilization in Saccharomyces

= ] = ]

GAL7 GAL10
GAL1

L

Hypothesis: Their synthesis is regulated by the transcription
activator Gal4 protein.



Analyse du mutant R1

Activités enzymatiques K, E. T

Apres croissance sur

Lactate Galactose
wt - + [ga|+lnd]
gal3 - +lent

R1 + +

Milieu Glycerol Lactate avec ou sans Galactose car cela évite la répression par le Glucose

82



Analyse du mutant R1

Activités enzymatiques K, E. T
Apres croissance sur milieu
Lactate Galactose

Wt - + [ga|+lnd]
gal3 - +/-
R1 + +

Diploide RIXWT + [gal*'“d]

83



Analyse du mutant R1

Activités enzymatiques K, E. T
Apres croissance sur milieu
Lactate Galactose

Wt - + [ga|+lnd]
gal3 - +/-
R1 + +
Diploide RIXWT _ + [ga|+lnd]

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /

84



Analyse du mutant R1

Activités enzymatiques K, E. T
Apres croissance sur milieu
Lactate Galactose

Wt - + [ga|+lnd]
gal3 . +/- -
Diploide RIXWT _ + [ga|+lnd]

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /

[gal*'"d]->effet recessif de i- par rapport a I+

85



S| gal3, i R1 x WTGAL3, I [gal™™

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /
[ga|+|nd]



MBS gal3, i R1 x WTGAL3, I [gal™

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /

/ R
lgal ]
2[gal

2 [ga|+lnd]

\ £
T
e

1 [ga|+lnd]




S| gal3, i R1 x WTGAL3, I [gal™™

/

\
2[gal

gal3, i

2 [ga|+lnd]
GAL3", I

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /

¥

/

\

gal3, I

GAL3", i

-~

gal3, I

gal3, i
GAL3*, |

1 [ga|+lnd]
GAL3", I

\




B gal3, i R1 x WTGAL3*, I* [galnd]

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /

¥

q N N N
2galm gal"e"] 1fgale"
gal3, i gal3, I gal3, I
2 g gy | 2
GAL3*, I' GAL3*, i gal3, i
GAL3?, 1
1 [ga|+|nd]
GAL3?, I
@3 (|E;ER) y




B gal3, i R1 x WTGAL3*, I* [galnd]

gal3-/GAL3+, i-/ 1+ /

¥

q N N N
2galm gal"e"] 1fgale"
gal3, i gal3, I gal3, I
2 g gy | 2
GAL3*, I' GAL3*, i gal3, i
GAL3?, 1
1 [ga|+|nd]
GAL3?, I
N 207 g 2 R JAEEG y




GAL3?, GAL4", i- x GAL3?, gal4’, I

2N

[ga|+lnd]
GAL3*/ GAL3*, GAL4*/ gal4, i /I



Analyse des tétrades

e 2GAL4%, i~

e 2qgal4-, I

* 2GAL4", I
[ga|+|nd]

e 2qgald,i-

GAL4?, |~

GAL4", I
[ga|+lnd]

2 ia/4 I
gald-, i




Analyse des tétrades

e 2GAL4%, i~

e 2qgal4-, I

* 2GAL4", I
[ga|+|nd]

e 2qgald,i-

* GAL4Y, |~

e GAL4", I
[ga|+lnd]

e 2 ia/4 I
e gald-, i-

Qu’en concluez et vous ? (au moins deux choses importantes)




Gald-, i- ?

e 2GAL4%, i~

e 2qgald,

[gal’]

» 2GAL4Y, I

[ga|+|nd]

[* e 2qgald,i-

GAL4?, |~

GAL4", I
[ga|+lnd]

2 ia/4 I
gald-, i

Indépendance
génétique

22T




Gald-, i- ?

e 2GAL4%, i~ | |* 2GAL4%, I" | | GAL4Y, |~

| e || B

e GAL4Y, I
+Ind
e 2qgal4-, I e 2qgald,i- Lel
gal’ leall . 2 ia/4 I
Epistasie o gal4 ok

22T



Gald-, i- ?

e 2GAL4%, i~ | |* 2GAL4%, I" | | GAL4Y, |~

| e || B

e GAL4Y, I
[ga|+lnd]

e 2qgal4-, I e 2qgald,i-

[gal] lgall . 2 ia/4 -

Epistasie o

gald-, i

22T

6 DP SN 6 DR
génétique
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o gal4'OF is epistatic on gal80°F
??
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|+ gene is called GAL80 and act as a

repressor of GAL4
* gal80 or i = mutation Perte de fonction d’un
— Effet récessif pr effet I répresseur/inhibiteur
— Activatrice

* gal4'®f is epistatic on gal80-°F

GALS0 - GAL4 -> GAL1, 10, 7

GALS0 —| GALZ, 10, 7 <- GAL4



Conclusion

“The inducibility in gene in yeast fits the
description proposed by Monod and Jacob for
regulator genes. ... By analogy with the lactose
system in E. coli, the galactose-inducible state
in yeast corresponds to the production of a
repressor, due to I+, while the constitutive
state, due to i-, represents a failure to
repression.”



Conclusion (suite)

“GAL4 apparently produces a cytoplasmic
product required for the expression of GALI,
GAL7, and GAL10.

The role of the repressor GAL80 might be to
prevent the synthesis or the activity of this
product.”
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3- Recherche mutant [gal*“°"] « dominant »
et on recommence ...
mais avec une grosse difféerence...

diploide gal37/ gal3- [galt'e"] [gal*en]

Mutagenese

Il

Croissance sur galactose -
-> souche “révertante” qui poussent bien

Appelée R2d



R2d sporulation

e Toutes les tétrades sont

-

-

p) [ga|+lent]

~

J

Qu’est ce que

cela veut dire
77?7



R2d: gal3/ gal3~ GAL81*/gal81

60/3‘, goll81N

gal3  GAL81*

p) [ga|+lent]

o J

)

e Une seule mutation en

jeu



R2d: gal3/ gal3~ GAL81*/gal81

60/3‘, gal81}

gal3  GAL81*

p) [ga|+lent]

o J

- .

e Une seule mutation en
jeu

R2d héterozygote



R2d: gal3/ gal3~ GAL81*/gal81

60/3‘, gal81}

gal3  GAL81*

p) [ga|+lent]

o J

-

Une seule mutation en
leu

R2d héterozygote

Effet dominant de la
mutation gal81...



Analyse du mutant gal81

* gal3, gal81- x wt: GAL3*, GAL81*
2 [ga|+lent] [ga|+|nd]

‘ 2n ‘ spores entre autres
lgal ).

GAL3*, gal81



Analyse du mutant gal81

 GAL4*, gal81 x gal4, GAL81*

‘ 2n ‘ tetrades
leal ).

GAL4*/gal4;, gal81 /GAL81*



lgal=m).
lgal]
[ga|+|nd]

On obtient 2 types de tétrades




e 2 GAL4*, gal81~

P el

e 2gald-, GAL81*

P el

 GAL4*, gal81~

P gt

o gald-, GAL81*

P ey

* GAL4*, GAL8O"

U [gal*nd]

* gald-, gal81-

R [leal




e 2 GAL4*, gal81~

® [ga|+const]

e 2gald-, GAL81"

P) leall]

GAL4*, gal81~

[ga |+const]

gald -, GAL81*
[gal]

GAL4*, GAL8O"
[ga|+|nd]

gald-, gal81-

R [l




* 2 GAL4*, gal81~ * GAL4Y, gal81~
® [gal*const] [gal*const]

e gald-, GAL81*
[gal]

e 2gald-, GAL81*
: * GAL4", GAL8O"*
@ [ga ] [ga|+lnd]

* gal4-, gal81- Epistasie

R et

>>

lisison génétique. | D= 2/4*83 x100= 0,6 CM




gal81 is
e a dominant mutation
* very tightly linked to the GAL4 gene.

Hypothese ?

Douglas HC, Hawthorne D (1966) Regulation of genes controlling synthesis of the galactose pathway enzymes in yeast. Genetics 54: 911.



gal81 is
* a dominant mutation
* very tightly linked to the GAL4 gene.

Hypothese ?

Gain de fonction d’un activateur qui pourrait étre GAL4 ?

Douglas HC, Hawthorne D (1966) Regulation of genes controlling synthesis of the galactose pathway enzymes in yeast. Genetics 54: 911.



gal4, gal81 x gal4*, GALS1" mmp 2n  [gal™|



gal4, gal81 x gal4*, GALS1" mmp 2n  [gal™|

MAIS on a vu que

GAL4*, gal81 x gal4, GALS1* W) 2n  [ESHEES

PPPPPPPRPRPRPRP PP PR PR



gald, gal81 x gal4*, GAL81* » 2n  [gal*nd]

gald -, gal81
gald*, GAL81*

GAL4", gal81- x gal4, GALS1*mmp2n B

GAL4*, gal81

gald, GAL81*



s dawides Shadob.

i'+1:=?

i ey

LA PLUS G RAVE MALADIE

DL CEFNE AU

CEST DE

REFLECHIR.



->gal81- = alléle gain de fonction de GAL4

1 [ga|+lnd]

gald-, gal81°
gald*, GAL81*

GAL4*, gal81
gald, GAL81*




Bilan

1. Mutant récessif [gal] : LOF activateur GAL4

. Mutant dominant [gal“°"st] GOF activateur
GAL4

. Mutant récessif [gal®°"st] LOF
répresseur/inhibiteur GALS0



In summary

'activateur

@ Les cibles
——L—

e ——)

GAL7 GAL10 GAL1

L'inhibiteur

'* 'inducteur
Gal80p
'+ galactose |




In summary

_  Mutation gal4 -> [gal]
'activateur " , e
effet récessif

@  Mutation gal4 -> [gal©n]

“effet dominant”

L'inhibiteur Mutation gal80 -S> [ga/+con5t]

"~ Gal8op “effet récessif”




Qu’est ce que |'on pourrait
chercher d’autre et comment ?



4- mutant dominant [gal’]

A partir d’'un diploide

Allele gal80° = “super-repressor” allelic form of
GAL80 does not respond to galactose.

Overexpression of Gal4p can overcome its
effect! That is, GAL4 GAL8(" is uninducible, but
GAL4high copy GALS8OS is inducible (voir plus loin).



5- Modeles

'activateur

@ Les cibles

——L— e ——)

GAL7 GAL10 GAL1

L'inhibiteur
L'inducteur

+ galactose




Un premier modele

e —
Gal80p

N\

\ GAL7 GAL10 GAL1

4 — )
S —E QFF
GAL7 GAL10 GAL1
\_ J
g ey galactose.




gald LOF

OFF OFF
_ ﬁ
_ GAL7 GALI10 GAL1 y
— + galactose
Gal80p
OFF OFF OFF
_ ﬂ

\ GAL7 GAL10 GAL1 =



\_

gal80 LOF

J

*

N\

v

\ GAL7 GAL10 GAL1

GAL4
- |- galactose |
Galdp ga_l_;p —
GAL7 GAL10 GAL1
%
@ N\
iy +galactose




gald GOF

N
|- galactose |
@ GAL10 @ GAL1 )

J—

Galdp

GALI o

\ GAL7 GAL10




gal80 GOF

OFF OFF OFF

_ ﬂ

\ GAL7 GAL10 GAL1 =




6- GAL4 et GAL8O cloning



Un petit detour

meéthodologique:
* La transgenese chez la levure
*réplicative
*intégrative



La transgenese réplicative

Les plasmides :
Navettes E. coli / levure

- Marqueurs
- Origine de réplication
-> stabilité et nombre de copies



Marqueurs

Auxotrophie
URA3, ADE2, TRP1 ou LEU?Z
Souches ura3-, adel-, trpl-ou /

Résistance drogues



Plasmides réplicatifs “very high copy
number”

* De type 2 micron
-> ori du plasmide endogene 2micron

&
N

Copies multiples (trés haut nombre >20),
Réplication autonome (épisome)
Si pas sélection:

Instabilité mitotique

Mauvaise transmisssion méiotique



Plasmides réplicatifs “high copy
number”

* De type ARS
-> ARS (Autonomous replication Sequence)

4

Copies multiples,
Réplication autonome (épisome)
Si pas sélection:
70% stabilité mitotique
Mauvaise transmisssion méiotique (30% de 2+/2-)



Plasmides réplicatifs “low copy
number”

* ARS + centromere (CEN)

4 @

Copies: environ 1

Réplication autonome (épisome)

Si pas sélection:
95 % stabilité mitotique
Transmisssion méiotique : 95 % 2+/2-



La transgenese intégrative






ADE?2

! Analyse des transformants (ura+)

(Ura+, Ade+) ..o, __ ADE?2 e

Réparation DSB + intégration (crossing-over)

(Ura+, Ade-)  serersesenn 1] "1 [EICEEE

conversion génique



Applications : transgenese par
recombinaison

* Insertion
* Remplacement

* Clonage alleles (gap repair)



TWO-STEP GENE REPLACEMENT

YFG

X
YFG _
« Ends in »
URA3

Marker (usually URA3)

¢ select URA* colonies

R s EEe— (urad)

mutant wild type




TWO-STEP GENE REPLACEMENT

YFG

X
YFG _
« Ends in »
URA3

Marker (usually URA3)

¢ select URA* colonies

s e (ura)
mutant wild type

Perte marqueur URA3

— I or — [ ] - (ura-)

mutant wild type




ONE STEP GENE REPLACEMENT

chromosomal copy
YFG

« Ends out » X X

cloned copy (introduced as linear DNA)

may contain YFG sequences with mutation,
a marker gene, or any sequence of interest

— | Uraz [ (ura+)

chromosomal integrant

(must have strategy to select or screen for integrants)



Back to our story
GAL4 et GAL8O cloning

(4 ' GAL4 )
@D o - galactose
OFF OFF OFF
GAL7 GAL10 GAL1
\_ J
g sy (¥ Ealactose.

\

- \
\_ GAL7 Gamp GAL10 Gamp GAL1 -




GAL 4 cloning

2um

gDN
Souche gal4-, ura3- 52 ( ‘ A\
[Ura-, Gal-] gDN

Banque d’ADN génomique
d’une souche de levure wt



gDN

Milieu complet glucose sans URA

-> Sélection Clones [Ura+]

gDN




[Ura+, Gal+]

Milieu complet galactose sans URA

Sélection Clones [Ura+, Gal+]






Comment étre sir.e que I'on a cloné le bon gene ??7?



GAL4 overexpression

pYEP-GAL4

s nogalactose | galactose
No plasmid 9 160
Empty pYEP 5 140
pYEP-GAL4 92 150



GAL4 disruption

e Comment faire ?



GAL8O Cloning

.8 Intégration at GAL1 locus




f-Galactosidase acuvity of GALSO and gal80 yeast strains transformed with pRY 171 and grown in minimal selective media containing
various carbon sources

Units fi-galactosidase activity

Glucose Glycerol
Relevant + N
Strain genotype Glucose Galactose Galactose Ethanol
DBY745 GAL&D 0 10 1330 0
RY3-11C gal8o 19 41 2290 1510




GALS8O disruption

— L
‘5. Select Leu* Yeast
80’
— B4 LEU2 f

DISRUPTED CHROMOSOME



Genotype

Ulycerol-lactate

E.inase a-Oalactosidase

Wild type <03 1.5 (0.7-2.1)
gal80-D 200). 8 231.8



Galdp is synthesized at all times, irrespective
of the presence of galactose Yasuji Oshima

Les proteins GAL4p and Gal80p interagissent
physiguement Zenke et al 1996

h 4

The initial GAL4/GAL80 model was
wrong

(correct between 1966-1978)



A better model

Gal80

Inactive \
Gal4 ‘
GAL1
T——
s OF F
UAS
+ Galactose
+ Gal3
Active
Gal4

GAL1
ON

I

Figure 11-8
Introduction to Genetic Analysis, Ninth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



Transcriptional activation by Gal4.

Non-inducing conditions —
K
o,
.\60
Proteoiysis N
/ %;\
OB S

Traven A et al. EMBO Rep. 2006;7:496-499

EMBO

reports

©2006 by European Molecular Biology Organization



La ou sa se complique encore ...

Glu Gal
Y TE B
a — — B e off {basal)
UAS, Mig1
site
GAL?
b — + O ' on
UAS, Mig1
site
c + + Q@

site

Genes and Signals, © 2002 by Cokd Spring Harbor Laboratary Press, Chapler 2, Figues 2.

167



7- The GAL4 activator



Transcriptional activator proteins bind to UAS elements in yeast

Gald
oy @ 0 @ :-} T v
J bl an SANE  ann o WSELL r T
UAS W UAS

Figure 11-6
Introduction to Genetic Analysis, Ninth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



A plGADS 373 <] < |
B pLGETO-Z < | = | = |
C  pEVIA 623 < <1
D pEvV2) <t <l <
E pSvEi =] <] |

- GAL |
F ;ﬂ'ﬂEIDE 2078 =} <|
ille
310
¢ LAa? r.'_'1!‘*"""?* < * ND
H H‘“Eﬁ :"':E:::' e 1. =| ND
' 310

e [ (s wr e

| TSR <| I &

J VIS

T

Figure 8. UAS; Activity of a Synthetic, Putative GAL4 Protein Recog-
nitlon Sequence

The 17 bp synthetic GAL4 recognition saquence shown in Figure 7 was
installed in various positions upstream of fusions of E. coli lacZ to the

yeast CYCT (C) or GALT (H, J) genes. For comparison, other construc-
timme containad ne HIAS (B 2 a comelatas 1IAS . (A F and IV s inet



1 4

A
& '—mm‘;ﬁmﬁmm "mmm GTCCTOE IO T CACCGETOGOGTICC TGARAR CECAGA G:G:EG:A.CTGCT
.
3 '-W%CTMTC‘I‘EEIG&Y CTI"[‘.‘TGRGHGGH mmmmwmmm%mmm
381

Figure 9. Sequence of UASg

The sequence of UASg is shown from position 361 to position 486. The four proposed GAL4 protein recognition sequences are indic
brackets. The arrows emphasize the approximate dyad symmetry of each recognition sequence, and GAL4-dependent protections (@) and er
ments (A) of DMS reactivity are noted. Sequences 2 and 3 correlate with GAL4 interaction sites 1 and 2 proposed by West et al., 1984,



I
GALI,10

GAL7

Consensus

Synthetic

GAL 4 Binding Sites

™ 1 -
CGGATTAGAAGCCGCCS
GGGTAATﬁITEGGGGGE
-

.
EGGGTGLEIGﬂEﬂTGﬂG
GEGEAETGIEGGGLGEG

AEEAIGAE;GTGGTGEG
TtGTTﬂTG#GhGGAGgE

. = [ ]
CGCGCCGCACTGETCCG
EEEEGEﬂEIElEEiGEG

EGG!CHLC*ETTGAEGG
GEGTETTG?EA#ETGGG

. ]

CGGARGA ﬁ

T/cAG#AGGC
I.%lDEE?S?EI{J

cGGnnEnc%crcCchG
GEGTTETG%GAGG#GGE

(s

(las11

(1417

(st

(4,17

(5717



e 0
oo e g o i glegle,
| 65
SNA-bindrg

148 196 /68 881

Axtiva!!on AI ctiva!'on

63 94 851881

Digation GALB0-Dinding



DNA-binding domain of
the GAL4 transcriptional
activator protein in yeast

Figure 11,22




Transcriptional activator proteins are modular

(a) The complete Gald dimer
Activation S ]

domain
Gal49 bNA-binding
domain N l lacZ
Gal4 site

(b) Gal4 lacking the activation domain

g {h lacZ

Gal4 site

(¢) LexA lacking the activation domain
DNA-binding

domain \% lacZ

e—
LexA site

(d) Gal4-LexA hybrid

Gal4 activation
domain

LexA
DNA-binding
domain

l lacZ
e ON

LexA site

Figure 11-7
Introduction to Genetic Analysis, Ninth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Why ??

PUBMED « GAL4 »



Pour controler I'expression de genes

(1) 2)
GAL4 is a yeast It binds a specific yeast

transcription promoter (UASg)
factor

GAL4 4

UASGE LacZz IR

(3)
Any gene controlled by UASg will be
switched on in a cell expressing GAL4

DD

UASg-GFP UAS-RNAI UASg-reaper

(4)
Crossing a GAL4 line with flies containing the appropriate
UAS construct, any gene can be expressed cell-specifically

The Journal of
Experimental
iology

Dow J A T J Exp Biol 2007;210:1632-1640

©2007 by The Company of Biologists Ltd



Pour controler I'expression de genes

REF 5o TRE UR=%=T1via
EECS SIS N
'

(Gal I ng

—§- s GEP> -

B> -
i

EE?F w TR I7xo&—
f.w
D

—-vAsEmREn =




Pour détecter des interactions
protéiques

fb_'o'TG;,‘/?‘ AD
> @®
) | UAS Reporter gene () LacZi

A. Regular transcription of the reporter gene

<Galg

@Baf —> z mrpgnn
L1 UAS i Reporter gene ()LacZi |
Le systeme
double-hybride

) ‘Galg

B. One fusion protein only (Gal4-BD + Bait) - no transcription

A,
%,
,&;Q,Gajg?q‘o‘ N QS/
e =) > T
& J ',"‘ no transcription
L UAS Reporter gene ()LacZ |

C. One fusion protein only (Gald-AD + Prey) - no transcription

Galg,
85y
& <, Prey__GHM
) AD

N\

+  —
%D | Bg/

c-_v.’ 4“"\ ———

| @

=N [ UAS Reporter gene (JLacZ |

D. Two fusion proteins with interacting Bait and Prey




Function of the yeast GAL genes

Yeast plasma

membrane GAL GAL7 GAL
1 kinase transferase 5 mutase

) —» Galactose —— Gal-1-P Glu-1-P ————» Glu-6-P

Galactose —»

Mel 1 UDP-Glu UDP-GAL
u-Galactosidase \/
Glycolysis
Gal-Glu Epimerase
(melibiose) Gal10
Chromosomal location of GAL genes in yeast
GAL7 GAL10 GAL1 Mel1
- - > S—
Chromosome |l COC N 1T 1T T >
GAL2 GAL3, GAL4, and
Chromosome Xl O == p)
GALa GALS8O are
Chromosome XVl O el b)
GALS GALs0 regulatory genes.
— e e

Chromosome Xlll O Sl b



