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ABREGE DESCRIPTIF

La présente invention a pour objet une cassette d’ADN destinée a la transformation des
levures de maniere a ne laisser dans la levure aucun ADN exogéne autre que le ou les
genes dintérét comportant au moins un marqueur dominant négatif, deux séquences
répétées directes (SRD) non exogenes et non recombinogéniques avec le génome de la
souche hote, ces 2 séquences répétées directes étant disposées de part et d’autre du
fragment contenant le marqueur dominant négatif et éventuellement au moins un géne
d’intérét, avec, st besoin, les éléments nécessaires a son expression dans la cellule hote.
L’invention concerne également un procédé d’intégration de géne(s) d’intérét ou
d’inactivation d’un geéne dans une levure et de transformation d’une levure avec la

cassette d'ADN, ainsi que les souches de levures ainsi obtenues.
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CASSETTE DE TRANSFORMATION DE LA LEVURE

La presente invention a pour objet une famille d’outils de transformation de.la
levure ne laissant dans la levure aucun fragment d’ADN exogene autre que des
fragments codant pour des protéines d’intérét.

La presente invention a pour objet une cassette d’intégration-excision
permettant d’inactiver un ou des alléles d’un géne et/ou d’insérer un nouveau gene en
laissant dans la souche hote seulement de ’ADN de levure et éventuellement le
nouveau gene.

La presente invention a aussi pour objet un plasmide replicatif multicopie dans la
levure ne comportant pas de fragment d’ADN exogéne inutile pour la fonction
recherchée pour la levure.

L’invention concerne également un procédé de transformation de levures
utilisant lesdits outils ainsi que les souches transformées obtenues.

L.’amélioration de la productivité et de la robustesse des souches de levure, est
un souci constant auquel les technologies de recombinaison d’ADN peuvent contribuer
a apporter des réponses.

Le remplacement de géne est une technique de biologie moléculaire
fréquemment utilisée chez la levure. Un fragment d’ADN est cloné dans un vecteur puis
il est introduit dans la cellule a transformer. Le fragment d’ADN s’intégre par
recombinaison homologue dans un région ciblée du génome receveur (Orr-Weaver T,
Szostak J. et Rothstein R., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, pp. 6354-6358).
Cependant dans la pratique, I’événement de recombinaison est rare, et ne se produit que
dans quelques cellules. C’est pourquoi des marqueurs de sélection sont insérés entre les
sequences assurant la recombinaison afin de permettre, apres transformation, d’isoler
les cellules ou I’intégration du fragment d’ ADN s’est produite par mise en évidence des
marqueurs correspondant, par exemple, a4 une résistance a un antibiotique. Mais ces
marqueurs de sélection sont difficiles a éliminer, ce qui présente ["inconvénient, d’une

part de ne pas pouvoir utiliser & nouveau le méme marqueur pour une autre
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transtormation, et d’autre part de laisser dans la cellule hote des fragments d’ADN
exogenes.

Le probleme se complique encore pour les souches industrielles de
Saccharomyces cerevisiae qui se distinguent des souches de laboratoire par le fait
quelles sont a la fois aneuploides et polyploides, c¢’est-a-dire- que de nombreux génes
sont présents en plusieurs exemplaires : copies multiples en tandem, copies multiples
dispersées dans le génome, familles de génes peu différents dans leur séquence et dont
aucune diftérence d’activité n’a été mise en évidence comme le géne SUC par exemple
(Olson M., 1991, Genome Structure and Organization, in Saccharomyces cerevisiae in
the Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces - Genome Dynamics, Protein
Synthesis and Energetics ; Ed. Broach, Jones, Pringle, CSHL Press, New Y ork).

Cette ploidie particuli¢re rend difficile toute manipulation visant a inactiver un
gene par disruption ou délétion de ses alléles car il est nécessaire d’inactiver toutes les
copies du gene, le plus souvent en répétant I’opération d’inactivation.

Le caractere prototrophe des souches industrielles ne permet pas d’utiliser des
marqueurs dits "d’auxotrophie" et implique uniquement I’utilisation de marqueurs
dominants dans toutes les transformations, mais dans ce cas, 1l faut soit disposer de
plusieurs marqueurs différents, soit éliminer le marqueur apres chaque transformation
pour pouvorr le réutiliser pour une nouvelle transformation.

Un autre probleme réside dans le fait que pour réaliser une transformation
quelle qu’elle soit, la construction d’ADN utilisée comporte souvent de I’ADN non
originaire de levure qui n’est pas toujours éliminé ou pas en totalité. De I’ ADN étranger
reste donc présent dans le génome de la levure. Or pour la commercialisation dans le
domaine de I’industrie agro-alimentaire, il est important que les levures ne contiennent
pas d’ADN non originaire de souches appartenant au méme genre, de préférence a la
meme espece de levure, a la seule exception éventuellement de la partie d’un gene
d’intérét codant pour une protéine non produite naturellement par la souche de levure,
comme par exemple une xylanase, une malate perméase, une enzyme malolactique, une

lactate deshydrogenase.
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Chez la levure, I'intégration d’un géne d’intérét dans un fragment d’ADN ou
gene cible, se fait selon le principe de la recombinaison homologue. Pour cela une '
cassette d’intégration comporte un module comprenant au moins un gene marqueur de
la levure et le géne a intégrer, ce module étant flanqué de part et d’autre de fragments
d’ADN homologue a ceux des extrémités du site d'intégration ciblé. Ces fragments
seront dits ci-apres "recombinogéniques" car ils assureront la double recombinaison
homologue permettant linsertion de la cassette. Ces fragments recombinogéniques
seront appelés ci-aprés SR (= Sequence Recombinogénique). Aprés transformation de
la levure avec la cassette par des procédés appropriés, une recombinaison homologue
entre les séquences recombinogéniques de la construction et les regions
correspondantes du gene cible a pour résultat I’inactivation du géne cible causée par
I'intégration simultanée de la construction, ¢’est-a-dire le remplacement du géne cible
par la cassette d’intégration.

Cette technique s’applique également a I’inactivation d’un géne, qui peut étre
une disruption/interruption ou une délétion; dans le cas d’une délétion totale,
I’ensemble du geéne cible est échangé, dans le cas d’une disruption/interruption la
sequence du gene cible est interrompue, et en général, elle s’accompagne d’une délétion
plus ou moins importante ; c’est pourquoi on utilise parfois la terminologie "délétion
totale ou partielle" pour désigner aussi bien la délétion que la disruption d’un géne,
ayant pour resultat de bloquer ou de modifier son expression. Dans ces deux cas de
figure, la cassette a insérer dans le géne cible peut ne comporter que le marqueur de
sclection flanqué des fragments homologues recombinogéniques.

Le probléme se pose alors d’éliminer les fragments exogenes 1nutiles,
notamment les marqueurs ainsi introduits, dont la présence est généralement considérée
comme mopportune. Pour cela, on peut utiliser le phénoméne du "pop-out” ou excision
spontance chez la levure. C’est un événement de recombinaison intra-chromosomique
entre des séquences identiques ou similaires qui peut se produire naturellement. Une
boucle d’ADN se forme entre deux séquences similaires directes, puis est éjectée,
laissant en place I'une des deux séquences recombinées. La fréquence de ce phénoméne

augmentant avec le degré d’identit¢ des séquences, il est possible de favoriser
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I'élimination d’un fragment d’ADN, par exemple d’un marqueur de sélection, en le
plagant entre deux séquences identiques directes, dites sequences répétées directes
(SRD). Ainsi, le marqueur est excisé alors qu’une sequence répétée directe est

conservee.

Par exemple un article décrit une construction - moléculaire (pPNKYS51)
permettant de disrupter ou de déléter un géne de levure. (E. Alani . L. Cao et N.
Kleckner, "A method for gene disruption that allows repeated use of URA3 selection in
the construction of multiply disrupted yeast strains", Genetics, 116, pp. 541-545, aoit
1987). Le vecteur est un plasmide d’Escherichia coli contenant le gene URA3
(marqueur) flanqué de séquences répétées directes issues de I’opéron histidine de la
Salmonelle (hisG). Ce plasmide est digéré pour produire un module (hisG-URA 3-hisG)
qui est ensuite flanqué de chaque c6té de séquences homologues recombinogéniques du

gene cible a disrupter. La cassette ainsi réalisée est intégrée dans le gene cible d’une

levure Ura, et les souches ayant intégré la cassette peuvent étre isolées par sélection

des souches Ura" . Apres excision de la cassette, les souches redeviennent Ura”
La construction est utilisée pour disrupter ou déléter les génes TRPI, SPOI3.
HO, RAD50, LEU2 de la levure. Les transformations multiples sont réalisées soit par

croisement de souches portant une transformation chacune, soit par une série de

transformations par différentes constructions de disruption et par cycles répétés de
’ ‘ + - ‘
selection Ura et Ura” dans une souche unique.

Une des deux séquences répétées directes de la Salmonelle hisG reste dans le
genome apres chaque transformation.

Cette méthode permet de réutiliser le marqueur (marqueur d’auxotrophie) pour
une nouvelle transformation.

Ce méme type de procédé est décrit dans le document EP 635 574 afin de
transtormer des bactéries, des levures ou des champignons la caractéristique essentielle

du procédé étant, a la place du marqueur URA3, I'utilisation d’un autre gene marqueur

specitique, le gene amdS. Le marqueur en question semble intéressant dans le cas des
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souches de fungi, notamment Aspergillus, toutefois le systéme apparait complexe

d’utilisation chez les levures.

Le document EP 220009 décrit un procédé permettant I’intégration de cassettes
de délétion totale ou partielle chez la levure en utilisant le systéme d’excision dit "Cre-
lox", ce procédé mis au point chez I’animal est également utilisable dans les levures, les
sequences équivalentes aux séquences répétées directes sont dans ce cas des séquences
spécifiques dites "lox" et 'excision de la séquence d’ADN comprise entre les deux
sequences "lox" s’effectue en présence d’une recombinase "Cre".

L’un des inconvenients de ce systeme est que I’'une des séquences "lox" qui reste
est un ADN exogene provenant d’un bactériophage.

Le document EP 814 165 décrit un systéme permettant, 1a encore, d’exciser un
module contenant un marqueur par I’action d’un systéme enzymatique spécifique sur
des séquences sensibles, le systéme étant trés voisin du systéme "Cre-lox", dans la
mesure ou 1l utilise une recombinase spécifique a Ia SRD.

L’objet de la présente invention est de proposer des cassettes de transformation
de la levure ne laissant aucun fragment exogene inutile d’ADN, et qui comportent d’une
part au moins un marqueur de sélection qui est dominant et négatif ; et d’autre part
deux sequences répétees directes (SRD) non exogénes et non recombinogéniques avec
le genome de la levure, ces 2 séquences répétées directes étant disposées de part et
d’autre du fragment contenant le marqueur dominant négatif. Ce marqueur de contre-
selection dominant est de préférence un marqueur inductible. Ces cassettes d’ADN,
objet de I'invention, comportent de préférence un second marqueur de sélection.

Ces cassettes d’ADN, objet de I'invention, comportent éventuellement au moins
un gene d'intérét avec, st besoin, les éléments nécessaires a son expression dans la
levure (par exemple tout promoteur, enhanceur, et/ou terminateur appropriés). Tout
ADN exogene (= hétérologue) pour la levure, autre que celui de ce géne d’intérét, est
considérée comme ADN exogene inutile.

Un objet de la présente invention est de proposer une cassette
d’intégration/excision permettant 'intégration d’un géne d’intérét et/ou I’inactivation

d’un gene de I’hote, utilisable dans les levures, qui résout les problémes précédents,
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notamment qui permet d’obtenir des intégrations exemptes d’ADN €exogene en ne
latssant en place que de I’ADN de levure appartenant au méme genre et éventuellement
un gene d'intérét. Dans la présente description, on entend désigner par "ADN exogene"
un ADN qui provient d’un genre différent ou plus specifiquement d’une espéce
dittérente, du genre ou de ’espéce de la souche de levure transformée.

C’est pourquoi la présente invention concerne une cassette d’ADN destinée a
I'intégration d’un géne d’intérét ou a I’inactivation d’un gene dans les levures,
caracterisée en ce qu’elle comporte :

-au moins un marqueur dominant négatif, de préférence deux marqueurs

dominants de sélection : un marqueur positif et un marqueur negatif ;

-deux séquences répétées directes (SRD) non exogenes et non
recombinogéniques avec le génome de la souche hote, ces deux séquences
repetees directes flanquant le ou les marqueurs de sélection :

- deux séquences d’ADN recombinogéniques (SR) correspondant au site
d’insertion désiré dans la levure, flanquant en 5’ et 3’ les deux susdites
sequences répétées directes :

- eventuellement un (ou plusieurs) géne(s) d’intérét, comportant, si besoin, les
cléments neécessaires a son expression dans la cellule héte, placé entre une
sequence SRD et la séquence d’ADN recombinogénique (SR) adjacente.

Cette cassette d’intégration/excision permet la délétion totale ou partielle de
genes présents dans le génome de souches industrielles de levure et éventuellement
I'intégration simultanée d’un nouveau géne sans qu’aucun fragment d’ADN étranger
reste dans le génome de la souche ainsi transformée (hormis éventuellement le gene
nouvellement cloné si c’est le cas). De préférence, ladite cassette d’intégration/excision
sera congue de mamiére a permettre de transformer plusieurs alléles, voire tous les
alleles d’un gene I'un aprés I’autre sans qu’il v ait en principe de risque de voir les
transtormations se reproduire dans le méme site. Il est vérifié systematiquement que la
transtormation de tous les alléles ou d'un nombre déterminé d'entre eux a bien eu lieu.
La procédure de transformation peut étre répétée plusieurs fois grace a l'utilisation d’au

moins une séquence recombinogénique (SR) différente a chaque fois, les deux




10

15

20

25

30

CA 02285041 1999-10-08

sequences SR dirigeant I'intégration de la cassette. De préférence, on changera les deux
sequences SR comme expliqué ci-apres, si une seule est changée, ce sera de préférence
la sequence SR choisie en 3’ du site d’insertion.

Lorsque la cassette d’intégration/excision est destinée a ’intégration d’un géne
d'intérét, ceci1 implique, qu’aprés |’excision, demeurera le géne d’intérét et une
sequence SRD, cet ensemble €tant flanqué des deux séquences recombinogéniques;
lorsque la cassette est destinée a I’'inactivation du gene, il peut s’agir de I’inactivation
d’un gene par deélétion totale ou partielle, dans ce cas, il ne reste qu’une séquence SRD
tflanquee des deux séquences recombinogéniques. Il est important, de maniére générale,
que la sequence SRD soit non codante, en effet située en 3’ d’une séquence
recombinogenique, elle pourrait €tre exprimée. Par séquence non codante, on entend
une sequence qui n’est pas traduite sous forme d’un peptide.

Un probleme souvent rencontré dans I’expression d’un ou plusieurs génes
d’intérét a un niveau suffisant est le besoin d’un grand nombre de copies du ou des dits
genes d’intérét avec les é€léments permettant leur expression. Un autre objet de
I"invention est de proposer un plasmide multicopie d’expression dans la levure, ne
contenant pas d’ADN exogene 1nutile, pouvant €tre obtenu a ’aide d’un plasmide
navette L. coli-levure comportant deux séquences répétées directes (SRD) non
exogenes et non recombinogéniques avec le génome de la souche hote.

Ce plasmude navette E. coli-levure, de préférence £. coli-S. cerevisiae est aussi
un objet de I'invention, 1l est caractérisé en ce qu’il comporte :

- au moins un marqueur de sélection qui est dominant et négatif, de
preference deux marqueurs de sélection,

- deux sequences repétées directes SRD non exogénes et non
recombinogéniques, ces deux seéquences séparant dans le plasmide circulaire deux
regions : d’une part la partie levure destinée a €tre conservée dans la levure hote et a
s'exprimer et d’autre part la partie ou région utilisée pour I’obtention du plasmide
navette et destinée a étre éliminée par excision.

De preéférence, la région placée entre les deux séquences répétées directes et

destinée a €tre eliminée par excision comporte
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- une origine de réplication de £. coli.

- un marqueur de s€lection pour E. coli.

- un marqueur dominant négatif de préférence inductible, ¢’est-a-dire un
gene codant pour un composé toxique pour la levure et exprimé dans des conditions
particulieres de milieu correspondant aux conditions d’induction.

La seconde région délimitée par les 2 séquences SRD et destinée a devenir le
plasmide multicopie d’expression dans la levure comporte :

- une origine de réplication levure 2 micron,

- un marqueur de sélection, d’origine levure,

- un systeme d’expression d’au moins un gene d’intérét.

Un objet de I'invention est aussi une cassette d’ADN sous forme d’un plasmide
multicopie levure susceptible d’étre obtenu aprés excision du plasmide navette £. coli-
levure défini ci-dessus et comportant une séquence SRD non exogéne et non
recombinogenique avec le génome de la souche héte, une origine de réplication levure 2
micron, un marqueur de sélection d’origine levure, un systéme d’expression d’au moins
un gene d’intérét.

Ces nouvelles cassettes selon I'invention comportent de préférence deux

marqueurs de se€lection, I'un deux étant alors un marqueur dominant négatif, de

prétérence inductible. Un marqueur dominant au sens de la présente invention est un
marqueur de cellules prototrophes (ou non auxotrophes vis & vis de la protéine codée
par le marqueur) permettant dans un milieu de croissance particulier adapté au
marqueur, uniquement la croissance des clones ayant la modification recherchée. On
parle aussi de s€lection directe. On appelle marqueur dominant positif, un marqueur
dont I’expression dans la cellule h6te assure la survie dans certaines conditions
particulieres, dans la plupart des cas il s’agira d’un marqueur de résistance, c¢’est a dire
que lorsque le marqueur correspondant est exprimé, il permet a la cellule de résister, par
exemple a des antibiotiques ou a d’autres substances toxiques. Par marqueur dominant
negatif, on entend au contraire désigner en général, un marqueur dont I’expression est

toxique pour les cellules hotes dans des conditions particuliéres. Il peut s’agir
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notamment dun marqueur rendu “inductible" codant pour un produit toxique, comme
par exemple le gene R7A (Ricin Toxine A), placé sous le contrdle d’un promoteur
inductible fortement réprime par le glucose. Ce promoteur inductible peut étre par
exemple un promoteur d’un géne GAL, ou encore un promoteur hybride comme le
promoteur GALI0-CYC1. -

L’article de Frankel ef al., "Selection and characterization of ricin toxin A-chain
mutations in Saccharomyces cerevisiae", Molecular and Cellular Biology, fév. 1989,

pp. 415-420, décrit une méthode de sélection de mutants produisant une toxine inactive

apres transtormation par une construction d’ADN comportant le géne codant pour la
chaine polypeptidique A de la toxine du ricin sous controle du promoteur GAL! et
induction de ’expression de ce géne.

L’utilisation d’un gene inductible codant pour un produit toxique comme le
polypeptide de la chaine A de la toxine du ricin selon la présente invention est
différente, car ce gene est utilis€ comme marqueur négatif permettant une contre
selection, c’est-a-dire une deuxieme sélection des souches transformées par la cassette
d’intégration ou le plasmide réplicatif objet de ’invention, mais ayant perdu le module
d’excision. Bien entendu, 1l sera vérifié systématiquement que la survie des cellules de
levure transtormées en milieu inductible est due a la perte du module d’excision et non a
une mutation du géne R74 ou du géne codant pour une autre protéine toxique,
inactivant la toxine produite. Ceci peut étre réalisé pour les souches transformées avec
la cassette d’intégration d’une part par séquencgage de la zone transformée et d’autre
part par vérification de I’absence de fragments détectables du géne R7A4 au sein du
genome de la souche transformée. Des vérifications similaires peuvent étre conduites
concernant la perte de ses é€léments de construction par le plasmide multicopie
d’expression dans la levure.

Des exemples de marqueurs positifs et négatifs sont donnés ci-aprés de fagon
plus détaillée.

La presence de deux marqueurs dominants permet d’assurer une trés grande

eflicacit€é au systéme constitué par la cassette/d’intégration, excision et elle permet de

choisir des marqueurs universels pour les levures donnant une sélection directe aisée.
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On aura compris que le marqueur positif permet de sélectionner directement les
cellules transformées puis, apres culture en milieu inducteur, le marqueur négatif permet
de sé€lectionner directement les cellules dont le module d’excision aura été éliminé par
"pop-out" ou excision.

L’excision du module comportant les deux marqueurs dans la cassette
d’intégration/excision est effectuée grace a la présence des séquences répétées directes
(SRD) dont la structure constitue €également 'un des éléments caractéristiques de la
présente invention.

De la méme maniere, la présence de deux marqueurs permet une grande
efficacité au systeme constitué par le plasmide navette E. coli-levure. On aura compris
que le marqueur négatif inductible et dominant permet de sélectionner les cellules ne
contenant qu’un ou des plasmides ayant excisé la partie utilisée pour la construction du
plasmide navette grace a la présence des séquences répétées directes (SRD),
caractéristiques de la présente invention. Dans le cas de cette construction, I’excision
élimine le marqueur dominant négatif, de préférence inductible. Le marqueur positif
d’onigine levure qui est dans 'autre région du plasmide navette délimitée par les 2
seéquences SRD, est conserve et sert a maintenir une pression de sélection pour la

conservation et I’expression des plasmides multicopies levure, obtenus aprés excision.

Ces sequences SRD seront, de préférence, choisies parmi :

- des séquences mosaiques de levure, de préférence appartenant au genre
Saccharomyces et plus préférentiellement Saccharomyces cerevisiae, ou-

- des séquences d’ADN de levure non présentes dans la souche héte.

Par "séquence mosaique" de levure, on entend désigner une séquence d’ADN
constituée de fragments provenant de différentes séquences d’ ADN d’une ou plusieurs
souches de levure, appartenant a la méme espéce, voire a la méme sous-espéce.

Afin de s’assurer que les fragments en question permettent d’obtenir une
“ s€équence mosaique ” non recombinogenique, chacun de ces fragments comportera de
préférence, moins de 30 pb, et la séquence SRD comportera de 80 a 300 pb afin

d’assurer I'excision. La longueur des fragments, a savoir de I’ordre de 10 a 30 pb, ne
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permet pas qu’ils jouent le rble de fragments recombinogéniques, par contre la
sequence globale SRD constituée de ces différents fragments permet une recombinaison
avec une SRD identique, et donc I’excision du fragment d’ADN compris entre les.2
sequences SRD identiques. De préférence une séquence SRD comporte environ 90 3
200 pb ou 210 pb. Aprés excision, I’'une des 2 séquences SRD demeure en place dans le
genome, 1l est donc nécessaire que cette séquence soit constituée par de ’ADN de
levure, c’est a dire par de I’ADN appartenant au méme genre et de preférence a la
meme espece de levure.

Comme cela a été indiqué précédemment, il est possible également d’utiliser
comme sequences SRD des fragments d’un géne de levure qui est absent de la souche
hote industrielle de levure a transformer. Par exemple |’espéce Saccharomyces
cerevisiae est décrite comme assimilant et fermentant le mélibiose de maniére variable
selon les souches. Toutes les souches industrielles de levure de boulangerie sont
melibiose " moins ", par contre la plupart des souches industrielles de levure de
brasserie sont mélibiose " plus ", alors que toutes ces souches appartiennent a ["espece
saccharomyces cerevisiae. Le géne MELI est en conséquence un bon candidat pour
donner les séquences SRD d’une cassette de transformation d’une souche industrielle
de levure de boulangerie, selon I’invention. Le géne MEL/ est décrit dans le brevet EP
241 044, 1l s’agit d’un geéne qui code pour I’enzyme o-galactosidase qui hydrolyse le
melibiose en galactose et glucose. Ce géne est absent des souches industrielles de levure
de boulangerie qui, pour cette raison, ne sont pas capables de consommer la totalité du
raftinose des mélasses. Dans ce cas, il est possible d’utiliser des fragments SRD plus
longs, de I'ordre de 200 pb ou 210 pb par exemple, pour faciliter I’excision, mais en se
rappelant que la séquence SRD restant aprés excision doit avoir été rendue non codante
par tout moyen approprie¢ tel que changement du cadre de lecture ou I’introduction de
codons stop par exemple.

Comme déja indiqué, dans la cassette d’intégration/excision les séquences SRD
decrites précédemment sont flanquées, en 3’ et 5. de sequences d’ADN
recombinogeniques, c’est a dire permettant I’intégration dans le gene cible par double

recombinaison homologue et qui sont appelées séquences SR. Ces deux fragments
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d’ADN sont préparés, bien entendu, a partir de séquences choisies dans le géne cible
qui correspondront alors aux sites spécifiquement reconnus pour la recombinaison
homologue. Le choix des séquences SR détermine ainsi le site d’insertion de la cassette.

Lorsqu’on veut intégrer de maniére successive un méme module d’excision avec
éventuellement un geéne d’mtérét dans différents alléles d’une méme famille de génes, il
est nécessaire de choisir les séquences recombinogéniques de maniére a ce qu’elles ne
viennent pas se recombiner dans un alléle déja transformé.

Pour ce faire, on réalisera des cassettes d’intégration/excision successives avec
au moins une séquence recombinogénique qui n’est plus présente dans les sites
precédents recombinés, de préférence la séquence recombinogénique non présente dans
le site précédemment recombiné sera choisie en 3’ de ce site. Par exemple on choisira
des fragments en partant de I’extrémuté 3’du geéne cible pour la recombinaison puis en
se rapprochant du centre dudit gene cible pour chaque cassette successive. De
preférence, les 2 séquences SR seront changées a chaque fois selon cette technique
appliquée en choisissant des fragments SR différents en partant des deux extrémités du
site cible pour la recombinaison dans les différentes cassettes d’intégration successives.

Le marqueur d’intégration peut €tre tout marqueur dominant positif, ¢’est-a-dire
qui permet aux levures le possédant de survivre & une pression de sélection. Ce sera de
prétérence un marqueur de résistance, c’est-a-dire un géne qui confére & la souche une
résistance vis-a-vis d’un élément toxique. L’emploi d’un marqueur d’auxotrophie (géne
nécessaire a la croissance sur milieu privé d’un élément nutritif) sera une solution
prétérée pour la maintenance et I'expression de plasmides multicopies levure, il
necessite que les levures industrielles concernées aient été rendues auxotrophes par des
disruptions ou délétions ciblées, comme celles rendues possibles par la cassette
d’intégration-excision selon la présente invention.

Parmu les marqueurs positifs dominants qui peuvent étre utilisés a titre de
marqueur de résistance a un composé toxique, on peut citer (le composé toxique étant
Cit€ en premier) :

- Cuivre : le géne CUPI de Saccharomyces cerevisiae, qui permet la résistance au

cutvre et au cadmium. Son utilisation comme marqueur de sélection positif dominant
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a ete montrée chez des souches sensibles au cuivre (Henderson er al. 1985, Curr.
Genet, 9, pp. 133-138 ; Pentild ef al. 1987, Curr. Genet., 12, pp. 413-420 ; Hottiger
et al. 1995, Yeast, 11, pp. 1-14).

Cycloheximide : des alléles mutants du géne ribosomal CYH2 de Saccharomyces
cerevisiae permettent la résistance au cycloheximide lorsqi¥ils sont présents avec le
gene sauvage CYH?2 (I'homozygotie ne confere pas de résistance (Struhl e al. 1983,
Gene. 26, pp. 231-242)) ;

FK520 : le gene MDR3, originaire de la souris, codant pour la P-glycoprotéine,
lorsqu’il est exprimé chez Saccharomyces cerevisiae lui confére une résistance au
FK520 (un agent antifongique et immunosuppresseur) (Raymond et al. 1994, Mol.
Cell. Biol. 14, pp. 277-286) :

Fluoroacétate : le gene dehH 1, issu de Moraxella sp, exprimé chez Saccharomyces
cerevisiae permet la résistance au fluoroacétate (van den Berg ef al. 1997, Yeast,
13(6), pp. 551-559) ;

Fluoro-phénylalanine : I’allele dominant ARO4-OFP, qui est une mutation d’un
nucléotide du gene ARO4 de Saccharomyces cerevisiae, permet la résistance au
melange p-fluoro-DL-phénylalanine, ou o-fluoro-DL-phenylalanine, et tyrosine (la
tyrosine permet de supprimer I’inhibition de I’expression de ce géne). Son efficacité
comme marqueur de resistance a un analogue d’acide aminé a été montrée sur
plusieurs souches de levures industrielles (Shimura ef al. 1993, Enzyme Microb.
Technol. 15, pp. 874-876) ;

Formaldéhyde : le gene SFAI de Saccharomyces cerevisiae, lorsqu’il est surexprimé
permet une résistance au formaldéhyde cinq a sept fois plus importante par rapport a
la souche sauvage correspondante. Ce géne a été utilisé comme marqueur de
selection d’un plasmide multicopie (Wehner ef al. 1993, Yeast, 9, pp. 783-785). Un
des avantages de ce marqueur est le faible coiit de la molécule toxique (van den Berg
et al. 1997 - Yeast, 13(6), pp. 551-559) ;

Geneticine : le module KanMX, qui contient la séquence codante kan' issue du

transposon Tn903 d’Escherichia coli fusionnée aux séquences de contrdle

transcriptionnelles du gene 7EF du fungus filamenteux Ashbya gossypii, ou a tout
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autre promoteur et terminateur de transcription fonctionnels, confére &

Saccharomyces cerevisiae la résistance a la généticine (G418) (Wach et al. 1994,
Yeast, 10, pp. 1793-1808, parmi les nombreux utilisateurs de ce marqueur) ;

- Qlyphosate : la partie codante du géne arod de Escherichia coli, insérée entre des
sequences promotrice et terminatrice de Saccharomyces cerevisiae, y permet la
résistance au glyphosate (Kunze ez al. 1989, Curr. Genet. 15, pp. 91-98) ;

- HygromycineB : le géne Aph, originaire d’un plasmide d’Escherichia coli, placé sous
le contrOle du promoteur du géne CYC/ de Saccharomyces cerevisiae permet la
resistance a I’hygromycine B (Gritz and Davies 1983, Gene. 25, pp. 179-188) :

- Meéthotrexate : le gene Mdhfr, codant pour une dihydrofolate reductase chez la
sourts, confere a Saccharomyces cerevisiae la résistance au méthotrexate (Zhu et al.
1986, Gene. 50, pp. 225-237) ;

- Phléomycine : le géne Tn5ble, issu de Escherichia coli, permet a Saccharomyces
cerevisiae d’acquérir une résistance a la phléomycine. Ce géne est généralement
utilise avec le promoteur TEF/ et le terminateur CYC! de Saccharomyces cerevisiae
(Wenzel e al. 1992, Yeast, 8, pp. 667-668) :

- Sulfometuron : le gene SMRI-410, alléle mutant du géne ILV2 de Saccharomyces
cerevisiae, permet la résistance a ’herbicide sulfométuron, de maniére dominante
chez des souches hétérozygotes diploides (Xiao ez al. 1990, Plasmid. 23, pp. 67-70).
Un nouvel alléle mutant a récemment été mis en évidence (Xie et al. 1996, FEMS
Microbiol. Letters. 137, pp. 165-168).

Pour ce qui concerne le second marqueur, a savoir le marqueur négatif c¢’est-a-
dire le marqueur de contre-sélection, il s’agira comme cela a été indiqué précédemment
la plupart du temps d’un marqueur rendu "inductible" et codant en condition
d’induction pour une molécule toxique pour la cellule de levure.

Un marqueur de contre-sélection avantageux est la partie codante du géne R7A4
(Ricin Toxine A), placée sous la dépendance d’un promoteur inductible a la fois fort et
fortement réprimé par le glucose, comme par exemple le promoteur GAL/0-CYC/ et
d’un terminateur PGK/. Le principe de ces constructions a partir de promoteur et

terminateur de levure est d’utiliser un promoteur et un terminateur issus de genes
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diftérents, de maniére & minimiser les risques de recombinaison non désirée dans le
genome de la levure.

Bien entendu, il est vérifié ensuite par séquengage de la région transformée
I’absence d’ADN exogene, ¢’est-a-dire que I’excision a bien eu lieu comme prévu. 1l est
cgalement vérifi€ par hybridation ’absence de tout fragment- détectable du ou des 2
marqueurs au sein du génome de la souche transformée notamment de tout fragment
détectable du marqueur de contre-sélection, étant entendu que dans le cas de la
construction du plasmide réplicatif d’expression, le marqueur positif est gardé, et en
consequence ce marqueur positif est choisi comme correspondant 4 une séquence
d’ADN non exogeéne.

D’autres marqueurs de contre-sélection peuvent étre utilisés parmi les
genes homologues ou hétérologues au génome de levure dont la surexpression
conditionnelle en plasmide centromérique est toxique pour la levure hdte. On peut citer
par exemple :

- ATL2, gene d’Arabidopsis thaliana codant pour une protéine a doigt de zinc
(Martinez-Garcia et al. (1996) Gene isolation in Arabidopsis thaliana by conditional
overexpression of cDNAs toxic to Saccharomyces cerevisiae - Identification of a novel
early response zinc-finger gene. MGG, 252 :587-596.)

- DUQOI, gene de Saccharomyces cerevisiae codant pour une protéine du
cytosquelette (Hofmann et al. (1998) Saccharomyces cerevisiae Duolp and Damlp,
novel proteins involved in mitotic spindle function. J. Cell. Biol., 143 :1029-1040) :

- GINI1, gene de Saccharomyces cerevisiae codant pour une protéine
subtélomérique (Kawahata et al. (1999) A positive selection for plasmid loss in
Saccharomyces cerevisiae using galactose inducible growth inhibitory sequences.
Yeast, 15 :1-10)

- GIN12/5PC42, geéne de Saccharomyces cerevisiae codant pour une protéine

du cytosquelette (Akada et al. (1997) Screening and identification of yeast sequences
that cause growth inhibition when overexpressed. MGG, 254 :267-274)

- H1-1, geéne d’Arabidopsis thaliana codant pour une histone H1 (Martinez-

Garcia et al. (1996) Gene isolation in Arabidopsis thaliana by conditional
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overexpression of cDNAs toxic to Saccharomyces cerevisiae . Identification of a novel
early response zinc-finger gene. MGG, 252 :587-596.)

- TPK/I, géne de Saccharomyces cerevisiae codant pour une protéine kinase
dépendante de I’AMPc (Liu, H. et al. (1992) Construction of a GAL/-regulated yeast
cDNA expression library and its application to the identification of genes whose
overexpression causes lethality in yeast. Genetics, 132 :665-673).

Les séquences répétées mosaiques de Saccharomyces cerevisiae correspondent,
en général, a la construction d’une séquence d’environ 100 paires de bases constituée
de fragments de genes existant en principe dans la cellule hote, chacun de ces fragments
étant d’'une longueur telle qu’tl ne permet en principe aucun événement de
recombinaison quand ils sont dans une séquence mosaique. Ces séquences sont
construites de telle maniére qu’aucune chaine peptidique ne peut étre codée, par
exemple grace a I'introduction de codons stop a des endroits judicieux.

Les séquences mosaiques peuvent €tre construites a partir de courts fragments
de génes qui sont trés probablement oonsef'vés dans les différentes souches de levure et
situés dans des zones peu variables de ces geénes. Ces zones peu variables ont été

déterminées par recherche d’homologie avec d’autres banques de génes par le

programme B.L.A.S.T.A*(Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res., 25, pp. 3389-
3402). Les séquences introniques connues pour étre trés variables sont a éviter. De
préférence quand la souche hote appartient & ’espéce Saccharomyces cerevisiae, le
choix des courts fragments composant la séquence mosaique, est réalisé d’aprés la
séquence de la souche de Saccharomyces cerevisiae du MIPS & Munich (Mewes ef al.,

1997, Nucleic Acids Res., 25, pp. 28-30). Ces fragments sont également choisis de

maniére a ce que la séquence mosaique posséde des codons non-sens, arrétant la

traduction dans les 6 cadres de lecture (3 cadres de lecture directe, et 3 cadres de

lecture inverse).

Une des caracténstiques essentielles du module d’excision présent dans la

cassette de transformation, objet de la présente invention, est qu’il peut étre utilisé quel

que soit le site d’intégration choisi dans le génome de la levure (cas de la cassette

d’intégration/excision) ou quel que soit le ou les génes d’intérét & exprimer. Cette

* Marque de commerce
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propriete est directement dépendante du choix des sites de restriction permettant
d’introduire le ou les geénes d’intérét et les séquences SR dans ladite cassette de
transtormation. La présence d’un site de restriction spécifique dans ces fragments
d’ADN a introduire dans la cassette exclut que ledit site puisse étre utilisé ensuite pour
construire ladite cassette. Pour que le module d’excision puisse étre utilisé aisément
pour toute construction, il est nécessaire qu’il comporte a chacune de ses extrémités au
moins un site de restriction dont la fréquence dans le génome est la plus faible possible.
Une des caractéristiques de I’invention est que le module d’excision comporte au moins

3 sites rares a ses extrémités et de préférence au moins 5 sites rares de restriction. Un
site rare de restriction est un site qui est reconnu par une endonucléase de type II
reconnaissant une séquence octanucléotidique ou tout site de restriction ayant la méme
caractéristique de rareté. Pour illustrer cette notion de fréquence rare, il est rappelé que
dans une séquence d’ADN ayant une composition 50%A-T et 50% G-C, la fréquence
de la présence d’un hexanucléotide spécifique est de 1 pour 4096 et d’un octanucléotide
specifique est 1 pour 65536. Par exemple, le module d’excision aura a son extrémité 5’
les sites Pacl, Ascl et Pmel, et a son extrémité 3’ les sites Fisel et Swal.
La presente invention concerne également un procédé d’intégration d’un géne
d’intérét ou d’inactivation d’un geéne dans une levure, caractérisé en ce que
a) on transforme ladite levure & I’aide d’une construction d'ADN consistant en
la cassette d’intégration/excision telle que décrite précédemment,
b) on sélectionne les levures ayant intégré ladite cassette grice au marqueur
positif,
¢) puis, on sélectionne parmi ces levures les levures dans lesquelles la cassette a
cte excisée grace aux séquences SRD en recherchant les levures dépourvues
du marqueur négatif.
Plus particulierement, I'invention concerne un procédé d’intégration de plusieurs
copies ou d’inactivation des différentes copies d’un géne dans une levure, caractérisé en

ce quon répete le procédé décrit précédemment avec une cassette

d’intégration/excision qui comporte pour chaque répétition du procédé au moins une

sequence d’ADN recombinogénique différente choisie de fagon a ce que chaque site
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comportant une intégration ne puisse pas, en principe, faire I’objet d’une recombinaison
avec la cassette suivante.

Les cassettes d’intégration/excision comportant éventuellement un géne
d’intérét correspondant aux définitions données ci-dessus peuvent étre construites selon
les méthodes usuelles utilisées en la matiére par I’homme de I’art.

Il en est de méme du plasmide navette £. coli-S.cerevisiae permettant d’obtenir
apres excision des €léments de construction un plasmide réplicatif ou multicopie
d’expression dans la levure, sans ADN exogene autre que celui du ou des génes
d’intérét. Les principes de construction, les éléments de ce plasmide navette sont les
meémes que ceux cl-dessus exposes.

Plus particulierement, I'invention concerne aussi un procédé de transformation
d’une levure auxotrophe afin d’obtenir un nombre élevé de copies d’au moins un gene
d’intérét avec un plasmide navette comme défini ci-dessus dont le marqueur de
selection ou marqueur positif d’origine levure est un marqueur de complémentation de
I’auxotrophie de la levure hote, caractérisé en ce que :

- on transforme la levure avec ledit plasmide navette ;

- on sélectionne sur milieu minimal, c’est a dire sur un milieu ne comportant pas
I’élément pour lequel la levure est auxotrophe, permettant I’induction du
marqueur dominant négatif présent dans la région du plasmide navette
comportant les fragments d’ADN d’E. coli délimitée par les 2 séquences SRD, les
cellules ne portant que des plasmides dont la partie correspondant aux fragments
d’E. coli et au marqueur négatif a été excisée.

Parmi les procédés de transformation utilisables des souches de levure, on peut
citer notamment celui proposé par Ito ef al. (1983, J. Bacteriol., vol. 153, pp. 163-168),
ou par Klebe ef al. (1983, Gene, vol. 25, pp. 333-341), ou encore par Gysler ez al.,
(1990, Biotechn. Techn., vol. 4, pp. 285-290).

Enfin, la présente invention concerne les levures transformées par une cassette

selon I'invention et obtenues par un procédé tel que décrit précédemment et qui ne

contient que de I’ADN de levure, a I’exception éventuellement du ou des génes codants

pour une protéine d’intérét, les séquences SRD étant non codantes. Si la cassette selon
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I"invention est utilisée pour inactiver une famille de génes, les levures selon la présente
invention seront telles que le nombre désiré de copies, c’est & dire le nombre désiré
d’alleles de la méme famille de génes, aura été inactivé par intégration/excision a ’aide
de cassettes selon la présente invention, ou éventuellement 1’ensemble des copies aura
ete active, de maniere a choisir avec quelle intensité un géne sera exprimé. De méme,
s1 une des cassettes selon I'invention est utilisée pour exprimer un ou plusieurs genes
d’intérét, le nombre désiré de copies de ce géne pourra étre obtenu.

Parmi les levures plus particuliérement intéressantes selon la présente invention,
il faut citer les levures du genre Saccharomyces et notamment Saccharomyces
cerevisiae, en particulier les souches industrielles et plus particulierement celles de
levures de panification.

LISTE DES FIGURES EN ANNEXE

Figure 1: Composition d’une séquence répétée directe mosaique.

Figure 2: Plasmide pFA6-kanMX4, portant le marqueur de sélection dominant
kanMX et servant de base a la construction d’une cassette d’intégration.

Figure 3: Stratégie de clonage de deux séquences répétées directes mosaiques
dans le plasmide pFA6-kanMX4.

Figure 4: Plasmide pMOS-5’, résultant de I’ajout d’une séquence répétée directe
mosaique dans le plasmide pFA6-kanMX4 en 5° du marqueur kanMX.

Figure 5: Plasmide pMOS-3’ résultant de I’ajout d’une séquence répétée directe
mosaique dans le plasmide pFA6-kanMX4 en 3’ du marqueur kanMX.

Figure 6: Plasmide pMOS, résultant de la combinaison du plasmide pMOS-5’ et
du plasmide pMOS-3’, portant le marqueur de sélection kanMX et les deux séquences
repetees directes mosaiques permettant la perte du module d’excision par
recombinaison homologue.

Figure 7. Plasmide pYEDP-60.2-RTA, portant le module suicide RTA 2

integrer dans le plasmide pMOS et qui agira en tant que marqueur de sélection négative

dans la cassette d’intégration.
Figure 8: Plasmide pINT-MOS, portant la partie centrale dite "module

d’excision" de la cassette d’intégration.
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Figure 9: Plasmide pMEL-S’, résultant de I’ajout d’une premiére séquence
repétee directe MEL dans le plasmide pFA6-kanMX4 en 5’ du marqueur kanMX.

Figure 10: Plasmide pMEL, résultant de I’ajout d’une deuxiéme séquence
répéteée directe MEL dans le plasmide pMEL-5’.

Figure 11: Plasmude pINT-MEL, portant le marqueur de sélection kanMX, deux
sequences repéetées directes MEL, le module suicide RTA.

Figure 12: Plasmide pSUC-A, portant la cassette de disruption CAS-SUC-A

d’un allele du gene SUC dans Saccharomyces cerevisiae.

Figure 13 : Plasmide pSE936-HI1-1, portant '’ADNc du geéne HIi-I, utilisé
comme marqueur négatif alternatif a R74.

Figure 14 : Plasmide pINT-MOS-H1-1, portant le module d’excision dont la
région codante du gene R7A est remplacée par I’ADNcdu géne H/-1.

Figure 15 : Plasmide pURA, portant la cassette CAS-URA de délétion du géne
URA3.

Figure 16 : Plasmude pJB202, résultant du remplacement des marqueurs de
sélection positif et négatif du pINT-MOS par un oligonucléotide linker contenant les
sites uniques de restriction £coRl, Ascl, Pmel, Swal, Pacl et HindlIl

Figure 17 : Plasmude pJB205 résultant de ’ajout successif du géne URA3, puis
du fragment 2 micron enfin du module RTA dans le plasmide pJB202.

Figure 18 : Plasmide pJB206 résultant de [’ajout de la cassette d’expression du
gene Idhl. dans le plasmide pJB20S.

Figure 19 : Plasmide pJB206-OUT résultant de I’excision du fragment contenant
le marqueur négatif et I’ ADN d’origine E. coli hors du plasmide pJB206.

Liste de séquences

SEQ ID N°1: la séquence SEQ ID N°1 est la séquence répétée directe mosaique
dont la conception est décrite dans ’exemple N° 1 de la présente invention.

SEQ ID N°2: la séquence SEQ ID N°2 est la séquence répétée directe MEL

utilisée dans I’exemple N° 3 de la présente invention.
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SEQ ID N°3 : séquence d’ADN de haison ou linker utilisée dans |I'exemple 7

pour introduire des sites de restriction.

SEQ ID N°4 : second hinker utilis€ dans |I’exemple 7.

EXEMPLES

EXEMPLE 1 : composition d’une séquence répétée directe dite "mosaique”

La séquence répétée directe mosaique, non hétérologue de Saccharomyces
cerevisiae est congue selon la démarche présentée dans la description, en I’occurrence
elle comporte les 5 séquences codantes suivantes correspondant a un total de 97 paires
de bases (Figure 1). Les fragments sont choisis de maniere & ce que la séquence
mosaique possede des codons stop empéchant la traduction dans les 6 cadres de lecture.
La position des fragments d’ADN sélectionnés pour la mosaique est donnée par

référence au codon de début de traduction selon la classification du MIPS (Munich

Information Center for Protein Sequence) :
- GAPI, pb 464-478, provenant de I'ORF de YKRO39W, codant pour une

glycoprotéine de membrane servant au transport des acides aminé€s,

- K881, pb 423-439, provenant de ’ORF de YGRO40W, codant pour une

protéine homologue d’une MAP kinase,
- TPS1, pb 1179-1203, provenant de 'ORF de YBR126C, codant pour la

tréhalose-phosphate synthétase ; deux résidus cytosine en position 1194 et 1197 sont

supprimés dans ce fragment de mani€re a générer un site de restriction Xbal,

- POL2, pb 914-931, provenant de I’ORF de YNL262W, codant pour la grande
sous-unité epsilon de I’ADN-polymérase,

- TPK2, pb 745-768, provenant de 'ORF de YPL203W, codant pour une sous-

unité catalytique de la protéine kinase AMPc¢ dépendante.

La séquence mosaique résultant de l'assemblage des fragments ci-dessus

identifiés est donnée comme SEQUENCE ID N°1.

['absence pratique d'homologie entre le génome de Saccharomyces cerevisiae et
la séquence mosaique présentée en SEQUENCE ID N°1 a été contrblée a l'aide d'un

programme classique tel que BLAST search version BLASTN 2.0.5 accessible sur
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Internet (rétérence Altschul ef al., 1997, Nucleic Acids Res., vol. 25, pp. 3389-3402). 1l
a €te mis en évidence qu’ill n’existait aucune séquence génomique proche de cette
sequence mosaique, c'est-a-dire que le degré d'identité de la séquence mosaique totale
avec une partie quelconque du génome est inférieure a 25%, donc suffisamment faible

pour exclure |’éventualité d’une recombinaison homologue entre un fragment d’ADN

de Saccharomyces cerevisiae et la séquence mosaique.

EXEMPLE 2 : Construction d'un module d'excision avec séquences mosaiques

Dans cet exemple, les deux séquences répétées directes permettant l'excision du
module par recombinaison homologue sont la séquence mosaique définie dans l'exemple
N°1 ci-dessus.

Les éléments du module d'excision sont construits dans I’ordre suivant -

1) le plasmide pFA6-kanMX4 portant le marqueur de sélection dominant kanMX_ sert
de base a la construction (figure 2);

2) les seéquences répétées directes mosaiques sont ajoutées séparément dans le plasmide
pFA6-kanMX4, puis combinées dans un seul plasmide;

3) le gene suicide RTA sous contréle du promoteur GAL10-CYC1 est inséré :

Chacune de ces €tapes est réalisée de préférence de la maniére suivante

1) Le marqueur kanMX est porté par le plasmide pFA6-kanMX4. Ce marqueur
est compose de la partie codante du géne kan’ conférant la résistance a la kanamycine,
sous controle d'un promoteur et d’'un terminateur. Le géne kan', issu du transposon Tn
903 d’Escherichia coli, code une aminoglycoside phosphotranférase responsable de la
résistance a la kanamycine. Le promoteur et le terminateur sont les séquences de

controle du géne 7EF (Translation Elongation Factor) du champignon filamenteux

Ashbya gossypii. La construction du plasmide pFA6-kanMX4 est décrite en détail dans
I"article de Wach ef al. (Yeast, 1994, 10, pp.1793-1808) ou dans I’ouvrage Methods in
Microbiology (vol. 26, Yeast Gene Analysis, chap. 5, pp. 67-81, ACADEMIC PRESS.
ISBN 0-12-521526-6). On peut aussi utiliser tout promoteur et terminateur
fonctionnant dans Saccharomyces cerevisiae et ayant une faible homologie avec les

promoteurs et terminateurs de Saccharomyces cerevisiae. Une autre solution pour
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éviter des recombinaisons non désirées dans Saccharomyces cerevisiae est de faire une

combinaison promoteur et terminateur provenant de genes différents de Saccharomyces
cerevisiae, de prétérence le promoteur et/ou le terminateur étant hybrides comme le
promoteur GAL10-CYC1.

2) L’insertion dans le plasmide pFA6-kanMX4 des séquences mosaiques de
Saccharomyces cerevisiae en amont et en aval du marqueur kanMX est réalisée selon la
stratégie sutvante illustree par la figure 3

La séquence mosaique reférencée SEQ ID N°1 est intégrée du coté 5° de
kanMX entre les sites de restriction Ascl et Bglll du plasmide pFA6-kanMX4 donnant
un plasmide intermédiaire pMOS-5’ (figure 4).

En parallele la séquence mosaique référencée SEQ ID N°1 est intégrée du coté
3’ de kanMX entre les sites de restriction Sacl et EcoRl dans le plasmide pFAG6-
kanMX4 donnant un plasmide intermédiaire pMOS-3° (Figure 5).

Puis ces deux plasmides sont digérés et lies de maniére a obtenir le plasmide
pMOS portant les deux séquences mosaiques de part et d'autre du marqueur kanMX
(figure 6).

Pour l1nsertion de la s€équence mosaique du coté 5' de kanMX (figure 3A), le
plasmide pFA6-kanMX4 est amplifi¢ par PCR inverse (dans une PCR inverse, c’est le
plasmide dans son intégralité qui est amplifié en tant qu’ ADN matriciel). La fusion de la
sequence mosaique avec le plasmide est faite a ’aide de deux amorces L1 et L2
composées chacune d’environ 70 a 90 bases, a savoir une cinquantaine de bases de la
sequence mosaique accolée a un segment d’une vingtaine de bases destiné a s’hybrider
au segment complémentaire de pFA6-kanMX4.

Autrement dit I'amorce L1 est composée de la séquence complémentaire a la
premiere cinquantaine de bases de la s€équence mosaique, correspondant a environ la
moitie de ladite séquence mosaique et d'une vingtaine de bases correspondant a la
sequence du plasmide en 5' du point d’insertion. L'amorce L2 est composée de la
seconde cinquantaine de bases correspondant a la deuxiéme moitié de la séquence
mosaique référencée SEQ ID N°1 et d'une vingtaine de bases correspondant a la

sequence du plasmide en 3' du point d’insertion. L’amorce L1 contient en plus entre la
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demi séquence mosaique et les bases shybrnidant au plasmide, la séquence du site de
restriction Pmel qui permettra €ventuellement I'ajout ulténieur d’un géne d’intérét
spécifiquement au niveau de ce site. Ces deux amorces L1 et L2 portent & leurs
extrémités le site de restriction Xbal défim a 'exemple 1.

Ces deux amorces L1 et L2 sont préparées par synthése in vitro
d'oligonucléotides et punfiées. Ces synthéses d'amorces pures sont réalisées par des
sociétés spécialisées. Sauf mention contraire, toutes les amorces définies ci-aprés sont
obtenues de la méme maniere.

L’amplification par PCR inverse du plasmude pFA6-kanMX4 en présence des
deux amorces L1 et L2 est réalisée selon les recommandations de PCR Protocols, a
Guide to Methods and Applications, M. A. Innis ef al., Academic Press Inc., 1990, Part
II, pp. 219-227.

Cette réaction PCR est catalysée par une polymérase thermophile générant des

bouts francs, ladite polymérase étant de préférence dépourvue d'activité exonucléase,

par exemple cette enzyme peut €étre la Ventg®(exo)DNA polymérase commercialisée
par New England Biolabs, Inc., USA. Le milieu réactionnel est le milieu classique
préconisé par le fournisseur.

Les échantillons obtenus par PCR sont ensuite séparés par migration dans un gel
d’agarose et le fragment correspondant 4 lé séquence d'ADN recherchée est 1sole et
élué a I’aide du kit Qiaquick (Qiagen GmbH, Allemagne) selon le protocole indiqué par
le fabricant.

Le fragment purifié ainsi obtenu est cyclisé par une technique appropri€e, pour

obtenir un plasmide circulaire appelé pMOS-5’(figure 4). Une méthode consiste a faire

apparaitre des extrémités cohésives aux extrémités du fragment obtenu par PCR. Pour

cela on utilise le site de restriction Xbal présent a l'extrémité 5' de chaque amorce L1 et
[.2. Le produit PCR obtenu par amplification contient alors ce site & chaque extrémite
des fragments linéaires. Une digestion par l'enzyme de restriction Xbal conduit a la

création d'extrémités cohésives qui favorisent la cyclisation.

Parallélement, la séquence mosaique est insérée dans le plasmide pFA6-kanM X4

du c6té 3' du marqueur kanMX (figure 3B). Le plasmide pFA6-kanMX4 est amplifié
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par PCR 1nverse en présence de deux amorces, L3 et L4, Ces amorces comprennent
chacune une moiti€ de la séquence mosaique correspondant a une cinquantaine de
bases, li¢es a une vingtaine de bases permettant I'hybridation en $' et en 3' du point
d'insertion compris entre les sites Sacl et EcoRI du plasmide pFA6-kanMX4. Les
amorces L3 et L4 sont composées selon le méme principe que les amorces L1 et L2,
c'est-a-dire qu'elles contiennent respectivement la séquence complémentaire a la
premuére moiti€ et la seconde moiti€ de la séquence mosaique, soit une cinquantaine de
bases chacune, et une vingtaine de bases s'hybridant au plasmide l'une en aval, ['autre en
amont du point d'insertion. Dans [’amorce L4, est ajouté en outre un site de restriction
qui permettra l'intégration ultérieure d'une séquence recombinogénique SR. Ce site de
restriction, par exemple Fsel, est inséré entre la demi séquence mosaique et les bases
shybridant au plasmide. Aprés amplification du plasmide pFA6-kanMX4 en présence
des amorces L3 et L4 par PCR inverse selon des techniques déja citées pour les
amorces L1 et L2, le produit PCR est purifié, puis cyclisé par une méthode appropriée,
par exemple celle proposée ci-dessus pour la cyclisation de pMOS-5'. Le site de
restriction Swal est alors introduit entre d'une part le site FcoRI présent dans le
plasmide et d'autre part le site Fsel porté par la séquence mosa‘i’que, grace a un linker
(fragment de liaison) portant le site Swal en son centre entouré des extrémités cohésives

EcoRI et Fsel.
Le plasmide résultant de I'ensemble de ces constructions est appelé pMOS-3’

(figure 5).

Finalement, les plasmides pMOS-3" et pMOS-5’ sont digérés par des enzymes
de restriction appropri€es, par exemple par les endonucléases Ndel et Ncol, afin que les
fragments complémentaires soient liés. Le plasmide généré est linéarisé par BamHI,
traité par la Mung Bean Nuclease®(Wew England Biolabs U.K.) et recircularisé sur lui
méme afin d’éliminer le site de restriction BamHI, pour obtenir le plasmide pMOS

(figure 6) portant une séquence mosaique compléte de chaque cdté du marqueur

kanMX.
Les deux séquences répétées mosaiques portées par pMOS sont la séquence

référencée SEQ ID N°1.
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Le plasmide pMOS contient 5 sites rares de restriction, a savoir les sites Pmel,
Fsel et Swal apportés dans le cadre des constructions décrites ci-dessus, plus deux sites
rares a savoir Pacl et Ascl portés imtialement par le plasmide pFA6-kanMX4 dont on

est partt a titre d’exemple pour les constructions. Bien entendu, si les sites rares

nécessaires ne sont pas présents dans le plasmide de départ, its peuvent étre ajoutés a

I’aide d’un linker.

3) Introduction du module suicide RTA dans le module d’excision porté par le

plasmide pMOS:
LLe module suicide RTA est porte par le plasmide pYEDP-60.2-RTA décrit en

figure 7 et déposé aux termes du Trait€ de Budapest dans la souche d’Escherichia coli

DHSa[YEDP-60.2-RTA] a la Collection Nationale de Culture de Micro-organismes,
C.N.C. M., Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15, sous le
n° [-2083 le ler octobre 1998. Ce module suicide est composé

- de la partie codante d’un geéne codant pour un composé toxique pour la
levure

- d’un promoteur hybride inductible de Saccharomyces cerevisiae, ce promoteur
hybride ayant été choisi pour ses caractéristiques de promoteur fort, pratiquement
inactif en dehors du milieu d’induction, ce qui permet aux souches de ne pas €tre génées
dans leur croissance par une activité résiduelle du promoteur. Le promoteur hybride
GAL10-CYC1 est décrit dans ’article de L. Guarente ef al, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, vol.79, pp. 7410-7414.

- d’un terminateur provenant d’un autre gene de Saccharomyces cerevisiae.

Une telle construction a le mérite de minimiser les risques de recombinaison non
désirée.

Le plasmide pYEDP-60.2-RTA est ensuite employé pour introduire le module
suicide RTA au niveau du site de restriction BsfEIl du plasmide pMOS, site initialement
présent dans le plasmide pFA6-kanMX4. Pour ce faire, le module suicide RTA est
amplifié par PCR en utilisant le plasmude pYEDP-60.2-RTA comme matrice et en

présence des amorces L5 et L.6. Les amorces L5 et L6 sont congues de maniére &
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introduire des sites de restriction Bs?EIl aux deux extrémités du module suicide RTA.
La reaction de PCR est réalisée selon les techniques classiques décrites par Sambrook
et al., (Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989, vol. 2, pp. 14.01-14.35). De méme les amplifications par PCR des différents
fragments utilisés dans la présente invention sont réalisées sauf mention contraire selon
les recommandations de cet ouvrage. Apres digestion par ’enzyme Bs?EIL le module
suicide RTA est inséré dans le plasmide pMOS, préalablement rendu lin€aire par

digestion avec BstEll. Le plasmide ainsi obtenu est appelé pINT-MOS (figure 8).

4) Remplacement du gene suicide R7A porte par le plasmide pINT-MOS par le
gene HI-1.

Un autre candidat particulierement intéressant comme marqueur négatif est le
gene HI1-1 d’Arabidopsis thaliana. Ce gene code pour une histone, c’est-a-dire une
protéine constitutive de la chromatine des organismes supérieurs, son mode d’action ne
semble pas €tre li€ a une quelconque toxicité intrinséque, mais a sa surexpression qui
désorganise le noyau. Il est particulierement intéressant pour limiter toute prévention,
d’employer comme marqueur négatif un gene codant pour une protéine qui n’a pas de
toxicité intrinseque, comme une histone, mais dont la surexpression est capable de
désorganiser une fonction de la cellule et d’inhiber en conséquence sa croissance.

L’ADNc du geéne HI-I est porté par le plasmude pSE936-H1-1 (Martinez-
Garcia et al. (1996) Gene isolation 1n Arabidopsis thaliana by conditional
overexpression of CDNAs toxic to Saccharomyces cerevisiae : 1dentification of a novel
early response zinc-finger gene. MGG, 252 :587-596) donné figure 13. Le plasmide
pSE936-H1-1 porte 'ongine de réplication ColEl, le promoteur lac et le géne bla
nécessaires aux réplication, expression et sélection dans £. coli, ainsi que le marqueur
URA3, Ponigine de réplication ARS1 stabilisée par le centromére CEN4 et la cassette
d’expression d’ADNc composée du promoteur GAL/ et du terminateur HIS3

neécessaires aux réplication, expression et sélection dans Saccharomyces cerevisiae.

(Elledge ef al.,, 1991, AYES: A multifonctional cDNA expression vector for the

1solation of genes by complementation of yeast and £. coli mutations, Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA, vol. 88, pp. 1731-1735). La séquence de ’ADNc de H/-/ contenu dans le

pSE936-HI-1 peut étre déduite de la séquence du geéne HI/-I déposée auprés de
GenBank™par S. Gantt (S. GANTT et T.R. LENVIK (1991) Arabidopsis thaliana H1
Histones : Analysis of two members of a small gene family. Eur. J. BIOCHEM
202 :1029-1039) accessible sous le N°X62458. L'ADNc du géne H/-/ est amplifié par
PCR 4 I’aide des amorces H1 et H2 introduisant un site BamHI aux extrémités 5’ et 3’
du produit de PCR. Le produit de PCR correspondant a H/-/ est digéré par BamHI et
cloné dans le site BamHI du pINT-MOS en remplacement de RTA, donnant le pINT-

MOS-H1-1 (figure 14).

5) Introduction d’un gene d’expression dans le plasmide intégratif pINT-MOS
Cette derniére étape ne sera bien entendu realisée que dans le cas ou un gene d'intérét
doit étre introduit dans le génome. Pour ce faire, le géne est inséré au niveau du site de
restriction Pmel ou Ascl ou Fsel présents dans le plasmide pINT-MOS et/ou au niveau
du site de restriction 4scl ou Fsel présents dans le plasmide pINT-MOS-HI-1, dans

lequel le site de restriction Pmel n’est plus utilisable car aussi présent dans le marqueur

HI-1.

EXEMPLE 3 : Construction d'un module d'excision avec séquences SRD MEL

Dans cet exemple, les deux séquences répétées directes permettant ['excision du

module par recombinaison homologue sont des fragments 1ssus du géne MEL/.

Le géne MELI est le gene de Saccharomyces cerevisiae variété carisbergensis
codant une alpha-galactosidase qui dégrade le mélibiose. MEL/ est absent dans les

levures de boulangerie, ce qui €vite toute recombinaison éventuelle entre les séquences

SRD MEL et des séquences du génome des souches de levures de panification. Les
séquences SRD MEL sont constituées d'une séquence inférieure ou égale a 300 pb
choisie dans la partie codante du géne MEL/ et comportant de préférence des codons

stop positionnés dans les 6 cadres de lecture de la traduction. Ainsi, toute traduction de

la séquence de MEL /[ choisie en un polypeptide chimére est évitée.

* Marque de commerce



10

15

20

25

30

CA 02285041 1999-10-08

29

Ledit module d'excision avec sequences SRD MEL peut étre construit par
n'importe quelle stratégie permettant de répondre aux exigences ci-dessus énoncées.
Selon un mode de réalisation particulier, ledit module d’excision est construit de
la manieére suivante:
1) le plasmide pFA6-kanMX4 portant le marqueur de sélection dominant kanMX sert

de base a la construction du module d’excision.

2) les séquences SRD MEL sont ajoutées successivement dans le plasmide pFAG6-

kanMX4

3) le module suicide RTA est inséré.

Chacune de ces étapes est réalisée de la maniere suivante:

1) le plasmide pFA6-kanMX4 servant de base a la construction est le méme
plasmide que celui utilisé dans I’exemple 2 et représenté figure 2.

2) Les séquences SRD MEL sont insérées de part et d’autre du marqueur

kanMX dans le plasmide pFA6-kanM X4, de la mamere suivante:
La séquence répetee directe MEL choisie est un fragment d’ADN de 209 pb

situe¢ dans la région codante du gene MELI, comme par exemple le fragment représenté
par la séquence SEQ ID N°2.

La premiere copie de la s€équence SRD MEL est introduite en 5’ du marqueur
kanM X, donnant le plasmude pMEL-5" (figure 9). Pour cela, la séquence SRD MEL est
amplifiée par PCR en utilisant de I’ADN génomique de Saccharomyces carlsbergensis
comme matrice, a I’aide de deux amorces, L11 et L12. L'amorce L.11 porte les sites de
restriction Ascl et Pmel, 'amorce 1.12 porte le site de restriction Bg/Il. Ainsi, lors de la
PCR, les sites de restriction Ascl et Pmel sont introduits en 5’ de la séquence SRD
MEL et le site de restriction Bg/II est introduit en 3’ de la séquence SRD MEL. Le
produtt de la PCR est purifié et digéré avec les enzymes Ascl et Bgl/ll. Le plasmide
pFA6-kanMX4 a éte également digéré avec ces mémes enzymes. Les deux fragments
ainsi obtenus sont liés donnant le plasmide pMEL-5’ (figure 9).

Puis la seconde copie de la séquence SRD MEL est ajoutée dans le plasmide

pMEL-5’, en 3° du marqueur kanMX. Pour cela la séquence SRD MEL est amplifiée
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par PCR en utilisant de ’ADN génomique de Saccharomyces carlsbergensis comme
matrice en présence de deux amorces, L13 et L14. L'amorce L13 porte le site de
restriction Sacl, I'amorce L14 porte les sites de restriction Fsel, Swal et £coRI. Ainsi
lors de la PCR, le site de restriction Sacl est introduit en 5’de la séquence SRD et les
sites de restriction Fsel, Swal et £coRI sont introduits en 3’ de la séquence SRD MEL,
le site FcoRI etant situé a ’extréemite 3' de la séquence SRD. Le produit de PCR a été
purifié et digéré par les enzymes Sacl et £coRl et introduit dans le plasmide pMEL-5’,
préalablement digéré avec les mémes enzymes. On obtient alors le plasmide pMEL
(figure 10).

3) L’introduction du gene R7TA est réalisée de la méme maniére que dans
I’exemple 2 point 3) ci-dessus. Le plasmide obtenu est appelé pINT-MEL (figure 11).

EXEMPLE 4 : Délétion des diftérents alleles du gene SUC dans Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae possede plusieurs genes dispersés dans le génome
codant des enzymes ayant la méme activité invertase, appelés SUCI, SUC2, etc.... Dans
les souches de levure de panification, cette activite€ invertase est parfois génante et il est
utile de la réguler. Pour réduire le taux d'invertase produite, un certain nombre de génes
SUC responsables de sa production doivent étre inactivés a l'aide de différentes
cassettes d'intégration/excision. Pour cela, le module d’excision selon l'invention est
assemble entre des séquences recombinogéniques (séquences SR) capables de se fixer
sur le site chromosomique visé et de s’intégrer par recombinaison avec des séquences
homologues présentes dans les genes SUC de Saccharomyces cerevisiae. Différentes
cassettes d'intégration/excision appelées CAS-SUC-N, avec N = A, B, C,..., (ces
lettres précisant l'ordre d'utilisation de cassettes d’intégration) sont construites puis
mises en ceuvre successivement jusqu'a obtenir I’activité invertase requise.

A) Principe de construction des cassettes d'intégration/disruption CAS-SUC

Une cassette CAS-SUC est composée d'un module d'excision et des deux
séquences recombinogéniques SR choisies dans une région présente dans 1’ensemble
des loct SUC de maniere a4 ce que la double recombinaison homologue conduisant a

I'intégration de la cassette puisse se réaliser dans n’importe quel locus SUC du génome.
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Par exemple, pour réaliser 3 disruptions, 3 cassettes sont construites a partir

d'un plasmide portant le module d'excision décrit dans ’exemple 2 ci-dessus, c¢’est-a-

dire le module d’excision porté par le plasmide pINT-MOS. Pour les 3 cassettes, la
premiere séquence SR située a I'une des extrémités de la cassette d’intégration est la
méme et est appelée SUC-5". Ce fragment d'environ 200 pb est homologue a la région
5’ de la séquence codante du gene SUC2. La deuxieme séquence SR située a
'extremité opposee de la cassette d’intégration change pour chacun des 3 événements
d’intégration désirés et différencie les trois cassettes. Ce sont trois fragments d'environ
200 pb choisis dans la région 3’ de la séquence codante du gene SUC2, en partant de
"extrémite 3’ de cette séquence et en remontant vers la région 5’. En d'autres termes,
pour la premiere intégration, le fragment le plus externe appelé SUC-3'-A est utilisé en
tant que séquence recombinogénique de pair avec le fragment SUC-5’; l'intégration
sutvante est réalisée a I’aide du fragment médian SUC-3'-B et du fragment SUC-5’, et
la derniere intégration est réalisée avec le fragment le plus interne SUC-3'-C et le
fragment SUC-5". Les différentes séquences recombinogéniques SR choisies ne doivent
pas €tre homologues entre elles. Les séquences SR décrites ci-dessus peuvent étre
determinees aiseément a partir de la séquence du géne SUC2, référencée Y19402.12 dans
la banque de données du MIPS. Les trois cassettes ainsi obtenues sont appelées CAS-
SUC-A, CAS-SUC-B et CAS-SUC-C.

Les 3 variantes de la cassette CAS-SUC sont issues du plasmide pINT-MOS
dans lequel les fragments recombinogéniques sont insérés de part et d'autre du module
d'excision. Pour ce faire les fragments SUC-5', SUC-3'-A, SUC-3'-B, SUC-3'-C sont
amplifiés par PCR en utilisant de '’ADN génomique de la souche de laboratoire
CEN.PK122 (EUROSCARF Strain Collection, Allemagne). Lors de la PCR, un site de
restriction Pacl est introduit en 5° du fragment SUC-5' et deux codons STOP ainsi que
le site de restriction Ascl sont introduits en 3’ du fragment SUC-5'. De méme, les 3
fragments SUC-3'-A, SUC-3'-B et SUC-3'-C amplifiés par PCR sont flanqués en 5’ du
site de restriction Fsel et en 3’ du site de restriction Swal. Ces divers sites de restriction

permettront l'insertion des séquences SR dans le plasmide pINT-MOS au niveau des

sites correspondants. Les codons STOP introduits dans le cadre de lecture du géne
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SUC2 empéchent une éventuelle traduction de la séquence créée par la juxtaposition
d'un segment du géne SUC2 et du premier segment formant la séquence mosaique. Le
risque de synthétiser une protéine chimere est ainsi écarté.

La séquence recombinogenique SUC-5' obtenue par PCR est introduite dans le
plasmide pINT-MOS en 5’ du module d'excision au niveau des sites de restriction Pacl
et Ascl pour donner le plasmide pSUC-5'. Puis, dans ce plasmide pSUC-5' sont
introduits alternativement les trois fragments SUC-3'-A, SUC-3"-B et SUC-3'-C en 3’
du module d'excision, au niveau des sites de restriction Fsel et Swal. Les trois
plasmides obtenus pSUC-A (figure 12), pSUC-B et pSUC-C portent respectivement les
trois cassettes d'intégration/excision CAS-SUC-A, CAS-SUC-B et CAS-SUC-C.

B) Délétion de trois alleles du gene SUC par intégrations/excisions multiples

Les trois cassettes CAS-SUC-A, CAS-SUC-B et CAS-SUC-C ont été mises en

ceuvre successtvement.

1) Integration de la cassette CAS-SUC-A dans le génome de Saccharomyces
cerevisiae

La premiere cassette d'intégration/excision CAS-SUC-A est intégrée dans un
locus SUC du ge€nome de Saccharomyces cerevisiae par double recombinaison
homologue. Pour cela, elle est extraite du plasmide pSUC-A grace a une digestion par
les enzymes Pacl et Swal, et purifiée. Une souche de Saccharomyces cerevisiae est
transformée par 'introduction de la cassette d’intégration/excision sous forme d’ADN
linéaire dans les cellules.

Pour sélectionner les cellules ou la disruption d’un premier alléle du géne SUC a
eu lieu, c'est-a-dire les cellules ayant intégré au locus SUC la cassette comprenant le
marqueur de sélection kanMX et le module suicide RTA, les transformants sont étalés
sur milieu YPD (extrait de levure 1%, bactopeptone 2%, glucose 2%) contenant de la
genéticine a raison de 200 pug par ml de milieu. Chaque clone ayant intégré la cassette
résiste a la généticine et forme colonie. L’intégration spécifique de la cassette CAS-
SUC-A au niveau d’un locus SUC conduisant a la délétion d’un premier alléle SUC est
veritiée par Southern hybridization (Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, vol.2, pp. 9.31-9.46).
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2) Excision des séquences hétérologues

Au niveau du locus SUC délété, toutes les séquences hétérologues au génome
de Saccharomyces cerevisiae doivent étre éliminées. L’excision du module
d’intégration/excision résulte d’'une recombinaison au niveau des 2 séquences SRD et
de I"excision de la boucle d’ADN ainsi formée, les souches ayant réalisé cette excision
ctant selectionnées grace a l'induction de I’expression du géne R7A. Pour induire
I"expression du gene RTA, les transformants sont précultivés sur un milieu liquide
contenant du galactose comme seule source de carbone puis étalés sur un milieu

standard "galactose" gélosé. Ce milieu permet de sélectionner les clones transformants

ne produisant pas la toxine codée par le géne R7A4. Pour contrdler I’élimination du
marqueur kanMX, les clones ainsi sélectionné€s sont répliqués sur milieu YPD contenant
de la geneticine (200 ug/ml) pour vérifier la perte de la résistance a la généticine. Cette
double sélection permet d’isoler des clones transformants portant une délétion dans un
premuer locus SUC, ayant excisé les marqueurs de sélection RTA et kanMX.

Apres excision du module d’intégration/excision, seule une séquence SRD reste
en place, tlanquée des séquences SR SUC-5" et SUC-3’-A respectivement en 5’ et en
3°. Enfin, la délétion de I’alléle SUC et la perte des marqueurs de sélection sont vérifiées

par s€quencgage.

3) Intégration et excision des cassettes CAS-SUC-B et CAS-SUC-C

Les deuxieme et troisiéme cassettes d'intégration/disruption CAS-SUC-B et
CAS-SUC-C sont utilisées successivement pour déléter une deuxiéme copie puis une
troisieme copie genomique du locus SUC, dans la souche de Saccharomyces cerevisiae
precedemment construite dont une premiére copie d’un locus SUC a été disruptée. Les
cassettes CAS-SUC-B et CAS-SUC-C utilisées successivement pourront s’intégrer au

niveau de loci SUC, préférentiellement au niveau d’alléles non transformés, compte

tenu du changement de SR en 3’ du site d’intégration.
Les cassettes CAS-SUC-B et CAS-SUC-C sont extraites des plasmides pSUC-

B et pSUC-C grace a une digestion par les enzymes Pacl et Swal, puis purifiées. Le

protocole d’intégration/excision décrit ci-dessus pour CAS-SUC-A est répété
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successivement pour CAS-SUC-B puis CAS-SUC-C dans des conditions identiques, a

savolr transformation et sélection des transformants ayant intégré la cassette, sélection
des transformants ayant excis€ les marqueurs de sélection. Enfin I’effet des délétions
aux loci SUC est controlé par dosage de ’activité invertase résiduelle et I’élimination
des marqueurs de sé€lection est vérifiée par séquengage et par hybridation (Southern

hybridization).

EXEMPLE 5 : Délétion des génes URA 3 dans la souche diploide YS5.1LD1.

Une autre application de la cassette est la construction d’un mutant
auxotrophique pour l'uracile de la souche de levure Y55.LD1 (souche de laboratoire
diploide, prototrophe, 1sogénique de la souche Y55 décrite par McCusker, JH. et J.E.
Haber (1988) Cycloheximide-resistant temperature sensitive lethal mutations of
Saccharomyces cerevisae. Genetics 119 : 303-315). Par rapport a la souche d’origine
Y55, la souche YS55.LD1 porte une délétion homozygote du géne HO, cette délétion est
decnite par Hunter, N., Chambers, S.R., Louis, E. et R H. Borts (1996) The mismatch
repair system contributes to meiotic sterility in an interspecific yeast hybrid. EMBO J.
15 : 1726-1733. Pour transformer cette souche avec des vecteurs levure portant comme

marqueur le gene URA3, 1l est nécessaire de rendre cette souche auxotrophe pour

['uracile. Pour cela les deux copies du géne URA3 présentes dans cette souche sont

délétées a I’aide d’une cassette d’intégration/excision selon I’'invention.

Le module d’excision selon I'invention est assemblé entre des séquences
recombinogeniques capables de se fixer sur le site chromosomique visé par
recombinaison avec les séquences homologues présentes dans le géne URA3 de S

cerevisiae. Les deux copies du gene URA3 présentes dans la souche YS55.LD1 sont

delétées successivement avec la méme cassette d’intégration/excision appelée CAS-

URA.

A/ Principe de construction de la cassette d’intégration-excision.
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De fagon analogue a ce qui est décrit ci-dessus pour une cassette
d’integration/excision CAS-SUC, la cassette CAS-URA est composée d’un module
d’excision et des deux séquences recombinogéniques SR choisies dans le géne URA3 de
maniere a ce que la double recombinaison remplace la région codante du géne par le
module d’excision. La premiére séquence SR située a I’'une des-extrémités de la cassette
d'intégration est un fragment URA3-5" d’env. 600 pb homologue & la région
comprenant le promoteur du gene URA3. La deuxiéme séquence SR située a I’extrémité
opposee de la cassette d’intégration est un fragment URA3-3" d’env. 600 pb et est

homologue a la région du terminateur en 3’ de la région codante du géne URA3.

La cassette CAS-URA est i1ssue du plasmide pINT-MOS dans lequel les
fragments recombinogéniques sont insérés de part et d’autre du module d’excision.
Pour ce faire les fragments URA3-5" et URA3-3’ sont amplifiés par PCR en utilisant de
I’ADN génomique de la souche de laboratoire Y55.LD1. Lors de la PCR. un site de
restriction Pacl est introduit en 5° du fragment URA3-5" et le site de restriction Ascl
est introduit en 3” du fragment URA3-5". De méme, le fragment URA3-3" amplifié par

PCR est flanqué en 5’ d’un site de restriction Fsel et en 3’ du site de restriction Swal.

La sequence recombinogénique URA3-5" obtenue par PCR est introduite dans
le plasmide pINT-MOS en 5° du module d’excision au niveau des sites de restriction
Pacl et Ascl pour donner le plasmide pURA-5’. Dans ce plasmide pURA-5" est
introduit le fragment URA3-3’ en 3’ du module d’excision, au niveau des sites de

restriction Fsel et Swal. Le plasmide obtenu est appelé pURA (figure 15).

B/ Deletion des deux alléles du géne URA 3 par intégration/excision multiples

La souche YS55.LD1 est transformée par [I’introduction de la cassette

d’intégration/excision CAS-URA sous forme d’ADN linéaire. Cette cassette CAS-URA

est extraite du plasmide pURA grace a une digestion par les enzymes de restriction

Pacl et Swal et purifiée.
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L’intégration de la cassette dans un locus d’un géne URA3, puis 1’excision du
module d’intégration/excision sont vérifices grace a la présence des 2 marqueurs
dominants selon les protocoles décrits dans I’exemple 4.

L’intégration et 1’excision de la cassette CAS-URA au niveau du locus du
second géne URA3 sont opérées de la méme maniére. ]

L’effet des déletions aux loct URA est controlé sur boite de Pétri contenant un
milieu minimal 2 % glucose en vérifiant ’absence de croissance. L’élimination des
marqueurs de sélection est vérifiée par séquencage et hybridation (Southern
hybridization) sur les cellules haploides de plusieurs tétrades obtenues aprés sporulation

de la souche diploide modifiée.

La souche obtenue est appelée YS55.LD2.

EXEMPLE 6: Construction et mise en oeuvre de cassettes

d'intégration/excision pour ['insertion multiple d’un gene d’intérét codant pour une

protéine non produite par Saccharomyces cerevisiae

On procéde comme dans I’exemple 4 ou S st ce n’est qu’au site de restriction
Pmel des plasmides pSUC-A, pSUC-B, pSUC-C ou pURA, on introduit dans la
cassette un fragment d’ADN constitué de la partie codante du gene d’intérét, ou son
ADNc, sous promoteur et terminateur de Saccharomyces cerevisiae, ledit fragment a
introduire dans la cassette d’intégration/excision étant flanqué a chaque extrémité d’un
site Pmel.

On peut introduire successivement par exemple trois copies de I’ADNc codant
pour une enzyme comme la xylanase Xy/2 ou XIn2 de Trichoderma reesei dans trois
loci SUC de Saccharomyces cerevisiae, et vérifier d’une part la production de la
xylanase par les souches transformées et I’absence de tout ADN exogéne a I’exception
de celui correspondant a la partie codante du geéne Xy/2 ou X/n2 de Trichoderma. On
peut également choisir des loci URA3 pour Pintégration, étant entendu qu’il est

indispensable de garder au moins un locus URA3 actif, si on ne veut pas que la souche

devienne auxotrophe pour ’uracile.
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EXEMPLE 7: Construction d’un vecteur d’expression levure sans séquences

hétérologues ou exogenes inutiles

LLe module composé de deux séquences mosaiques et du marqueur négatif
dominant est utilisé pour construire un plasmide navette £. coli-levure a taux élevé de
copies.

Une fois introduit dans la levure, une recombinaison homologue entre les deux
séquences mosaiques conduit a la perte de toutes les séquences 1ssues de F. coli ainsi
que celles du marqueur négatif.

Le plasmide restant comprend uniquement des séquences de levure et le géne
d’intérét. Il peut €tre utilis€ pour I’expression dudit gene avec un taux élevé de copies
en I’absence de tout ADN étranger a la levure s1 ce n’est celu1 du géene d’intérét, si c’est
un gene hétérologue.

Le plasmide pINT-MOS (figure 8) sert de base pour la construction de ce
plasmide navette. Un oligonucléotide linker (ou s€quence de liaison) contenant les sites
uniques FcoRI, Ascl, Pmel, Swal, Pacl et Hindlll est introduit entre les deux SRD
mosaiques de ce plasmide. (Un site unique est un site présent une seule fois dans une
construction).

EcoRl et Hindlll servent respectivement a |’'intégration des séquences de
I’ornigine de réplication levure 2 micron et du gene URA3. Les sites de restriction Ascl,
Pmel, Swal et Pacl donneront des sites potentiels pour I'intégration d’une cassette
d’expression. Pour cela, tous ces sites déja présents dans le plasmide pINT-MOS
doivent étre €liminés. Pour I’élimination des sites EcoRI, Swal et EcoRV, le plasmide
pINT-MOS est digeré par les enzymes de restriction Swal et EcoRV et re-ligué.
Plusieurs autres sites de restriction sont remplacés par un site Bs¢EII par digestion du
plasmide résultant avec les endonucléases Pmel et Pvull, en éliminant avec cette étape

le fragment comprenant ces deux sites ainsi que tous les sites de restriction présents

entre deux (Hindlll, Ascl, Sall and Pacl). Le fragment linéaire est 1ié a un linker
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oligonucléotidique conprenant les 7 pb de la séquence de reconnaissance de

I’endonucléase BstEIl (GGTCACC).

Les marqueurs de séléction positif et négatif sont ensuite remplacés par deux
séquences de liaison ou linkers (SEQ ID No: 3 et 4) préalablement hybridées entr’elles
et apportant les sites de restriction définis ci-dessus. Pour cela, le plasmide est digéré
avec les endonucléases Bg/II et Sacl, le fragment contenant les deux marqueurs est
éliminé et le vecteur restant est li¢ au fragment constitué des deux linkers définis ci-
dessus et hybridés (ou liés) entr’eux. Le plasmide résultant est nommé pJB202 (figure
16). Comme indiqué ci-dessus, le fragment obtenu par hybridation des 2 séquences
SEQ ID No 3 et 4, introduit dans ce plasmide les sites de restriction £coRI, Ascl, Pmel,

Swal, Pacl et Hindlll ainsi que les sites de restriction Sacl et BglIl qui sont

reconstitués.

Le gene URA3 est 1so0lé du plasmide YEp24 (D. Botstein, Falco, S.C., Stewart,
S., Brennan, M., Scherer, S., Stinchcomb, D.T., Struhl, K. et R. Davis (1979) Sterile
host yeasts (SHY) : a eukaryotic system of biological containment for recombinant
DNA experiments. Gene 8: 17-24) aprés digestion de YEp24 avec Hindlll. Le
fragment résultant, de taille 1,2 kpb, est inséré au niveau du site Hindlll du plasmide
pJB202, donnant le plasmide pJB203. Le fragment 2 micron est également isolé a partir
du plasmide YEp24. Pour cela, le plasmide YEp24 est digéré avec EcoRI et le fragment
de 2.2 kpb contenant I'origine de réplication 2 micron est isolé. Ce fragment est lié au
plasmide pJB203, préalablement linéarisé avec LcoRI. Ce plasmide pJB204 est digéré

par I’endonuclease BstEIl et lié avec le produit de PCR décrit dans I‘exemple 2

comprenant le module RTA. Le plasmide résultant est nommé pJB205 et est montré en
figure 17. Il contient le fragment comprenant I’onigine de replication de £. coli ainsi que

la région codante de la B-lactamase (bla) ou (Amp") du plasmide pSP72" (Promega SA,

USA) lié au module RTA, tous les deux séparés par deux séquences SRD mosaiques du

module qui ne contient que de I'’ADN de la levure.

* Marque de commerce
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Le plasmide pJB205 ainsi construit pourra servir a transformer des souches de
levures auxotrophes pour |‘uracile. On peut concevoir ce vecteur de maniére a ce qu‘il
permette de transformer des souches de levures prototrophes. Dans ce cas, 1l faut
remplacer le géne JRA3 par un marqueur dominant positif d‘origine levure, c‘est a dire

homologue pour la levure. De tels marqueurs sont cités ci-dessus dans la description.

Un tel plasmide est appelé€ ci-apres pJB208.

EXEMPLE 8 : Expression de I’enzyme lactate déhydrogénase dans S. cerevisiae

sur plasmide replicatif donnant un nombre €levé de copies

Le gene /ldhl, codant pour la lactate déshydrogénase, de Lactobacillus
plantarum est introduit avec les éléments d’expression levure nécessaires dans le
plasmide pJB205 décrit dans I’exemple 7.

La cassette d’expression du géne I/dhl de L. plantarum sous contréle du
promoteur et terminateur ADH [ est obtenu a partir du plasmide pVT.LDHp.

Ce plasmide pVT.LDHp est construit en introduisant dans le plasmide pVT 100-
U (T. Vernet, D. Dignard and D.Y. Thomas (1987) A family of yeast expression
vectors containing the phage fl intergenic region. Gene 52 : 225-233), au niveau de son
site Xbal, un produit de PCR comprenant la région codante du gene Ildhl de
Lactobacillus plantarum, amplifi¢ par PCR du plasmide pGIT005 (T. Ferain, D.
Garmyn, N. Bernard, P. Hols and J. Delcour (1994) Lactobacillus plantarum Idhl
Gene : Overexpression and Deletion. J. Bacteriol. 176 : 596-601) et un site Xbal a ses
deux extrémites.

[La cassette d’expression du gene Idhl. est amplifiéee par PCR a partir du
plasmide pVT.LDHp en choisissant 2 amorces introduisant le site Pmel aux 2
extrémités du produit de la PCR.

Ce dernier produit de la PCR est purifié, digéré avec ’endonucléase Pmel et hié

au plasmide pJB2035, préalablement linéarisé par digestion avec Pmel pour obtenir le

plasmide pJB206 (figure 18).
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La souche de levure boulangeére Y55.L.D2 (2n Aura3::MOS) construite dans
’exemple 5 est transformée avec le plasmude pJB206. Les transformants sont

sélectionnés sur milieu minimal contenant 2% de galactose comme source carbonée. Le
galactose présent dans le milieu induit I’expression du marqueur dominant négatif, et
permet de sélectionner les cellules portant un ou des plasmides ayant perdu le fragment
d’ADN portant ce marqueur négatif et I’ADN d’origine de E. coli par recombinaison
homologue entre les deux fragments mosaiques. Ce milieu permet de s€lectionner des

transformants contenant le plasmide pJB206-OUT (figure 19).

Pour la vérification de la perte du marqueur negatif et du fragment d’ADN de E.

coli, par exicision, le ou les plasmides sont 1solé€s a partir d’un transformant et analysés

par PCR et s€quengage.

Pour tester la capacité de production d’acide lactique de ce clone, le
transformant est cultivé pendant 48 heures sur milieu minimal contenant 5 % glucose
comme source carbonée jusqu’a une DQOgoo de 4. Les cellules sont éliminées du milieu
par centrifugation et la présence d’acide lactique est dosée par le kit correspondant
fourni par Roche Diagnostics (Allemagne). Par rapport a la souche témoin non
transformee, le transformant produit des quantités significatives d’acide lactique dans

ces conditions.

L’expression du gene codant pour la lactate-dehydrogénase peut également étre
realisée en utilisant une souche de levure prototrophe comme la souche de levure
YS55.LDI1 transformeée avec un plasmide navette de type pJB208, ou le marqueur de
complémentation d’auxotrophie comme le gene URA3 est remplacé par un marqueur
dominant positif levure homologue a la levure. Dans ce cas, ’excision de toutes les
sequences d’origine E. coli, du marqueur négatif inductible, et d’une copie des 2

sequences SR mosaiques, va résulter de maniére similaire en I’obtention d’un plasmide

de type pJB209-out comportant uniquement :

e une origine de réplication 2 micron
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e un marqueur homologue levure

e [e systeme d’expression du gene d’intérét

® une sequence mosaique.
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L+]
P

LISTE DE SEQUENC]

(1) INFORMATIONS GENERALES:-

(1) DEPOSANT:
) NOM: LA SOCIETE LESAFFRE ET Cie
RUE: 41 RUE ETIENNE MARCE

PAYS: FRANCE
CODE POSTAL: 75001

)
) VILLE: PARIS
)
)

(7
-

EVUR.

L*]

T'RANSFORMATION D!

7]
HJ
=
1
-
[=]

(11) TITRE DE L' INVENTION: CASSE

SEQUENCES: 4

(111) NOMBRE D

[+]

(1v) ADRESSE DE LA CORRESPONDANCE:

(A} NOM: Swabey Ogilvy Renault

(B) ADRESSE: 1981 McGill College, Suite 1600
(C) VILLE: Montréal

(D) ETAT: Québec

() PAYS: Canada

(F') CODE POSTAL: H3A 2Y3

(v) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR:

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk

) ORDINATEUR: IBM PC compatible
(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS
) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OER)

(vi) DONNEES

)
[T
-
J
-

EMANDE ACTUELLE:

L]

(A) NUMERO DE LA DEMANDE:
(B) DATE DE DEPOT: 09-0CT-1999
(vii) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE
(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 98 12702
(B) DATE DE DEPOT: 09-0CT-1998

(viii) INFORMATIONS CONCERNANT L'AGENT:
(A) NOM: COT:, France
(B) NUMERO D'INSCRIPTION: 41166
(C) NUMERC DE REFERENCE: 7091-401 FC/ntb

(ix) INFORMATION DE TELECOMMUNICATION:
(A) TELEPHON (514) 845-7126
(B) TELECOPI (514) 288-8389
(C) TELEX:

(X1 [

1]

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: -

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 97 paires de bases
(B) TYPE: nucléoctide

)
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D)

CONFIGURATION: linéaire
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(11) TYPE DE MOLECULE:

£*J

ADN

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME:

Saccharomices cerevisiae

L*]

(x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1:

L*]

Ll

TCACCACGTA CGCTATAGAG ACATAAAGCC ATTATGAACT TGGTTTCTAG AATATTAGCAT 00
CAARATAATGA TGATGGTCTC TAGGTGTTCT AATCTAC 97

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 209 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

L]

(11) TYPE DE MOLECULE: ADN

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Saccharomices Cerevisiae

(x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2:
STATCTAGAC CATTGAACAC GACCTAGGAA GAGATTTTTT TTGACAGCAA TCTGGGTTCL 60
AAGAAACTGA CATCGACTTG GGATATCTAC GACCTATGGG CCAACAGAGT TGACAACTCG 120
ACAGCGTCTG CTATCCTTGG ACGGAATAAG ACAGCCACCG GTATTCTCTA CAATGCTACG 180
GAGCAATCCT ACAAAGACGG TTTATCTAA 209

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 43 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(1i1) TYPE DE MOLECULE:

L]

ADN

L*]

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME:

£

EQUENCE ARTIFICIELL

Ltd
@p

L*]

L..I.

L4]

(ix) CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: - Amorce simple brin pour introduction de sites de
restriction
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LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3:

Lt

(x1) DESCRIPTION D

CGAATTCGGC GCGCCGTTTA AACATTTAAA TTAATTAAGC TTA 43

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 51 paires de bases
(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

DE MOLECULE: ADN
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(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: SEQUENCE ARTIFICIFELIL

)

LL
L]

]

(ix) CARACTERISTIQUE:

(B) NOM/CLE: - Amorce simple brin pour introduction de sites de
restriction

(x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEOQ ID NO: 4:

(*]

GATCTAAGCT TAATTAATTT AAATGTTTAA ACGGCGCGCC GAATTCGAGC T 51
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REVENDICATIONS :

1. Cassette d’ADN destinée a la transformation des levures de maniére a ne
laisser dans la levure aucun ADN exogéne autre que, éventuellement, un ou
des génes d’intérét comportant au moins:

— un marqueur dominant négatif;

— deux séquences répétées directes (SRD) non exogeénes et non

recombinogéniques avec le génome de la souche héte, ces 2
séquences répétées directes étant disposées de part et d'autre du fragment
contenant le marqueur dominant négatif;

— éventuellement au moins un géne d'intérét, avec, si besoin, les éléments

nécessaires a son expression dans la cellule héte.

2. Cassette d'ADN selon la revendication 1 destinée a l'intégration d'au
moins un géne d'intérét ou a l'inactivation d'un géne dans les levures,
caractérisée en ce qu'elle comporte:

— le marqueur dominant négatif de sélection;

— les deux séquences répétées directes (SRD) non exogenes et non
recombinogéniques avec le génome de la souche hbéte, ces 2
séquences répétées directes flanquant le ou les marqueurs de sé€lection;

— deux séquences d'ADN recombinogéniques (SR) correspondant au site
d'insertion désiré dans la levure, flanquant en 5' et 3' les deux

susdites séquences répétees directes; et

— éventuellement au moins un géne d'intérét, comportant, si besoin, les
éléments nécessaires a son expression dans la cellule héte, placé entre une

séquence SRD et la séquence d'ADN recombinogénique (SR) adjacente.

3. Cassette d'ADN selon la revendication 1, caractérisée en ce que la dite cassette

comporte en oufre un marqueur dominant positif de sélection.

4. Cassette d'ADN selon la revendication 1 constituée par un plasmide navette E.
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coli-levure comportant les 2 séquences répétées directes SRD disposées de

maniére a séparer le plasmide circulaire en 2 régions:

— une région destinée a étre €liminée par excision et comportant le marqueur
dominant négatif, une origine de réplication d'E. coli et un marqueur de
sélection pour E. coli; et

— une région destinée a devenir un plasmide multicopie dans la levure
comportant une origine de réplication 2 micron, un marqueur de sélection

d'origine levure et un systéme d'expression d'au moins un géne d'intérét.

Cassette d'ADN selon la revendication 4, caractérisée en ce que le plasmide

navette E. coli-levure est un plasmide de E. coli-S. cerevisiae.

Cassette d'ADN sous forme d'un plasmide multicopie levure obtenu aprés
excision du plasmide navette E. coli-levure tel que défini dans la
revendication 4 et comportant une séquence SRD comme défini dans la
revendication 1, une origine de réplication 2 micron, un marqueur de sélection

d'origine levure et un systéme d'expression d'au moins un géne d'intérét.

Cassette d'ADN selon I'une des revendications 1 & 6, caractérisée en ce que le
marqueur dominant négatif est un marqueur inductible dont le produit du

geéne est toxique pour la cellule héte.

Cassette d'ADN selon la revendication 3 comprenant deux marqueurs
dominants de s¢lection, caractérisée en ce que le marqueur de sélection
positif est un marqueur de résistance appartenant au groupe des génes de

resistance aux antibiotiques ou aux molécules toxiques pour I'héte.

Cassette d'ADN selon la revendication 4 a 6, caractérisée en ce que le

marqueur de sélection d'origine levure est un marqueur de complémentation

d'auxotrophie.
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10. Cassette selon l'une des revendications 1 a 9, caractérisée en ce que la ou les
séquences SRD sont des séquences mosaiques constituées par l'assemblage de

fragments de diverses séquences d'ADN d'une souche de levure appartenant au

méme genre.

11. Cassette selon la revendication 10, caractérisée en ce que la souche de levure

appartient & la méme espéce que la souche hdte.

12. Cassette selon 1'une des revendications 1 4 11, caractérisée en ce que la ou les
séquences SRD sont constituées par une ou des séquences d'ADN non
présente(s) dans une souche industrielle, mais présente(s) dans d'aufres

souches appartenant au méme genre.

13. Cassette selon la revendication 12, caractérisée en ce que les autres souches

appartiennent a la méme espece.

14. Cassette selon la revendication 13, caractérisée en ce que la ou les séquences

SRD sontconstituées par un ou des fragments du géene MELL

15. Cassette selon la revendication 10, caractérisée en ce que chaque fragment des

sequences SRD comporte moins de 30 pb.

16. Cassette selon 'une des revendications 1 & 15, caractérisée en ce que la ou les

séquences SRD comportent de 80 a 300 pb.

17. Cassette selon la revendication 16, caractérisée en ce que la ou les

séquences SRD comportent au plus environ 200 pb.

18. Cassette selon l'une des revendications 1 a 17, caractérisée en ce que le

marqueur négatif est un geéne suicide inductible R74 sous la dépendance d'un

promoteur GAL.
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19. Cassette selon la revendication 18, caractérisée en ce que le geéne suicide

inductible RTA est sous la dépendance d'un promoteur GALIO ou d'un
promoteur GALI0-CYCI.

20, Cassette selon l'une des revendications 1 a 17, caractérisée en ce que le
marqueur négatif est un géne inductible codant pour une histone ou toute

protéine similaire dont la surexpression désorganise une fonction de la cellule

et inhibe sa croissance.

21. Cassette selon la revendication 20 ou le marqueur négatif est le géne HI-1

d'Arabidopsis thaliana placé sous promoteur conditionnel ou inductible.

22. Cassette selon l'une des revendications 1 a 21, caractérisée en ce que les

séquences SRD sont non codantes.

23. Cassette selon la revendication 2, caractérisée en ce qu'elle ne comporte

aucun ADN exogéne entre les SRD et les séquences recombinogéniques

adjacentes.

24. Cassette selon l'une des revendications 1 & 23, caractérisée en ce qu'elle

comporte au moins 3 sites de restriction rares.

25. Cassette selon I'une des revendications 24, caractérisée en ce qu'elle comporte au

moins 5 sites de restriction rares.

26. Procedé d'intégration d'un géne d'intérét ou d'inactivation d'un géne dans une

levure, caractéris€ en ce que:
a. on transforme ladite levure a 1'aide d'une construction d'ADN consistant

en la cassette d'intégration/excision selon la revendication 3;

b. on sélectionne les levures ayant intégré ladite cassette griace au
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marqueur positif; et
¢. apres culture, on sélectionne parmi ces levures les levures dans

lesquelles la cassette a été excisée grace aux séquences SRD en

sélectionnant les levures dépourvues du marqueur négatif.

27. Procédé d'intégration de plusieurs copies ou d'inactivation des différentes
copies d'un géne dans une levure, caractérisé en ce qu'on répéte le procédé de
la revendication 26 avec des cassettes d'intégration/excision qui comportent
pour chaque répétition du procédé des séquences d'ADN recombinogéniques
différentes choisies de fagon a ce que chaque site comportant une intégration

ou ¢tant inactivé ne puisse faire l'objet d'une recombinaison avec la cassette

suivante.

28. Procede de transformation d'une levure auxotrophe avec un plasmide navette
selon la revendication 9 afin d'obtenir I'expression d'un nombre élevé de
copies d'au moins un géne d'intérét caractérisé en ce que:

a. on transforme la levure avec un plasmide navette selon la revendication
9: et

b. on sélectionne sur milieu minimal permettant l'induction du marqueur
négatif, les cellules ne portant que des plasmides dont la partie

correspondant aux fragments E. coli et au marqueur négatif ont été

excisées.

29. Levure transformée par une cassette selon 1'une des revendications 1 a 25 ou
obtenue par le procédé selon I'une des revendications 26 a 28 et qui ne contient
que de I'ADN de levure, a I'exception éventuellement du ou des génes codant

pour une protéine d'intérét, la ou les séquences SRD de la cassette étant non

codantes.

30. Levure selon la revendication 29, caractérisée en ce qu'au moins un géne a été

inactivé par la cassette selon l'une des revendications 1, 2, 7, 8, 10 & 25.
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31. Levure selon la revendication 30, caractérisée en ce que l'ensemble des copies

du méme geéne ont été inactivées.

32. Levure selon l'une des revendications 29 & 31, caractérisée en ce qu'il s'agit de

souches de Saccharomyces.
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GAPI, 464-478 TPS1, 1179-1203; A1194, A1197 IPK2, 745-768

TCACCACGTACGCTA TATGAACTTGGTTTCTAGAATAT TJOGGTCTCTAGGTGTTCTAATCTAC

5°-TCACCACGTACGCTA TAGAGACATAAAGCCAT TATGAACTTGGTTTCTAGAATAT TAGATCAAATAATGATGA TGGTCTCTAGGTGTTCTAATCTAC-3

TAGAGACATAAAGCCAT TAGATCAAATAATGATGA

K851, 423-439 POL2, 914-931

Figure 1
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