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I - Introduction. 

Chez les organismes qui respirent, la réduction de l’oxygène en eau s’accompagne de 

la formation d’espèces partiellement réduites et très réactives (les ROS) comme le peroxyde 

d’hydrogène (H202). Une des principales enzymes intervenant dans l’élimination de ces 

espèces toxiques responsables du stress oxydant est la catalase. 

Dans un premier temps, nous nous proposons d’étudier sont importance dans la 

protection contre un stress H202 chez Saccharomyces cerevisiae, eucaryotes inférieurs, à 

l’aide de différentes souches mutantes  isogéniques. Nous étudierons ensuite sa localisation 

intracellulaire, par transfection et immunohistochimie, chez des cellules CHO (Chinese 

Hamster Ovary), eucaryotes supérieurs. 

Au regard de l’article de KUJUMDZIEVA, Anna V. & al. Catalase enzyme in 

mitochondria of Saccharomyces cerevisiae, notre étude a également eu pour but la recherche 

d’une 3
ieme

 catalase mitochondriale à l’aide d’une souche de Saccharomyces cerevisiae 

mutante pour les gènes cta1 et ctt1. Une purification de mitochondrie sera donc réalisée à 

partir de sphéroplastes afin de mettre en évidence une hypothétique activité catalasique aux 

moyens d’une électrophorèse sur gel natif, ainsi qu’une cinétique par spectrophotométrie. 

Enfin, on étudiera l’influence des différentes mutations de catalase sur la respiration 

mitochondriale chez Saccharomyces cerevisiae, par oxygraphie et grâce à l’utilisation de 

différents inhibiteurs de la chaîne respiratoire. 

La majorité de ces expériences seront réalisées en collaboration avec le binôme 113 

II - Matériels et méthodes. 

II.1 –Analyse génotypique et phénotypique. 

II.1.a – Pré expérience. 

Réaliser en collaboration avec le binôme 113, cette pré-expérience a pour but de 

déterminé la concentration en H2O2 nécessaire à l’obtention d’une viabilité de 50% des 

levures.  

Les levures utilisées sont du genre Saccharomyces cerevisiae, souche W303 ura3, 

trp1, his3, leu2, ade2 (WT rouge et blanche), fournies par les enseignants. Ces levures ont été 

mises en culture dans 15 ml de milieu YPD liquide (2% Glucose, 1% Yeast extract et 1% 

Bactopeptone) pendant 3 jours sous agitation (180 rpm) et à 30°c. A une DO(600) de 11 unités 

d’absorbance le jours de l’expérience, la culture est divisé en 6 aliquotes qui reçoivent 
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différentes concentration en H2O2 (0, 0.2, 1, 2.5, 4, et 10 mM) pendant 40 min. Les cellules 

sont ensuite centrifugées à 2500 rpm pendant 5 min et resuspendue dans de l’eau stérile. Puis 

des dilutions de 3000, 300, 30 cellules / ml sont réalisés pour chacun des aliquotes testés. Et 

enfin, 100 µl de chaque aliquotes est étalé sur milieu YPD solide (2% Glucose, 1% Yeast 

extract, 1% Bactopeptone, et 1,8% Agar). Le comptage des colonies est effectué 48h plus 

tard. 

II.1.b – Expérience. 

II.1.b.i  - Etude génotypique des différentes souches de levures. 

Cette expérience a pour but de vérifier le génotype des différentes souches de levures 

fournies : 

 W303 ura3, trp1, his3, leu2, ade2 (WT) 

 cta1::URA3, ura3, trp1, his3, leu2, ade2 (cta1) 

 ctt1::URA3, ura3, trp1, his3, leu2, ade2 (ctt1) 

 cta1::URA3, ctt1::URA3, ura3, trp1, his3, leu2, ade2 (DM) 

 ura3, trp1, leu2/plasmide URA3 - CTA1tag(HISX3) (H550) 

A partir de stries de chaque souche cultivées sur milieu YPD solide, une colonie de 

cellules rouges d’une part, et blanches d’autres part sont prélevées stérilement et resuspendues 

dans de l’eau stérile. Ces prélèvements sont étalés sur les différents milieux sélectifs suivants : 

 

II.1.b.ii – Etude phénotypique en fonction d’un stress à l’ H2O2. 

Les souches WT (binômes 252 et 113), cta1, ctt1 (binôme 113), DM, et H550 

(binôme 252) sont étudiées. Ces levures ont été mise en culture respectivement dans 4 x 10 ml 

de milieu YPD liquide et 1 x 10 ml de milieu 
 
Ura

-
 liquide (2% Glucose, 0,67% Yeast 

Nitrogen Base, Tryptophane, Histidine, Leucine, Adénine) pendant 2 jours sous agitation (180 

rpm) et à 30°c. A une DO(600) d’environ 6 à 8 unités d’absorbance le jour de l’expérience, la 

culture est divisé en 3 aliquotes. Le premier sert de témoin (eau stérile pendant 40 min), le 

second reçoit un stress aigu (H2O2 à 4mM pendant 40 min) et le troisième aliquote reçoit un 

Milieu Glucose YNB Agar Uracile Tryptophane Histidine Leucine Adenine

Ura- 2% 0,67% 1,80% - + + + +

Ura+ 2% 0,67% 1,80% + + + + +

Leu- 2% 0,67% 1,80% + + + - +

Leu+ 2% 0,67% 1,80% + + + + +

Ade- 2% 0,67% 1,80% + + + + -

Ade+ 2% 0,67% 1,80% + + + + +

Tableau n°1 : Tableau récapitulatif 

de la composition des milieux 

sélectifs utilisés pour l’étude 

génotypique. 

+ indique la présence de l’acide aminé. 

- indique son absence. 
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stress adaptatif (H2O2 à 0,2 mM pendant 20 min, lavage et attente de 30min, puis H2O2 à 4 

mM pendant 40 min). Les cellules sont lavées par centrifugation à 2500 rpm pendant 5 min et 

resuspendues dans de l’eau stérile. Des dilutions de 3000, 300, 30 cellules / ml sont réalisées 

pour chacun des aliquotes testés. Et enfin, 100 µl de chaque dilution est étalé sur milieu YPD 

solide ou sur milieu Ura
-
 solide (pour H550) dans le but de quantifier le pourcentage de survie 

pour chaque souche. 

II.2 – Etude de la localisation intracellulaire de la catalase chez CHO.  

II.2.a - Ensemencement des cellules. 

Les cellules utilisées sont des CHO (Chinese Hamster Ovary). La culture fournie par 

les enseignants est dissociée (cf. annexe 33) et les cellules sont comptées sur lame de 

Mallassez (cf. annexe 35). Des dilutions sont effectuées pour ensemencer à une confluence de 

20% dans une boîte multipuits à 24 puits (cf. annexe 34), afin d’obtenir une confluence de 

80%, 48h plus tard lors de la transfection. 

II.2.b - Transfection. 

L’EXGEN 500, polyéthylénimine est utilisées pour la transfection des ADN suivants : 

ptracer-GFP, pEGFP-SKL, pECFP-Mito, pECFP-ER. (cf. annexe 36 et page 32 poly DEB). 

 
Tableau n°2 : Tableau récapitulatif de la composition de chaque puits d’un plaque multipuits utilisé pour 

l’étude de la localisation intracellulaire de la catalase chez des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary). 

Chaque puits contient des cellules CHO à une confluence de 80% le jour de la transfection. Les stress sont 

appliqués juste avant la fixation des cellules et la révélation immunocytochimique juste après. Ac I = anticorps 

primaire de lapin anti-catalase humaine. Ac II = anticorps secondaire anti-immunoglobuline de lapin couplé à 

Alexa 546. 

II.2.c – Révélation immunocytochimique. 

La catalase est ensuite révélée à l’aide d’un anticorps primaire de lapin anti-catalase 

humaine et d’un anticorps secondaire anti-immunoglobuline de lapin couplé à Alexa 546 

1 2 3 4 5

Ac I+AcII Stress Fort

Catalase de 

saccharomyces
Kit d’apoptose

Sans Stress Sans Stress Sans Stress Sans Stress Stress Faible

Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II

pECFP-mito pEGFP-SK pECFP-ER ptracer-GFP pECFP-mito

Stress Adaptatif Stress Adaptatif Stress Adaptatif Stress Adaptatif Stress Faible

Ac I + Ac II AcI + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II

pECFP-mito pEGFP-SK pECFP-ER ptracer-GFP pEGFP-SK

Stress Fort Stress Fort Stress Fort Stress Fort Stress Faible

Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II Ac I + Ac II

pECFP-mito pEGFP-SK pECFP-ER ptracer-GFP pECFP-ER

C

D

A CHO seules Ac II ptracer-GFP

B
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émettant une fluorescence rouge λ= 580 nm (cf. annexe 38). Le Kit Annexin-V-Fluos est 

utilisé pour observer l’apoptose en condition de stress aïgu : puit A5, (cf. annexe 37). Les 

lamelles sont montées sur des lames avec du liquide de montage contenant du DAPI, colorant 

de l’ADN émettant une fluorescence bleue λ= 480 nm. L’observation de ces lames se fait au 

microscope à fluorescence. 

II.3  -  Etude biochimique de la catalase. 

II.3.a – Purification. 

La souche H550 est mis en culture dans  400 ml milieu dérépresseur (cf. annexe 4) 

pendant 36 h jusqu'à obtenir une DO(600) = 6 afin de surexprimer le gène CTA1tag(HISX3) 

porté par le plasmide. Les levures sont ensuite lysées (cf. annexe 16), afin d’obtenir un extrait 

brut contenant la catalase Cta1 marquer par une étiquette polyHis. Cette protéine est dans un 

premier temps purifié par une précipitation au sulfate d’ammonium (60 %) (cf. annexe 17) 

puis grâce à une colonne de nickel (cf. annexe 19).  

II.3.b – Caractérisation de la catalase Cta1. 

Le dosage des protéines des extraits brut et purifié est réalisé suivant la méthode de 

Bradford (cf. annexe  18). Les activités catalasique et peroxydasique sont déterminées à l’aide 

des protocoles de l’annexe 23. Une caractérisation spectrale de l’enzyme purifiée est ensuite 

faite entre 250 et 700 nm en absence et en présence d’acide peracétique (cf. annexe 22). 

II.3.c –Recherche d’une hypothétique 3
iéme

 catalase d’origine mitochondriale. 

Les souches WT (témoin) et DM sont cultivés dans 2 x 1L de milieu YPD liquide 

pendant 24h sous agitation (180 rpm) et à 30°c. 500 ml de chaque culture sont lysées et 

utilisées pour faire un extrait brut (cf. annexe 16). Les autres 500 ml de chaque culture sont 

utilisés pour une purification de mitochondries. Les levures sont centrifugées à 800 g pendant 

10 min puis lavée 2 fois à l’eau stérile. La paroi cellulaire est détruite par la zymolyase selon 

le protocole de Defontaine & al, Nucleic Acids Research (1991). Les sphéroplastes obtenus 

sont lysés par chocs osmotiques en appliquant la procédure de Holtta & al, Biochemistry 

Journal, (1977). Ensuite les débris cellulaires sont précipités par centrifugation à 1000 g 

pendant 10 min puis le surnageant est centrifugé à 3500 g pendant 20 min pour isoler les 

fractions mitochondriales. Le culot, qui contient les mitochondries, est repris dans une 

solution  tampon (0 .5 M Sorbitol, 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7.5). Les trois extraits de 

chaque souche (extrait brut, surnageant des sphéroplastes, et extrait de mitochondries) un 
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extrait de BLC (catalase de foie de bœuf commerciale) et un extrait de Cta1 purifiée sont 

utilisés pour une électrophorèse sur gel de polyacrylamide (7%) non dénaturant avec 

coloration des activités catalasique et peroxydasique (cf. annexe 27 et 28) puis pour des 

analyses d’activités catalasiques (cf. annexe 23). 

 

II.4  - Etude physiologique de la respiration mitochondriale.      

 

Les expériences suivantes ont pour but de percevoir l’importance des différentes 

mutations de la catalase sur le fonctionnement de la chaîne respiratoire en condition de stress 

ou non. Les souches de levures WT (binômes 113 et 252), Cta1 (binôme 113),  Ctt1, et DM 

(binôme 252), sont étudiées. Le cellules sont cultivées (4 X 10 ml) en milieu complet lactate 

(1% Yeast Extract, 1% Bacteropeptone, 0,1% KH2PO4, 0.12% (NH4)2SO4, 0.05% Glucose, 

2% Lactate, pH 4 ,8) pendant 36h sous agitation à 180 rpm et à 30°c, pour obtenir le jour de 

l’expérience une DO600 environ égale à 2 unités d’absorbance.  

Chaque culture est divisée en 2 aliquotes de 5 ml. Le premier sert de témoin et le 

second aliquote reçoit un stress aigu (H2O2 à 4 mM pendant 40 min). Les cellules sont lavées 

par centrifugation à 2500 rpm pendant 5 min et resuspendues dans du milieu d’oxygraphie 

(composition inconnue). D’une part 1ml de chaque aliquote est utilisé pour quantifier la 

concentration  en cellules vivantes par étalements sur milieu YPD solide en appliquant les 

dilutions nécessaires afin d’obtenir 3000, 300 et 30 cellules / ml.  

D’autre part 1 ml de suspension cellulaire est introduit dans l’oxygraphe (en prenant 

garde de n’avoir aucune bulle d’oxygène), la respiration de base (consommation d’oxygène) 

est mesuré. Ensuite 10 µl de CCCp (1mM) sont ajoutés afin d’obtenir la respiration maximale 

des cellules (découplant), puis 10 µl de Myxothiazol (10mM) sont ajoutés afin d’observer la 

respiration après le complexe III de la chaîne respiratoire, enfin 20 µl d’Azide de 

sodium (inhibiteur du complexe IV) sont ajoutés pour mesurer la dismutation spontanées de 

H2O2 et la dérive de l’électrode. (cf. annexe 14). 
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III – Résultats et interprétations. 

III.1 – Analyse génotypique et phénotypique. 

III.1.a – Pré expérience. 
 
 

Graphique n°1 : Pourcentage de survie des levures 

WT en fonction de la concentration en H202. Stress 

appliqué pendant 40 min. 

Les pourcentages de survie sont calculés part rapport à 

la concentration en H202=0 mM. Les écarts types ont 

été calculés sur la base des comptages et rapporté en 

pourcentage. 

 

 

 

Pour la souche de levure WT, la concentration en H2O2 nécessaire à l’obtention d’une 

viabilité de 50% peut être estimée à 4 mM, et  d’une viabilité de 75% estimée à 0,2 mM. Ceci 

nous permet de définir les différents types de stress qui seront utilisés dans les expériences 

suivantes sur les levures. 

Sans stress : eau stérile pendant 40 min. 

Stress faible : H202 à 0,2 mM pendant 40 min. 

Stress adaptatif : H2O2 à 0,2 mM pendant 20 min, lavage et attente de 30min, puis 

H2O2 à 4 mM pendant 40 min. 

Stress aïgu : H202 à 4 mM pendant 40 min. 

III.1.b – Expérience. 

III.1.b.i - Etude génotypique des différentes souches de levures. 

Tableau n° 3 : Etude génotypique des souches de Saccharomyces cerevisiae par étalement sur milieu 

sélectif. Les milieux utilisés sont définis plus haut dans le tableau n°1. Les symboles utilisés correspondent aux 

observations suivantes : - pas de colonies  ++  tapis cellulaire 

   +/- très peu de colonies * observation de colonies blanches au lieu de rouges. 

Le phénotype des levures rouges est du a l’accumulation d’un composé dans la voie de biosynthèse de l’adénine 

du à la mutation ade2. Cet intermédiaire est toxique pour la  cellule, les révertants de couleur blanche possèdent 

un avantage sélectif. 

 

% de survie = f (H202)

0

50

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Concentration en H2O2 en mM

P
ou

rc
en

ta
ge

 d
e 

su
rv

ie

WT rouge WT Blanche cta1 rouge cta1 blanche ctt1 rouge ctt1 blanche DM rouge DM blanche H55O

Ura- − − ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ura+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Leu- − − − − − − − − −
Leu+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ade- +* − +* − ±* − +* − ++
Ade+ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++
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Ces résultats montrent que la souche WT possède bien une mutation des gènes ura3 et 

leu2. Les souches cta1, ctt1, DM et H550 poussent sur milieu Ura-. Si l’on estime que ces 

dernières sont bien des souches isogéniques de la souche WT (aucune colonie sur milieu leu-), 

alors ceci confirmerait le fait que les gènes cta1 et/ou ctt1 sont mutés par l’insertion de URA3. 

Seul une PCR sur colonie aurait permis de vérifier les mutations des gènes CTA1 et CTT1. 

De plus l’apparition de colonies blanches à partir d’étalement de colonies rouges sur 

milieu  Ade
-
 est observée, alors que l’étalement de colonies blanches sur ce même milieu ne 

présente aucune colonie. Ces colonies pourraient être des révertants ou des mutants 

suppresseur de mutation  ade2. Le taux de mutations peut être estimé entre 10
-6

 et 10
-7 

(On 

obtient entre 10 et 100 cellules et l’on estime que le nombre de cellules dans une colonie est 

compris entre 10
-7

 et 10
-8

). Le croisement de ces levures blanches par une souche sauvage 

(ade
+
) peut permettre de déterminer s’il s’agit de révertants ou de suppresseurs. Si la 

composition des asques obtenus est de 2 spores ade
-
 et 2 spores ade

+
 alors il s’agirait de 

révertants. Si la composition des asques est de 1 spore ade- et 3 spores ade
+
 il s’agirait   de 

suppresseur. 

III.1.b.ii – Etude phénotypique en fonction d’un stress à l’ H2O2. 

 
Graphique n°2 : Taux de survie chez différentes souches de Saccharomyces cerevisiae après différents 

stress à l’H202. Les pourcentages de survie sont définis par rapport au nombre de cellules vivantes en condition  

stress. Les écarts types ont été calculés sur la base des comptages et rapporté en pourcentage. 

 

En condition de stress aigu, les pourcentages de survie sont équivalents, dans la limite 

des barres d’erreur, pour les souches Cta1, Ctt1 et DM par rapport au WT (témoin), alors que 

la souche H550 semble mieux résister au stress aigu. Ces résultats semblent mettre en 

évidence la présence d’autres systèmes de protection au sein de la cellule pour faire face à un 

stress oxydatif. Exemple : la glutathion peroxydase. Néanmoins, le taux de survie plus 

Binome 252                       Binome 113

0

20

40

60

80

100

120

WT DM H550 WT Cta1 Ctt1

%
 d

e 
su

rv
ie

Sans stress

Stress aigu

Stress
adaptatif
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important de H550 qui serait lié à la surexpression de Cta1, confirme que la catalase a bien 

également un rôle protecteur. 

En condition de stress adaptatif, les taux de survie des différentes souches par rapport 

au témoin, sont équivalents entre eux et sensiblement supérieur au taux de survie en condition 

de stress aigu, dans la limite des barres d’erreur. Cette observation corrélée à l’article de 

Shingo IZAWA & al, Biochemistry Journal (1998), pourrait montrer qu’il existe une 

adaptation liée au premier stress faible appliqué à la cellule, et donc une mobilisation des 

systèmes de protection. Les hypothèses suivantes peuvent être émises pour expliquer ce 

phénomène : induction de la transcription et de la traduction des gènes codants pour la 

catalase et /ou pour d’autres systèmes de protection, mais aussi recrutement subcellulaire de 

ces systèmes. 

 Cette dernière hypothèse sera testée en biologie cellulaire sur des cellules CHO. Pour 

l’hypothèse précédente, une expérience d’hybridation in situ chez  WT, ctt1 et cta1 pourrait 

être réalisée : dans les différentes conditions de stress, avec des sondes radioactives 

complémentaires aux ARNm des deux catalases. Ceci afin d’observer si il existe une 

induction de la transcription de CTA1 et/ou CTT1. 

NB : Ces résultats et interprétations ne sont valables que pour des levures étant dans 

état physiologique correspondant à une phase pré-stanionnaire (DO= 6 à 8).  

III.2 – Etude de la localisation intracellulaire de la catalase chez CHO.  

 

 

Photos n°1 : Cellules CHO observer au microscope à fluorescence sous influence d’un stress à l’H2O2 ou 

non.  Les cellules sont transfectées par GFP-SKL, marquées au DAPI. La catalase est révélée par 

immunocytochimie avec un anti-corps secondaire couplé à Alexa 546. 

a) Cellules CHO non stressées. Colocalisation catalase/peroxysome. Superposition de photos prisent sous 

incidence à 370 nm (DAPI), à 488 nm (GFP-SKL) et à 546nm (Alexa 546). 

b)  Cellules CHO avec stress adaptatif. Localisation des peroxysomes. Photo prise sous incidence à 488 nm. 

c)  Cellules CHO avec stress adaptatif. Localisation de la catalase. Photo prise sous incidence à 546 nm. 

 

L’observation des différentes lames au microscope à fluorescence révèle un taux de 

transfection nul pour les puits A5, B3, C5 et D5, une contamination bactérienne pour les puits 

A4, B4, B5, C3 et C4, et enfin une contamination par mycoplaste pour D3. Ces 

a) b) c) Colocalisation 

catalase/peroxysome 
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contaminations rajoutant un stress non négligeable, ces lames ne sont pas interprétables. Le 

puit A2  permet d’apprécier les fixations aspécifiques de l’anticorps secondaire, qui sont très 

faibles. 

 Les cellules non stressées transfectées (puit B2) présentent une fluorescence rouge 

spécifique à la catalase superposable à la fluorescence verte correspondant à la localisation 

des peroxysomes (cf. figure x). Quand au puit B1 la fluorescence bleue correspondant à la 

localisation des mitochondries n’est pas superposable à celle de la catalase. Celle-ci semble 

donc être localisée au niveau des peroxysomes et non des mitochondries en conditions 

physiologiques. Les puits B3, B4 (contaminés) ne permettent pas de conclure quand à sa 

localisation au niveau du réticulum et du cytoplasme. 

Dans la limite de nos expériences il n’ y a pas de différence apparente entre les observations 

faîtes avec stress fort et celles avec un stress adaptatif. 

Les cellules  stressées transfectées présentent un marquage plus diffus  de la catalase qu’en 

condition physiologique (différenciable d’un marquage aspécifique). Ceci n’est superposable 

ni avec le marquage bleu des mitochondries (C1 et D1), ni avec le marquage vert des 

peroxysomes (C2 et D2). Deux hypothèses peuvent être émises : la catalase serait diffusée 

dans le cytoplasme par un éclatement des peroxysomes du au stress. Ceci peut également  être 

du a un marquage de la catalase néosynthétisé en migration vers le peroxysome. Cette 

dernière hypothèse semble peut probable au regard du temps nécessaire à une synthèse 

protéique (supérieur à 1h30). 

 

 

                 

Photos n°2 : Cellules CHO stressées et observées  au microscope à fluorescence. 

Les cellules sont transfectées par pECFP-Mito, et marquées au DAPI 

a)  Observation sous incidence à 370 nm (DAPI). 

b)  Observation sous incidence à 475 nm (pECFP-Mito). 

 

a) b) 
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Photos n°3 : Cellules CHO non stressées et observées  au microscope à fluorescence. 

Les cellules sont transfectées par pECFP-Mito, et marquées au DAPI 

c)  Observation sous incidence à 370 nm (DAPI). 

d)  Observation sous incidence à 475 nm (pECFP-Mito). 

 

 En condition de stress les cellules présentent également un regroupement des mitochondries 

aux pôles de la cellule (photo n°2b). Le marquage au DAPI de ces cellules montre qu’elles ne 

sont pas apoptotiques (photo n°2a). Ce regroupement est absent pour des cellules non stressés. 

Cette observation est probablement du a une mobilisation pour répondre au stress à l’H202. 

En condition de stress aïgu les cellules présentent des vésicules de couleurs rouges dans toutes 

les longueurs d’ondes. Celle-ci serait du à l’accumulation de céramides. 

III.3 -  Etude biochimique de la catalase. 

III.3.a - Purification et caractérisation de la catalase. 

Apres purification sur colonne de nickel 2 fractions de 2ml sont récupérées afin de 

mesuré les activités catalasique et peroxydasique. 

 

Tableau n°4 : Tableau récapitulatif des calculs des activités catalasiques. La BLC (catalase de foie de bœuf 

commerciale) sert de témoin. Les concentrations en protéine sont déterminées par la méthode de Bradford et 

l’activité catalasique est déterminée en mesurant la diminution de l’absorbance à 240 nm en fonction du temps (2 

min). Dilution au 1/100iémepour l’extrait brut et au 1/200iéme pour l’extrait purifié. Réaction de 10µl d’enzyme 

avec 1ml d’H2O2 (15 mM). 

 

Cta1 a une activité catalasique forte. Le rendement de purification élevé obtenue 

s’expliquerait par la surexpression de Cta1 chez H550 en milieu dérépresseur. 
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BLC 7.10-3 0,0715 3.109

Extrait brut 7 32,5 0,2364 1.109 3,1.109 7.1011

Extrait purifié 4 1,04 5,7 0,1515 1,3.109 2,3.1010 5,2.1010 7 74%

a) b) 
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Tableau n°5 : Détermination des activités peroxydasique. 

La HRP (Horseradish peroxydase) sert de témoin. Réaction de 10 µl d’enzyme 

avec 1 ml de pyrogallol (45 mM) et 15 µl d’H202 (15 mM). 

 

Aucune activité peroxydasique n’a été détectée pour Cta1. La faible activité 

peroxydasique est due à l’auto-oxydation du pyrogallol. 

III.3.b –Recherche d’une hypothétique 3
iéme

 catalase d’origine mitochondriale. 

III.3.b.i –Coloration des activités catalasique et peroxydasique sur gel de 

polyacrylamide 

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide (7%) montre une activité catalasique trop 

faible pour l’extrait brute du WT (témoin). Ceci ne permet donc pas d’observer une 

quelconque activité pour les autres extraits. Aucune interprétation ne peut être tiré de cette 

expérience. 

III.3.b.ii – Analyse des activités catalasiques par spectrophotométrie. 

 

     
a)  WT extrait brut     b)  DM extrait brut 

 

     
c) WT surnageant     d)  DM surnageant 

 

HRP Pyrogallol seul Cta1 brut Cta1 purifiée

Activité ∆Abs/min 0,372 0,016 0,012 0,012
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e)  WT extrait de mitochondrie   f)  DM extrait de mitochondrie 

 

Graphiques n°3 : Analyse des activités catalasiques par spectrophotométrie sur différents extraits de 

Saccharomyces cerevisiae. Réaction de 10µl d’extrait dilué au 1/100
iéme

 avec 1ml d’H2O2 (15 mM). 

a) Extrait brute de WT. b) Extrait brut de DM. c) Surnageant issue de la précipitation des mitochondries du WT 

d) Surnageant issue de la précipitation des mitochondries du DM. e) Extrait de mitochondrie obtenue après 

centrifugation à 3500 g et resuspendue dans du tampon (0 .5 M Sorbitol, 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7.5).  

f) Extrait de mitochondrie du DM. 

 

Les analyses des activités catalasiques des différents extraits montrent les choses 

suivantes : 

Aucune activité n’est détectable dans l’extrait de surnageant de DM (graphique n°3d). 

A l’inverse, il y a une activité catalasique de 1,4.10
9
 nkatal dans l’extrait de surnageant du 

WT (graphique n°3c). Ceci confirmerait le fait que ctt1 est bien muté chez la souche DM. 

Les mesures réalisées pour les extraits de mitochondries ne montrent pas d’activités 

catalasiques, mais une augmentation de l’absorbance à 240nm lors de l’ajout de l’extrait 

(graphiques n°3e et 3f). La formation d’un composé absorbant à cette longueur d’onde, mais 

pas obligatoirement de l’H202, semblerait en être la cause. De plus une consommation d’H2O2 

pourrait être masquée par cette production. Ces observations permettent en rien de conclure 

quant à la présence d’une 3
iéme

 catalase mitochondriale. 

Aucune activité n’est détectable dans l’extrait brut du DM (graphique n°3b), alors que 

l’on mesure une activité catalasique de 1.10
9
 nkatal dans l’extrait de brut du WT (graphique 

n°3a). Ceci confirmerait le fait que ctt1 et cta1 sont bien mutés chez la souche DM et 

supposerait qu’il n’existe pas de 3
iéme

 catalase mitochondriale.  

Néanmoins les hypothèses suivantes peuvent être émises : 

 la 3
iéme

 catalase mitochondriale présenterait une activité catalasique trop faible pour être 

détectée par les expériences réalisées. 

 un épissage alternatif, des  séquences d’adressages, d’un des deux ARNm issue des gènes 

ctt1 et cta1 pourrait permettre la synthèse d’une 3iéme catalase mitochondriale. Cette 

hypothèse expliquerait son absence chez le double mutant. 
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Les purifications de mitochondries auraient du être complété par une centrifugation 

sur gradient de sepharose. Un test enzymatique spécifique des peroxysomes aurait du être 

réalisé afin d’évaluer la pureté des extraits de mitochondries. Ceci a également été omis dans 

l’article de Anna Kujumdzieva & al, Electronic Journal of Biotechnology, (2002) 

 

III.4 - Etude physiologique de la respiration mitochondriale. 

 

 
Graphique n°3 : Consommation d’oxygène de plusieurs souches de levures dans différentes conditions. 

La consommation de O2 / min / 10
7
 cellules est calculée grâce au comptage des cellules après dilutions 

étalement. Les écarts types ont été calculés sur la base des comptages. La consommation d’02 en présence 

d’azide de sodium est soustraite afin d’éliminer la mesure du à la dismutation spontanées de H2O2 et la dérive de 

l’électrode. 

 

 

Le graphique précédent montre de grande différence quant à la consommation d’02 entre les 

souches et notamment avec le DM. Cette disparité peut être due au fait que le comptage des 

cellules vivantes ne correspond pas exactement au nombre de cellules respirant dans 

l’oxygraphe. Des mitochondries de cellules mortes peuvent consommé de l’02. Le graphique 

suivant peut donc être établie en rapportant les consommation de O2 par rapport à la 

consommation en présence de CCCp.  
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Graphique n°4 : Pourcentage de O2 consommés par rapport à la consommation maximale (CCCp). 

Les pourcentages sont calculés à partir du graphique n°3 et par rapport à la consommation d’O2 en présence de 

CCCp. Les écarts types ont été calculés sur la base des comptages et rapporté en pourcentage. 

 

Une diminution de la respiration de base chez le WT stressé par rapport au WT sans 

stress est observée. A l’inverse, la respiration de base chez cta1 et DM est augmentée en 

présence du stress. Chez ctt1 aucune différence n’est notée. 

La présence des deux catalases chez la souche sauvage expliquerait cette production 

d’oxygène à partir de l’H2O2 utilisée pour le stress. L’augmentation de la respiration de base 

chez le DM serait éventuellement du a une augmentation du métabolisme en présence de 

stress et/ou du à l’effet découplant de l’H202. En comparant cta1 et ctt1, il semblerait que la 

catalase Cta1 ait un effet protecteur plus important face au stress à l’H2O2. 

Cette expérience a aussi été réalisée par le binôme 113 dont les résultats ne sont pas 

reproductibles avec les résultats précédents. 

IV – Conclusion. 

Les différentes expériences effectuées chez la levure Saccharomyces cerevisiae 

montre que la catalase est une enzyme intervenant dans la protection contre le stress oxydant, 

mais que celle-ci participe à un ensemble de systèmes de protections qui compense son 

absence lors de mutations  (cta1 et/ou ctt1). Une adaptation face au stress semble se produire, 

mais des expériences complémentaires avec d’autres conditions de stress adaptatif semble 

nécessaire afin de  mettre en évidence plus clairement ce phénomène. 

L’étude de la localisation cellulaire de la catalase nous a permis d‘observer sa 

compartimentation dans les peroxysomes en condition physiologique, chez CHO. En 

conditions de stress, plusieurs hypothèses ont été émises : éclatement des peroxysomes ou 

marquage d’une néosynthèse. Néanmoins, il est difficile de faire le lien entre les résultats 
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obtenus chez la levure et chez les cellules CHO. Aucune conclusion définitive ne peut être 

déduite. 

Les expériences réalisées dans le cadre de la recherche d’une 3
iéme

 catalase, nous incite 

à penser que celle-ci n’existe pas. Cependant les contrôles nécessaires à la validation de nos 

observations n’ont pas pu être réalisé. La possibilité de son existence ne peut donc pas être 

écartée. 

Les résultats obtenus en physiologie nous amènent à  croire que le stress oxydant a un 

impact sur la respiration et que les deux catalases n’ont pas le même rôle dans  la protection 

de la chaîne respiratoire. 

D’autre part, notre étude s’est focalisée sur le début de la phase stationnaire. Il serait 

intéressant de voir si nos résultats sont similaires pour un stade plus avancé de cette phase ou 

en phase exponentielle. 
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Annexe formules des calculs. 
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