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Les anticorps : un outil pour la biologie moléculaire



IDENTIFICATION d’UNE SEQUENCE NUCLEIQUE
(GENE) A PARTIR D’UN ANTICORPS

ANALYSE DES PROPRIETES D’UNE SEQUENCE
PEPTIDIDIQUE (PROTEINE) A PARTIR d’UNE SEQUENCE

NUCLEIQUE GRACE A UN ANTICORPS

EXEMPLES



Pourquoi devons-nous encore faire face à cette problématique ?

Tous les génomes ne sont pas séquencés.

1) Bases de données
2) Méthodes expérimentales

IDENTIFICATION d’UN GENE

Exemple : gène de la yemanucléine chez la sauterelle



IDENTIFICATION d’UN GENE

Criblage d’une banque
ADNc d’expression

Sonde nucléique protéine

Criblage d’une banque
d ’ADN génomique ou

ADNc

anticorps ligand

immunoprécipitation

oligonucléotides dégénérés

Séquence peptididique



répliques

Identification des
Clones

caractérisation

révélation

hybridation

Identification d’un
gène avec une 

séquence nucléique



IDENTIFICATION D’UN GENE

protéineSonde nucléique

Criblage d’une banque
d ’ADN génomique ou ADNc Criblage d’une banque

ADNc d’expression
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immunoprécipitation
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méthode biochimique

protéine

anticorps

immunoprécipitation

spectro de masse
séquence : base de données

si inconnue, chercher le gène*
inconvénient : 

quantité de matériel nécessaire

*méthode de biologie moléculaire



Le code génétique est :
- universel
- non ambigu
- dégénéré (redondant)

DESS

Diapo 9

DESS

Diapo 9

conséquences



immunoprécipitation

Edman-spectro de masse

Oligonucléotides dégénérés

Hybridation-banque ADNc

Identification du bon clone



IDENTIFICATION d’UN GENE

protéineSonde nucléique

Criblage d’une banque
d ’ADN génomique ou ADNc Criblage d’une banque

ADNc d’expression
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Séquence peptididique

ARN, ADN,
autre (EPO)



Criblage d’une banque d’expression avec un anticorps ou un ligand 

Banque dans vecteur d’expression

Transfert des clones sur membrane

Détection -anticorps primaires, secondaires



Vecteurs et banques d’expression : propriétés

Anticorps primaires : propriétés

Anticorps secondaires : propriétés



Caractérisation des clones identifiés :
Expression des clones recombinants et western blots

Séquençage de l’ADN



IDENTIFICATION d’UN GENE
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Dans cette ère post-génomique, c’est souvent la situation
réciproque qui se produit : pléthore de séquences nucléiques.

Fonction des protéines codées ?

Nécessité de méthodes efficaces et peu coûteuses
pour accéder aux protéines.

EPITOPE TAGGING



Principe

Propriétés d’une étiquette



QUELQUES EXEMPLES DE TAGS

- *HIS :
H-H-H-H-H-H

- FLAG :
DYKDDDDK

- HA :
YPYDVPDYA

- c-myc :
EQKLISEEDL

Autres :
 *Glutathione transférase (GST)
Green Fluorescent Protein (GFP)

Beta-Galactosidase

* Possibilité de purification



Que peut-on faire avec une protéine taggée ?



- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

- PCR

METHODES PERMETTANT D’INSERER 
UN « EPITOPE TAG »

clonage dans un
vecteur d’expression 



- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

- PCR

ptag

tag

Tag



Kozak :5 ’CCACCATGG-3 ’

Vecteur d’expression pour
cellules de mammifères



- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

- PCR



- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

- PCR
INSERTION D’UN

TAG  HA
EN N-TERMINAL

A

B

5 ’
3 ’

5 ’

3’

B
A START TAG

STOP

RE1

RE2

5 ’-CCGGATCC ATG TAC CCA TAC GAC GTC CCA GAC TAC GCT (N)x- 3 ’
tenir compte de l ’utilisation préférentielle des codons selon les espèces,
 séquence d’initiation de la traduction.

ORF

3’

3’5’

5’



Universalité du code et biais d’usage des codons



Les nouveaux vecteurs d’expression :

des systèmes polyvalents exemple : le système « gateway »

Rechercher des
informations sur le

web : invitrogen
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Exemples : tirés de nos travaux

Delaunay et al, NAR 2004

J’ai enlevé l’autre exemple car non publié.



Génomique Fonctionnelle

Anticorps et analyses « fonctionnelles » à haut débit



Utilisation d’un anticorps pour identifier
les cibles d’une protéine de liaison à l’ARN qui porte une étiquette.

Lyse des cellules





Code des histones

La combinat

La combinatoire des modifications
des histones dans le génome définit

un état précis de la cellule



Peptide de H3 soit acétylé et phosphorylé
soit phosphosérine 10 seulement

Des anticorps spécifiques sont développés contre
ces marques épigénétiques

H3 H3



Exemple : Sérine 10 phosphorylée dans l’histone H3,Lysine 9 non
modifiée dans chromosomes condensés

marqueur de la mitose et de la méiose

Embryon de drosophile doublement marqué par un
anticorps anti tubuline et un anticorps anti phosphoshistone H3

Exemple tiré de nos travaux Image non publiée, enlevée



Identification de séquences génomiques portant des marqueurs spécifiques
d’un état de la chromatine : GMAT

GMAT : Genome wide MApping Technique
SAGE : Serial Analysis of Gene Expression
CHIP :CHromatin ImmunoPrecipitation

Purification de l’ADN sur billes couplées à la streptavidine

Clonage : banque GMAT….sonde pour microarray

Immunoprécipitation avec un anticorps
dirigé contre un épitope d’histone modifiée



Exemples d’anticorps disponibles chez Upstate pour les modifications de l’histone H3-
y compris combinaison de modications



Nature Genetics  37, 391 - 400 (2005)

Loss of acetylation at Lys16 and trimethylation at Lys20 of
histone H4 is a common hallmark of human cancer

Mario F Fraga1, Esteban Ballestar1, Ana Villar-Garea1, Manuel Boix-Chornet1,
Jesus Espada1, Gunnar Schotta2, Tiziana Bonaldi3, Claire Haydon4, Santiago
Ropero1, Kevin Petrie1, N Gopalakrishna Iyer5, Alberto Pérez-Rosado6, Enrique
Calvo7, Juan A Lopez7, Amparo Cano8, Maria J Calasanz9, Dolors Colomer10,
Miguel Ángel Piris6, Natalie Ahn4, 11, Axel Imhof3, Carlos Caldas5, Thomas
Jenuwein2 & Manel Esteller1


