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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



IDENTIFICATION d’UN GENE

1) Bases de données
2) Méthodes expérimentales

Pourquoi devons-nous encore faire face a cette problématique ?

Tous les génomes ne sont pas séquences.

Exemple : géne de la yemanucléine chez la sauterelle
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IDENTIFICATION D’UN GENE
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méthode biochimique

protéine

anticorps

immunoprécipitation

spectro de masse
sequence : base de données
si inconnue, chercher le gene*

inconvénient :
quantité de matériel nécessaire

*méthode de biologie moléculaire



tRMNA

Le code génétique est : J

- universel C 3 C :)
- non ambigu

- dégénéré (redondant)

T
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The Genetic Code



immunoprécipitation _
Protein

[BAMARSPECTOUEMASENT] et Asp-Glu-Met-Lys- Arg: Asn-ils Porslrinoccid senc

; 7 A
Contains 8 different sequences: TG%-A’E‘G--G,&”f--GAé—ATG-Aﬁé«AGéwAA%AT:CI': Possible DNA sequence
TGTATGGATGAAAIGAA or
A
TGCATGGATGAAATGAA ‘v%
TGTATGGACGAAATGAA i
TGCATGGACGAAATGAA TDegenemee pmie Unique "Guessmer'
5 TGLATGGALGAZ ATGAA ¥ 5" TGCATGGACGAGAIGAAGCGCAACAIC 3'
TGTAIGGAIGAGATIGAA
TGCATGGACGAGAIGAA
TGTATGGACGAGAIGAA
/G TN
5" TGCATGGACGAAATGAA 3’ 5' TGCATGGACGARATGAAGCGCAASATC 4
--ACGTACCTGCT TTACTTCGCGTTATAG---, - -ACGIACCTGCIYTACT TCGCGTTVTAG: --
ey A

dentifcation du bon clone catet s doed o
mismatches to cloned gene
-~ TGCATGGACGAAATGAAGCGCAATATC- - -

- --ACGTACCTGCT TTACTTCGCGT TATAG- - -
Aclual DNA sequence




IDENTIFICATION d’UN GENE
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Criblage d’une banque d’expression avec un anticorps ou un ligand
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Vecteurs et banques d’expression : propriétes
Anticorps primaires : propriétés

Anticorps secondaires : propriétés



Caractérisation des clones identifiés :
Expression des clones recombinants et western blots
Séquencage de ’ADN



IDENTIFICATION d’UN GENE
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Fonction des protéines codées ?

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



Fuss the DNA sequence of 2
short peptide {= epitope tag)
to the encoding DNA sequence
of the Larget protein using
recombinant DNA techniques.

Iw the: DNA cunsml.rct into 2
suitable organism (bacterium, yeast
cell, insect cell, or mammalian cell).

Express the tagged pratein inside
the organism.

Allow the tagged protein to perform
its native function,

Localize the tagged pratein in sity
or i cellular extracts.

Westem Immuneaffinity
Blotting Purification

Immunaoprecipitation Immunofluorescence

Figure 1B.2: Schematic of epitope tagging technique.




QUELQUES EXEMPLES DE TAGS

- *HIS :
H-H-H-H-H-H
- FLAG :
DYKDDDDK AT ¢
*Glutathione transférase (GST)
Green Fluorescent Protein (GFP)
-HA: Beta-Galactosidase
YPYDVPDYA
- c-myc :
EQKLISEEDL

* Possibilité de purification



Que peut-on faire avec une protéine taggée ?

Object of research®  How epitope tagging was used
Subcellular localization  Immunofluorescence analysis of tagged proteins in permeabilized cells

of tagged proteins Ultrastructural analysss of tagged proteins in cells with gobd-conjugated
tag-specific antibodies and electron microscopy

Western blot analysis of tagged full-length and truncated proteins in cell
membrane subfractions

Determination of Immunaprecipitation of tagged proten from cell extract and gel analyss
priokesn -proten of precipitate
Inkeractions Immobilization of tagged protein on Protein A-agarose to study in vitra

assembly of a multiprotein complex

Functional assay of Immunoprecipitation of tagged protein from cell extract and activity
tagged proteins assay (for example, phosphorylation) of immunoprecipitate

Western blot detection of tagged protean in cellular extracts under
warying conditions (for instance, activation or suppression of a cell function)

Tracking movement Immunoprecipitation of tagged protein from cell extract after pulsa-chase
of tagged proteins labeding of cellular proteins

wathin a cell Immunofluorescence analysis of tagged proteins in intact cell membranes

Localization of tagged proteins in cefls with gold-conjugated tag-specific
antibody and electron microscopy

Localization of tagged proteins in cells with confocal immunofluorescence

microscopy
Elmr;l-:teri_zatim of Western blot analysis of tagged proteins expressed by transfected cell lines
New proains Purification of tagged protein from cell extract by affinity chromatography

Immunoprecipitation of tagged protein from cell extract and gel analysis
of subunit structure

‘For examples, see references listed under these topics in Section 6C, pages 6.10-6.16, of this manual.
Table 1B.7: Experimental uses for epitope Lagging



METHODES PERMETTANT D’INSERER
UN « EPITOPE TAG »

- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

clonage dans un
vecteur d’expression

- PCR



- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

or N-terminal tagging




Vecteur d’expression pour
cellules de mammiferes

Kozak :5 "CCACCATGG-3°

HER e

ARG

pCMV-Tag3

LENE wozax

Plfdl

pCMY-Tag?

pCMV-Tag

mammahan expression vectors




- VECTEUR D ’EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »
————————————————————

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »

S

MAYPYDVPDYA
5 - pLATGGCATACCCATACGACGTCCCAGAC TACGETT
COTATGLGTATGLTGLAGGRTCTGAT GLGAAGATCD-5

J——"

Neo | Kb |

|
o 1 B2
Xbal ligation
4




- VECTEUR D "EXPRESSION CONTENANT UN « TAG »

- SEQUENCE « LINKER » OU « ADAPTOR »




Universalité du code et biais d’usage des codons

Alanine 4 GOC GCU GCU GOG GCA
Arginine 6 AGG, AGA [) AGA AGA CGC, CGU AGA
Asparagine 2 AL AALC AAL AAL ALl
Aspartic acid 2 GAC GAL GAL GAL GAL
Cysteine 7 LG UGC {s) LGU L:C UGE (=)
Glutamic acid 2 GAG GAA (5 GAA GAA GAA
Glutarming Z CAG CAA CAA CAG CAA
Glycine 4 GEE GGA, GGL GGL GIE GGA [s)
Histiding 2 CAC CAl CALl CAC, CAL CAL
lzoleucing 3 ALIC AL AL ALC AL
bicineg & COl UG CHE LG EUG: HEA
Lysine 2 AN ARG AMA (5) AAR AAA
Methionine 1 ALG ALG AUG AUG ALG
Phenylalanime 2 LILC LuC Lruu LI uw
Profine q CCGC CCA CCA CCG CCU (s)
Herine f AGL LR Ucy AGL UCL, UCA
Threomine 4 ACC ACU ACU ACC ACA
Tryptophan 1 UGG UGG UGG UGG UGG
Tyrosine 2 LAC LA AL LIALL (%) LIAL
Valine 1 GUG GUL GUU GUG GUU
Stop codon 3 GA LGA LI, L LI



Les nouveaux vecteurs d’expression :

des systémes polyvalents exemple : le systeme « gateway »

C-terminal
fusion

N-terminal
fusion

Gene

After cloning the gene of interest into the entry vector,
you can transfer the gene of interest simultaneously into
multiple destination vectors.




4 ABCDEFGH N

Constructions = '
Affinité
. Cross link
A 1 58 : i
B 1 | RRNINE 125 . - -
c 59 [RRNINE125
A BCDE FGH emkopa
D 59 _ 344 - - e o s
B s
E ‘@ 126 344 ) L . Anti-His
F 126 [RRMIGH 422  + - A il
RRWEH] <in I Western blot
345 422 . b s & 165
) [RRM ] &%
1

_ 422  +++ J

Delaunay et al, NAR 2004

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

Exemples : tirés de nos travaux



Génomique Fonctionnelle

Anticorps et analyses « fonctionnelles » a haut débit



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

Epitope-tagged Untagged reference

Lyse des cellules

_ s S e
1. Immunoprecipitate o g b
- L FaR
o 35 e \,1‘" : /v’
. IR T VA 5':' 'I._,-Lﬂ
2. Reverse transcribe and label 20 T
A T, e e

P

W )

3. Hybridize to whole-genome array

TRENDS in Biotechnology



Cell, Vol. 107, 477-487, November 16, 2001, Copyright ©2001 by Cell Press

Microarray ldentification of FMRP-Associated
Brain mRNAs and Altered mRNA

Translational Profiles in Fragile X Syndrome

A.

immunoprecipitate - - .
7G1-1 mAb -Fmmp

WT mouse brain WT-IP KO-TP
lysate RNA RNA RMA




Code des histones

A B

Effecteur
ADN Modification Cible gui ajoute/enleve

la modification

Acétylation ’ lysine HAT/HDAC
Méthylation ' lysine HMT/LSD1
H4 arginine

Phosphorylation , sérine Kinase/phosphatase

H2B . . Ubiquitinylation lysine  El, €2, E3/isopeptidase
H2A"™ on quitinylation [l Iy , €2, pep
SERPRRE Hélice o HAT : histone acétyltransférase E1, £2, £3 : enzymes gui
b, Extrémité Nt/Ct HDAC : histone désacétylase lient, activent et transférent
HMT : histone méthyltransférase I'ubiquitine
LSD1 : lysine spécifique déméthylase 1
C Domaine histone-fold
| |
ol a? ol I F
H2A 1;5 = H o 129

119

H2B I?IEIEED L H n %“5

, whedeieo o

910 14 17182326 2728 36 135

) me

1537102 T 102




A euchromatin heterochromatin

AN
i

")‘.l

Des anticorps spécifiques sont developpes contre
ces marques épigéneétiques

C active/accessible inactive/condensed

10

[CENPA] MEPRRRSRKPEAPRRARRSP
&

APRKGL

[43] AATRQTARKSTGGKAPRKOL
b

[Hai ﬁﬁ?ﬁﬂ?&RQTEGMPRKﬁL
i 9
e QGE;@gﬁGKGLEKEﬂ&KﬁHRK [H4] SGREGKGHRGLEGKEBGAKRHRK
3 i




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

marqueur de la mitose et de 1a méiose

Exemple tiré de nos travaux

Image non publiée, enlevée

Embryon de drosophile doublement marqué par un

anticorps anti tubuline et un anticorps anti phosphoshistone H3




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

PP i i

GGG om oom oo o o Fom m G om om o rm rm o~

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

(A e

CATCH
A GTAD

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

- AT
— - I;-'.(_ GIRL

o o [

Clonage : banque GMAT....sonde pour microarray



Testad
Applications

Species
Reactivity

Description

Anti-phospho-Histone H3 (Thr3) H 07-424
Anti-phospho-Histone H3(Ser10), biotin conjugate WB ICC H 16-189
Anti-phospho-Histone H3 (Thr3), clone J¥Y325 WE DB BD H 05-746
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), clone 3H10 WB ICC IF FC H 05-806
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), clone 3H10, Cy5 conj. WE IF WR 16-218
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), clone 3H10, FITC conj.  WB IF H 16-222
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), clone MC463 WB ICC IF ChIP H 05-817
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), clone MC463, FITC conj.  WB IF H 16-223
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), clone RR0O02 WB ICC IHC H Ce WR 05-598
Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), Mitosis Marker WEBIPICCIHCFC WR 06-570
Anti-phospho-Histone H3 (Thr11), clone MCa3 WE BD H 05-789

Anti-phospho-Histone H3 (Ser28) WE ICC Eu

Anti-phospho-trimethyl (Thr3/Lys4 & Thr22/Lys23) H 05-748
Histone H3, clone MVD336
Anti-monomethyl-phospho-(Lys9/5er10 & Lys27/Ser28) WB DB H 07-578

istane
Anti-trimethyl-phospho (Lys9/Ser10 & Lys27/Ser28) WE DB BD H 05-788
Histone H3, clone NL35
Phospho (Seri0)-acetyl (Lys14)-Histone H3 Peptide, EA 12-426
biotin conjugate
Phospho (Ser10)-Histone H3 Peptide, biotin conjugate EA 12-427
Phospho (Ser10)-acetyl (Lys9/14)-Histone H3 Peptide, EA 12-428

biotin conjugate

Pack Pos.

Size Cnirl.

100 pl
100 pg
100 pg
100 pg
100 assays
100 assays
100 pl
100 pg
200 pg
200 ug
100 pl
200 pl

100 pl

100 ug

100 ug
100 ug

£319

$149

3149
3149

Exemples d’anticorps disponibles chez Upstate pour les modifications de I’histone H3-

y compris combinaison de modications



ature Genetics ;

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

Mario F Fragal, Esteban Ballestarl, Ana Villar-Gareal, Manuel Boix-Chornetl,
Jesus Espadal, Gunnar Schotta2, Tiziana Bonaldi3, Claire Haydon4, Santiago
Roperol, Kevin Petriel, N Gopalakrishna lyer5, Alberto Pérez-Rosado6, Enrique
Calvo7, Juan A Lopez7, Amparo Cano8, Maria J Calasanz9, Dolors Colomer10,




