OutilsdelaBM (2)

Manipuler

— Clonage

— Séguencage del’ADN
Séparer/ Déteder
Fusions genétigues
GFP



Séguencage d ADN
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Principe

e Croissanceclonale des cdlules
COLONIES

 Moléaulearaison dune (max) par cellule
NB MOLECULES<<NB CELLULES

o Cellules s multiplient en reprodusant
fidelement I' ADN exogene

VECTEUR



Conséguences

e Sdedion
e Reacombinaisonin vitro
e Crible



Principe
1- Préparation desfragmentsd’ ADN

2- Liaison al’ADN vedeur
RECOMBINAISON IN VITRO

3- Introduction del’ ADN recombiné
dansles cdlules

4- Sélection des cellules recombinantes
ou
5- criblage des clones recombinants cher chés.
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Criblage sur Réplique

Répligue sur membrane
de nitrocellulose

Dénaturation
Ajout de la sonde
margquée
Repérage et prélévement "
des clones d'intereéts "

Révélation



Criblage (2)

* Hybridation dune sonce pure
» Criblage Immundogique
* Criblage diff erentiel
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Synthese de proténes

e Méme Principe
mais....

e Protéines defusion



Fusion

1) Translational fusion

| L e
promoter cDNA coding sequence \ / lacZ or GFP 3 o

sequences
fusion must be in frame

2) Transcriptional fusion

e -
= 2 . an te Rl ] B JFa N I F ] Fl .I.I

promoter lacZ or GFP reporter gene

3' regulatory
sequences



B-Galactosidase
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Fusion translationnelle
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Mise en évidencedela corde nerveuse
centrale chezun Nématode

Rutgers et al



Green Fluorescent Protein (GFP)

Aequoria Victoria
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Fluorophore




Protéine de Fusion: Taggng

L ocali sation de myosine
dans des cdlules
vivantes de Tabac

A. Reudenreich







Noyau d’une souris vivante marqué pour

la reconnaisance de différents facteurs
(GFP-Lhx3 B3B4) (nucleoli), BFP-C/EBPa (subnuclear foci), et PML-

DsRed (nuclear dots).



