ST GIGI & ECUE 1 : Biologie Cellulaire
Clémendocyte

METHODE D'ETUIDE DE LA CELLULE

(PARTIE 3)

Et coucou c’est encore moi (je sais on a bientét fini &). On passe a la DERNIERE PARTIE de ce cours qui peut
paraitre interminable pour certains. Cette partie la ne tombera pas a I’EB 2 mais dés que celui-ci sera passé, il sera
au programme des prochaines séances tuts et du dernier EB du S1 (¢ca approche si vite P). Honnétement ¢ ’est la partie
du cours que je préfere j'espere que ¢a sera la votre aussi | Pas de panique j’ai aéré un peu le texte et j’ai rajouté
comme toujours des dédis en fin de cours (je sais que vous aimez les lire je vous vois gfg). Comme d’habitude on

prend le temps de comprendre le cours et ensuite on 1’apprend.

Sur ce on est parti,
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Pour avoir des cellules, il faut partir d’un tissu et il faut donc le dissocier pour les obtenir.

Attention un tissu ce n’est pas forcément un seul type cellulaire, ¢ga peut étre plusieurs types mélés.

Si ce sont des cellules a obtenir sur un prélevement sanguin, c’est facile, les cellules sont libres dans le sang
circulant et sont ainsi déja dissociées.

En revanche dans les autres tissus (épithélia, muscles...), c’est plus compliqué. Il faut vraiment dissoudre et
éliminer la matrice extracellulaire et les contacts entre les cellules (on perd donc cette information
histologique). Dans ce but, on peut utiliser des protéases comme la trypsine ou de UEDTA qui est un chélateur
du calcium. On peut ainsi avoir des procédés mécaniques comme une légere agitation. Il est également
possible de combiner des actions enzymatiques, chimiques et mécaniques. Cela dépend du tissu étudié.

Les cellules étant maintenant dissociée, il est nécessaire d’isoler celles que 'on souhaite étudier.

Il y’a différentes techniques en fonction du type de cellule et des observations ou expérimentations que 'on

souhaite réaliser pour séparer les différents types cellulaires :

- Selon leur propriétés physiques (taille et forme), c’est le cas de la centrifugation a basse vitesse

- Selon leurs propriétés d’adhésion sur plastique ou lame de verre (les fibroblastes adhérent trés
facilement sur le plastique).

- Ce sont des méthodes peu spécifiques

- Des méthodes moléculaires basées sur la reconnaissance de molécules a la surface des cellules :
purification sur support ou cytométrie de flux.
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‘Ce sont des méthodes plus spécifiques de choix pour séparer de maniere précise les cellules.
Quand on va vers la spécificité en biologie on va vers le moléculaire

Les méthodes moléculaires sont basées

sur des proprietés distinctives des cellules :
- antigeénes de surface (molccules
d’adhésion ou récepteurs sensoriels et
meétaboliques
- molécules fluorescentes (GFP)

%+ La purification sur support

ILen existe deux types en fonction de la fagon dont on va procéder.

Il faut avoir un déterminant moléculaire (protéine, lipide...) spécifique du type cellulaire qui nous intéresse et
pas sur les autres :

Soit il existe naturellement : il est créé par la cellule comme les protéines qui sont a la surface de cellules (ex :
antigenes de surface, molécules d’adhésion, récepteurs...) ou encore des lipides.

Ou alors, vous pouvez introduire une molécule particuliére qui va nous permettre de trier nos cellules (ex :la
GFP, un marqueur de surface dont vous allez forcer U'expression)
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Dans tous les cas, que ce soit sur les antigenes de surface naturels ou des marqueurs « artificiels », le principe
de séparation sur support est le méme.

Imaginons un mélange de deux types de cellules que 'on souhaite séparer. Un de ces deux types a un certain
type d’antigene a sa surface pour lequel on a des anticorps.

Onaunsupport solide, peu importe sa composition (plastique, billes magnétiques, collagéne...), surlequel vont
étre greffés des anticorps qui vont reconnaitre 'antigéne de surface de 'un des types de cellule.

C’est a partir de la que l'on peut a partir du méme dispositif expérimental employer deux fagons de faire
différentes : en positif ou en négatif.

- Ensélection négative, on met en contact le mélange de cellules avec le support.

Evidemment, Uanticorps va s’associer aux cellules qui ont 'antigene par des liaisons non covalentes et

pas aux autres. Les cellules étant séparées, on va récupérer celles qui ne se sont pas attachées au

o>

support.

SELECTION NEGATIVE

/ N Surface d'affinité -
| 1 1Ci offée o ace
\ C> : Anticorps greffées sur une surface

(collagéne, plastique, billes magnétiques...)

Meélange de deux
types cellulaires

LINIVERCITE FATE NVYAS

-On trie ce qui n’adhére pas = sélection NEGATIVE
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En sélection positive, on réalise les mémes étapes mais on récupere les cellules présentes sur le support. On

adonc un type cellulaire qui a été purifié

=

Elution :

O agitation,

\V \/ \/ \, [Irypsine

Surface daffinité = ;
Anticorps greffées sur une surface Un type cellulaire
(collagéne, plastique, billes magnétiques...) - e E’rmc W

= SELECTION POSITIVE

Antigéne de surface

M¢lange de deux
types cellulaires

LINIWNV/EDCITE AATE VA

On trie ce qui adhére = sélection POSITIVE

C’est la sélection négative. En effet une cellule n’est pas indifférente a un antigene reconnu par un anticorps

(#signalisation cellulaire).

Quand une protéine de surface est reconnue par un anticorps, cela peut entrainer une information a Uintérieur
de la cellule. Le fait d’adhérer sur ce support, qui reste artificiel, va modifier ’état de la cellule qui nous
intéresse. La technique de choix pour purifier une cellule la plus native possible, c’est la sélection négative.

7

* La cytométrie de flux

Cette autre technique est centrale en biologie et en médecine.

Une fois les cellules dissociées et en suspension, on les dépose dans un appareil qui va les injecter dans un
petit canal qui a le diametre d’une cellule et n’en laisse passer qu’une a la fois dans un flux (cyto = cellule,
métrie = mesure et en flux).
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La cytométrie de flux

Injection
des cellules

de la taille et
Détection de : ' forme de chaque

fluorescence ' cellule

Emission rayon laser Eg; ;

Les cellules vont donc passer une a une dans ce petit canal, et en passant elles vont rencontrer un certain
nombre d’appareil de mesures de la taille et la forme des cellules, voire méme une lumiere d’émission et un

systeme de détection permettant de repérer la fluorescence émise par chacune des cellules.

Principes:

- Les cellules triées sont souvent fluorescentes (association avec des anticorps greffés a un
fluorochrome, cellule exprimant la GFP...)

- Les cellules doivent étre en suspension (cellules du sang circulant, cellules de tissus apres
destruction protéolytique de la matrice extracellulaire et des contacts « cellule- cellule » ...)

- Permet la mesure de la quantité d’ADN aprées traitement des cellules a un colorant fluorescent de
’ADN

- Permetla mesure simultanée de la taille et de laforme des cellules par diffraction de rayons lumineux

- Cytométrie analytique = mesure des propriétés des cellules en flux, mais on ne les trie pas vraiment

- Cytométrie de séparation = technique de séparation/tri des cellules en flux (FACS = Fluorescent
Activated Cell Sorter)

Zoom sur la cytométrie de séparation (FACS) :
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FACS = Fluorescent-activated Cell Sorter

Suspension cellulaire

Cellules non-fluorescentes

_Cellules fluorescentes \

e |

Détecteur de fluorescence _ Détecteur lumiére
(-> forme et taille des cellules)
Chaque goutte/cellule est chargée . . :
G . o Champ ¢lectrique - déviation
en proportion de sa fluorescence ™ § = P~
- — 5% CS LC <
I & e
: > . iy - . e g = >
Emission d "un rayon laser $152  Aspiration des
-V cellules non-fluorescentes
) °°..
s e
o0
°axf“_-
i Cellules fluorescentes

(chargées négativement)

Cette machine peut trier environ 500 cellules a la seconde

Y/

«» C’est toujours un cytometre de flux mais plus sophistiqué. On retrouve le principe précédent avec un
détecteur de fluorescence.

Chaque goutte contenant une cellule est chargée en fonction de sa fluorescence par desions chargés
négativement.

Un champ électrique dévie plus ou moins les cellules en fonction de leur charge et donc de leur

fluorescence. Il suffira pour Uappareil de récupérer les cellules plus ou moins déviées et donc de les trier
en fonction de la fluorescence. On est ainsi capables de trier 500 cellules par seconde.

ILpeuty’avoir simultanément plusieurs détecteurs de fluorescence et donc plusieurs marquages pour
trier les cellules (jusqu’a 10-15 couleurs différentes).

Principales applications de la cytométrie de flux :

- Numeération de cellules en suspension (suivant leur morphologie ou leur fluorescence)

- Déterminer le pourcentage de cellules mortes et vivantes

- Evaluer des parametres cellulaires (forme, fluorescence...) en traitant de 10 000 a 1 000 000 cellules

par minutes.

- Trier des cellules (FACS)
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- Déterminer la quantité d’ADN - analyse du cycle cellulaire : il s’agit de U'une des applications les plus
anciennes et toujours tres utilisée de la cytométrie basée sur la quantification de CADN. On ajoute un
agent fluorescent induit par CADN (bromure d’éthidium, Hoechst, DAPI...). Le cytomeétre va mesurer la
quantité d’ADN. En phase G1, il va y’avoir une quantité 2n d’ADN (chez la cellule diploide) et au passage
a la phase S et G2 la quantité d’ADN va doubler a 4n. La fluorescence augmente donc selon l'axe des
abscisses.

Nombre GO-
de cellules | Gl G2

Intensité
2N 4N de fluorescence

Un histogramme typique de I’ADN

Vous avez donc 2 fluorochromes qui sont principalement utilisés : "THOECHST et 'IODURE DE PROPIDIUM.

(Vu dans le cours mort cellulaire il me semble G))

Ily a une grande différence entre les 2 (revu plus tard) et ils sont utilisés pour des variantes de cette technique :

- Liodure de propidium nécessite la perméabilisation de la membrane de la cellule : il va falloir utiliser
un autre agent chimique pour faire des trous pour que Uiodure de propidium pénetre a Uintérieur.

- L’hoechst permet de rentrer directement, spontanément dans la cellule : il ne nécessite pas de

perméabilisation. C’est une technique différentielle qui permet de voir U'état des cellules.

Nous avons isolé les cellules, nous les avons triées, nous avons commencé a les analyser en fonction de leur
composition moléculaire, mais ce n’est pas assez pour faire des expériences visant a mieux comprendre leur
fonctionnement. Il faut maintenant les faire vivre en laboratoire, les cultiver.
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Ce n’est pas forcémentfacile de cultiver des cellules : ce n’est pasimmeédiat. Ily’a des cellules qui ne se cultivent
pas, il faut prendre des précautions particulieres. Le plus souvent, les bactéries sont plus simples a cultiver
puisqu’il suffit de les nourrir sur une boite de Pétri pour qu’elles poussent sur la gélose. Cela reste néanmoins

important de les cultiver pour les étudier.

Une cellule de souris  Une colonie des Plusieurs colonies
Cellules humaines  gyr une boite de Pétri

Une grosse différence entre une bactérie et une cellule animale, c’est que la bactérie va se diviser par défaut si

elle a de quoi se nourrir.
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Une cellule ne se divisera pas par défaut. Il lui faut de quoi manger @ mais il lui faut aussi des signaux

(#signalisation cellulaire encore) qui vont lui donner l'ordre de se diviser.

Ce sont des molécules de signalisation (que vous reverrez dans les cours sur la transduction du signal et du cycle

cellulaire).

Chaque cellule a ses propres ordres, mais pour la culture de tous les jours, on va utiliser un cocktail de facteurs
de croissance présent dans du sérum (de veau foetal le plus souvent), ainsi que des acides aminés essentiels,
des vitamines, du sel et du glucose.

On part ainsi d’une seule cellule qui va se diviser, et on va obtenir des colonies qui poussent sur une surface
solide (plastique des boites de Pétri).

En effet, pour réaliser une culture, on a besoin du support physigue. On utilise la plupart du temps du plastique

comme surface solide mais le milieu dans lequel on va faire la culture dépend de la cellule : le plastique ne
convient donc pas a tous les types de cellules (elles n’aiment pas ¢a...). Pour ce type de cellules, on a retrouvé
une astuce qui est d’ajouter un feeder c’est-a-dire qu’on va mettre une couche de cellules mortes entre nos
cellules et le plastique.

On distingue différents types de cultures :

0,

% Les cultures primaires

Elles sont établies a partir des tissus dissociés (biopsie). Certains types cellulaires sont plus faciles a cultiver
que d’autres (le fibroblaste est le plus utilisé).

Méme si elles ont tout ce qu’il faut pour se nourrir, les cellules en culture ne se divisent que pour un nombre
limité de fois (environ 50 divisions) Vu dans le cours sur la sénescence.

Cela pose probleme car si on ne fait que 50 divisions, ¢a limite ’étude a long terme d’un certain type cellulaire.
Ainsi souvent en laboratoire, on étudie des lignées immortelles.

s Les lignées immortelles

Historiguement, ce sont les premieres lignées qui ont été largement étudiées. Cependant on les étudie de
moins en moins maintenant car elles sont régulierement un peu plus déviantes de la réalité.

On les nomme immortelles car elles sont capables de se diviser « a Uinfini » : certains variants sont devenus
immortels et peuvent former des lignées.

On peut les obtenir a partir de situations pathologiques comme des tumeurs, spontanément ou apres

l'expression ectopique (expression d’'un gene dans une région extérieure a son domaine d’expression) de la
télomérase ou l'action d’agents mutagenes ou de virus.

Le taux d’immortalisation spontanée varie en fonction des especes: ilest fréquent chez la souris, tres rare chez
homme (c’est ['une des étapes du cancer B).
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On a obtenu des cellules, on les a cultivées en grande quantité, on aimaginé des expériences...

Mais encore faut-il analyser le contenu cellulaire.

1. Lyse des cellules

La lyse des cellules signifie que l'on va casser les cellules et ainsi libérer le contenu cellulaire dans un tube a
essai. La technique de lyse va varier selon le type de molécule que l'on veut étudier. On cherche a comprendre

le role de chaque composant de la cellule qui dépend de la fagon dont elle a été détruite.

La lyse va donc casser les membranes en vésicules et libérer les organites, donnant ainsi un extrait appelé
homogénat. Il existe donc plusieurs techniques de lyse :

» Ultrasons (sonification)
» Choc osmotique En physio mais on met des cellules dans une solution

hypotonique il va y’avoir un flux d’eau vers le milieu intracellulaire qui va les faire « exploser ».

> Détergents : plus ou moins forts, ils agissent sur les lipides et interagissent ainsi avec certains types de
membranes
> Frottement (homogénéiseur avec piston de téflon)

2. Fractionnement et séparation de I’extrait cellulaire

On a obtenu un extrait de cellules, encore faut-il le purifier. Généralement, on le fait par :

> Filtration pour éliminer les gros débris
» Chromatographie et électrophorése (protéines, acides nucléiques)
» Centrifugation (membranes, organites, complexes moléculaires)
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La centrifugation est une technique de choix en biologie cellulaire. Le principe est simple, les éléments les plus
gros sédimentent en premier.

Fractionnement cellulaire par centrifugation dittérentielle
(taille, forme et densité)

Homogénat
de cellules -

Centnlugeuse
de foie de rat i

cy !upln\m(

SSEERY

Noyau Fraction soluble

du cytoplasme
\lrmhranu plasmiques, (cytosol)

Fraction microsomale -
(fragments du réticulum | - Ribosomes

E ndupla\nnquu - virus
Bl asacs - Polvsomes

Filtration

Fraction « microbodies » :
mitochondries,
lysosomes, peroxysome

A partir de 100 000 g, (g étant la constante d’accélération de la pesanteur g = 9,81 m - s-2), on parle
d’ultracentrifugation.

Etapes de la centrifugation différentielle :

Etape 1 : L’homogénat de la cellule est filtré afin d’obtenir une préparation homogeéene sans gros débris.

Etape 2 : On réalise une centrifugation basse vitesse (600g) pendant 10 minutes. On obtient dans le culot les
noyaux. On récupere le surnageant correspondant au cytoplasme.

Etape 3 : On accélere la vitesse de centrifugation (15 000g) pendant 5 minutes. On obtient la fraction des
microbodies qui contient les plus petits éléments membranaires de la cellule : mitochondries, lysosomes,
peroxysomes. On récupére de nouveau le surnageant.

Etape 4 : On accélére encore la vitesse (100 000g) pendant une heure. On obtient les débris de la membrane
plasmique, la fraction microsomale (fragments du réticulum endoplasmique) et les polyribosomes (chaines
de ribosomes sur une méme protéines).

On récupere encore le surnageant.

Etape 5 : On accélere encore la vitesse (300 000g). On récupére des ribosomes, des virus et d’autres polysomes.
La fraction soluble restante s’appelle opérationnellement le cytosol.

On peut faire ensuite appel a une autre technique complémentaire appelée centrifugation a Uéquilibre en
gradient de densité ou centrifugation isopycnique.

En effet les fractions obtenues par centrifugation différentielle ne sont pas encore completement pures, on veut
aller encore plus loin dans la séparation.
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Avant méme de centrifuger, on crée dans le dans le tube de centrifugation un gradient de densité (ici grace a

des coussins de sucrose de densités croissantes). La densité augmente en allant vers le fond du tube.

Sur ce gradient, on dépose la fraction a étudier (par exemple la fraction microbodies) et on soumet le tube aune
centrifugation. Ainsi, a Uéquilibre les différents constituants de la fraction vont s’arréter dans le milieu
correspondant a leur propre densité les lysosomes, les mitochondries et les péroxysomes.

Séparation de la fraction “microbodies” par

centrifugation a I’équilibre en gradient de densité

(ou isopycnique)

Fraction
« microbodies »
« Coussins » 1.09 lysosomes
de sucrose 1" (1.12 g/ems) \ |
a des densités croissantes| 115 mitochondries _
(g/c'ns) 1.19 (1.18 g.’cm3)
1. Peroxysomes
1. (1.23 g/em3) <L
Avant Aprés
centrifugation centrifugation

Maintenant que l'on a séparé les constituants de la fraction selon leur densité, on peut étudier leurs propriétés,

par exemple Cactivité enzymatique.

« Coussins » 1.09
de sucrose 1.11

(g/cm3) 119

Avant
centrifugation

J mitochondrials

a des densités croissantes 115 mitock-

1. Per~ es
\v4 1. v g/cm3) {

Fraction

-~
.12 g/lem3) ‘

Y wind)

Apreés
centrifugation
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De cette maniere, on découvre que des enzymes sont associés a certains organites (catalase aux péroxysomes,
cytochrome oxydase aux mitochondries, phosphatase acide aux lysosomes) : on a une compartimentation
enzymatique. (Prix Nobel de Médecine 1974).

3. Composition moléculaire : notions de génome, transcriptome et protéome
Une fois tous ces composants obtenus, on veut aller encore plus loin et analyser au niveau moléculaire.

Lorsqu’on obtient 'ensemble de certaines molécules d’une cellule, on appelle cela une omique et on ajoute le
suffixe -ome a la molécule pour le décrire : 'ensemble des genes s’appelle le génome, 'ensemble des protéines
s’appelle le protéome, 'ensemble des lipides s’appelle le lipidome, 'ensemble des métabolites s’appelle le
métabolome...

C’est une source d’informations incroyable permettant a la fois de revisiter les mécanismes, mais aussi de
personnaliser les traitements des patients et avoir la bonne décision thérapeutique vis-a-vis d’'une maladie.

Pour analyser la composition moléculaire des fractions, il faut les purifier (chromatographie, électrophorése) et
ensuite les identifier :

e Séquence (acides nucléiques) > génome

On est capable de déterminer la séquence d’ADN a trés grande vitesse grace au séquencgage haut débit ou NGS.
Ces techniques sont encore améliorées aujourd’hui.

Séquencgage haut débit ou
NGS = Next Generation Sequencing

Roche 454 330 0.35 0.45
Illumina Solexa GA II 36a100 4 18

Applied Biosystems 50 7 30

Solid 3

Un “run” est la réalisation d’ un processus complet par la machine.
Il produit un grand nombre de lectures correspondant a des séquences
d’ ADN ou d’ ARN de I'échantillon étudié.
La nouvelle génération de séquenceurs a trés haut débit permet de séquencer, en
quelques jours, plusieurs gigabases d'’ADN.

1 Gb = un gigabase = 10° bases)\|/ERSITE COTE D'A
el

Le NGS permet le séquencage complet du génome (recherche de mutations, cellules cancéreuses, genes de
susceptibilité/prédisposition) ainsi que du transcriptome (RNA-seq).

Les méthodes utilisées fonctionnent de la maniere suivante :
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1) Ellesvont déterminer la séquence de petits fragments de la molécule d’ADN (=reads/lectures).

2) Les machines sortent donc toute une série de reads (de quelques dizaines (50) a quelques centaines
(330) de nucléotides) de différentes facons et de maniére tres rapide.

3) Avec laide de logiciels bio-informatiques, vous pouvez hybrider selon la complémentarité tous ces

nucléotides du génome = étape d’alignement des reads sur le génome. Vous allez pouvoir couvrir le
génome de référence avec tous vos reads et regarder (par rapport au génome de référence) s’ily a des
petites différences ou pas, des séquences sur-représentées d’un individu a Uautre.

- On comprend donc que c’est également un outil permettant de faire de la médecine personnalisée
(différences entre individus, entre des tissus...). On fait plusieurs runs (fait de séquencer 1 fois CTADN) ce qui peut
faire plusieurs ADN par jour et par machine et on s’exprime en (Gl)Glabase (109 bases).

Au final, on peut couvrir trés rapidement Uentiereté de CADN.

Remarque :

Ces techniques évoluent tres rapidement mais ily a une technique qui

arévolutionné le domaine : c’est la technique long read

Ces nouvelles machines sont capables de lire plusieurs millions de paires de base en une seule lecture. C’est

trés important car le génome humain contient beaucoup de séquences répétées (certaines vraiment beaucoup
de fois) qui jouent un réle dans notre physiologie.

Lorsque vous avez une petite lecture/petit read qui est complémentaire d’une séquence répétée, vous ne savez
pas ou la mettre dans votre génome de référence. Elle peut &tre mise n’importe ou puisqu’elle est répétée.

Par contre, si vous étes capables de séquencer au-dela de cette séquence répétée dans le méme read, vous
savez exactement ou elle est positionnée.

Conclusion : Cela permet d’avoir une vision compléete du génome, et ce n’est que 'année derniére qu’on a pu
avoir toutes les séquences de tous les chromosomes, du télomere au télomere (d’une extrémité a Uautre) pour
un individu.

C’est un progres incroyable parce que, maintenant, on peut vraiment connaitre la composition exacte en acides
aminés totale de tous les chromosomes humains.

< ARNm - transcriptome
On utilise une transcriptase inverse pour obtenir de CADN a partir d’ARN.
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1. Pour une raison importante : tous les génes, toutes les séquences d’ADN de notre génome ne sont pas
transcrites en ARN.

2. Tous les genes ne sont pas transcrits en méme temps, cela dépend du type de la cellule, sa fonction...

Conclusion : Le transcriptome n’est pas équivalent au génome.

Le transcriptome va donner beaucoup plus d’informations sur la fonctionnalité de telle ou telle cellule car vous
allez savoir quels genes sont activés et quels genes ne le sont pas.

@

++ Poids moléculaire (chromatographie, électrophorese, spectrométrie de masse...) > protéome

Autant UCADN et ARN ont des structures chimiques proches, autant les protéines (méme elles sont issues de
linformation qui était codée de 'ADN a '’ARN) sont extrémement différentes.

Vous avez un mélange de protéines ou une protéine dont vous voulez déterminer la séquence. Vous prenez vos
protéines:

> Soit elles sont isolées a partir d’un géne : 'image du haut montre des taches correspondant a des
protéines apres une électrophorese (1 tdche=1protéine)

> Soit on prend 'ensemble des protéines qu’on va découper en petits morceaux pour faire des petits
peptides
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Recherche dans une banque informatique Identification de la

de la masse des peptides trypsiques protéine

Comme ils sont suffisamment petits et qu’ily a 20 acides aminés chez ’homme, chaque peptide va avoir une
masse, un poids moléculaire différent en fonction de sa séquence.

Le role du spectromeétre de masse va étre de déterminer la masse de chacun des peptides apres digestion par
une protéase.

1) Les peptidesvont étre ionisés

2) Ils vont étre accélérés dans unvide

3) Ils vont étre réflectés a un endroit

4) Ils sont projetés avec une certaine déviation dans le récepteur.

C’est cette déviation qui va étre caractéristique du poids moléculaire du peptide

Une fois que vous avez le poids moléculaire, vous avez la séquence. Et lorsque vous avez la séquence de chaque
peptide, Uordinateur va reconstituer la séquence entiére de la protéine. Vous identifiez ainsi la ou les protéines
de votre homogénat cellulaire.

1. Généralités
Ces analyses génétiques sont centrales en biologie cellulaire, ce sont des outils précieux pour analyser les

cellules.

Qui dit génétique, dit mutation, dit modification de la fonction d’un constituant (ADN, ARN, protéine). La
génétique va donner un mutant, qui va gagner ou perdre une fonction. En observant la déviation d’un processus
normal, on va déduire le fonctionnement normal : c’est en étudiant 'anormal que 'on va comprendre le normal.
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» Comprendre les processus cellulaires au niveau moléculaire

» Modeles des maladies génétiques : des maladies que l'on peut hériter, des modifications génétiques
somatiques comme le cancer.

> Identifier et caractériser des nouveaux médicaments liés a ces mutations

2) Transgénése

Le plusimportant en biologie cellulaire est d’avoir des mutations qui vont donc modifier une fonction cellulaire,
et c’est cette modification que 'on va étudier qui va permettre de mieux comprendre le fonctionnement normal.

Pour cela, il faut étre capable de manipuler le contenu génétique d’une cellule ou d’un organisme. C’est ce
qu’on appelle latransgénése. D’un point de vue formel, c’est Uintroduction d’un nouveau gene (transgéne) dans
une cellule ou dans un organisme, alors appelé transgénique.

La transgénese a déja éte abordée lors de la fusion d’une protéine X avec la protéine GFP.

On peut exprimer des protéines étrangeres généralement étiquetées par un épitope ou par un fluorochrome
(GFP), c’est une intégration qui peut étre au hasard ou ciblée a un endroit précis dans le ggénome. Cela permet :

D’étudier la localisation et la dynamique de la protéine dans la cellule
La purification de complexes (immunoprécipitation)
D’étudier des domaines d’une protéine

YV V V V

D’inactiver un gene :

En remplacant le géne endogéne par un gene inactif : on dit que le géne est invalidé par Knock-out (KO)

En réduisant Uexpression du gene Knock-Down (KD)

LE TUTORATTTTTTT est gratuit ! Toute vente ou reproduction est totalement interdite Page 18 sur 25
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La transgénese peut aussi se faire a 'échelle d’organismes. On purifie TADN du géne que U'on souhaite introduire
(par exemple GFP) que lU'on injecte dans un ceuf fertilisé de souris que U'on va implanter dans une mére porteuse.

->intégration au hasard d’un géne chez la souris

Purifica e | '"ADNc GFP
Purification de | "ADN¢ GFF Injection de 1 "ADNc

o === dans un :a‘uf fertilisé de souris

e N
Intégration du géne de I'hormone de croissance humaine
chez la souris

Souris transgénique
géante

Souris de
aille normale

Parmi les descendants des souris, environ 10 a 30% vont exprimer la GFP comme le gene de ’hormone de
croissance humaine.

On a un exemple de gain de fonction ou on a une souris transgénique géante du fait de la surexpression du
facteur de ’hormone de croissance humaine. Cela veut dire que 'on peut étudier ’hormone de croissance
humaine quand elle s’exprime chez la souris.
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uler Uexpression ou la fonction d’un géne par transgénése, il y’a différentes facons :

0
0’0

Géne X Géne X
Iransgéne X Kl KO
gene X (inscrtion Géeéne X (mnscrtion (mnscrtion
sauvage non-ciblée) KD ciblée) ciblée)
ARNi
. . v v
. #
I Xpression
“normale”
Expression Aucune
topiqu Expression d
cclopique une protemne
fortement diminuée PO Expression
mutante
Surexpression
. - rapporte GFP,
de forme sauvage rapporteur (GFF
LacZ...)
ou mutée
-Modéle de maladie

L . LINIVERSITE COTE D'AZl/

Il peut y’avoir une insertion non ciblée d’un promoteur hétérologue. On peut avoir une expression
ectopique d’un géne, une surexpression de forme sauvage ou mutée (comme ’hormone de croissance
humaine chez la souris)

Le Knock-Down : on ne va pas empécher completement Uexpression d’un gene mais réduire son
expression par des techniques d’interférences ARN. Le produit du géne sera de séquence normale mais
en moins grande quantité. On étudie donc linfluence de la quantité du produit de ce gene sur le
processus biologique étudié.

Knock-In : On va modifier un gene en lui conférant une propriété. Il y’a donc expression « normale »
d’'une protéine mutante permettant de la tracer (GFP) ou de modéliser une maladie génétique par
exemple.

Knock-out : on va complétement inactiver le géne. On étudie l'effet de l’labsence de produit du gene.

Toutes les techniques que U'on a vu dans ce cours sont désormais miniaturisées, on peut réaliser U'étude

compléte d’une unique cellule.

ET PLACE COMME VOUS LE SAVEZ MAINTENANT AUX DEDIS

Premierement dédicace a vous et bravo d’avoir fini ce cours !
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Je commence par remercier respectivement nos chers CTs sans qui le tutorat ne pourrait subsister ( quoique @ )

Merci donc a :

- Elly le fils de toute la famille Tutorat
- J-P (mon vieux de Biocell ),

- Anaélle la plus terrible des CTs (¢ est faux mais a méditer é )
- Manon Chantal Josette de la compta ( aka CT geek ),
- Manon Logistique ( qui gratte comme pas possible des dédis #balance ton CT )

- ET Marie qui organise les forums, visites dans les lycées et qui en prime posséde un chat trop mignon @

Mention spéciale aux vieux tuts encore vivants % :

Dédicace a Mathys X le Mathyisseverse (un régal de parler avec toi )

Dédicace a Nahélé qui m’a soutenu dans des moments tres difficiles parfois. Merci a toi
Dédicace a Yaél votre vielle d’anat

Dédicace a Mathilde votre vieille de pharmacie €

Et maintenant on passe a la nouvelle génération :

Vos superbes (ou non) tutrices de SP/SN : Cylia et Laurianne
Elles vont vous faire des fiches vraiment qualitatives ! Puis au fond la SP/SN on apprécie cette matiére vous verrez

Dédicace a Antonin | Un sauveur remarquable en termes de contréle continu de Math

Dédicace a Virgile, mon 2°™ sauveur et votre héros rien que pour le fait qu’il ait choisi la bioch Q
Dédicace a Lukas qui doit stirement étre en train de courir ﬁ

Dédicace a Noélie et ses soirées Mario Kart vraiment qualitatives ( je vous [’assure )

Dédicace a Laura, la plus Slovaque des SlovaquesSK. Un plaisir d’apprendre le Slovaque !

Dédicace a (Rec) Tom votre super tut d’Anat PB. Dédi aussi a notre 1 One Man Show

Dédicace a Emma Lisa qui devrait viraiment s inscrire a la boxe @

Dédicace a Maelis qui devrait venir plus souvent en cours

Dédicace a Victoria ! Oui oui toi aussi viens en cours

Dédicace Maxime, méme de Marseille tu viens nous voir !

Dédicace a votre futur 3™ tut de microbio ( ¢a aurait été banger ). Mais bon, lis bien la prochaine fois ;)
Dédicace au trou dans ton jogging de Marseille @

Anti dédi a ton Jogging
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Dédicace a Naomi qui s’ invente une vie.

Dédicace a chaque opportunité que j’ai pour te faire peur @

Et Maintenant quelques remerciement a mes parrains/marraines (oui oui j 'en avais pleins) :

Merci a Mariline, tu m’as aidé et m’a fait gagner énormément de temps avec tes flashs cards (je t’en remercie)
Merci a llona, tu m’as ramassé quand j étais au plus bas et j’ai pu compter sur toi.
Merci a Paul, tu as assuré sache-le

Merci a Manon Beaujolin, tu nous as fait une préparation juste BANGER pour ['oral | Merci

Et merci a Emilien, te voir a la BU me motivait a étre a ta place g

Je voulais faire un peu plus de dédis mais je vais les garder pour ma derniére fiche ( et oui déja ... )

BONUS :
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Deédicace a MOKA ( trop beau ce chat )

Dédicace au petit rongeur de Manon Bettahar

7 - ~
et .
By

¥ .,

Dédicace a PIXIE et au chat de papin

( dont je n’ai pas le nom &) )
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Dédicace a LEWIS et URIE

Duo de choc de votre tutrice d’embryo Emmalisa

Dédicace a FRANKLIN et KIRA

PS : ils sont a Noélie
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Dédicace au trio de choc de votre tutrice d’embryo Marie :

Et coucou vous 2 !
Petite dedicace

LE TUTORATTTTTTT est gratuit ! Toute vente ou
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