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Résumé

L’arthérosclérose est, avec le cancer, une des causes majeures de décés pathologiques dans nos
sociétés occidentales. Elle est engendrée par un exces de particules lipidiques circulantes qui se
logent dans I’intima artérielle faisant subir aux cellules endothéliales un stress oxydatif et
hémodynamique. Ces cellules libérent alors diverses cytokines et chémokines pro-
inflammatoires dont le CSF-1, impliqué dans les événements primaires du développement de la
plaque d’athérome. L’étude du mécanisme d’activation de la transcription du géne du CSF-1
présente donc un intérét évident pour la compréhension et le traitement de la pathologie. Pour
ces différentes raisons, le laboratoire de biochimie cellulaire a entrepris de cloner le promoteur
du gene du CSF-1 afin de I’insérer dans un plasmide rapporteur contenant la GFP (green
fluorescent protein) et par la suite de la transfecter chez des cellules endothéliales. Le travail
effectué dans le cadre de ce mémoire concerne exclusivement le clonage du promoteur du géne
du CSF-1 par PCR sur ADN génomique humain total. Des conditions PCR originales ont été
utilisées afin de résoudre les problémes posés par cette cible spécifique (cible unique, riche en
GC). Il nous reste donc a relier les deux fragments clonés de ce promoteur pour passer aux
étapes suivantes de cette étude.
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INTRODUCTION




I. Introduction :

Dans ce travail , nous nous sommes interessés au promoteur biologique du gene du
CSF-1 (colony stimulating factor-1). Nous avons voulu cloner ce promoteur afin de pouvoir
le placer en amont d’un gene rapporteur : la green fluorescent protéin (GFP). Cette
construction permettra aprés transfection de cellules endothéliales humaines, d’étudier les
divers facteurs qui interviennent dans la régulation de I’expression du géne du CSF-1 et
notamment quelle est I’importance des stress oxydatifs dans ce processus. Ce promoteur est

en effet complexe et comprend de nombreux et divers éléments «cis».

Ce travail se place dans le cadre plus large de la désorganisation tissulaire apparaissant
suite a la présence de LDL-oxydées dans I’intima des artéres et au rdle joué par le CSF-1
dans la différenciation des monocytes en macrophages.

Dans cette introduction nous allons donc présenter d’abord les propriétés et
caractéristiques du CSF-1 et son intervention dans le processus de 1I’athérosclérose.

Nous développerons alors rapidement la fonction des promoteurs dans les cellules

eucaryotes.

Comme nous avons utilisé la PCR comme outil pour le clonage de ce promoteur et que
cette séquence s’est révélée particulierement difficile a amplifier, nous détaillerons divers
aspects de cette technique. Ceux-ci seront utiles pour comprendre la démarche du travail et
les difficultés particulieres liées a I’amplification du promoteur du CSF-1.



Développement des granulocytes et des monacytes
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Figure I.A.1. :

Niveau d’intervention du CSF-1 dans la différenciation des cellules souches hématopoiétiques
pluripotentes en monocytes et macrophages (Roit, Brostoff & Male, 1994).

Les cellules souches hématopoiétiques pluripotentes évoluent au cours de leur maturation en
cellules appelées CFU-GEM, GEM signifiant qu’a ce stade elles peuvent se différencier en
Granulocytes, Erythrocytes, Mégacaryocytes. Sous ’action de I'IL-3 et du GM-CSF la
différenciation est orientée vers la formations de monocytes ou de neutrophiles, ces cellules de
stade intermédiaires sont les CFU-GM. En présence de GM-CSF, M-CSF (CSF-1), et d’IL-3
les CFU-GM se différencient en monocytes. Des monocytes stimulés par le M-CSF et le G-
CSF se différencient en macrophages.



I.A. Le macrophage, monocyte colony stimulating

factor et I’athérosclérose :

1. Le macrophage, monocyte colony stimulating
factor (M-CSF ou CSF-1) :

1.1. Introduction :

Le facteur M-CSF aussi appelé CSF-1 est une cytokine dont le réle majeur est le contrdle
des populations de macrophages et de monocytes (Rambaldi et al., 1987; Oster et al., 1988;
Praloran, 1991). Son pattern d’expression est complexe et ses effets s’étendent a d’autres
souches cellulaires que celles citées ci-dessus. Cette cytokine a cependant été nettement
moins étudiée que sa consoeur, la granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-
CSF), si bien qu’il subsiste encore de nombreuses zones d’ombre quant a son induction, son

action, ses cellules cibles ou productrices.

1.2. Activités biologiques du CSF-1 :

Le CSF-1 fut a I’origine identifié parce qu’il permettait d’entretenir la croissance et la
différenciation de colonies de monocytes et de macrophages issues de la moelle (Praloran,
1991). On retrouve cette cytokine dans quasiment tous les fluides corporels (sang, plasma,
liquide cérébro-spinal et synovial, urine) (Praloran, 1991). Les premiéeres études du CSF-1
étaient menées sur modeles murins, par la suite les comparaisons du CSF-1 humain et murin
démontrerent qu’ils étaient suffisamment semblables pour étre actif chez une espéce comme
chez I’autre (Praloran, 1991).

Le CSF-1 est produit soit de maniere constitutive par les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les kératinocytes, les cellules endothéliales utérines (Oster et al., 1988;
Mantovani et al., 1991; Clinton et al., 1992) soit de maniére induite par les monocytes, les
macrophages, les lymphocytes T et B, les lymphocytes NK (natural killer), les cellules
endothéliales thymiques et les cellules musculaires lisses (Rambaldi et al., 1987; Praloran
1991; Oster et al., 1988).
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paiss sources, les principales cibles et les principaux effets de ces

bleau. I.A.1. :

molécules. La plupart des cytokines agissent en relation les unes avec
les autras et, in vivo, leurs effets biologiques sont la résultante de c2s

interactions.

Actions résumées de quelques cytokines dont le M-CSF (Roit, Brostoff & Male, 1994).
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Ses cellules cibles sont primairement les cellules souches hématopoiétiques CFU-M qui
ont pour origine les cellules souches CFU-GM. Les cellules CFU-GM stimulées par le GM-
CSF se différencient en CFU-M qui sous I’action du CSF-1 deviennent des monocytes
(Figure I.A.1.). Les autres cibles du CSF-1 sont les monocytes, les macrophages et leurs
cellules souches hématopoiétiques, les cellules microgliales du syst¢éme nerveux, les cellules
musculaires souche, les cellules de I’enveloppe placentaire ainsi que toutes les cellules
apparentées aux macrophages telles que les ostéoclastes. Le CSF-1 agit de maniere
synergique avec le GM-CSF, I'IL-6 et I’IL-3 pour la formation de colonies macrophagiques
dites hautement prolifératives (Praloran, 1991).

Le CSF-1 stimule chez les monocytes et les macrophages la synthése de GM-CSF, d’IL-
1, de G-CSF, d’IFN-y et de TNF-a (Praloran, 1991). Le CSF-1 constitutif permet le
maintien des populations de monocytes et de macrophages, il active leur réle immunitaire en
augmentant leur activité phagocytaire et antibactérienne (Rambaldi et al., 1987; Praloran
1991; Oster et al., 1988). Il induit aussi chez ceux-ci une résistance accrue aux infections
virales, le CSF-1 ne favoriserait pas, contrairement a ce qu’on pensait, ’infection des
monocytes par le HIV. Le CSF-1 agit aussi comme chémokine sur ces cellules (Rambaldi et
al., 1987; Praloran 1991; Oster et al., 1988).

Le CSF-1 induit la prolifération des cellules microgliales du systéme nerveux qui
dérivent de lignées monocytaires (Praloran, 1991). Les récepteurs au CSF-1 sont présents
chez les cellules musculaires souches, ceux-ci disparaissent au cours de la différenciation. Le
CSF-1 intervient donc dans la prolifération de ces cellules (Praloran, 1991).

Les ostéoclastes dérivent de lignées hématopoiétiques monocytaires / macrophagiques,
leur prolifération est aussi partiellement controlée par le CSF-1 (Praloran, 1991). Le CSF-1
contrdle la croissance placentaire et intervient dans la relation immunitaire foeto-maternelle
qui reste floue (Praloran, 1991).

Enfin le CSF-1 intervient aussi dans la clearance et le métabolisme des lipoprotéines et
du cholestérol par activation des monocytes et des macrophages présents dans les couches
périphériques des vaisseaux. Nous détaillerons ce point plus tard (Praloran, 1991; Clinton et
al., 1992; O’Brien & Chait, 1994; Rajavashisth et al., 1995).

En conclusion, on peut dire que le CSF-1 est une cytokine qui régule la prolifération et
I’activation de cellules de type monocytaires / macrophagiques ou de cellules apparentées
(Tableau I.A.1.). Il intervient aussi dans le développement placentaire et musculaire.
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Figure 1LA.2. :

Structure du géne du CSF-1 (Ladner et al., 1987).

Le geéne du CSF-1 se divise en 10 exons (représentés en foncé). Au niveau de 1'exon 6 on
trouve deux sites alternatifs (indiqués par les fleches) accepteurs d’un fragment épissé entre
I’exon 5 et 6. La taille de chaque exon et intron est également présentée.

Figure 1.LA.3. :

Différents types de transcrits sont produits en fonction de I’épissage (Ladner et al., 1987).

Le M-CSFa plus court, est obtenu quand le site upstream de 1’exon 6 est le receveur du
fragment amont épissé.

Le M-CSFp plus long est obtenu quand le site downstream de 1’exon 6 est le receveur du
fragment amont épissé.
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Tableau I.LA.2. :

Séquences de jonction entre les introns et les exons et séquences receveuses des fragments
épissés (Ladner et al., 1987). Remarquons les 2 séquences receveuses de 1’exon 6.



De nombreuses études restent cependant a réaliser sur ce facteur, ainsi on connait mal les
voies de transduction du signal qui induisent sa production, on ignore aussi si il agit de
maniére combinée avec telle ou telle cytokine sur tel ou tel type cellulaire et les conséquences
précises de ces combinaisons.

1.3. Structure du gene du colony stimulating factor 1

(CSF-1) :

La totalité du géne du CSF-1 s'étend sur 20 kb au long desquelles on identifie 10 exons
précédés par le promoteur de ce méme geéne (Figure 1.A.2.). Ce géne est localisé sur le
chromosome 1 en position 1p13-p21 (Ladner et al., 1987; Cerdan et al., 1992).

Les exons allant de 1 a 8 contiennent la séquence codante. Les exons 9 et 10 sont non
codants mais interviennent dans la stabilité du messager (Ladner et al., 1987; Cerdan et al.,
1992). Le premier exon contient la séquence codante des 13 premiers acides aminés du
peptide signal, elle est précédée en 5' par une région non traduite riche en UT (Ladner et al.,
1987; Cerdan et al., 1992).

Le second exon contient la séquence codante pour les 19 acides aminés suivants du
peptide signal, elle méme suivie par la séquence codante pour les 22 premiers acides aminés
de la protéine mature (Ladner et al., 1987; Cerdan et al., 1992). La région codante de la
protéine mature s'étend de I'exon 2 a 8. Le stop de traduction se situe donc dans l'exon 8
(Ladner et al., 1987).

Un épissage alternatif produit différentes espeéces de transcrits (Figure 1.A.3.). Ces
différents messagers matures générent deux voir trois types de protéines CSF-1. L’une de
554 acides aminés, 1'autre de 256 et enfin une forme encore hypothétique de 438 acides
aminés (Ladner et al., 1987). Un site d’épissage est identifié entre 1'exon 5 et 6, et deux sites
accepteurs du fragment épissé situés sur l'exon 6 (Figure I.A.2., Tableau 1.A.2.). On
distingue donc l'exon 6 upstream site et downstream site (Ladner et al., 1987). Si c'est
I'exon 6 downsteam site qui constitue l'accepteur du fragment épissé, alors le messager
obtenu génere une protéine de 256 acides aminés (Figure 1.A.2.) (Ladner et al., 1987). Si
c'est I'exon 6 upstream site qui constitue I'accepteur, alors le messager résultant code pour
une protéine de 554 acides aminés (Figure I1.A.2.) (Ladner et al., 1987).

L'exon 9 contient sur son extrémité 3' une séquence de 679 pb riche en AT (Ladner et
al., 1987).




Un 10 ieme exon a été également identifié, il possede une séquence riche en AT présentant

des consensus ATTTA. Ces consensus sont des signaux fréquents que l'on retrouve chez les
messagers a temps de demi vie courts (Ladner et al., 1987).

La présence de I'exon 9 ou 10 en 3' du messager joue un rdle important dans la cinétique
de production du CSF-1. Il y a cependant peu de données sur le type de CSF-1 ( 256 ou 554
a.a.) qui est produit par ce type de messagers mature (Ladner et al., 1987; Cerdan et al.,
1992). La production de l'une ou l'autre forme de messagers du CSF-1 est liée a la
concentration en éléments d’épissage (Ladner et al., 1987).

Il apparait donc que I’expression du CSF-1 et sa régulation transcriptionnelle est
complexe, elle fait appel & des maturations diverses du messager permettant de produire les
différentes formes de CSF-1 ainsi que des messagers a temps de demi vie plus ou moins
court. Il est évident que le profil de transduction du signal et donc le type de stimulation et le
type cellulaire interviennent de maniere fondamentale dans 1’expression de I’une ou I’autre

forme du CSF-1 mais on ne dispose pas encore de données claires a ce sujet.

1.4. La protéine CSF-1 :

Les transcrits primaires des messagers CSF-1 sont maturés, puis au niveau du reticulum
granuleux s'effectue la traduction. Au cours de la migration vers le golgi et dans le golgi se
réalise la glycosylation et 'homodimérisation par pont disulfure de la protéine. Les CSF-1

matures se retrouvent finalement exprimés en membrane (Sherr, 1988; Praloran, 1991).

Les différentes formes de CSF-1 (256 et 554 acides aminés) présentent des éléments
communs. Parmi ceux-ci 149 acides aminés N-terminaux qui comprennent 32 acides aminés
du peptide signal et 42 acides aminés impliqués dans la liaison au récepteur du CSF-1 (le
proto-oncogene c-fms) (Sherr, 1988; Praloran, 1991). On retrouve aussi 75 acides aminés
hydrophobes qui forment une séquence qui permet la fixation en membrane de la protéine
(Sherr, 1988; Praloran, 1991). Les séquences intermédiaires a ces régions communes sont
générées par épissage alternatif.




Concernant le CSF-1 de 256 acides aminés, on sait qu'il est exprimé de maniere stable
en membrane, relargué dans le milieu extracellulaire par protéolyse de la joction du domaine
transmembranaire avec le domaine extracellulaire de la protéine. Cette forme de CSF-1 est
relarguée de maniére incompléte, lente et peu soluble (Sherr, 1988; Praloran, 1991). La
protéine de CSF-1 256 a.a. est uniquement N-glycosylée.

Elle est exprimée de maniere induite chez certains types cellulaires (monocytes,
macrophages, lymphocytes,....) (Sherr, 1988; Praloran, 1991).

La forme a 554 acides aminés du CSF-1 est aussi présente de maniére stable en
membrane, exprimée constitutivement par certains types cellulaires (fibroblastes, cellules
endothéliales, kératinocytes). Elle est libérée beaucoup plus rapidement et sous une forme
plus soluble que le CSF-1 256 a.a., elle est N et O-glycosylée ce qui explique en partie sa
meilleure solubilité (Sherr, 1988; Praloran, 1991).

L'existence de ces différentes formes de CSF-1 suggeére des rdles physiologiques
différents. La forme a 554 a.a. plus soluble, constitutive qui représente 85% du CSF-1
sanguin permettrait le maintien des populations monocytaires et macrophagiques dans
I'organisme, une augmentation de sa synthése permet la stimulation de ces mémes lignées.
La forme a 256 a.a. moins soluble et non constitutive aurait un role dans l'activation de la
réponse immunitaire locale et agirait comme chémokine (Sherr, 1988; Praloran, 1991). Elle
constitue 15% du CSF-1 sanguin.

Enfin on aurait récemment identifi€é une troisieme forme de CSF-1 de 438 a.a..

Cependant il n’y a que peu de données a son sujet. Il s’agirait d’une forme de CSF-1
uniquement membranaire intervenant dans des phénomenes d’adhésion.

1.5. Le récepteur du CSF-1; le proto-oncogene c-fms :

Le récepteur du CSF-1 ou CSF-1R est le proto-oncogéne transmembranaire c-fms. Il
s’agit d’une protéine homodimérique a activité tyrosine kinase intrinseéque (Sherr, 1988;
Praloran, 1991; Till et al.,, 1993). Le gene qui code pour le c-fms est localisé sur le
chromosome 5 en q33.3. (Sherr, 1988; Jacobs, 1989; Mareni et al., 1994). Il se compose de
22 exons, le premier étant non traduit et séparé du second par un intron de trés grande taille
(125kb). Les exons 2 a 22 comportent moins de 300 pb et sont séparés par des introns de
taille variant entre 100 et 6000 pb.
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Structure du récepteur au PDGF-B.
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?Seg)reserlngagnso)n schématique des 2 domaines importants pour I’activité du récepteur c-fms
erT, ;

Chez I"oncogéne v-fms du virus du sarcome félin une qQuarantaine d’acides aminés A I’extrémité
carboxy-terminale comprenant une tyrosine a activité régulatrice ont disparu. Cette forne de

%r.otéi;w entraine I’apparition du tumeurs chez les félins infectés par le FeSV (Feline Sarcoma
irus).




Le géne du c-fms est lié en tandem avec le récepteur au PDGF de type B ayant aussi une
activité tyrosine kinase (Figure 1.A.4.)(Praloran, 1991). Les homologies de séquence que
I’on retrouve entre ceux-ci, leur position voisine sur le chromosome 5 appuie I’hypothése
d’un géne ancestral unique comme étant a I’origine du PDGFR-B et du c-fms (Sherr, 1988).

Le c-fms et le PDGFR-B font tous deux partie d’un cluster de génes comprenant le GM-
CSF, I'IL-3, I'IL-4, I'IL-5 (Sherr, 1988; Praloran, 1991). Des délétions, cassures,
inversions ou mutations dans cette région du chromosome sont souvent a I’origine de formes

préleucémiques ou de formes aigués de leucémies (Jacobs, 1989).

Le c-fms mature est une glycoprotéine homodimérique transmembranaire de 150 kd et de
512 acides aminés (par monomere). Le c-fms est une protéine N-glycosylée sur son domaine
extracellulaire qui compte 52 acides aminés. Ces 52 a.a. forment le site de liaison du ligand,
en I’occurrence le CSF-1 (Figure I.A.5.). Une chaine hydrophobe de 25 a.a. constitue le
domaine transmembranaire. Enfin les fonctions catalytiques tyrosine kinase et de régulation
sont assurées par un domaine intracellulaire de 435 a.a. (par unité monomérique) (Figure
I.A.5.) (Sherr, 1988).

Le c-fms de souris possédent 4 tyrosines phosphorylables sur son domaine
intracellulaire mais seulement une seule est indispensable pour que la protéine fonctionne
normalement. La phosphorylation des 3 autres tyrosines module la réponse au CSF-1
(Bourette et al., 1995). On attend encore le résultat de telles études pour le c-fms humain
pour lequel au moins une tyrosine phosphorylable a été identifiée (Figure .A.5.).

La liaison du CSF-1 a son récepteur engendre 1’activité tyrosine kinase et la transduction
du signal. Les cellules ainsi stimulées accroissent leur synthése de lipides membranaires, de
protéines dont en particulier c-fos, SP-1. Finalement les cellules dupliquent leur ADN et se
divisent (Sherr, 1988). La voie de transduction du signal dépendante du c-fms est similaire a
celle du PDGFR-B, parmi les premiers intermédiaires suggeéres on a (Saleem et al.,1995) :

-La PKC.

-La phosphatidylinositol 3-kinase.
-Le systeme Grb2 Sos

-p21 ras

Tous ces éléments étant étroitement liés au c-fms en membrane (Sherr, 1988; Datta, 1992).
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Tableau 1.A.3. :

Le c-fms est une protéine tyrosine kinase proto-oncogénique (Kaplan & Delpech, 1993). La
disparition d’une tyrosine intervenant dans la régulation de I'activité du c-fms entraine le
développement d’une pathologie préleucémique, le syndrome myélodisplastique.




Chez I’homme I’autophosphorylation du c-fms en tyrosine 472 aurait un rdle important
dans I’inactivation du complexe c-fms:CSF-1, elle provoquerait son internalisation et sa
dégradation. Signalons d’ailleurs que des mutations touchant la tyrosine 472 sont a I’origine
d’une pathologie préleucémique, le syndrome myélodisplastique (Figure 1.A.5.) (Tableau
1.A.3.) (Sherr, 1988; Jacobs, 1989).

1.6. Induction de la production de CSF-1 chez quelques types

cellulaires :

1.6.1. Introduction :

Pour rappel, les cellules productrices de CSF-1 actuellement connues sont :
- Pour une production constitutive a un taux basal :

Les cellules endothéliales.
Les fibroblastes.
Les kératinocytes.

Les cellules épithéliales utérines.

- Pour une production uniquement induite :

Les cellules épithéliales thymiques.
Les macrophages.

Les monocytes.

Les lymphocytes T et B.

Les lymphocytes NK (natural Killer).

Les cellules musculaires lisses.

Chez ces différents types cellulaires, I’induction d’une production de CSF-1 semble faire
appel a des voies complexes ou interviennent différentes cytokines, cette complexité est le
reflet de notre systéme immunitaire dont on est loin actuellement de pouvoir cerner toutes
les finesses. C’est pourquoi on abordera le phénomeéne de I'induction du CSF-1 dans la
mesure des connaissances actuelles chez les monocytes, les lymphocytes T, les
fibroblastes, les cellules endothéliales et musculaires lisses.
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Figure LA.6. :

Représentation schématique de 1’induction ou de I’inhibition de la production de CSF-1 chez des
monocytes en culture. Les récepteurs CD44, 45 et LFA-3 stimulés en présence d’'IL-1PB
induisent la synthése de CSF-1 chez les monocytes. L’IL-4, I’'IL-10 inhibent la production de
CSF-1 chez ces mémes monocytes.




1.6.2. Production de CSF-1 par les monocytes :

Chez les monocytes, les marqueurs de surface CD45, CD44 et LFA-3 agissent dans la

voie d'activation de la production de CSF-1, en outre les monocytes ne produisent pas le
CSF-1 de fagon constitutive (Gruber et al., 1994).
Une stimulation simple de ces marqueurs par des anticorps n'entraine cependant qu'une
production faible de messagers CSF-1 et de trés peu de protéines CSF-1 (Gruber et al.,
1994). Si un cosignal d'activation sous forme d'IL-1p est fourni, alors la production
induite de CSF-1 (forme 256 a.a.) est maximale (Figure 1.A.6.) (Gruber et al., 1994).

Pour rappel, I'IL-1p est essentiellement produite par les monocytes, les lymphocytes
B, les LGL (Large granulous lymphocytes) les fibroblastes et les astrocytes. Son activité
augmente l'adhérence leucocytaire a l'endothélium vasculaire, elle stimule la réponse
immunitaire des lymphocytes et des macrophages en induisant chez ceux-ci la production

de protéines de réponse de phase aigiie.

A linverse I'IL-4 et 1'I[L-10 inhibent la production de CSF-1 (Figure 1.A.6.) (Gruber
et al., 1994). L'IL-10 est bien connue pour son role anti-inflammatoire car elle inhibe la
synthése de certaines cytokines. Quant a I'IL-4, elle inhibe chez les monocytes humains
l'action de I'IL-1B et du TNF-a (Gruber et al., 1993). L'TL-4 plus I'IL-10 sont ensembles
capables d'inhiber la synthese de I'IL-1a, I'TL-1B, 1'IL-6, I'IL-8 et du G-CSF chez des
monocytes ou des macrophages stimulés par des LPS plus IFN-y. La chute de
transcription du géne CSF-1 est maximale pour 1'IL-4 plus 1TL-10, le temps de demi vie
des messagers restant inchangé (Gruber et al., 1994). La producton de protéine CSF-1
baisse quant a elle de pres de 60 a 90%.

Ces constatations nous amenent a penser que I'TL-B,1'TL-10 et 1'TL-4 agissent au niveau
transcriptionnel. Au niveau post-transriptionnel la formation du messager dont le site

accepteur d’épissage est I'exon 6 downstream est favorisée (Gruber et al., 1994).



Monocyte activé

vers la
circulation

Fibroblaste

Figure 1.LA.7. :

Induction de la production de CSF-1 chez les fibroblastes. Des monocytes activés libérent de
I'IL-6, du TNF-q, de I’IL-1p qui activent chez les fibroblastes la production de CSF-1.
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1.6.3. Induction de ’expression du CSF-1 chez les
lymphocytes T :

Les lymphocytes T portent en membrane des récepteurs CD28 et des récepteurs CD2
(récepteurs du LFA-3) qui sont des protéines intervenant dans les mécanismes d’adhésion
intercellulaires entre leucocytes et d’autres cellules de fagon non spécifique. On peut activer
sélectivement ces récepteurs grace a des anticorps.

Une activation du CD2 seul n’entraine pas de production de CSF-1 (Cerdan et al.,
1992). Une activation du CD28 seul provoque une augmentation transitoire des ARNm du
CSF-1, mais peu de protéines sont produites (Cerdan et al., 1992).

Une costimulation des CD2 et CD28 entraine une augmentation significative des messagers
CSF-1 et des protéines produites ainsi que de leur libération sous forme soluble
(Cerdan et al., 1992). Le temps de demi-vie des messagers est le méme dans tous les cas
(Cerdan et al., 1992).

Il semble que la faible quantité de protéines produites suite a une stimulation du CD28
seul soit liée a un phénomeéne d’atténuation traductionnel (Cerdan et al., 1992). Les
lymphocytes T n’expriment pas le récepteur au CSF-1, ils sont donc insensibles a cette

cytokine (Cerdan et al., 1992).

1.6.4. Induction de I’expression du CSF-1 chez les fibroblastes :

On détecte chez tout individu un niveau constitutif de CSF-1 sanguin, celui-ci est produit
constitutivement en quantité trés faible, en partie par les cellules endothéliales et par les
fibroblastes (Mantovani et al., 1991; Clinton et al., 1992). Les fibroblastes activés par des
cytokines ou des molécules proinflammatoires peuvent produire d’avantage de CSF-1.

Les monocytes activés libérent au cours de la réponse inflammatoire de I'IL-1B, du
TNF-a et de I'IL-6. Or on a déja mentionné 1’action particulieére de I'IL-1p sur la production
de CSF-1 chez ces monocytes (Mantovani et al., 1991).

Des fibroblastes stimulés in vitro par I'IL-1B, le TNF-a et I'IL-6 libeérent du CSF-1 dans
le surnageant de culture (Mantovani et al., 1991).
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Il est démontré que le TNF-a et I'IL-6 activent la synthése d’un facteur trans qui
intervient au niveau du promoteur CSF-1, le facteur NF-xB (Mantovani et al., 1991). D’un
autre coté I'TL-6 agirait en activant la PKC favorisant la production de messagers dont le
temps de demi vie est de type long. Le retour en phase post-inflammatoire suite a une
activation de la PKC sera donc plus long que si c’était la PKA qui avait été activée
(Mantovani et al., 1991). Il faut donc voir dans ’activation de la production de CSF-1 par
I'IL-6 un élément important de la cinétique de production : avec un seul messager plus
stable, on produit plus de protéines (Mantovani et al., 1991).

Le schéma de réponse inflammatoire partiel qui en découle est qu’un monocyte activé
produit de I’IL-6, de I’IL-1B et du TNF-a tout en se multipliant sous I’action mitogéne du
CSF-1 qu’il produit (Figure 1.A.7.).

L’ I'IL-6, I'TIL-1B et le TNF-a stimulent chez les fibroblastes 1’activation du facteur NF-
kB et I’activation de la PKC dont il découle une production accrue de CSF-1 qui diffusera
vers les cellules cibles environnantes (Figure I.A.7.) (Mantovani et al., 1991).

1.6.5. Induction de D’expression du CSF-1 chez les cellules
endothéliales et musculaires lisses :

Les cellules endothéliales produisent en faible quantit¢ et de maniére constitutive du
CSF-1 dont le role est de promouvoir la survie des macrophages et monocytes sous-
endothéliaux ainsi que ceux de la moelle (Praloran, 1991). Les cellules musculaires lisses
ne produisent pas constitutivement de CSF-1 (Clinton et al.,1992).

Une stimulation des cellules endothéliales ou musculaires lisses par soit I’IL-1a, le
TNF-a, ou des LPS entraine la production chez ces cellules de messagers et de protéines
CSF-1 (Clinton et al.,1992). L’IL-1p a un effet similaire a I'IL-1a. Le PMA bien
qu’activant la production de CSF-1 ne le fait qu’a un taux relativement faible. Chez les
cellules endothéliales la voie de I’ AMPc serait impliquée dans I’activation de la transcription
du CSF-1 (Clinton et al.,1992).

Les cellules endothéliales et musculaires lisses libérent également du CSF-1 en présence
de LDL oxydés (Low density lipoprotein, particules riches en cholestérol) (Rajavashisth et
al., 1995. La présence de LDL oxydés activerait la liaison du NF-xB au promoteur du
CSF-1, NF-kB est un facteur trans agissant au niveau du promoteur du CSF-1 pouvant
étre activé au cours de stress oxydatifs (O’Brien & Chait, 1994; Rajavashisth et al., 1995).



Figure .A.8. :

Structure d’une lipoprotéine plasmatique (Hennen, 1996).
Une lipoprotéine plasmatique se compose d’une « membrane » en monocouche lipidique dont
la structuration et la stabilité sont assurées par des apolipoprotéines. Du cholestérol libre s’insére

dans celle-ci. Le centre de la vésicule hydrophobe contient du cholestérol estérifié et du
triacylglycérol.
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Tableau I.A.4.a. :

Caractéristiques physiques des différentes lipoprotéines.

Lipoproléines Oensité (g/mi) Poids moléculaire Diamélre (nm)
moyen
Chylamicrans < 0.94 5.107 102-103
vLoL 0.94 3 1,006 7,5.10% 30-70
Lot 15-25
LoL, (o) 1,006 & 1,019 2,5.1006
LoL, 1,019 31,063
HOL
HOL, < 1,063
HOL, 1,063 21,125 3.9.105 6-14
HOL, 1,125 31,210 1,9.105 6-10

Tableau .A.4.b. :
Composition des principales lipoprotéines.

COMPQSITION DES PRINCIPALES LIPOPROTEINES

Fractions lipidiques (% poids) Apoproléines
Total TG c CE PL Majeures
hyiomicrons  86-94 % 05-1% 1-3% 3-8% 1-2%
Al All
AlV, B48
VLOL S5-65% 6-8% 12-14 % 12-18% 5-10%
8100
CI, Cit, i
LoL 8-12% 5-10% 33-40% 20-25% 20-24%
8100
HOL 3-6% 3-5% 14-18% 20-30 % 45-50 %
Al All

Ci, Cit, cinl
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Le CSF-1 libéré active alors la dégradation des LDL par les monocytes et les macrophages
en recrutant ces cellules et en induisant chez celles-ci une expression accrue des récepteurs

aux LDL (récepteurs scavengers et apo-E) et de lipoprotéines lipases (Rajavashisth et al.,
1995).

En présence d’un exces de LDL, ce mécanisme peut mener a la formation de plaques
d’athéromes et a des lésions artérielles, associées a 1’athérosclérose (O’Brien & Chait,
1994; Rajavashisth et al., 1995).

2. Biologie du cholestérol, athérosclérose et CSF-1 :

2.1. Métabolisme du cholestérol :

2.1.1. Introduction :

Le cholestérol est une molécule hydrophobe, on ne la trouve pas en tant que telle dans le
flux sanguin. II n’existe qu’associé a d’autres lipides et a des protéines, les
apolipoprotéines. Cette association constitue les lipoprotéines (Fruchart, 1992). Les
lipoprotéines sont classées suivant leur taille, leur densité en cholestérol (estérifié ou non),

leur composition lipidique et en apolipoprotéines (Tableau I.A.4.a,b.) (Figure 1.A.8.).

Les apolipoprotéines interviennent d’abord dans la structuration des diverses
lipoprotéines. Certaines, comme 1’apolipoproteine B ou E permettent la reconnaissance de
la lipoprotéine par des récepteurs spécifiques, les récepteurs Apo-E ou Apo-B. Enfin
plusieures d’entres elles sont capables d’activer des enzymes impliquées dans le
métabolisme des lipoprotéines (Fruchart, 1992). Elles orientent donc le métabolisme du
cholestérol. Des lipoprotéines spécifiques contenant les apolipoprotéines B véhiculent le
cholestérol dans le sang (Fruchart, 1992).

L’apolipoprotéine B existe sous deux formes chez I’homme codées par le méme geéne.
L’apolipoprotéine B 100 synthétisée par le foie, associée aux VLDL et aux LDL et
I’apolipoprotéine B 48 synthétisée par les entérocytes associée aux chylomicrons (Fruchart,
1992).
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VOIES METABOLIQUES exogénes ct endogénes de transport des graisses. Le cholestérol de
I"aiimentation traverse les parois de 'intestin et forme, avec les triglycérides des chylomicrons.
Dans les vaisscoux capillaires des tissus musculaires et adipeux, des enzymies, la lipoprotéine lipase
coupe la linison ester des trigive@rides et fait disparaitre en partie ces triglycérides des chylomi-
crons. Quand ces derniers. enrichis en cholestérol, atteignent le foie, ils se lient & des récepteurs
spécifiques et passent dans les ceilules du foie @ le cholesiérol qu'ils contiennent est alors soit séeréte
duns ['intestin (par la hile. principalemient sous forme d'acide bilinire), soit placé avec des
triglveérides dans des particules de tres faible densité (vint) libérées dans le sang, au début de la
voie endogéne. LA cncore, les trigivedrides sont hydrolysés dans les tissus adipeux et musculaires,
et des lipoprotéines de densité intermédiaire (1nL), riches en cholestérol, sont formées. Une partie
des 1ot se lie 3 des récepteurs BLE présents sur les cellules de foie ; Jes autres restent dans le sany
ct sont transformdées en 1L.DI- La plupart des 1.b1. se fixent & des récepteurs du foie ou 3 dsutres
cutlules et sont retirdes de fa circuiation sanguine. Le cholestérol quisort des celtules périphériques
(efMux) se lie aux lipoprotéines de haute densité (HDL) et est estérific par enzyme 1.CAT (Lécithine-
Cholestérol-Acyl-Transférase) d origine hépatique. Le cholestérol estérific des Hotest transféré en
puartic duns les lipoprotéines de hasse densité qui fournissent en retour des trigiveérides aux i,

Figure 1.A.10. :

Transport du cholestérol vers les tissus : voies endogénes et exogénes du métabolisme du

cholestérol.
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2.1.2 Transport du cholestérol vers les tissus utilisateurs:
(Figure 1.A.10.)

Le cholestérol alimentaire subit une premiere transformation dans les entérocytes ou il est
estérifié par I’acyl coA acyl transférase (ACAT), il est alors associé a des triglycérides, des
phospholipides et a I’apolipoprotéine B 48 (Fruchart, 1992). Dans le sang ces particules
s’enrichissent de 1’apolipoprotéine E, Al et C (Fruchart, 1992). Les particules ainsi
formées de grande taille, de faible densit¢ et pauvres en cholestérol sont appelées
chylomicrons.

Les chylomicrons passent dans la circulation ou la lipoprotéine lipase présente en

membrane des cellules endothéliales hydrolyse les triglycérides des chylomicrons en di et
monoglycérides ainsi qu’en acides gras.
Ces molécules peuvent étre captées comme source énergétique par les tissus musculaires ou
étre stockées dans les tissus adipeux. Les chylomicrons obtenus sont appelés chylomicrons
modifiés : ils sont proportionnellement enrichis en cholestérol car ils ont perdu la majeure
partie de leurs triglycérides. Ils sont alors captés par les hépatocytes grace aux récepteurs
aux apolipoprotéines E et B, les récepteurs apo-E/B (Fruchart, 1992). Le cholestérol qu’ils
contiennent est alors soit excrété via la bile, soit il est réintégré dans des particules de trés
faible densité, les VLDL qui sont libérées dans le sang (Fruchart, 1992).

Les triglycérides contenus dans les VLDL sont a nouveau hydrolysés par la lipoprotéine
lipase et les molécules énergétiques résultantes sont captées par les cellules musculaires ou

les adipocytes. On obtient des particules de densité intermédiaire, les IDL.

Une partie de ces IDL est captée par les récepteurs apo-E/B des hépatocytes, les autres
restent dans le sang et sous I’action d’une triglycéride lipase hépatique sont transformées en
LDL, particules de densité moyenne avec un contenu faible en triglycérides mais élevé en
cholestérol (Fruchart, 1992).

Les LDL peuvent a leur tour étre captées par les hépatocytes ou par des cellules
périphériques en vue de I’utilisation du cholestérol dans le métabolisme de celles-ci.
Ce cholestérol peut étre introduit dans les membranes cellulaires ou il intervient sur la
fluidité, il peut servir de substrat dans d’autres voies métaboliques telles que la synthése des
stéroides (Fruchart, 1992).




Enfin un quatriéme type de particule lipoprotéinique joue un role essentiel dans

I’élimination de I’exces de cholestérol tissulaire. Les HDL sont des particules synthétisées
par le foie et les entérocytes. Elles ne contiennent au départ que du cholestérol non estérifié,
des phospholipides et les apolipoprotéines de type A. Des qu’elles entrent dans la
circulation elles se chargent d’apolipoprotéines de type C. Ces particules de densité élevée
remplissent différentes fonctions :

-Elles servent de réservoir pour I’apolipoprotéine C, qui sera échangée avec
d’autres types de lipoprotéines.

-Elles sont le siege d’une estérification intense du cholestérol. Celui-ci estérifié
s’accumule au centre de la particule, tandis que la périphérie s’appeauvrit en
cholestérol libre. Cela permet aux HDL de capter a leur surface de nouvelles
molécules de cholestérol libre présentes au niveau des tissus.

-en cédant une partie des esters de cholestérol aux VLDL, LDL et chylomicrons,
ils permettent également la récupération par le foie du cholestérol excédentaire.

Les HDL sont donc des régulateurs important du transport et de I’élimination du
cholestérol (Fruchart, 1992). On dit qu’elles sont anti-athérogenes, tandis que les LDL et
les VLDL sont athérogenes.

Dés lors en situation non pathologique, le métabolisme du cholestérol permet un apport
vers les tissus périphériques de cette molécule qui est indispensable au bon fonctionnement
de I’organisme. Il est associé également au transport de molécules énergétiques que sont les
acides gras et les triglycérides (Figure .A.9.). Le cholestérol est essentiellement éliminé au
niveau du foie et par les macrophages qui expriment des récepteurs apo-E, les HDL sont

particulierement importantes dans 1’élimination du cholestérol issu des tissus périphériques.

2.2. L’athérosclérose :

2.2.1. Introduction :

L’athérosclérose est une maladie qui diminue la lumiére des artéres et entrave la
circulation sanguine. Elle est due & une accumulation de cholestérol dans les parois
artérielles. Lorsque cette accumulation entraine la réduction de la lumiére artérielle et en
particulier des artéres coronaires, un caillot de petite dimension (thrombus) peut se former
et boucher celle-ci; le tissu cardiaque qui n’est alors plus alimenté en sang dégénére et

meurt, ¢’est I’infarctus (Fruchart, 1992).
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Fig 10.1 - Transport des lipides: les différentes lipoprotéines en circulation
TG triglycérides, EC : esters de cholestérol.

Figure LA9. :

Rgprésentation schématique des différentes classes de lipoprot
Légende : TG : Triglycérides.

Tableau I.A.5S. :

Classification génétique et métabolique des hyperlipémies primaires majeures (Hennen, 1996).

EC : esters de cholestérol.
apo : apolipoprotéines (aussi apellées apoprotéines).

¢ines (Hennen, 1996).

@ecy 10.3 - Classifications génétique et metabolique des hyperlipémies primaires majeures

Melodies

Deficit

Anomclies

Hypercholestérolémie familiale
i*yy.\erlipémie combinee familiale

Hyperlipoprotéinémie de rype il

Gylomicronémie

Hypercholestérolémie commune

Hypeririglycéridémie familiale

Déficit en
récepteur LOL

Ago £ ancrmole

Déficit en LPL,
en cpo Cil, en
irnioitzur des LPL

Déficit du catobolisme des LOL
Production excgérée des LDL

Production excgérée des LOL et des
VDL

Déficit du catcbolisme des funidmes
Céfout de conversion en LDL avec ou

sens production exogérée des LOL

Déficit de clairence des chylomicrons

Production excgérée des LDL

Déficit du cercholisme des VLDL et
des triglycarides avec production
exagérée des YLOL et triglycérides
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2.2.2. Quelques facteurs a risque dans la pathologie de

I’athérosclérose :

L’athérosclérose est liée en définitive a 1’accumulation de LDL dans le sang; sera un
facteur a risque tout désordre qui favorisera cette accumulation (Fruchart, 1992).

Parmi ces facteurs, on trouve le facteur héréditaire (Tableau I.A.5.). Ainsi les anomalies
des apolipoprotéines E suite a des mutations affectant leur domaine de liaison aux
récepteurs apo-E/B entrainent une élimination beaucoup plus lente des LDL du sang et donc
leur accumulation dans la circulation (Malhey, 1983; Fruchart, 1992; O’Brien & Chait,
1994). Les personnes atteintes d’hypercholestérolémie familiale ont des récepteurs aux LDL
déficients, la clearance de ces LDL est donc trés faible (O’Brien & Chait, 1994).

Le tabagisme est également un facteur a risque a divers niveaux. Il augmente la

perméabilité vasculaire et I’adhésion plaquettaire.
Certains constituants du tabac sont mitogéniques pour les cellules musculaires lisses sous
endothéliales ce qui entraine la réduction de la section artérielle (O’Brien & Chait, 1994).
On observe chez les fumeurs et chez les personnes en contact fréquent avec la fumée de
tabac une baisse de la production des HDL et une oxydation plus rapide des LDL (O’Brien
& Chait, 1994).

Certaines formes de diabétes amenent a une baisse de production des HDL et peuvent
avoir des effets pro-coagulants. Un taux élevé d’insuline stimule la mitose chez les cellules

musculaires lisses, ainsi ’hyper-insulinémie serait également un facteur a risque (O’Brien
& Chait, 1994).

Enfin ’hypertension est aussi une cause importante d’athérosclérose, on constate une
augmentation de 1’adhérence des monocytes aux endothéliums, des dysfonctionnements
immunitaires avec une baisse d’activité des macrophages du tissu artériel, une augmentation
de la synthése de matrice protéique et de cytokines par les cellules musculaires lisses suite a
I’action de I’angiotensine II (O’Brien & Chait, 1994).

Evidemment une alimentation riche en graisse constitue un facteur a risque seul, et si il
est couplé aux éléments précédents, alors la potentialit¢ a développer des plaques
d’athérome est d’autant plus élevée (Malhey, 1983; Fruchart, 1992; O’Brien & Chait,
1994).
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Figure .A.11. :

Initiation du recrutement des monocytes lorsque les cellules endothéliales sont soumises a un
stress hémodynamique et oxydatif en présence d’un excés de LDL (O’Brian & Chait, 1994).
Les cellules endothéliales produisent une chémokine, le MCP-1, qui va induire I’expression
chez les monocytes de molécules d’adhésions comme le LFA-1 ou le VLA-4 qui sont des
intégrines.
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Figure 1.A.12. : (Carlos & Harlan, 1994)

A : Les cellules endothéliales activées en présence de LDL oxydés expriment en surface
membranaire les ligands ICAM-1 et VCAM-1 des intégrines LFA-1 et VLA-4 des monocytes.
B: Elles expriment également en surface membranaire des récepteurs aux hydrates de carbone de
surface des monocytes, ces récepteurs sont les sélectines E et P.

Ces molécules permettent I’adhésion et la diapédése monocytaire. Les monocytes migrent dans
I’intima vasculaire.
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2.2.3. Niveau cellulaire et moléculaire de 1’athérosclérose et

implication du CSF-1 :

Le développement de plaques d’athérome est basé sur un excés de LDL circulantes, les
raisons de cet exces ont été exposées ci-avant. Les LDL sont des particules suffisamment
petites pour traverser ’endothélium et se loger dans I’intima (Fruchart, 1992; Jang et al.,
1993; O’Brien & Chait, 1994). Au cours de cette traversée les LDL sont modérément
oxydées (mm-LDL) par les cellules endothéliales et par les cellules musculaires lisses de
I’intima (Figure I.A.11.).

Quand ces LDL sont présentes en grande quantité, elles font subir a ces cellules un stress
hémodynamique et oxydatif (Jang et al., 1993; O’Brien et Chait, 1994). Ces dernieres
synthétisent alors du MCP-1 (Figure I.A.11.), une cytokine a effets chémotactiques sur les
monocytes, de I'IL-1 et de I'ITFN-y ainsi que du CSF-1 ce qui favorise 1’expression de
molécules d’adhésion telles que les LFA (lymphocyte function associated molecules) et les
VLA (very late activation antigen) (Figure 1.A.12.A.), la multiplication et la différenciation
des monocytes en macrophages (Jang et al., 1993; O’Brien & Chait, 1994).

En méme temps, les cellules endothéliales expriment en surface des protéines permettant
I’adhésion et la diapédese des monocytes recrutés (Figure I.A.12.A.). Ces protéines sont
I'ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1) qui est constitutive mais dont 1’expression
augmente nettement en présence d’IL-1, de TNF-o, ou de LPS; et la VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) d’expression induite par stimulation a I'IL-1, I'TFN-y, aux LPS, ou
au lysophosphatidylcholine qui est un produit de 1’oxydation des LDL (Jang et al., 1993;
O’Brien & Chait, 1994). VCAM-1 se lie aux récepteurs VLA4 (ou intégrine a4f1) des
monocytes et ICAM-1 se lie aux récepteurs LFA-1 (ou intégrine a2p2) de ces mémes
monocytes (Figure I.A.12.A.). On retrouve aussi VCAM-1 et ICAM-1 exprimés en surface
des cellules musculaires lisses de I'intima ce qui permet la migration des monocytes a
travers celle-ci (Jang et al., 1993; O’Brien & Chait, 1994).

Les sélectines E et P qui sont des lectines membranaires des cellules endothéliales
participent aussi a I’adhésion monocytaire en se liant a des hydrates de carbone de surface
des monocytes (Figure 1.A.12.B.) (Jang et al., 1993; O’Brien & Chait, 1994). La sélectine
P est exprimée constitutivement chez les cellules endothéliales, mais elle reste stockée dans
des vésicules jusqu’a stimulation. La sélectine E est induite. L’affinité des sélectines pour
les hydrates de carbone est modérée, elles permettent d’initier I’adhésion des monocytes qui
est complétée par I'intervention de VCAM-1 et ICAM-1 (Jang et al., 1993; O’Brien &
Chait, 1994).
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Figure 1.A.13. : (O’Brian & Chait, 1994)

Sous I’action du CSF-1 les monocytes de l'intima se multiplient et se différencient en
macrophages. Les macrophages ingerent les LDL et se gorgent de lipides, ils gonflent, forment
des cellules spumeuses (Foam cell), qui peuvent éclater et relarguer leur contenu.

Les macrophages libérent des facteurs de croissance (PDGF-B) qui induisent la multiplication
des cellules musculaires lisses, celles-ci peuvent ingérer aussi des LDL et devenir a leur tour

spumeuses.

La formation d’une couche de cellules spumeuses dans I’intima rigidifie 1’artére, rétrécit sa
section ce qui menant a la rupture de I'intima et de I’endothélium entrainant la libération de
facteurs pro-coagulants, 1’agrégation plaquettaire et le thrombus.
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Suite au recrutement, a la diapédese des monocytes initiée par le MCP-1 et le CSF-1, les
LDL subissent une oxydation plus conséquente par ces derniers (Jang et al., 1993; O’Brien
& Chait, 1994). Les LDL fortement oxydées deviennent cytotoxiques pour les cellules
endothéliales qui libeérent d’avantage de CSF-1 ainsi que du PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) ce qui active I’adhésion plaquettaire (Figure 1.A.13.). Elles libérent aussi de
I’endothéline qui stimule la prolifération des cellules musculaires lisses (Figure 1.A.13.)
(Jang et al., 1993; O’Brien & Chait, 1994).

Les monocytes activés qui se retrouvent dans 1’intima se multiplient et se différencient en
macrophages sous I’action du CSF-1 (Figure 1.A.13.), ils captent les LDL-oxydées via des
récepteurs scavengers, eux mémes induits par le CSF-1 (Rajavashisth, 1995). La présence
de LDL oxydés et de molécules chemotactiques inhibe la mobilité des monocytes et des
macrophages qui se gorgent de lipides et de cholestérol, gonflent et forment des cellules
bourrées de goutelettes lipidiques que 1’on appelle cellules spumeuses (Figure 1.A.13.).
Ceci est lié au fait que contrairement aux récepteurs Apo-E/B, liant la LDL native, le
récepteur scavenger n’est pas régulé négativement par le taux de cholestérol intracellulaire.
Ces cellules absorbent donc des lipides jusqu’a en mourir. Ces cellules libeérent aussi du
PDGEF-B qui stimule la division des cellules musculaires lisses et la libération de cytokines
pro-inflammatoires (Figure 1.A.13.) (Jang et al., 1993; O’Brien & Chait, 1994).

Les macrophages spumeux en mourrant libérent les lipides accumulés qui peuvent alors
étre absorbés par les cellules musculaires lisses devenant a leur tour spumeuses (Figure
I.LA.13.). La présence de CSF-1 entretient cependant une certaine survie des macrophages

spumeux ce qui évite la nécrose totale de la couche de cellules spumeuses (Jang et al.,
1993; O’Brien & Chait, 1994).

La multiplication des cellules musculaires lisses, des macrophages, 1’apparition d’une
couche de cellules spumeuses réduit progressivement la section artérielle. L’intima perd de
son élasticité, finalement la tension devient trop forte et I’intima se déchire. La présence de
PAI-1 et la libération de facteurs pro-coagulants entraine la formation d’un caillot, c’est le
thrombus. Une fois que la formation de la plaque d’athérome est initiée, elle a tendance a
s’amplifier d’elle méme jusqu’a un point critique, la rupture de I’intima.
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3. Conclusion :

L'athérosclérose est une des pathologies qui touche le plus nos sociétés occidentales en
cette fin de siecle. Un régime alimentaire riche en graisses et en sels, le stress et
I'hypertension, la diminution de l'exercice physique en sont les causes majeures. Plus
fondamentalement, c'est 'accumulation de LDL au niveau de l'intima artérielle qui méne aux

Iésions athéromateuses.

Le stress oxydatif lié a la présence de LDL oxydés entraine la libération de cytokines
pro-inflammatoires comme le CSF-1 et le MCP-1. Le recrutement des monocytes, leur
multiplication et leur différenciation en macrophages au niveau de l'intima, l'inhibition de leur
mobilité entraine le raccourcissement de la section artérielle qui finit par se rompre en libérant

des agents pro-coagulants ce qui provoque un thrombus.

4. But du travail :

Dans le cadre de ce travail nous allons cloner le promoteur du géne du CSF-1 par PCR
afin de le placer en amont d'un geéne rapporteur. Ce rapporteur est le géne de la Green
Fluorescent Protein (GFP).

La construction réalisée sera alors transfectée dans des cellules endothéliales en culture
afin d'étudier l'activation de la transcription du géne CSF-1 lorsque ces cellules sont soumises
a un stress oxydatif.
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Promoteur eucaryote de classe I (Lewin, 1994).
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Figure 1.B.2. :

Promoteur eucaryote de classe III (Lewin, 1994).

Les promoteurs eucaryotes de classe III se composent d’éléments en amont et en aval du site +1
départ de transcription.
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L.B. Promoteurs eucaryotes et promoteur du gene du

colony stimulating factor-1 :

1. Introduction :

Dans le cadre de ce travail nous avons cloné le promoteur du CSF-1 humain, celui-ci
appartient a la classe II des promoteurs eucaryotes. Les promoteurs de classe I régulent
uniquement I’expression des ARN ribosomiaux (rARNs) (Figure I.B.1.) (Damell, Lodish &
Baltimore, 1989; Herbomel, 1993; Lewin, 1994), les promoteurs de classe III contrdlent
I’expression des ARN de transfert (ARNt) (Figure 1.B.2.) (Darnell, Lodish & Baltimore,
1989; Herbomel, 1993; Lewin, 1994), les éléments cis de ces promoteurs se trouvant aussi
bien en amont qu’en aval du site d’initiation de la transcription, enfin les promoteurs de classe
II contrdlent la transcription de tous les autres genes.

2. Les promoteurs eucaryotes de classe 1I :

La région promotrice d’un géne eucaryote peut se définir comme un groupe d’éléments
cis a chacun desquels correspond un élément trans (Herbomel, 1993). Ces éléments trans sont
des protéines qui se distinguent en 3 grands groupes :

- les facteurs de transcription généraux.
- les facteurs de transcription spécifiques.

- les éléments intervenant en tant que enhancers.

2.1. Le motif TATA :

Les genes dits de classe II sont les génes transcrits via I’intervention de I’ADN
polymérase II. L’initiation de la transcription par cette enzyme est dépendante de
I’organisation du promoteur et des sites que I’on y distingue en comparaison aux promoteurs
de classe I et III.

Parmi ces motifs I’élément TATA est caractéristique (Herbomel, 1993). Les premiéres
boites TATA identifiées le furent dans des promoteurs viraux (Herbomel, 1993). Ces motifs
furent ensuite identifiés dans des génes eucaryotes fortement exprimés tels que ceux de la
globine ou de I’ovalbumine.
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Assemblage du complexe d’initiation de la transcription au niveau des promoteurs eucaryotes de
classe II (Lewin, 1994).

Le complexe TAFs (TATA associated factors), TBP (TATA binding protein) est le premier a se
fixer sur I’ADN au niveau de la boite TATA du promoteur de classe II. On appelle aussi ce
complexe TFIID (Transcription factor II D).

Le facteur TFIIA puis TFIIB s’associent avec TFIID au niveau du motif TATA.

TFIIF est un facteur de transcription associé a I’ARN polymérase II, le complexe TFIIF:ARN
polymérase II se fixe au niveau du complexe TFIID:A:B.

Enfin un dernier facteur, TFIIE s’associe au complexe pour terminer la formation du complexe
d’initiation de la transcription des génes de classe II.
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Finalement la comparaison des séquences de promoteurs de classe II a permis de déduire
une séquence consensus de la Boite TATA (TATAAA) située une trentaine de nucléotides en
amont du site +1 de transcription (Herbomel, 1993).

C'est par mutagenese dirigée que le role du motif TATA dans les promoteurs de classe II
fut étudié. La suppression du motif TATA a essentiellement deux conséquences :

-Elle diminue la fréquence de transcription ou empéche la transcription si le promoteur
est pauvre en éléments cis (Herbomel, 1993).

-En absence du motif TATA le site de démarrage de la transcription devient tres
hétérogene. Si on délete ou I’on ajoute des nucléotides entre le site TATA et le site +1
de transcription, le site de démarrage change de sorte qu’il demeure a peu prés a 30
pb en aval du motif TATA (Herbomel, 1993).

Ces observations ont permis de conclure que la région « TATA en plus du site de
démarrage de la transcription » constituait le lieu d’assemblage du complexe de transcription
ou intervient la polymérase de type II (Herbomel, 1993; Lewin, 1994), Defficacité¢ de
formation du complexe dépendant de régions régulatrices plus en amont.

2.2. Le complexe de prédémarrage :

L’étude du complexe d’initiation de la transcription a été réalisée sur le promoteur tardif
majeur d’adénovirus a partir d’extraits cellulaires de lignées HeLLa (Herbomel, 1993). Les
étapes d’association du complexe de transcription au niveau de la boite TATA sont
aujourd’hui bien connues (Figure 1.B.3.).

Des protéines que 1’on appelle TAFs (TATA associated factors ) sont les premieres a se
lier au niveau du site TATA (Herbomel, 1993; Lewin, 1994). Elles sont associées a une
protéine TBP (TATA binding protéin) et coopérent a la fixation sur la boite TATA. Cette
association de protéines forme le facteur TFIID (transcription factor I D) qui en se fixant sur
le motif TATA devient un élément stable (engage) (Herbomel, 1993; Lewin, 1994).

L’association du facteur TFIIA a TFIID le stabilise et stimule la suite de I’assemblage du
complexe (Herbomel, 1993; Lewin, 1994). Ce complexe DA est reconnu par TFIIB; le
complexe DAB formé est alors reconnu par I’ARN polymérase II (Herbomel, 1993; Lewin,
1994).
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Un facteur TFIIF s’associe ensuite a la polymérase puis les facteurs TFIIE, TFIIG et
TFIIH finissent la formation du complexe (Herbomel, 1993; Lewin, 1994). Ce complexe est
stable et la transcription démarre alors rapidement et consomme de I’ATP (Herbomel, 1993;
Lewin, 1994).

Le facteur TFIID reste associé a la boite TATA permettant I’association d’un nouveau
complexe (Herbomel, 1993; Lewin, 1994).

Cependant ce processus ne fait pas office de généralité, en effet pour un promoteur
donné il n'y a pas forcément un seul complexe de prédémarrage possible. Par ailleurs il faut
traiter au cas par cas les mécanismes qui stimulent 1'association du complexe au site TATA et
qui sont dépendants des éléments amont du promoteur.

2.3. Passage d'un complexe fermé a un complexe ouvert :

L'hydrolyse de I'ATP signalée au cours de I'initiation de la transcription interviendrait
entre autre dans le passage d'un complexe fermé a un complexe ouvert. L'énergie ainsi
libérée servirait a séparer les brins d’ADN complémentaires (Herbomel, 1993).

Cependant le complexe ouvert n'a pas encore été caractérisé chez les eucaryotes, chez
ceux-ci, la longueur de la zone initialement désappariée autour du site de démarrage est
inconnue. Chez E.coli, la région s'étendant du point -10 a +1 est riche en A T ce qui facilite
le désappariement. Chez les promoteurs eucaryotes, on ne détecte pas une zone de ce type a
proximité du site +1 si ce n'est le motif TATA qui serait le lieu ou s'amorce le
désappariement (Herbomel, 1993).

Bien que cette hypothése soit envisageable, il existe aussi un grand nombre de
promoteurs eucaryotes riches en G C et dépourvus de motifs TATA (Herbomel, 1993). C'est
pour cela qu'un des éléments du complexe d'initiation serait une hélicase ATP dépendante, la
consommation d'ATP rendrait négligeable la barriere énergétique liée a la composition en
base de la région a désapparier (Herbomel, 1993).

2.4. Le cycle de phosphorylation de ' ARN polymeérase 11 :

L'ATP interviendrait aussi dans d'autres processus au cours de l'initiation en
phosphorylant un des composants du complexe d'initiation comme le domaine C-terminal de
la grande sous unité de la polymérase (Herbomel, 1993).
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Figure .B 4. :

Promoteurs eucaryotes de classe 1I dépourvus de motif TATA (Herbomel, 1993).

En haut, en un promoteur a motif TATA se forme un complexe classique initié par la fixation de
TFIID sur la boite TATA.

En bas, pour un promoteur dépourvu de motif TATA I’initiation se réalise a partir d’un site
appelé INR sur lequel se fixe le facteur d’initiation de la transcription TFII-I qui permet au
facteur TFIID de s’associer au promoteur, le complexe d’initiation s’assemblant ensuite de
maniere classique.

Sur une troisieme classe de promoteurs de type II (au milieu), la formation du complexe
d’initiation de la transcription serait possible aussi bien via un site INR que via un motif TATA
classique. Les effets stabilisants de TFIIA et TFII-I sur le facteur TFIID ne semblent pas
cumulables.
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Ce domaine est tres peu phosphorylé chez les polymérases qui se présentent au promoteur,
mais au cours de l'association du complexe ce domaine devient hautement phosphorylé
(Herbomel, 1993).

Il existe des Kinases ADN -dépendantes qui ne phosphorylent que des protéines fixées a
I'ADN. Il est donc plausible que la polymérase soit phosphorylée au sein méme du complexe
d'initiation.

Tant qu'elles transcrivent les polymérases restent hautement phosphorylées (Herbomel,
1993). Elles sont donc déphosphorylées quand elles quittent le gene (Herbomel, 1993).

D'autres hypothéses circulent, le domaine C-terminal de la grande sous unité de la
polymérase se préte a des interactions multiples avec d'éventuels cofacteurs fixés a I'ADN
dont la fonction serait de capter et de positionner 1'enzyme au promoteur (Herbomel, 1993).
La phosphorylation de ce domaine pourrait étre nécessaire pour que I'ARN polymérase
puisse se dégager des interactions engagées au promoteur.

2.5. Autres promoteurs de classe 11 :

Il existe une certaine proportion de promoteurs de classe II qui sont totalement
dépourvus de boite TATA (Herbomel, 1993). Ce type de promoteur se rencontre chez quasi
tous les geénes impliqués dans la prolifération cellulaire (Herbomel, 1993). 1l s’agit de
promoteurs trés riches en GC ou la transcription démarre souvent en plusieurs sites
disséminés sur une ou plusieurs dizaines de paires de bases et qui comportent plusieurs sites
de fixation du facteur activateur SP1 (Herbomel, 1993).

Les promoteurs a TATA représenteraient la situation ancestrale puisque de tels motifs se
retrouvent chez les bactéries et les archaebactéries (Herbomel, 1993). Les promoteurs riches
en G C seraient apparus récemment dans 1'évolution, a l'occasion de I'expansion de la taille
du génome chez les vertébrés.

Le complexe d'initiation de la transcription impliqué dans de tels promoteurs est moins
bien connu que celui des promoteurs a motif TATA. Dans ces promoteurs un nouveau
facteur d'initiation de 120 kDa a été identifié, le facteur TFII-I (Herbomel, 1993). Ces
promoteurs feraient intervenir les éléments TFII-B, E, F et TFII-D. Cependant dans ce cas de
figure, TFII-D n’interagirait pas primairement avec I'ADN mais avec divers facteurs trans

comme TFII-I (Figure 1.B.4.) (Herbomel, 1993).
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Représentation schématique du promoteur CSF-1 (Rajavashisth and al., 1995).
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3. Le promoteur du gene du macrophage monocyte

colony stimulating factor humain (CSF-1) :

3.1. Description générale :

La séquence connue du promoteur du CSF-1 humain s’étend sur 565 paires de bases
(pb) (Figure 1.B.5.). Le site d’initiation de la traduction (AUG) se situe 178 pb en aval du
site d’initiation de la transcription (site +1) (Figure 1.B.5.) (Rajavashisth et al., 1995). Ce
promoteur présente un pourcentage de GC élevé (66%). Un tel pourcentage est
caractéristique de quasiment tous les promoteurs de cytokines et de facteurs de croissance
(Herbomel, 1993). Ces promoteurs sont désignés comme promoteurs évolués, en effet la
boite TATA que I’on trouve dans les promoteurs eucaryotes serait un vestige fonctionnel des
promoteurs bactériens. Dans les promoteurs caractérisés par une séquence riche en GC la
boite TATA est souvent absente ou dégénérée (Herbomel, 1993).

Cependant le complexe d’initiation de la transcription change peu par rapport a ceux que
’on trouve dans les promoteurs a boite TATA. La boite TATA du promoteur CSF-1 fait
partie de ces €léments ancestraux dégénérés, elle se situe en -26 et sa séquence est TTAAA
(Rajavashisth et al., 1995) alors que le consensus habituel pour cette région d’ADN est
TATAAA.

Une dizaine d’éléments cis ont été identifiés dans le reste de la séquence du promoteur
(Figure 1.B.5.) (Rajavashisth et al., 1995).

-Deux sites AP-1 (activator protein-1) en -534 et -342 de séquences respectives
TGACTCA et TGAATCA, sur lesquels se fixent les homodimeres c-Jun:c-Jun ou les
hétérodimeres c-Jun:c-fos (Castellazzi & Sergeant, 1993; Rajavashisth et al., 1995).

-Deux sites NF-xB (nuclear factor-xB), I’'un de séquence GGGATTTC en -387, I’autre de
séquence GGGACTTTC en -377 sur lesquels se fixent le facteur NF-xB (Rajavashisth
et al., 1995).

-Deux sites SP-1 (specific transcription factor-1) en -177 et -159, sur lesquels se fixent le
facteur trans SP-1 (Ammendola et al., 1994). La séquence de I’élément cis est pour
chacun des deux sites GGCGGG (Ammendola et al., 1994).
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Figure L.B.6. :
Modéle de fixation de SP-1 avec I'ADN (Tjian, 1995).

Figure 1.B.7. :
L’interaction de SP-1 avec I’ADN est médiée par des motifs en doigts de zinc (Lewin, 1994).
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Le motif d’interaction avec I’ADN du facteur SP-1 est une triade de doigts de zinc (Lewin,
1994).
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-Au moins un site SSRE (shear stress response element) situé en -137 et de séquence
GAGACC (Rajavashisth et al., 1995). La découverte de ces sites étant récente trés peu
de facteurs trans ont été identifiés comme pouvant se fixer sur ces sites.

Parmi ces facteurs, on a NF-xB.

-Un site NF-IL6 (nuclear factor IL-6) situé en -504 sur lequel se fixe un facteur de type
C/EBP (CAAT enhancer binding protein) dont la séquence consensus établie est

GCAAT et celle identifiée sur le promoteur GCACT.

-Juxtaposé au site NF-IL6 se trouve un site IRE-ovy (interferon o ou y response element)
(Rajavashisth et al., 1995).

-Enfin un site NF-1 (nuclear factor-1) est localisé en -79 (Rajavashisth et al., 1995).

3.2. Le facteur de transcription SP-1 :

Le facteur SP-1 est une protéine trans activatrice de type doigt de zinc (Figure
1.B.6.,7.,8.) (Ammendola et al., 1994). Ce type de protéine interagit avec des répétitions
périodiques de séquences GC situées dans le sillon majeur du duplex d’ADN. Chaque unité
d’interaction de chaque doigt recouvre au moins trois paires de bases et la reconnaissance est
spécifique si il y a un minimum de deux doigts adjacents.

Ainsi pour le facteur TFIIIA, les 9 doigts se regroupent en triades de reconnaissance, le
groupe d’interaction du facteur SP-1 se compose de trois doigts groupés ensemble (Figure
1.B.8.) (Ammendola et al., 1994). Les doigts sont séparés par des linkers peptidiques plus
ou moins longs. La structure secondaire des doigts de zinc présente des hélices a qui sont
responsables de I’interaction spécifique avec ’ADN (Figure 1.B.7.). Des feuillets B le long
de la protéine sont responsables d’interactions non spécifiques avec le squelette sucre
phosphate de I’ADN (Figure 1.B.7.).

SP-1 intervient dans de nombreux promoteurs, il a d’abord été identifié au niveau des
sites précoces du promoteur SV40 (Ammendola et al., 1994; Tjian, 1995 ).
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Figure .B.9. :

Modéle de I’effet transactivateur de SP-1.

Le facteur SP-1 se fixe sur sa séquence cible sur I’ADN, une kinase ADN dépendante (DNA-
dependant protein kinase) en se fixant sur un site d’ADN proche de SP-1 est activée et
phosphoryle SP-1. Le groupe de charges négatives alors présentes sont capables d’interagir
avec d’autres facteurs Trans.
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Pour que ce facteur soit actif une fois fixé sur I’ADN, il faut qu’il soit phosphorylé par
une DNA-dependent protein kinase activée soit par la voie de la pKC soit par celle de la pKA
(Figure 1.B.9.). SP-1 subit une transconformation qui lui permet de se fixer a I’ADN suite a
un signal de nature inconnue. Les protéines SP-1 peuvent alors se lier sur leurs éléments cis
sur I’ADN (Figure 1.B.9.).

SP-1 reste cependant inactif, il faut que la DNA-dependent protein kinase se lie 8 I’ADN sur
un site proche de SP-1. Elle phosphoryle alors SP-1 (Figure 1.B.9.) (Ammendola et al.,
1994).

Les charges négatives associées a la phosphorylation de SP-1 générent une région
d’interaction avec d’autres facteurs trans tels que TFIID, TAFs, ou NF-xB (Figure 1.B.9.)
(Ammendola et al., 1994). SP-1 agit aussi sur la topologie de ’ADN en entrainant la
formation de boucles (Ammandola et al., 1994; Tjian, 1995 ).

Enfin SP-1 ne se lie a ’ADN que sous forme réduite ce qui montre I’importance de
I’environnement redox du noyau (Ammendola et al., 1994). La protéine nucléaire Ref-1
(reduction factor-1) intervient dans le maintien d’une forme réduite de SP-1, en effet sous
forme réduite Ref-1 est capable de réduire les cystéines exposées alors que sous forme
réduite comme oxydée Ref-1 possede une activité endonucléasique impliquée dans la
réparation de I’ADN (Xanthoudakis & Curran, 1992).

3.3. Le complexe transcriptionnel AP-1 (activator protein-1) :

Le complexe transcriptionnel AP-1 est biochimiquement hétérogene, il est constitué par
une collection de facteurs trans dimériques dont Jun:Jun et Jun:fos constitués des monomeres
c-Jun et c-fos (Castellazzi & Sergeant, 1993). Les domaines de liaison a I’ADN de Jun et fos
sont a 95% identiques, constitués d’acides aminés basiques, la liaison a I’ADN n’est possible
que pour les dimeres (Castellazzi & Sergeant, 1993). L’hétérodimere Jun:fos a une affinité
10 a 20 fois supérieure pour les sites AP-1 que I’homodimeére Jun:Jun (Castellazzi &
Sergeant, 1993).

La dimérisation se fait par une structure trés proche du type leucine zipper (Figure
I.B.10.) (Castellazzi & Sergeant; Woodget et al., 1993).

Lorsque la voie de la pKC est activée, le domaine basique de c-fos et c-Jun est
déphosphorylé par une phosphatase ce qui permet une augmentation de I’affinité des dimeres
pour I’ADN (Figure 1.B.11.,12.) (Castellazzi & Sergeant, 1993).
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Figure 1.B.10. :

Représentation schématique de protemes a domaines leucine zipper (Lewin, 1994).
L’association des sous unités monomenques du complexe AP-1 se réalise par des motifs de
type Leucine zipper. Les interactions avec I’ADN sont médiées par un domaine basique.
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Figure I.B.11. :

Activation du complexe AP-1 (Castellazzi et al., 1993).

L’activation de la voie de la PKC permet de déphosphoryler le domaine de liaison a I’ADN du
complexe AP-1 qui peut alors se lier a ses séquences cibles. L’activation de la voie des MAP-
kinases entraine la phosphorylation du domaine amino-terminal du complexe AP-1. Ce domaine
phosphorylé est capable d’interagir avec d’autres facteurs trans ou avec I’ARN polymérase II.
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igure I.LB.12. :

?;ggl?tion par phosphorylation et déphosphorylation du complexe AP-1 (Woodgett et al.,

Le complexe phosphorylé sur son domaine carboxy-terminal est inactif.

Le complexe AP-1 actif est déphosphorylé sur son domaine carboxy-terminal et est phosphorylé
sur son domaine amino-terminal.
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Figure 1.B.13. :

Exemples d’interactions de quelques facteurs trans dont le complexe AP-1 avec le complexe

d’initiation de la transcription (Jackson, 1992).
L’efficience de la fixation du complexe d’initiation de la transcription est affectée par la présence

de facteurs transactivateurs ou transrépresseurs. Parmi les facteurs transactivateurs, il y a SP-1
et le complexe AP-1.
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En situation de repos, c’est la caséine kinase II qui phosphoryle le domaine basique de Jun
(Castellazzi & Sergeant, 1993).

Les MAP-kinases (mitogen activated protein kinase) phosphorylent spécifiquement
I’extrémité N-terminale de Jun et fos (Figure 1.B.11.,12.) (Castellazzi & Sergeant, 1993). 11
en résulte un effet transactivateur qui est lié au regroupement de quelques charges négatives
au niveau des dimeéres Jun:Jun ou Jun:fos celles-ci pouvant interagir avec d’autres facteurs
trans comme NF-xB (Figure I.B.13.) (Castellazzi & Sergeant, 1993). Cette phosphorylation

empécherait aussi la fixation d’un répresseur transcriptionnel sur AP-1.

La régulation du complexe AP-1 n’est pas indépendante du niveau d’oxydoréduction
nucléaire. Le facteur Ref-1 permet & Jun de rester sous une forme réduite dans un
environnement oxydant (Xanthoudakis & Curran, 1993). Sous forme réduite Jun a plus
d’affinité pour ses sites de fixation sur I’ADN (Tabuchi et al.,1994).

Jun peut aussi former des hétérodimeéres complexes avec d’autres facteurs trans
appartenant a la famille des leucine zipper (Castellazzi & Sergeant, 1993).

Jun:CREB, Jun:CREM, Jun:ATF.

CREB : AMPc responsive element binding protein.
CREM : AMPc responsive element modulator.
ATF : Activating transcription factor.

Ces facteurs trans dimériques sont activés par la voie de la pKA, AMPc souvent
antagoniste de celle de la pKC.
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Figure 1.B.14. :

A : Le complexe AP-1 a un effet transactivateur si il est activé.

B : Les homodimeres CREB:CREB entrent en compétition pour les sites de fixation du
complexe AP-1. En s’y fixant, ils empéchent AP-1 d’agir, quand les diméres CREB:CREB sont
présents en concentration €levée dans le noyau ce sont des répresseurs transcriptionnels des
promoteurs activés par le complexe AP-1. C : Des hétérodimeres Jun:CREB peuvent aussi étre
formés, toujours quand CREB est en concentration €élevée. Jun est alors titrée et il n’y a plus
d’activation sur les sites AP-1.
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Activation du facteur NF-xB (Jackson, 1992).

NF-xB est inactif lorsqu’il est associé a une sous unité inhibitrice appellée IxB. La
phosphorylation de IxB suite a I’activation de diverses kinases entraine sa dissociation de NF-
xB. Les sites NLS (Nucleus localisation sequence) alors libres de NF-xB permettent sa
translocation dans le noyau ol il se fixe sur ses séquences cibles d’ADN.
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Les éléments cis CRE et AP-1 sont assez similaires, ainsi le complexe AP-1 peut activer la
transcription de genes régulés par des sites CRE. Les dimeéres CREB:CREB ou
CREM:CREM peuvent entrer en compétition avec Jun:Jun ou Jun:fos pour les sites AP-1
(Figure 1.B.14.), ils ont alors une action inhibitrice sur la transcription de ces génes
(Castellazzi & Sergeant, 1993). Les différentes combinaisons envisageables donnent donc
des schémas complexes d’interactions entre les différents systémes.

3.4. Le facteur trans NF-xB:

NF-xB est un facteur trans qui controle ’expression de nombreux génes. C’est une
protéine hétérotétramérique composée de deux sous unités de 50 kDa (monomere p50) et de
deux sous unités de 65 kDa (monomere p65) (Harrington & Winicov, ).

C’est la sous unité pS0 qui est responsable de I'interaction avec ’ADN (Muller et
al.,1995) alors que la sous unité p65 interagit avec d’autres facteurs trans ou une sous unité
inhibitrice IxkB (Schmitz et al., 1995). Le NF-xB inactif est une protéine cytoplasmique
associée a IxkB (Figure 1.B.). IxB masque les sites NLS (nucleus localisation sequence ) de
NF-kB ce qui I’empéche d’étre transloqué vers le noyau (Harrington & Winicov, ).

Les stress oxydatifs, la pKC, la pKA activée par I'IL-1, la kinase ELF-II (HRI)
phosphorylent directement ou indirectement la sous unité IxB qui se dissocie alors de NF-xB
et est dégradée par protéolyse (Figure I.B.15.) (Harrington & Winicov,1993). La séquence
NLS étant découverte permet la translocation de NF-xB vers le noyau qui se fixe sur des
éléments cis de type GGGAAAGT (Figure 1.B.15.) (Harrington & Winicov,1993).
L’extrémité carboxy terminale de la sous unité p65 de NF-xB est capable d’interagir
directement avec de nombreux facteurs trans tels que les complexes AP-1, les facteurs SP-1,
ATF, C/EBP, TFIIB et TAFs (Schmitz et al.,1995).

3.5. Le facteur C/EBP (CAAT enhancer binding protein) et les
sites NF-IL6 (nuclear factor IL-6) :

Le site NF-IL6 répond a la séquence GCAAT, cette séquence est la cible du facteur
C/EBP dont il existe trois isoformes, c’est I’isoforme o qui s’y fixe (Yan et al., 1995).

La protéine C/EBP appartient a la classe des facteurs leucines zippers, elle peut former
des homodimeres ou des hétérodimeres avec d’autres protéines de ce type (CREM, ATF,...)
(Leclair et al., 1992; Yan et al., 1995).
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Figure 1.B.16. :

Voies possibles de transduction du signal dans les stress hémodynamiques (Malek & Izumo,
1994).

Le facteur trans NF-xB est activé par les stress hémodynamiques, probablement que d’autres
facteurs trans sont aussi activés de cette fagon, mais ils n’ont pas été identifiés a ce jour. Ceux-ci
se fixent sur des éléments cis appelés SSRE (Shear stress response element), ils peuvent avoir
un effet transactivateur ou transrépresseur.

Leurs voies d’activation potentielles peuvent faire intervenir des protéines du cytosquelette ou
des protéines associées, des canaux 2 ions sensibles & la pression.
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L’activation de C/EBP se fait par phosphorylation, déphosphorylation suite a une
stimulation par I’IL-6, I'IL-1 ou le TNF-a et la transduction du signal par la voie de I’AMPc.
C/EBP subit alors une translocation nucléaire et elle intervient dans I’activation de la
transcription des genes c-fos, IL-6, GM-CSF, IL-8, TNF-a, CSF-1 (Leclair et al., 1992;
Yan et al., 1995).

Sur les promoteurs de I'IL-8, I'TL-6 et du CSF-1 les sites NF-xB sont proches du site
NF-IL6 or, sur ces promoteurs la présence de C/EBP augmente fortement la quantité de
facteurs NF-xB qui se lient a leur séquence cible (Leclair et al., 1992; Yan et al.., 1995). 1I
existe donc une interaction entre les facteurs C/EBP et NF-xB, c’est la sous unité pSO de NF-
kB qui participe a celle-ci (Leclair et al., 1992).

Ici aussi la forme réduite d’une cystéine de C/EBP favorise la liaison a I’ADN, Ref-1 est
la protéine responsable de cette réduction (Leclair et al., 1992; Xanthoudakis & Curran,
1992).

3.6. Les shear stress response elements (SSRE) :

Il s’agit d’éléments cis récemment identifiés chez les cellules endothéliales dont la
séquence est GAGACC (Malek & Izumo, 1994). Le ou les facteurs nucléaires qui se fixent
sur cette séquence sont activés par les stress hémodynamiques (Malek & Izumo, 1994;
Levon et al., 1995).

Un de ces facteurs nucléaire a ét€ identifié, il s’agit de NF-xB. Suite a un stress
hémodynamique, on observe une augmentation du NF-xB nucléaire (Levon et al., 1995).
Cela s’accompagne d’ailleurs chez les cellules endothéliales de 1’expression de la molécule
d’adhésion VCAM-1 et de I’inhibition de I’expression de I’endothéline, facteur de croissance
pour les cellules musculaires lisses (Figure 1.B.16.) (Levon et al., 1995).

Le stress hémodynamique peut agir en modifiant I’expression de facteurs qui
interagissent avec NF-xB comme C/EBP, ATF, c-Jun, c-fos, SP-1 (Levon et al., 1995). Les
sites SSRE sont souvent localisés a coté de sites SP-1 (Levon et al., 1995).

Comment un stress hémodynamique peut-t’il activer NF-xB?
La dépolymérisation des microtubules et de I’actine-F sous les pressions sanguines élevées
active la translocation nucléaire de NF-xB (Figure 1.B.16.) (Levon et al., 1995).



4. Conclusion :

La transcription du messager CSF-1 est régulée par un ensemble de facteurs qui sont
dépendants les uns des autres. Chacun d’entre eux sont interconnectés depuis leur activation
par des messagers hormonaux ou physiques, en passant par la transduction du signal, jusqu’a
leur fixation sur le promoteur. Il n’est donc pas étonnant de constater que NF-xB, Jun, SP-1,
TFIID, peuvent interagir les uns avec les autres. Il n’est pas plus surprenant que des
compétitions pour I’activation ou I’inhibition de la transcription puissent aussi se jouer entre
différents facteurs Trans comme c’est le cas pour les diméres CREB : CREB et Jun : Jun ou

Jun : fos.

L’intérét de disposer d’un promoteur complet devant une protéine rapporteur comme la green
fluorescent protein permettra donc d’étudier dans les cellules, le résultat global de I’activation
de ces divers facteurs trans dans des conditions particulieres, notamment lors de stress

oxydatifs provoqués par la présence de LDL plus ou moins oxydées.
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Figure 1.C.1. : (Watson, Gilman, Witkowski & Zoller , 1994)

Représentation schématique de I’amplification PCR.
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LC.LaPCR:

1. La réaction de polymérisation en chaine :

1.1. Introduction :

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) a été mise au point au milieu des années
80 par Kary Mullis (prix Nobel 93) (Watson, Gilman, Witkowski & Zoller; 1994). Elle
permet d’amplifier de maniére exponentielle une séquence spécifique d’ADN sans pour
autant passer par une étape de clonage.

Nous utiliserons cette technique dans le clonage du promoteur CSF-1 a partir d'une
matrice d ADN génomique humain.

1.2. Principe :

L’ADN polymérase utilise comme matrice de I’ADN monocaténaire pour la synthese
d’un nouveau brin anticomplémentaire (Figure 1.C.1.a.) (Watson, Gilman, Witkowski &
Zoller; 1994). Cette ADN polymérase requiert aussi pour I’initiation de la polymérisation une
petite région d’ ADN double brin ou une courte région d’hétéroduplex ARN:ADN tel que cela
se produit in vivo (Rawn, 1990).

Le point de départ de la polymérisation peut donc étre spécifié par I’hybridation d’un
oligonucléotide anticomplémentaire ou amorce (primer) (Figure 1.C.1.b.) a une séquence
déterminée de la matrice, séquence cible (Watson, Gilman, Witkowski & Zoller; Mullis,
Ferre & Gibbs, 1994). 1l est dés lors possible de faire démarrer la synthése en un point
précis de la matrice (template) d’ ADN.

Par ailleurs, les deux brins d’ADN d’un duplex peuvent servir de matrice pour la
synthese pour autant que 1’on fournisse un oligonucléotide amorce pour chacun des brins
(Figure I.C.I.b.). Les deux amorces seront choisies de maniére a encadrer la séquence
d’ADN a amplifier. La polymérisation commencera apreés avoir séparé par chauffage le
duplex matrice en 2 brins monocaténaires sur lesquels s’hybrideront leurs amorces
anticomplémentaires respectives pour autant que 1’on aie, entre temps, refroidit le mélange
réactionnel (Figure 1.C.1.b.). En effet les amorces étant courtes, elles ne pourront s’hybrider
qu’a des températures inférieures aux températures de dénaturation de la matrice.
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Apres amplification (Figure 1.C.1.c.), il s’est créé sur les brins néosynthétisés de
nouveaux sites qui permettent la fixation des amorces (Figure 1.1.d). Le mélange réactionnel
est alors chauffé pour séparer les duplex d’ADN dont pour rappel, un brin est néosynthétisé
et 'autre était le brin matrice puisque la polymérisation est semi-conservative. Ainsi on
double le nombre de brins matrice cycle aprés cycle. Sur ces derniers peuvent venir
s’hybrider de nouvelles amorces a I’origine de nouvelles amplifications (Figure 1.C.1.d, e,
f).

Le résultat net de la PCR est qu’a la fin de n cycles on dispose d’un nombre théorique
d’amplicons de 2" spécifiques de la séquence encadrée par les amorces (Si I'efficience est

optimale) (Watson, Gilman, Witkowski & Zoller; 1994).

1.3. La polymérase Taq:

La PCR utilisait au départ I’ADN polymérase d’ E.coli (Watson, Gilman, Witkowski &
Zoller; 1994). Cette enzyme sensible a la chaleur était dénaturée aux températures nécessaires
a la séparation des brins d’ADN matrice. 1l fallait donc ajouter manuellement cette enzyme

apres chaque étape de dénaturation de la matrice.

Par la suite des ADN polymérases thermostables issues de bactéries vivant dans des
sources chaudes ont été isolées. Parmi ces polymérases thermostables ’'une des premieres
utilisée en PCR fut la Taq polymérase de Thermus aquaticus ( Kaledin et al.,1980). Cette
polymérase posséde une activité de polymérisation optimale a 72°C et la conserve apres des
expositions répétées a 94°C (Griffin & Griffin, 1994).

L’utilisation de telles polymérases a permis de simplifier fortement la procédure PCR et
de I’automatiser. Le cycle standard de la PCR sera décrit dans le paragraphe suivant.




Dénaturation de
R A |'échantillon a’ADN
(94°C, 5 min)

\ b

Les amorces s hybrident avec

les brins &’ ADN
(30-45°C, 30 s)
d

Déncturction pour \
sépcrer les brins d’/ADN

(94°C, 30 s Lc polymérase synthétise de

nouveaux orins ¢’ADN
(65-75°C, 2-5 min)

C

<

Un cycle de PCR. Léchantillon d’'ADN est chauffé afin de séparer
les deux brins d’'ADN (premiere dénaturation). Ensuite, on répéte la
série des manipulations. hybridation de I'amorce. synthese de 'ADN
et dénaturation. La concentracion de la séguence d'intérét double 2
chaque cycle.

Figurgx I.C.2. : (Watson, Gilman, Witkowski & Zoller , 1994)

Représentation schématique des cycles PCR se composant de 3 étapes aprés dénaturation
longue (en a) : -Hybridation (en b).

-Elongation (en c).

-Dénaturation courte (en d).
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1.4. Description d’une PCR standard :

Un cycle standard PCR se compose de 3 étapes (Figure 1.C.2.): La dénaturation
L’hybridation (annealing)
L’élongation
Le nombre de cycles effectué varie suivant différents parametres tel que la polymérase
utilisée. En général on compte de 25 a 35 cycles bien que certaines polymérases permettent
des amplifications de 60 cycles. Cette série de cycles est précédée d’une longue étape de
dénaturation et se termine par une étape d’élongation plus importante.

a) Dénaturation longue : (Figure 1.C.2.a.)

Cette étape qui constitue le point de départ de la PCR consiste a chauffer le
mélange réactionnel contenant déja la Taq et la matrice, ce afin de dénaturer aussi
efficacement que possible cette derniére. L’incubation a haute température (94°C) se
fait en général pendant 4 minutes ce qui constitue un compromis entre efficacité de la
dénaturation et la perte d’activité de la Taq.

b) Cycle PCR proprement dit : (Figure I.C.2.b, c, d.)

b.1. La dénaturation : (Figure 1.C.2.d.)

Cette étape plus courte de dénaturation dure en moyenne 30 a 45 secondes. Elle
permet a chaque nouveau cycle de désapparier les amplicons produits au cours des
cycles précédents afin que ceux ci servent eux méme de matrice. La température de
dénaturation communément employée est de 94°C.

b.2. L’hybridation : (Figure 1.C.2.b.)

C’est au cours de cette étape que les amorces vont s’hybrider avec leur séquence
anticomplémentaire. Il faut abaisser la température du mélange PCR afin que celle-ci
soit compatible avec la température de fusion (melting) des amorces, c.a.d. la |
température a laquelle 50% des amorces sont hybridées. On considére la |
température d’hybridation comme étant de 5 a 10 degrés inférieure a celle de fusion
afin d’avoir une hybridation stable des amorces. Souvent celle-ci est de 40 a 60°C
bien qu’on puisse monter jusqu’a 72°C. Le temps d’hybridation varie en fonction de
la concentration en éléments cibles dans le mélange PCR.




Cette étape est primordiale, en effet le choix d’une température d’hybridation trop

basse risque de donner des amplifications non spécifiques, les amorces pouvant
s’hybrider de maniere partielle sur des séquences qui présentent des similarités avec
celles pour lesquelles elles sont définies.

De plus il faut bien considérer qu’a tout moment au cours de 1’hybridation joue
un phénomeéne de compétition pour I’hybridation entre d'une part I’amorce et sa
matrice et d'autre part, entre les deux brins matrices. Au cours des premiers cycles
ce phénomene joue peu car les amorces sont en exces par rapport a la matrice.

Par la suite la concentration en amplicons augmentant, ils auront d’avantage
tendance a se réhybrider entre eux vu leur meilleure complémentarité et cela tout en
déplacant d’éventuelles amorces dont la concentration n’a fait que décroitre. C’est
aussi au cours de cette étape que la polymérase s’accroche sur les sites formés par le
duplex matrice:amorce. Cependant I’élongation ne débute pas encore ou du moins
trés peu cette température ne constitue pas I’optimum thermique de P’activité de
polymérisation de la Taq (a I’exception d’un hybridation a 72°C).

b.3. L’élongation : (Figure 1.C.2.c.)

Au cours de cette étape la température du mélange PCR est portée a une valeur ou
la polymérase (Taq) est dans son optimum thermique pour son activité polymérase.
Cette température est fonction de la polymérase thermostable utilisée et oscille entre
65 et 75°C. En général, elle est de 72°C pour I'élongation pendant un temps qui est
fonction de la taille de I’amplicon et de la vitesse de polymérisation propre a la
polymérase. Moins de 1 minute suffit pour des amplicons inférieurs au kilobase.

L’élongati inale :

Cette derniere étape consiste a incuber le mélange PCR pendant une dizaine de

minutes a 72°C afin que la Taq polymérase termine I’élongation d’éventuels amplicons

incomplets.
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Figure 1.C.3.

La « nested » PCR (Watson, Gilman, Witkowski & Zoller , 1994):

L’utilisation d’amorces « emboitées » permet d’augmenter la sensibilité de la PCR et d’éviter
I’amplification de séquences indésirables. La « nested » PCR utilise 2 paires d’amorces, une
paire d’amorces dites externes (a) pour une premiere amplification dont I’efficience importe peu,
et une paire d’amorces internes (b) spécifiques et internes au fragment cible de la premiére paire.
Par ce procédé les fragments d’ADN indésirables amplifiés lors de la premiére PCR qui ne
possédent pas de séquences correspondantes aux secondes amorces ne seront pas amplifiés lors
de la seconde PCR alors que la séquence cible spécifique le sera.
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1.5. Conclusion :

La PCR est probablement I’un des outils de la biologie moléculaire le plus puissant, ses
applications sont nombreuses, elles vont de I’amplification de cibles spécifiques d’ADN ou
d’ARN, au séquengage, en passant par le clonage, les tests diagnostiques, les applications en
médecine légale, etc....

2. Quelques types de PCR et variantes du schéma
PCR de base :

Depuis la mise au point de la PCR, de nombreuses variantes de la réaction standard sont
apparues. Elles visent essentiellement a améliorer la spécificité de 1I’amplification sans pour

autant apporter de grands changements dans la réaction PCR proprement dite.

2.1. La '"'simplex'' PCR :

Nous avons décrit la "simplex" PCR dans le cadre de la PCR standard. Son principe est
donc I’amplification d’une séquence cible d’ADN a I’aide d’une paire d’amorce (Griffin &
Griffin; Mullis, Ferré & Gibbs; Watson, Gilman, Witkowski & Zoller; 1994), c’est le type
de PCR le plus fréquemment utilisé.

2.2. La ""nested'' PCR :

La technique de "nested" PCR (Figure 1.C.3.) est utilisée dans plusieurs situations
comme I’amplification de cibles présentes en nombre restreint et/ou 1’obtention d’amplicons
les plus spécifiques possibles ce qui en fait un outil diagnostique puissant (White; Griffin &
Griffin; Watson et al., 1994 ).

Son principe est simple, au cours d’une premiére PCR I’ADN cible est amplifié a I’aide
de deux amorces dites externes car elles flanquent les extrémités du premier amplicon (Figure
I.C.3.a.). Souvent a ce stade le produit PCR n’est pas visualisable car celui-ci est en faible
quantité, cela est dii surtout a un nombre de matrices de départ lui méme faible. Il peut aussi
se produire une amplification peu spécifique donnant divers amplicons ou une trainée
(smear).
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Une fraction du premier produit d’amplification est alors prélevée et amplifiée avec des
amorces dites internes (Figure 1.C.3.b.). On parle d’amorces internes parce que celles-ci sont

situées a I’intérieur de la séquence précédemment ciblée par les amorces externes.

Le produit obtenu aprés cette seconde PCR est trés spécifique, souvent unique, en
grande quantité et visualisable sur gel (Figure 1.C.3.c.) (White; Griffin & Griffin; Watson et
al., 1994 ).

La spécificité de I’amplification en "nested" comme en "héminested" peut étre améliorée
en utilisant une faible concentration en amorce dans la premi¢re PCR puis en I’augmentant

dans la seconde (Igarashi et al. ,1991). Nous reparlerons de cela plus loin.
La "nested" PCR étant une double PCR, la fidélité¢ de I’amplicon vis a vis de la matrice

est moins bonne que si il s’agissait d’une simple PCR, la remarque restant valable pour toute
PCR multiple.

2.3. L’""heminested'' PCR :

Cette technique est basée sur le méme concept que la "nested" PCR mais au cours de la
deuxiéme PCR une seule des deux amorces est une amorce interne. Empiriquement comme
conceptuellement la spécificité de I’amplification en "nested" est meilleure que celle en
"heminested". Cependant dans certaines applications ou lorsque l'on est limité dans la
connaissance de la séquence a amplifier et donc dans le choix des amorces, I’"heminested"
constitue une bonne alternative a la "nested" PCR.

2.4. Le "hot start'' :

Le "hot start" peut s’utiliser dans tous types de PCR. Il consiste en une étape de
dénaturation de la matrice dans le mélange PCR ne contenant pas encore la polymérase (Don
et al., 1991; Griffin & Griffin, 1994; Chou et al., 1992), celle-ci étant ajoutée par apres.
Deux approches du "hot start" sont envisageables :

-Soit le prémix PCR (mélange sans polymérase) est porté a 100°C pendant 4 a 5 minutes et
est ensuite rapidement refroidit jusqu’a 4°C afin de figer les brins d’ADN dénaturés.
L’enzyme est alors ajoutée, les cycles PCR classiques démarrent : dénaturation 30 sec,

hybridation. .. etc.



Yield (jg/pl)

Cycle Number

Figure 1.C.4. :

La « up » PCR (Rychlick et al., 1990) :

La « up » PCR permet jusqu’a 30% d’amélioration du rendement PCR.

Sur le graphique ci-dessus le rendement (en ordonnée) d’une PCR sur ADN plasmidique
utilisant une température d’hybridation constante de 51°C est comparé avec celui d’une « up »
PCR sur la méme matrice dont la température d’hybridation est augmentée de 1°C tous les 2
cycles en partant de 44°C et en fonction du nombre de cycles (en abscisse).
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-Soit le mélange PCR est directement porté a 100°C pour le premier cycle PCR, et ensuite
lorsque la température d’hybridation est atteinte, on ajoute la polymérase.

En général le temps d’incubation a 100°C n’excéde pas les 4 2 5 minutes car de telles
températures entrainent au niveau de la matrice des dégats sous forme de cassures ou de
mutations (Eckert & Kunkel 1991). Les "hot start" sont utilisés de maniére courante dans des
PCR sur matrices de grande taille et/ou riches en GC et ainsi que pour garder son enzyme
sous forme active le plus longtemps possible (amélioration du rendement) (Griffin & Griffin,
1994).

Le "hot start" pose cependant des problémes de contaminations puisqu’il faut ouvrir les
tubes PCR pour ajouter la polymérase. Des tubes PCR sont actuellement commercialisés
contenant la polymérase encapsulée et protégée dans une résine qui se dissout
progressivement a 100°C, ce qui permet de libérer au fur et 2 mesure 1’enzyme jusqu’a la fin

du "hot start" et de lui conserver un maximum d’activité tout en évitant d’ouvrir les tubes
PCR.

25.La"up" PCR:

La "up" PCR est opposée dans son principe a la down PCR. Elle consiste a augmenter
progressivement la température d’hybridation jusqu’a atteindre la température d’hybridation
optimale qui dans ce cas est déterminée expérimentalement (Rychlik et al., 1990).

La température d’hybridation de départ étant d’environ 10°C inférieure a la température
d’hybridation optimale et augmentant de 1°C tous les deux cycles.

L’application de la up PCR vise essentiellement & obtenir un meilleur rendement PCR
sur une amplification déja optimalisée pour une PCR ""simplex"" (Figure 1.C.4.) (Rychlik et
al., 1990).

En effet il est démontré que par cette technique le rendement de la production PCR peut étre
amélioré de 30%. La up PCR est parfois décrite comme pouvant améliorer la spécificité de
I’amplification (Rychlik et al., 1990).

2.6. La '"'touchdown'' PCR :

Le principe de la "touchdown" PCR fait appel a 2 étapes, 1’étape "touch" qui est un "hot
start" et I’étape "down" au cours de laquelle la température d’hybridation est diminuée cycles
apres cycles (Don et al., 1991).
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Figure 1.C.5. :

La « touchdown » PCR : (Don et al., 1991)

La « touchdown » PCR permet d’améliorer la spécificité de I’hybridation sans devoir tester un

grand nombre de températures d’hybridation.

Le gel ci-dessus nous montre 3 produits PCR différents obtenus avec le méme couple
d’amorces. La PCR est effectuée sur de ’ADN génomique de souris. La taille attendue de
I’amplicon spécifique est de 540 pb. L’amplicon observé dans le premier puits est obtenu pour
une hybridation a 55°C. Il est unique mais non spécifique car sa taille est de 1100 pb.

Dans le second puits des fragments de taille variant entre 100 et 200 pb sont obtenus, la PCR

réalisée étant une « up » PCR partant de 45 a 55°C.

Le troisiéme puits montre un produit PCR en faible quantité a 540 pb. Celui-ci est obtenu en
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effectuant une « touchdown » PCR partant de 65°C et descendant a 55°C.
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L’étape de "hot start" peut se réaliser selon les manieres décrites précédemment. L’étape
"down" standard consiste a diminuer de la température d’hybridation de 1°C tous les 2
cycles, cependant ce parametre est modulable pour optimaliser la PCR ( 2°C tous les 3
cycles, etc....) (Don et al., 1991).

L’ avantage de la "touchdown" PCR est qu’elle permet de tester un nombre important de
températures d’hybridation en une seule PCR. Cette technique est décrite comme permettant
d’augmenter la spécificité d’une amplification dont la température d’hybridation reste a
optimaliser (Figure I.C.5.) (Don et al., 1991). En effet partant d’une température
d’hybridation élevée diminuant progressivement on finit par atteindre une température ou
I’hybridation est optimum, pendant 2 ou 3 cycles la cible est amplifiée ainsi qu’aux
températures d’hybridation voisines. La matrice se retrouve alors en nombre de copies
supérieures ce qui lui donne un avantage compétitif vis a vis d’amplification de cibles non
spécifiques a plus basse température. Il en résulte une amplification spécifique (Don et al.,
1991).

Cependant la pratique ne rejoint pas toujours la théorie et en "touchdown" les résultats
sont généralement de type tout ou rien, soit I’amplification est spécifique soit on obtient un
mélange non spécifique (smear). L’utilisation d’une concentration plus faible en amorce ou
les divers agents comme le DMSO (diméthyl-sulfoxyde), la BSA (bovine serum albumine)

peuvent avoir une influence positive sur la spécificité d’une "touchdown" PCR.

2.7. La down PCR :

Bien qu’actuellement et 2 ma connaissance seule la "touchdown" PCR est décrite dans la
littérature, plusieurs chercheurs utilisent aussi ce que I’on pourrait appeler la "down" PCR.
Elle consiste en une PCR de type "touchdown" dont I’étape de "hot start" est absente.

3. Les ADN polymérases :

3.1. Introduction :

La polymérase thermostable utilisée dans la PCR est un élément clé de la réaction in vitro
Les premieres PCR utilisaient la polymérase thermolabile Klenow qui devait étre ajoutée
chaque cycle. Depuis la découverte de la Taq polymérase thermostable en 1988, une série de
nouvelles enzymes thermostables a été isolée.



Principales caraétéristiques de quelques polymérases thermostables :

Légende :B.M. : Boehringer Manheim.
NC : non communiqué.
ND : non déterminé.

Conditions d'activité optimale .
Enzymes : lirmes Souche baclérienne Polds MgCI2 (mM) : KCI (mM) : pH : Temp 5.3 : 3.5
(DNA pol) d'orlgine : (kDa) : (Proolreading) _ Applications courr: 3|
Taq Perkln Eimer Thermus aqualicus 94 224 50 2 55 82494 70375 oul non
PCR, . mulag . clonage , ...
Taq BM. Thermus aquaticus 95 1.5 50 9 75 oul non
Taq Thermus aqualicus 68 10 60 7.8 0&75 non non
R T Thermuys aqualicus 64 10 100 & 200 8,3 70 NG non Pas viilisées en PCR car 1a lorme de 94 kDa est plus elficace .
Perkin Elmer Thermus aquaticus 61,3 2410 10 8,3 70 & 80
_ = o PCR sur mavrice avec ¢ ou une enzyme de meilleure thermoslabilité que la Taq .
Tth A Thermus_thermophilus 110 a 120 NO NO ND 50 non non
Tih 8 Perkin Elmer Thermus_thermophilus 67 15225 100 8493 63 oui non
Tth BM. Thermus_thermophilus NC. 1.5 100 9 75 oul non RT-PCR (reverse ranscriplase PCR) en présenca da Mns+, PCR sur échantillons sanguins
ThC Thermus_theri hilus 110 NO NO ND 63 non non Monle 2 des lempéralures plus élevées ce qui est interressant car I'ARN forme de
Vent Biolabs Thermococcys litoralis 92 a 97 248 0350 839 80 2 85 non oui " .
| Nenti(axo) Blotabe Thermococcus Movals NC 248 03450 829 80 & 85 non non PCR sur AONg (ADN génomique) . éléments riches en GC , permel des hybridalions 8 haute lempéralure et uns fidélilé opimale , T1/2 vie de 2 heures & 100% .
Deep Vent Biolabs Pyrococcus NC N NC NC NG 80 a 85 non oui Permel d'amplifier de Irés longs Iragments (15kb)
Deep Ven (exo) |  Biolabs Pyrococcus N NC NG Ne NC 80 3 85 non non Trés grande thermostabilité car T172 vie de 8 heures 3 100° , ulllisée en Iso-CR .
P is0-CR sur de longues matrices .
fy Stralagene Pyrococcus lurlosus 92 1538 10 829 70 a4 80 oul oul
; PCR de grande lidélité , clonage & bouis irancs , séquengage , mulagendse .
Bst BioRad Bacillus _stearothermophilus 95 10 a 30 100 a 200 839 65 oui laible non
Bst Bacillus_siarotherm: 76 20 270 829 60 non non Tous types de séquengage par PCR .
m Promega Thermus flavus 66 10 & 15 5410 748 75 non non
Amplilication de longues malrices .
Mih Methanobacterium 72 104 20 100 3 300 749 65 oul oul
thermoautolrophicum Amplilication PCR de lragments riches en AT el bonne [idélité , séquengage .
Pwo BM. Pyrococcus woesel 90 2 (MgSO4) 25 8,8 75 oul oui
PCR de haule lidélilé , clonage 2 bouls Irancs , PCR sur ADNg .
ell | Finzymes Oy | Thermus brockiants NG 1.5 50 8,8 72 oul non
Enzyme ne possédant pas le label Taq .
AmpliTaq Gold Perkin Elmer Thermys aquaticus 94 2425 50 9 70374 oul non ” ,
Activation 3 haute lempérature , évile le hot slarl , grande sensibililé .
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Parmi les plus connues : la Vent, la pfu et la Tth; mais il en existe encore d’autres : la sac, la
tac, la Tru, la Tsp etc...(Griffin & Griffin, 1994 ). Dans ce chapitre nous nous attacherons a
décrire les polymérases principalement utilisées dans le cadre de ce travail, nous décrirons
aussi de maniere plus succinte quelques autres polymérases qui couvrent le vaste champ
d’application en PCR des enzymes thermostables a savoir :

-amplification de cibles spécifiques d’ ADN.

-amplification de cibles spécifiques d’ARN en ADN.

-séquencage.

Remarques préliminaires :

Activité 5’-3’ exonucléase : In vitro les polymérases réalisent 1’élongation de 1'extrémité

5’ vers 'extrémité 3’ a partir d’un brin matrice dans 1’autre orientation (3, 5’).

Les polymérases a activité 5°-3” exonucléase sont capables de déplacer des fragments d’ADN
hybridé sur la matrice qui se trouve sur le chemin de 1’élongation. La polymérase bute sur
une extrémité 5’ phosphate et est capable de déplacer cet obstacle pour continuer la
polymérisation.

Activité 3’-5” exonuclease : Cette activité porte le nom de proofreading c.a.d. une activité
correctrice. Si la polymérase introduit un mauvais nucléotide par rapport au patron qui lui est
donné par la séquence matrice, elle arréte et retire ce mauvais nucléotide puis le remplace par
un autre correct.

Les polymérases thermostables :

La PCR est une technique puissante en biologie moléculaire, elle s’est donc développée
rapidement. C’est pourquoi ces derniéres années on a vu apparaitre sur toutes sortes de
polymérases, qu’il s’agisse de polymérases originales ou de polymérases Taq modifiées. Il
devient donc de plus en plus difficile de réaliser un choix judicieux parmi toutes celles-ci.
C’est pourqoi dans ce paragraphe nous présentons un tableau récapitulatif des polymérases
thermostables les plus courantes (Tableau I.C.1.).

La Taq fut la premiére polymérase thermostable utilisée en PCR, presque toutes les
firmes biotechnologiques la commercialise sous des formes plus ou moins modifiées.
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Les 2 premieres Taq isolées avaient un poids moléculaire de 64 et 68 kDa, elles n’avaient ni
activité 5’-3’ exonucléase, ni activité proofreading (correstrice, exo 3’-5’), elles étaient moins
thermostables que la Taq utilisée actuellement (Laywer et al., 1993; Griffin & Griffin,
1994). Cette derniere dont le poids moléculaire est de 94 a 95 kDa travaille entre 72 et 75°C et
possede une activité exonucléase 5’-3.

La Taq étant la premiere polymérase thermostable utilisée en PCR son champ
d’application est vaste, simples PCR, séquengage, mutagenese, clonage dans des vecteurs T
,. ... (Laywer et al., 1993; Griffin & Griffin, 1994).

La Taq polymérase de 94 kDa est constituée de 832 acides aminés, Susanne Stoffel a
cloné une forme tronquée cette enzyme faisant 544 acides aminés appelés « Stoffel »
fragment (Laywer et al., 1993; Griffin & Griffin, 1994). Celui-ci est plus thermostable que
la Taq, et réalise I’élongation PCR plus rapidement. Son avantage principal est qu’il n’est pas
ou peu arrété par les structures secondaires. Le Stoffel fragment est donc surtout utilisé en
séquengage (Laywer et al., 1993; Griffin & Griffin, 1994).

La Tth est une enzyme isolée de la souche bactérienne thermophile Thermus
thermophilus. Cette souche contient 3 isoformes (A, B, C) de cette polymérase, cependant
seule I’isoforme B ou ses dérivés sont utilisés en PCR. En effet cette isoforme est plus
thermostable que les deux autres et posséde une activité 5°-3’ exonucléase (Griffin & Griffin,
1994).

La Tth posséde une activité de transcriptase inverse en présence de manganese, elle est
donc utilisée en RT-PCR au cours de laquelle une premiére étape consiste a passer d’une
matrice ARN a une matrice ADN puis ensuite au cours de la seconde étape a amplifier cette
derniere (Griffin & Griffin, 1994). Le passage de la premiére étape a la seconde nécéssite
I’élimination du manganése du milieu réactionnel, pour cela un agent chélateur du manganése
I’EGTA est ajouté (Griffin & Griffin, 1994). L’utilisation de polymérases thermostables
dans I’étape de transcription inverse permet de travailler a des températures auxquelles les
structures secondaires de I’ARN dont déstabilisées (Griffin & Griffin, 1994).

La Tth réalise I’élongation PCR environ trois fois plus lentement que la Tagq, elle n’est
donc pas idéale pour amplifier de trés longues matrices. Elle est peu sensible aux inhibiteurs
de polymérases présent dans le sang, elle permet donc des PCR directes sur des extraits
sanguins (Griffin & Griffin, 1994).

La Vent Rec polymérase est une enzyme de grande thermostabilité puisque son temps de
demi-vie est de 2 heures a 100°C.
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En outre elle posseéde une activité correctrice (proofreading) lui permettant une meilleure
fidélité lors de I’amplification (Ling et al.,1991; Kong et al., 1992). Elle est donc utilisée
dans des PCR ou la température d’hybridation est élevée (80°C), sur des matrices de grande
taille (ADNg) et ou riches en GC (Ling et al.,1991; Kong et al., 1992).

Il existe aussi une forme modifiée de la Vent apellée Vent Rexo ou Vent (exo-), cette
forme a perdu son activité exonucléase 3’-5’, elle réalise 1’élongation PCR plus rapidement
mais de maniere moins fidele, elle permet d’amplifier des cibles de trés grande taille (15 kb).

La Deep Vent est issue d’une autre souche bactérienne que la Vent. La Deep Vent est une
polymérase d’une grande thermostabilité puisque son temps de demi vie a 100°C est de 8
heures. Elle possede une activité exonucléase 3'-5' (correctrice) et est utilisée pour amplifier
des cibles nécéssitant des températures de dénaturation et d'hybridation trés élevées. Elle
permet également des PCR dont le nombre de cycle est voisin de 60. La Deep Vent est aussi
utilisée en Iso-CR c.a.d. une "PCR" une seule température de 80°C est utilisée et ol on ne
distingue plus d’étapes de cycles.

La forme modifiée de la Deep Vent, la Deep Vent Rexo ou (exo-) a perdu son activité
exonucléase 3'-5', elle est utilisée pour amplifier des cibles de grandes tailles.

La Pfu est une polymérase interressante a divers niveaux, d’une part elle posséde une
bonne thermostabilité puiqu’elle conserve 95 % de son activité aprés 60 minutes d’incubation
a 95°C (Griffin & Griffin, 1994), elle est douée d’une activité 5’-3” exonucléase et d’une trés
bonne activité 3’-5’ exonucléase (correctrice) (Griffin & Griffin, 1994). Elle effectue
I’élongation a des températures voisines de 75°C. Son avantage principal est sa capacité de
réaliser des amplifications de haute fidélité (Griffin & Griffin, 1994).

Plusieurs formes de Bst ont été clonées en fonction de la souche de Bacillus d’origine
(Bacillus stearothermophilus ou caldovelox ) (Griffin & Griffin, 1994). Ces polymérases ne
sont pas génées par les structures secondaires, leur application principale recouvre le champ
du séquengage dont le séquencgage a fluorescence (Griffin & Griffin, 1994).

La Tfl ne possede ni activité exonucléase 5°-3’, ni activité exonucléase 3’-5’ elle réalise
donc I’élongation de maniére rapide.
Ses particularités en font une enzyme interressante pour amplifier des fragments de grande
taille (16 kb) (Griffin & Griffin, 1994). Elle est aussi utilisée en séquencgage.
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La Mth est une polymérase qui posséde les 2 types d’activités exonucléase, cependant
I’élongation se fait a température relativement basse (65°C), elle est donc utilisée pour le

séquengage ou I’amplification fidéle de régions riches en AT (Griffin & Griffin, 1994).

Le Tableua I.C.I. reprend aussi les caractéristiques de quelques autres polymérases comme la
Pwo, Gold, ...



Inhibitor Effects on Taq Pol I Activity

Activity

Inhibitor Concentration (percent)e
Ethanol =3% 100
10% 110
Urea =05 M 100
1.OM 118
15 M 107
20M 82
DMSO =1% 100
10% 53
20% 11
DMF =5% 100
10% 82
20% 17
Formamide =10% 100
15% 86
20% 39
SDS 0.001% 105
0.01% 10
0.1% 0.1

?dNTP incorporated activity at 70°C with Sal-
mon Sperm DNA/10 min.

Source: Gelfand, D. H. 1989. Taq DNA Poly-
merase. In PCR technoiogy: principles and appli-

I l ] I C S o cations for DNA amplification (ed. H. A. Erlich),

p. 17-22. Stockton Press, New York.

Effets de quelques « inhibiteurs » sur ’activité de la Taq polymérase en fonction de leur
concentration (Innis, Gelfand & white, 1990).
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Figure 1.C.6. :

Profile d’activité de la Taq polymérase (94 kDa) et du Stoffel fragment en fonction de la
température (Lawyers et al., 1993).
A : pourcentage d’incorporation par la Taq polymérase de nucléotides marqués en fonction de la

température: matrice activée (hot start) (¢) ou non (0).
B : pourcentage d’incorporation par le Stoffel fragment de nucléotides marqués en fonction de la
température: matrice activée (hot start) (¢) ou non (0).

L’optimum thermique de la Taq polymérase pour son activité de polymérisation se situe entre 70
et 75°C, pour le Stoffel fragment, il se situe entre 70 et 80°C.
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3.2. L’ADN polymérase de Thermus aquaticus :

3.2.1. Origine :
La Taq polymérase a été isolée d’une souche thermophile d’eubactéries, Thermus

aquaticus, capable de pousser a 75 °C dans les sources chaudes (Kaledin et al., 1980;
Gelfand et al.; Lawyer et al., 1993)

3.2.2. Caractéristiques biochimiques :
La premiére Tag DNA polymérase a avoir été isolée avait un poids moléculaire de 62 a
68 Kd, il s’agit de la Tag DNA pol I. Actuellement on utilise une Taq pol de 94 Kd isolée

de la méme souche (Kaledin et al.,1980;Lawyer et al., 1989).

a) Inhibiteurs :

L’urée a haute concentration (2 M) diminue de 18% 1’activité de la polymérase, 20% de
DMSO a un effet inhibiteur de 89%; 20% de formamide inhibe & 51% la Taq; 0,1% de
SDS diminue I’activité de la Taq de 99,9% (Tableau 1.C.2.) (Gelfand et al.,1993;
Griffin& Griffin ,1994).

b) Thermostabilité :

La Taq polymérase possede une activité optimale entre 75 et 80°C (Figure 1.C.6.). Elle
ajoute plus de 60 nucléotides par seconde a 70°C; 24 nucl / sec a 55°C; 1,5 nucl / sec a
37°C et 0,25 nucl / sec a 22°C, au dessus de 90°C il n’y a plus d’incorporation des
nucléotides (Griffin & Griffin, 1994). (Rem : Le taux d’incorporation est aussi fonction
de la matrice et de la concentration en dNTPs). L’enzyme conserve 50% de son activité
apres 130, 40 et 9 minutes respectivement a 92,5, 95 et 97,5°C (Figure 1.C.7.), Tableau
I1.C.3.) (Lawyer et al., 1993).

¢) Activité nucléase :

La Taqg DNA polymérase ne posséde pas d’activité 3’-5’ exonucléase, les erreurs
pouvant étre de type substitution de base, frameshift (délétion, insertion ) (voir
paragraphes sur la fidélité), elle posséde une activité exonucléase 5°-3’(Koehavong et
al.,1989; Ling et al., 1991; Griffin & griffin, 1994).



Tableau I.C.3. :

Temps de demi-vie de la Taq polymérase a différentes températures (Innis, Gelfand & white,

1990).

Half-life of Tag DNA Polymerase at
Elevated Temperatures

Temperature T
"< (min)
92.5 130
95.0 40
97.5 5-6

% ACTIVITY

0 20 10 60
TIME (min)

Eigure .C.7. :

Thermostabilité de la Taq polymérase (94 kDa) (Lawyer et al., 1993).
Pourcentage d’activité conservé par la Taq en fonction du temps a 97,5°C (®), 95°C (o) et par le
Stoffel fragment a 97,5°C (m).

L’intersection avec la ligne pointillée centrale (50%) correspond au temps de demi-vie de la
polymérase a cette température.
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Figure LC.8. :

Effets des cations bivalents MgCl2 (®), MnCl2 (w), CoCl2 (o) sur I’activité de la Taq polymérase

(A) et du Stoffel fragment (B) (Lawyers et al., 1993).
Pour la Taq polymérase 1’optimum d’incorporation des nucléotides se situe 22 mM en MgCl2.
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d) Parameétres de réaction :

Le mélange réactionnel de la PCR utilisant la Taq polymérase contient de 1 a 2 mM en
MgCl,, I'ion Mg™ est un cofacteur de la Tagq, a cette concentration la fidélité est optimale;

et permet une meilleure efficience de la PCR (Figure 1.C.8.). L’activité polymérase est
inhibée de 40 a 50% a haute concentration en MgCl, (10 mM) (Figure 1.C.8.) (Eckert &
Kunkel 1990,1991; Lawyer et al., 1993; Ling et al., 1991).

La concentration totale en dNTPs utilisée est en moyenne de 0,7 a 0,8 mM (0,2 mM de
chaque).Si la concentration en dNTPs est augmentée a 6 mM alors I’enzyme perd de 20 a

30% de son activité (Griffin & Griffin, 1994). La concentration en Mg++ est en réalité

fonction de la concentration en dNTPs car ces derniers complexent une partie du Mg*”.

On préconise donc une concentration en Mg"" égale 2 la concentration totale en dNTPs.
De trop faibles ou trop hautes concentrations en dNTPs ou encore une concentration non
équimolaire de chaque dNTPs abaisse fortement la fidélité de la Taq (Eckert & Kunkel
1990,1991; Lawyer et al., 1993; Ling et al., 1991).

Des concentrations en ions monovalents comme le K* (KCI) de 50 a 55 mM améliore
aussi l'activité de polymérisation de la Taq (Griffin & Griffin, 1994). Le pH optimum de

polymérisation varie quant a lui entre 7,8 et 9,4 (Eckert & Kunkel 1990,1991; Lawyer et
al., 1993; Ling et al., 1991).

3.2.3. Applications :

La Taq polymérase a un champ d’action étendu, cela comprend les PCR sur ADN, le
séquencage et la mutagenése.

3.3. L'ADN polymérase de Thermococcus Litoralis (Vent) :

3.3.1. Origine :

La Vent polymérase a été isolée d'une souche d'archaebacterium thermophile,
Thermococcus Litoralis qui se développe dans les cheminées hydrothermales ou la
température peut atteindre 98°C (Neuer et al.,1990; Kong et al., 1993).
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3.3.2. Caractéristiques biochimiques :

Il existe trois formes différentes de Vent DNA polymérase. La forme primitive que 1'on
appelle Vent n (native), isolée telle qu’elle de 7.litoralis, une forme recombinante similaire a
la forme précédente appelée Vent R (recombinante) DNA polymérase et une troisiéme forme
génétiquement modifiée, la Vent Rexo (exo-) (Griffin & Griffin, 1994).

a) Activité nucléase :

Les formes Vent R et Vent n possédent une activité 3'-5' exonucléase. La Vent Rexo a ét€
génétiquement modifiée et ne possede plus cette activité. De 1'activité proofreading de la

Vent, il résulte que un minimum de 95% des amplicons se retrouvent a bouts francs (Ling
et al,, 1991; Hu ,1993).

La Vent polymérase posséde une activité 5°-3’ exonucléase température dépendante qui
se manifeste a partir de 55°C (Kong et al., 1993).

b) Thermostabilité :

La Vent DNA polymérase a une trés grande thermostabilité puisqu’elle a un temps de
demi vie de 2 heures a 100°C (Kong et al., 1993).

¢) Parametres de la réaction :

L'activité exonucléase 3'-5' de la Vent est inhibée a haute concentration en dNTPs (de
I'ordre du mM) (Griffin & Griffin, 1994). Par contre, la fidélité de la Vent Rexo n'est pas
affectée par les modifications de concentration en dNTPs. Entre 10 et 200 uM en dNTPs
la fidélité de la Vent R ne varie pas, mais en dessous de 10 uM le produit d'amplification
apparait souvent comme une trainée (smear), probablement le produit d'extensions
partielles (Griffin & Griffin, 1994).

La fidélité est également optimale a faible concentration en Mg"™" (1mM). La meilleure
fidélité est atteinte lorsque la concentration totale en dNTPs est équimolaire a la
concentration en Mg*" (Ling et al., 1991). L'addition de 10 2 50 mM en KCI ou NaCl

dans le mélange réactionnel augmente légeérement le rendement de la PCR mais ils ne sont
pas nécessaires.
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Figure 1.C.9. :

Profile d’activité de 1a Vent polymérase compar€ a celui de la Tag polymérase en fonction de la
température (Kong et al., 1993).

Concentration en dNTPs marqués (nM) introduits par minutes en fonction de la température
pour la Vent recombinante utilisant comme matrice d’ADN thymique activé (hot start) (a) ou de
I’ADN plasmidique simple brin (0). La Vent est 3 son optimum thermique pour son activité
polymérase entre 75 et 85°c.
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Figure 1.C.10. :

Thermostabilités comparées de la Vent native (0), de la Vent recombinante (®) et de la Taq

polymérase (Perkin-Elmer) (o) (Kong et al., 1993).

A : Pourcentage d’activité conservé a 95°c en fonction du temps (en heures). Le temps de demi-
vie 2 95° est de 9,7 heures pour la Vent native, 6,7 heures pour la Vent recombinante et de 1,6
heures pour la Taq.

B : Les 3 polymérases sont incubées 2 heures a 70, 75, 80 ,85, 90, 95 et 100°C, leur
pourcentage d’activité restant est alors quantifié. On constate bien que le temps de demi-vie de la

Vent est de 2 heures a 100°C.
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Le pH optimum auquel travaille cette polymérase est de 8 2 9 (Ling et al., 1991; Kong
et al., 1993).

d) Remarques :

La Vent polymérase produit des amplicons a bouts francs clonables dans des vecteurs
linéarisés a bouts francs (Ling et al., 1991; Hu ,1993).

3.3.3. Applications :

La Vent polymérase est utilisée lorsque I’on veut effectuer des PCR a hautes
températures (Figure 1.C.9.) (Kong et al., 1993). Ainsi son activité a 80°C est de 125% par
rapport a son activité a 75°C %.

Biolabs qui commercialise I’enzyme rapporte que pour des amorces particuliérement
longues et ou riches en CG il est possible avec cette enzyme de réaliser des hybridations a
86°C. Cependant en général on se limite a une étape unique d’hybridation et d’élongation a
80°C.

Sa thermostabilité de 2 heures a 100°C (Figure 1.C.10.) permet de réaliser un "pseudo-

hot start", c.a.d. d’effectuer une étape de dénaturation longue a 100°C pendant 4 a 5
minutes avec I’enzyme déja présente dans le mix réactionnel.

3.4. Conclusion :

La liste des polymérases présentée ci-dessus n’est pas exhaustive et il existe encore bien
d’autres de ces enzymes. Nous avons essayé cependant de présenter les enzymes les plus
courantes ou dont 1’application est la plus représentative.

Le tableau I.C.1. résume les caractéristiques des principales polymérases thermostables
connues. D’aprés ces données, il apparait que chaque polymérase trouve une utilisation
adéquate dans 1’un ou I’autre des champs d’application de la PCR, par conséquent le choix
de I’enzyme est aussi primordial dans une réaction PCR que le design des amorces ou que la
détermination des conditions de cycle PCR.
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4. La fidélité des ADN polymérases thermostables :

4.1. Introduction :

Le terme de fidélité dans I’amplification PCR se rapporte a la capacité de la polymérase a
ajouter les nucléotides complémentaires corrects dans I’amplicon vis a vis de ceux de la
matrice, c.a.d. a respecter au mieux la séquence utilisée comme matrice de départ. La fidélité
n’est donc pas a confondre avec la spécificité de I’amplification. Ainsi un fragment amplifié
non spécifiquement peut I’étre de maniére plus ou moins fidele. Les polymérases
thermostables utilisées en PCR sont caractérisées par leur propriété de reproduire de maniere
fidele un fragment d’ ADN cible.

Dés lors on distingue deux grandes catégories de polymérases :
- les polymérases a activité 3’-5’ exonucléase (proofreading).
- les polymérases dépourvues d’activité proofreading.

Les premieres ayant une meilleure fidélit¢é que les secondes. Les conditions de pH
,concentration en Mg++ et en dNTPs ont aussi une nette influence sur la fidélité de

I’amplification. Ces différents aspects seront étudiés dans ce chapitre.

4.2. Différents types d’erreurs qui surviennent en PCR :

Une série de changements dans la séquence amplifiée peut se produire pendant la PCR.
Quatre grands types d’erreurs peuvent se produire (Tindall et al., 1988; Eckert & Kunkel
1991):

- La substitution d’une base par une autre est de loin I’erreur la plus fréquente, on parle de
mutation de substitution.

- Les délétions de fragments peuvent se produire, en particulier si la séquence cible contient
des éléments répétés susceptibles de former des boucles en épingles a cheveux. Ces
délétions peuvent atteindre de quelques bases a un millier.

- Les insertions bien que moins fréquentes que les délétions se produisent dans des
conditions cependant similaires. Insertion et délétion appartiennent a une méme classe
d’erreurs : les mutations "frameshift".




Estimates of Fidelity during PCR Catalyzed by Taqg Polymerase

Lrror Error rate

Target Number frequency per nucleotide
sequence of cycles per nucleotide per cycle!
Apolipopratein B 30 22/8,000 175,600
HEA-DPB 30 17/6,692 175,900
a-Antitrypsin 33 774,700 1/11,000
HPRT 32 16/15,000 1/15,000
HLA-AB 30 20/21,870 1/16,000

20 17/30,710 1/18,000
TCR Va 25 171,500 1/19,000
HIV yug/emy 30 <1/5411 <1/83,000

Mrror rate = 1/[(observed cerror trequency/number of cycles) x 2], assuming a constant ct-
ficicney per cyche,?

bleau I.C4. :

Taux d’erreur de la Taq pol'ymérase en fonction de la matrice (Eckert, 1991). Le nombre
d’erreurs que la Tag polymérase commet in vitro est variable en fonction de la cible amplifiée.
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4.2.2. Erreurs introduites par une défaillance
de la polymérase :

Les polymérases peuvent aussi €tre a divers degrés a I’origine d’erreurs dans les
amplicons par le simple fait que in vitro il arrive qu’elles ajoutent un mauvais nucléotide.
Comme in vitro ’ensemble des complexes correcteurs que 1’on retrouve in vivo sont
absents, il en résulte I’amplification de I’erreur (Eckert & Kunkel 1990, 1991; Paabo et al.,
1990; Ling et al., 1991).

La fidélité des polymérases peut se caractériser par le taux d’erreur qu’elles engendrent
(frameshift ou de substitution), il s’agit de la fréquence de 1 mutation d’un type donné pour
x nucléotides introduits (Eckert & Kunkel 1990, 1991; Paabo et al., 1990; Ling et al.,
1991). Cette caractéristique refléte la capacité qu’a la polymérase de discriminer I’ajout d’un
bon d’un mauvais nucléotide et de le corriger.

Cette valeur n’est pas indépendante de la séquence de la matrice (Tableau 1.C.4.) et son
influence est difficilement quantifiable. Elle est également fonction de différents paramétres
tels que la concentration en dNTPs, en magnésium, ou le pH (Eckert & Kunkel 1990,
1991; Paabo et al., 1990; Ling et al., 1991). Pour des polymérases a activité exonucléase
3’-5" (correctrice) la fidélité ainsi quantifiée est meilleure d’un facteur 2 a 5 par rapport aux
polymérases qui en sont dépourvues.

Dans des conditions standards pour la Taq polymérase le taux de mutation de
substitution varie entre 1 pour 5000 et 1 pour 20 000 (Eckert & Kunkel 1990, 1991; Paabo
et al.,, 1990; Ling et al., 1991). Dans les mémes conditions le taux d’erreur de type
frameshift est de I’ordre de 1 pour 20 000 a 1 pour 40 000.

Des conditions optimalisées pour la fidélit¢ peuvent étre utilisées, dans ce cas le taux
d’erreurs est 2 a 5 fois plus faible, notons cependant que le rendement de la PCR est aussi
beaucoup plus bas (Eckert & Kunkel 1990, 1991; Paabo et al., 1990; Ling et al., 1991).

Globalement il est possible de schématiser 1’élongation PCR et d'identifier les étapes
cruciales pour l’introduction d’un nucléotide correct chez I’amplicon, c’est ce qui est

expliqué ci-dessous.




E + DNAn —~———p E.DNAn

dNTP A

=
PP

= ﬁ | !
ONA2 ke ¥ E-DNA - PP

n+1 i

=l
Y SNMP ‘/i E1

E.
DNAn E-DNAn
Figure 1.C.11. :

Schéma d’élongation PCR et fidélité de 1I’élongation (Eckert et al., 1991).

3
~— 7 E:DNANTP



49

4.3. Schéma de I’élongation PCR et fidélité :

Soit E: la polymérase, DNAn: I’amplicon allongé de n nucléotides, dNTPs les nucléotides,

PPi: Le pyrophosphate et le sigle : qui signifie la formation d’un complexe.
Sur ce schéma (Figure 1.C.11.), on distingue 6 grandes étapes dans le processus
d’élongation au cours de la PCR (Eckert & Kunkel 1991) :

A: Association de I’amorce avec sa matrice, formation de duplex ADN-ADN ou ADN-
ARN. Attachement de la polymérase sur ce-dernier.

B: Introduction des dNTPs dans le complexe et interaction par ponts hydrogénes avec le
nucléotide en vis a vis de la matrice. Si I’interaction se produit entre nucléotides
complémentaires alors le ANTP demeure plus longtemps dans le complexe, sinon il est

rapidement libéré pour céder sa place a un nouveau.

Cette cinétique couplée aux effets stériques permet déja de discriminer les bons nucléotides
des mauvais puisque ceux qui restent associés plus longtemps au complexe auront une
probabilité plus grande de former une liaison phosphodiester avec les nucléotides de

I’amplicon.

C: la polymérase catalyse la formation du lien phosphodiester, le pyrophosphate résultant
de la réaction se retrouve dans le complexe ADN-polymérase.

D: Le pyrophosphate est libéré du complexe, le site actif de I’enzyme est a nouveau
accessible a un dNTP.

E: C’est a ce niveau qu’intervient I’activité "proofreading" pour les polymérases qui en sont
dotées. Il existe deux hypothéses relatives a cette activité correctrice :

Soit E1 I’activité exonucléase 3’-5’ est conditionnée par la cinétique de libération du
pyrophosphate du complexe. Si il y a eu incorporation d’un mauvais nucléotide on constate
que le PPi est libéré lentement sans doute par effet stérique. Il est alors possible que cela
permette a I’enzyme d’exercer son activité exonucléase 5’-3’ (Eckert & Kunkel 1991).

Soit E2 I’activité proofreading serait indépendante de la cinétique d’élimination du
pyrophosphate et serait liée seule aux effets stériques (Eckert & Kunkel 1991).

Le nucléotide alors éliminé se retrouve sous forme monophosphatée (dINMP).

F: Incorporation d’un nouveau nucléotide.




Primer 3'-base
T (5 G A
T 1.0 1.0 1.0 1.0
B c 1.0 =0.01 1.0 1.0
Templ -b :
PR g G 1.0 1.0 1.0 =0.01
A 1.0 1.0 =0.01 0.05

Relative PCR produc: yicic arter 30 cycles.

Tableau I.C5. : (Innis, Gelfand & White, 1990)

Efficience de 1’élongation pour la Taq en fonction du mismatch introduit entre I’amplicon et la
matrice. Quand la Taq polymérase introduit un mauvais nucléotide, elle ne corrige pas I'erreur
car elle n’a pas d’activité 3°-5° exonucléase. Pour certains types de mismatch la Taq continue la
polymérisation comme si de rien n’était. Pour d’autres types de mismatch la Taq se bloque et ne

poursuit plus 1’élongation.
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Remarques :

1-Le schéma n’est valable que si chacun des nucléotides est en concentration équimolaire.
En effet si on a un exces d’'un des dNTPs alors celui-ci pourra étre introduit de maniere
anormale, amenant un taux d’erreur supérieur.

2-Si une erreur de type substitution se produit 1’élongation se poursuit mais pas avec la
méme probabilité en fonction du couple de nucléotide formé au niveau de cette erreur
(Tableau I.C.5.). Des couples T-G,G-T,C-A ou A-C n’empéchent pas la poursuite de
I’élongation. Par contre si ’erreur d’appariement est de type A-A la probabilité que
I’élongation se poursuive est réduite de 20 fois et pour des couples A-G,G-A ou C-C elle
est réduite de 100 fois.

La fidélité des polymérases n’est pas un caractere statique, il est modifié en fonction des
conditions dans lesquelles elles travaillent (Eckert & Kunkel 1990, 1991; Paabo et al., 1990;
Ling et al., 1991).

La fidélité peut se révéler étre un critére primordial dans les applications PCR qui visent a

I’expression d'un fragment amplifié. Dans ce genre d’application il se révele donc important
d’utiliser des conditions de fidélité optimales.

4.4. Optimalisation des conditions de fidélité dans la PCR :

4.4.1. Etude concernant la Tag DNA polymérase :

Dans des conditions standards la Taq engendre un nombre d’erreurs de substitution de 1
pour 5000 voir 1 pour 20 000 nucléotides ajoutés. Quant au taux d’erreur frameshift, celui-
ci est de 1 pour 20 a 35 000 nucléotides. Il est possible d’améliorer environ d’un facteur 5 a
10 la fidélité de la Taq dans certaines conditions (Tindall et al.,1988; Eckert & Kunkel
1990, 1991; Paabo et al., 1990; Ling et al., 1991). Cependant les meilleures conditions de
fidélité sont loin d’étre des conditions optimales pour I’amplification.
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Figure 1.C.12. : (Eckert & Kunkel, 1990)

Fréquence de réversion pour la Taq en fonction du pH (70°c): tampon 20mM Tris (O).
tampon 20mM MES (x).
Le taux d’erreur augmente avec le PH.
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Un test simple a ét€¢ mis au point pour étudier I’amélioration de la fidélité¢ de la Taq dans
certaines conditions, ce test est appelé "test de réversion" (Eckert & Kunkel 1990). Dans un
prerniér temps il consiste a amplifier par PCR 1’élément Lac Zo de 1’opéron lactose et
ensuite de liguer les amplicons pour finalement complémenter des bactéries délétantes pour
I’élément Lac Zo. Il en résulte que si les amplicons sont mutés, alors on obtient des
colonies blanches ou faiblement bleutées dans un test de I’activité de la B-galactosidase. On
peut donc en conclure que I’amplicon est muté cependant il est impossible d'en déterminer

la nature ou la fréquence de mutation (un amplicon pouvant étre muté plusieurs fois).

Ce systeme est donc un moyen qualitatif d’évaluer I’amélioration de la fidélité de la Taq,
la fréquence de réversion bleu-blanc étant mise en rapport avec les variations des conditions
PCR. Ce test a été réalis€¢ pour différentes concentrations en MgCl,, dNTPs et de pH
(Eckert & Kunkel 1990).

a) Fidélité en fonction du pH :

Une meilleure fidélité dans la synthése est observée a pH plus acide (Figure 1.C.12.).
La fréquence de réversion diminue quand le pH diminue. Cette diminution est de I’ordre
de 60 fois pour 3 unités de pH, en allant de 8 a 5 (Eckert & Kunkel 1990). Cependant a

pH 5 I’activité de I’enzyme est nettement ralentie.

b) Fidélité en fonction de la concentration en dNTPs :

La fidélité diminue lorsque la concentration en dNTPs augmente. Si on passe de 1 mM
total en dNTPs a 1 uM, la fidélité est réduite de moitié sachant que la concentration en
MgCl, est de 10 mM et le pH de 8,2 (Eckert & Kunkel 1990). Le nombre d’erreurs
augmente également si les 4 ANTPs ne sont pas en concentration équimolaire.
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Figure I.C.13. :

Fréquence de réversion pour la Taq en fonction de la concentration en MgCL2 (o ) (Eckert &
Kunkel, 1990).
Le taux d’erreur est faible entre 0 et 3 mM en MgCl2, au dela il plafonne.

"3’-5" Exo"

Figure 1.C.14. : (Youngsoo et al., 1995)

On distingue sur la structure 3D de la Taq polymérase une région « 3’-5° Exo » qui serait un
site 3’-5” exonucléase dégénéré inactif. On y distingue aussi un site 5° Nucléase qui est le centre

de I’activité 5°-3° exonucléase.
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¢) Variation de la concentration en MgCl, :

Pour des conditions fixes de pH et de concentration en dNTPs, on fait varier la
concentration en MgCl, de 1 a 20 mM, la fréquence de réversion est supérieure aux
concentrations €levées en MgCl, (Figure I1.C.13.). La fidélit¢ diminue donc quand la
concentration en chlorure de magnésium augmente (Eckert & Kunkel 1990).

Si la concentration en MgCl, est équimolaire a la somme des concentrations
respectives des 4 nucléotides alors la fidélité est également améliorée (Eckert & Kunkel
1990).

d) Comment explique-t-on ’amélioration de la fidélité de la Taq sous

certaines conditions :

Les mécanismes sous-jacents a I’amélioration de la fidélité de la Taq sous certaines
conditions sont peu connus. En ce qui concerne la concentration en dNTPs, il apparait
qu’une quantité plus élevée en nucléotides modifie la cinétique d’introduction ou de
libération de ceux-ci du complexe ADN-polymérase:Taq. Les interactions stériques et
autres dans le site actif se réalisent alors moins bien, de telle sorte que la polymérase est
moins a méme de discriminer I’introduction de bons ou de mauvais nucléotides (Eckert &
Kunkel 1990, 1991).

En tant que cofacteur de I’enzyme, le magnésium jouerait sur la cinétique de
I’élongation. A haute concentration il augmente I’activité enzymatique. Etant dépourvue

d’activité exonucléase 5°-3’, la polymérase commettrait plus d’erreurs (Eckert & Kunkel
1990, 1991).

Le pH et le magnésium pourraient éventuellement activer un site cryptique exonucléase
5’-3’ que I’on distingue dans la structure 3D de la Taq polymérase (Figure 1.C.14.)
(Youngsoo et al., 1995). Il en résulterait une fidélité meilleure.
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Figure .C.15. : (Ling et al., 1991)

Fidélités comparées de la Vent native (D) et de la Taq (a) en fonction de la concentration en
dNTP.

Pour 0,2 mM en chaque dNTP la Vent native commet 3 fois moins d’erreurs que la Taq.
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Figure I.C.16. : (Ling et al., 1991)

Fidélités comparées de la Vent native (0) et de la Taq (a) en fonction du pH.
La fidélité de la Taq est meilleure quand le pH diminue alors que pour la Vent native c’est le
contraire. A pH 9,25, la Vent commet 4 fois moins d’erreurs que la Taq.
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Figure .C.17. : (Ling et al., 1991)

Fidélités comparées de la Vent native(D ) de la Vent recombinante (x) et de la Taq (a) en
fonction de la concentration en MgCl2.

Pour 2 mM en MgCl2, la Vent native la Vent recombinante commettent entre 2 et 3 fois moins
d’erreurs que la Taq.
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4.4.2. Optimalisation comparées des conditions de fidélité PCR
pour la Taq et la Vent (native) DNA polymérase :

a) Fidélité et concentration en dNTPs :

Le taux d’erreur diminue pour la Taq comme pour la Vent a faible concentation en
dNTPs (Figure 1.C.15.). Pour une concentration de 2 mM en MgSO, et un pH de 8,8, on
constate que le nombre d’erreurs introduites par la Taq varie entre 1 pour 5000 a 1 pour
7000 pour des concentrations en chaque dNTPs de 0,05 a2 0,6 mM. A 0,05 mM le taux
d’erreur n’est plus que de 1 pour 7000 nucléotides introduits (Ling et al., 1991). Pour la
Vent, dans les mémes conditions, le taux d’erreur est minimum aux environs de 0,5 mM
en chaque dNTPs et augmente a2 0,2 et | mM. A 0,5 mM le taux d’erreur est de 1 pour
20.000, il est de 1 pour 13.000 2 0,2 mM et de 1 pour 10.000 a 1 mM. L’efficience de la
Taq comme de la Vent est de 70% dans ces conditions (Ling et al., 1991).

b) Fidélité et pH :

La Taq a une meilleure fidélité quand le pH baisse alors que la Vent est plus fidéle a pH
€élevé (Figure 1.C.16.). Pour la Taq avec 0,05 mM en chaque dNTPs et 2 mM en MgSO,

entre un pH de 9 et 8 le taux d’erreur baisse pour atteindre 1 pour 8000 a pH 8 (Ling et
al., 1991).

L’efficience de la Taq reste bonne puisqu’elle est de 70%. Pour la Vent avec 0,5 mM en
chaque dNTPs et 2 mM en MgSO, la fidélité est optimale a pH basique (Ling et al.,

1991). A pH 9 le taux d’erreur de la Vent est proche de 1 pour 30.000 nucléotides mais
son efficience est faible et voisine de 45% (Ling et al., 1991).

¢) Fidélité et concentration en Mg= :

A pH 8 et pour une concentration de 0,05 mM en chaque dNTP la Taq montre une
fidélité meilleure 2 faible concentration en Mg™" puisque 2 0,5 mM le taux d’erreur est de

1 pour 10.000 nucléotides, il augmente a 2 mM puis varie peu entre 2 et 10 mM (Figure
I.C.17.). Au dessus de 10 mM Jefficience et la fidélité deviennent mauvaises.
L’efficience varie entre 40 et 63% (Ling et al., 1991).
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Pour la Vent (native), toujours a pH 8 et pour une concentration en chaque dNTPs de
0,5 mM, la fidélité est optimale 2 2 mM en Mg"" (concentration en Mg™" équimolaire 2 la
concentration totale en dNTPs), et elle reste stable entre 2 et 10 mM (Ling et al., 1991).

Ainsi 2 2 mM en Mg le taux d’erreur est de 1 pour 25.000 nucléotides. L efficience de

la Vent est de 70% dans ces conditions.

f) Remarques :

Le taux d’erreurs par base incorporée est calculé de la maniére suivante :
f=HeF/bd

f est le taux d’erreurs.

HeF nombre total des hétéroduplexes moins le bruit de fond des hétéroduplexes. Donc
c’est la fraction d’hétéroduplexe.

La fraction d’hétéroduplexes est déterminée par dénaturation puis réhybridation des
amplicons marqués radioactivement suivi d’une migration sur gel dénaturant gradient.
b est la longueur de I’amplicon ot I’on détecte les mutations.

d est le nombre de cycles.

L’efficience est calculée comme suit :
(1+Y )*n=copies d’ADN finales spécifiques/ copies matrice d’ADN initial

ou : Y est I’efficience ( x 100 pour obtenir un % )
n est le nombre de cycles.

4.5. Conclusion :

La fidélité d’une amplification PCR dépend de la capacité des polymérases a discriminer
I’ajout de bons et de mauvais nucléotides mais aussi d’allonger ’amplicon au dela du
mismatch. Certaines polymérases sont incapables de corriger une erreur suite a la formation
du lien phosphodiester; alors que d’autres possédant une activité exonucléase 3’-5’
(proofreading) en sont capables. Il en résulte que les enzymes a activité correctrice
(proofreading) sont plus fideles (Tindall et al.,1988; Eckert & Kunkel 1990, 1991; Paabo et
al,, 1990; Ling et al., 1991).




Tableau I.C.6. : (Hu, 1993)

A : Types d’extrémités générées en 3’ des amplicons en fonction de la polymérase et de la

derniére base complémentaire en 3’ de I’amplicon.

B : Type d’extrémités générées en 3’ des amplicon pour quelques polymérases.

A

SUMMARY OF THE 3' ENDs PRODUCED BY DNA POLYMERASES in Vitro

Enzymes

3" end

3

end(s) may be produced?

Sequenase Version []

T7 DNA polymerase

Taq DNA poiymerase

Vent DNA polymerase

T4 DNA poiymerase

Pfu DNA polymerase

Klenow fragment

DNA polymerase | (£. coii)

004> O00AH4>»00AHP>»O0AHP OO0 004> 004> 00A

-T

-G

-C>=A
=A>> =AA, ~AAA
=

-G

-C

-A

-T. =A
-G>-+-A>-C
-A>-C
(=A)

(=A)

+G, +C. +A
(+A)

(=A)

Blunt end
Blunt end
Blunt end
Blunt ena
Blunt end
Blunt end
Blunt end
Blunt end

A

~C>> -G, -A
+A>>-C
+A

-A

+C>> +G, ~A
+A>>=C
+A

*Blunt end, The primer 15 extended for three nucleotides, and a blunt-ended DNA dou-

ble-helix strain is formed. <A, =AA, +AAA, One, two, or three =xira A residues are
added at the 3’ end. = A, Primer was not extended to form bluni-ended DNA and an A resi-
due was missing at the 3’ end. =C> = A, The amount of the DNA with an extra C at the 3’
end is more than that with anextra A. +A>> =AA, The amount of the DNA with an extra
A at the 3" end is much more than that with extra doubie —A. (+A), One extra A residue
was added at the 3’ end in very low efficiency.

Comparison of Thermostable DNA Polymerases.
Taq? Tl Tth Tli Deep  Pfu Pwo
Characteristic (Vent=™) Venta™
Resulting DNA ends 3A 3 A 3A >95% >95% Blunt N.A.
Blunt Blunt
5’'—3’ exonuclease Yes Yes Yes No No No No
activity
3’—5’ exonuclease No No No Yes Yes Yes Yes

activity

+AmplTaq®
N.A.: not available




55

La fidélité¢ des polymérases thermostables est aussi sensible aux conditions de la PCR :
concentration en dNTPs, pH, concentration en Mg* (Tindall et al.,1988; Eckert & Kunkel
1990, 1991; Paabo et al., 1990; Ling et al., 1991).

Il faut également prendre en considération la séquence de la matrice, il existe des sites
préférentiels de mutation quelle que soit I’enzyme utilisée, comme les répétitions de
trinucléotides. La fidélité est donc aussi fonction de la matrice (Eckert & Kunkel 1990,
1991).

5. Activité extendase de certaines polymérases

thermostables :

5.1. Introduction :

La Taq polymérase ajoute a I'extrémité 3’ de ses amplicons une purine (Adénine)
supplémentaire indépendamment de la matrice, cette activité est définie comme [I’activité
extendase de la polymérase (Hu, 1993 ). D’autres polymérases thermostables sont douées de
cette activité extendase alors que certaines en sont totalement dépourvues (Tableau I1.C.6.A et
B.) (Lohff et al., 1991; Hu, 1993).

5.2. Activité extendase de diverses polymérases :

5.2.1. La Taqg DNA polymérase :

La Taq polymérase ajoute de maniere préférentielle une adénine a I’extrémité 3’ des
amplicons si la derniére base complémentaire de la matrice est une thymine ou une cytosine
(Tableau I.C.6.A et B). Si I’amplicon se termine déja par une adénine en 3’ alors I’activité
extendase s’en retrouve trés réduite (Tableau 1.C.6.A.) (Hu, 1993 ). Enfin si une guanine
termine en 3’ I’amplicon, alors I’activité extendase catalyse 1’ajout préférentiellement d’une
guanine supplémentaire (Tableau 1.C.6.A.) (Hu, 1993 ).

5.2.2. LLa Vent DNA polymérase :

La Vent polymérase est une enzyme souvent décrite sans la moindre activité extendase,
ses amplicons se terminent donc a bouts francs. Il est vrai qu’environ 95% des amplicons
produits par la Vent se terminent a bouts francs (Tableau I.C.6.B.).
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Dans 5% des cas, elle catalyse 1’ajout d’une adénine en 3’ des amplicons qui se terminent
par un T, un C ou un A (Tableau III A) (Hu, 1993; Kong et al., 1993), par contre si I’
amplicon se termine par une guanine alors elle catalyse 1’ajout d’'un G, d’un C ou d’un A
(Tableau 1.C.6.A.) (Hu, 1993 ).

Notons que la Vent est pourvue d’une bonne activité exonucléase 3’-5’ (Kong et al.,
1993). La Vent (exo-) a été modifiée pour perdre son activité exonucléase 3’-5°, 70% de
ses amplicons se terminent a bouts francs. Enfin pour la Deep Vent, environ 95% des
amplicons se terminent a bouts francs.

5.2.3. La Pfu DNA polymérase :

Cette polymérase thermostable est totalement dépourvue d’activité extendase quel que
soit le nucléotide en 3’ des amplicons, donc tous les amplicons Pfu possédent des
extrémités franches (Tableau I.C.6. A et B.) (Hu, 1993 ). La Pfu est souvent utilisée dans
des PCR qui nécessitent une bonne fidélité, en effet celle-ci exhibe une activité correctrice
(proofreading) puissante.

5.2.5. Conclusion :

L’activité extendase est a mettre en correlation avec I’activité exonucléase 3’-5’
(proofreading) des polymérases (Hu, 1993 ). Comme nous le verrons, I’activité extendase
peut se révéler étre un avantage pour le clonage, elle est cependant souvent associée a une

moins bonne fidélité.



Figure 1.C.18. : (Mullis, Ferré & Gibbs,1994)

Stratégies de clonage des amplicons.
A : Ligation d’amplicons a extrémités franches ou avec une adéniné en extension en 3’ dans un
vecteur linéarisé a extrémités franches.

- Avant la PCR on peut phosphoryler les amorces en 5’. Cette opération devient
obligatoire si le plasmide est déphosphorylé en 5’. On déphosphoryle les
vecteurs en 5’ pour limiter les chance de recircularisation du vecteur sur lui
méme.

- Enlever les adénines en extension en 3’ présentes si la PCR a été réalisée avec
une enzyme dépourvue d’activité 3’-5’ exonucléase.

- Effectuer la ligation.

After PCR, the reaction mixture contains the product in several forms: e
v A
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5.3. Stratégies de clonage en fonction de I’activité extendase ou

3’-5’ exonucléase des polvmérases thermostables :

De maniere générale 3 grandes stratégies existent pour cloner des amplicons (Mullis, Ferré
& Gibbs, 1994 ) :
-Ligations a bouts francs.
-Ligations dans des vecteurs T.
-Produire des extrémités collantes par PCR dont les amorces génerent des sites de

restriction.

5.3.1. Les ligations a bouts francs :

Vent et Pfu DNA polymérases produisent des amplicons a bouts francs. Le clonage de
tels amplicons peut se faire dans des vecteurs linéarisés a bouts francs par des
endonucléases de restriction telles que Sma I ou Pvu II (Figure 1.C.18.A) (Lohff et
al.1991; Mullis, Ferré & Gibbs, 1994 ).

Ce type ligation peut se révéler problématique par sa faible efficience, il existe cependant
quelques moyens pour améliorer ce rendement (Lohff et al.1991; Mullis, Ferré & Gibbs,
1994 ).

Parmi ceux-ci, 'utilisation d’amorces phosphorylées en 5’ (via la T4 Kinase) et la
déphosphorylation du vecteur grace a la phosphatase alcaline ayant pour effet de limiter les
recircularisations des vecteurs sur eux-mémes et donc de favoriser I’insertion de
I’amplicon.

Il est également possible d’effectuer une ligation franche avec des produits de Taq DNA
polymérase, dans ce cas il faut éliminer les nucléotides ajoutés par I’activité extendase de
celle-ci. Le traitement des amplicons avec la T4 DNA polymérase (non thermostable) qui
posseéde une bonne activité 3’-5’ exonucléase permet d’6ter ces nucléotides aux extrémités
3’ des amplicons (Lohff et al.1991; Mullis, Ferré & Gibbs, 1994 ). Les amplicons a bouts
francs ainsi obtenus peuvent étre ligués comme décrit ci-dessus.




B :Ligation d’amplicons qui possédent une adéniné en extension en 3’ dans un vecteur T.

-La PCR doit avoir été réalisée avec une polymérase sans activité 3’-5’

exonucléase.

Ll —

C :Ligation d’amplicons aux extrémités desquels on a ajouté grace aux amorces un site de

restriction.

-Les amorces sont constituées de 3 segments : La séquence spécifique au géne ciblé.

5'xxxGAATTCnnon...nnnnn 3'
Protection \ Gene-specific sequence
Restriction site

Un site de restriction synthétique.

Un minimum de 3 bases additionnelles
supplémentaires pour permettre a
I’endonucléase de s’accrocher sur le
site.

-Vecteur et amplicons sont alors digérés par des endonucléases qui générent des

extrémités cohésives entre ceux-ci.
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5.3.2. Ligations dans des vecteurs T :

La ligation dans un vecteur T est utilisée pour cloner des amplicons obtenus avec la Taq
polymérase. L’activité extendase de la Taq favorise I’ajout d’une adénine supplémentaire en
3’ des amplicons, ces derniers peuvent donc étre clonés dans un vecteur possédant en 5’
une thymine en extension (Figure 1.C.18.B.). Ce type de ligation augmente nettement
I’efficience de ligation par rapport a celles obtenues avec des bouts francs. De tels vecteurs
sont appelés vecteurs « T » (Saban et al., 1996).

P 4 ? S 3

5.3.3. Ligation d’amplicons générés par des amorces qui
possedent en 5° des sites de restriction synthétiques :

Il est possible lors de 1la PCR, d’utiliser des amorces qui générent des sites de
restriction aux extrémités des amplicons. Par la suite ces sites de restriction peuvent servir
pour réaliser une ligation classique entre extrémités collantes (Figure 1.C.18.C.) (Mullis,
Ferré & Gibbs, 1994 ).

5.3.4. Remarques :

La ligation d’amplicons « A » dans des vecteurs « T » n’est pas nécessairement la
solution idéale. En effet, il est aujourd’hui démontré que la derniére base ajoutée a
I’amplicon n’est pas toujours une adénine et les enzymes qui produisent des amplicons
« A » n’ont pas d’activité correctrice (proofreading) (Hu, 1993).

L’utilisation de vecteurs T entraine donc deux conséquences :
- Il n’y a pas de garantie de clonage dans les vecteurs T.
- La fidélité de I’amplicon est moins bonne car on utilise une polymérase sans activité

correctrice.

5.3.5. Amélioration de D’efficience de clonage
dans un vecteur T :

Une augmentation du temps d’élongation final de 10 minutes a 1 heure permet
d’améliorer I’efficacité de clonage dans un vecteur T. On obtient alors 75% de clones
positifs supplémentaires (Saban et al., 1996). Le temps d’élongation final apparait donc
comme déterminant dans 1’obtention d’une population d’amplicons sur lesquels la Taq a

exercé son activité extendase.
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5.4. Conclusion :

Les difficultés rencontrées au cours du clonage dans les vecteurs T sont aujourd’hui
expliquées, elles reposent essentiellement sur le fait que des enzymes dépourvues d’activité
proofreading n’ajoutent pas systématiquement une adénine en 3’ des amplicons (Hu, 1993).
Les problemes de clonage et de fidélit€¢ ne sont donc pas indépendants. La tendance actuelle
dans le milieu scientifique est a I’utilisation des polymérases les plus fideles possibles et au
clonage a extrémités franches (Lohff et al.1991; Mullis, Ferré & Gibbs, 1994 ).

6. Efficience de la PCR :

6.1. Introduction :

L’efficience de la PCR se rapporte a la fois a la spécificité de I’amplification, mais aussi au
rendement de la réaction. Optimaliser I’efficience PCR revient donc a améliorer sa spécificité

mais aussi son rendement.

6.2. Parametres de efficience :

Les parameétres intervenant dans I’optimalisation de I’efficience PCR sont :
-La nature des amorces.
-La température et le temps d’hybridation des amorces.
-La nature de la polymérase et sa concentration.
-Le type de PCR.
-L’utilisation d’additifs tels que le DMSO, la BSA,le SSB . ....

z +4 &
-Les concentrations en sels, Mg ", amorces, ADN matrice.

Parmi ces parametres, nombreux sont ceux qui sont dépendants les uns des autres, par
exemple le choix des amorces et la température d’hybridation, ou encore la concentration en

matrice et la concentration en amorces. Reprenons systématiquement chacun de ceux-ci :
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6.2.1. LLa nature des amorces (primer) :

Le choix des amorces les plus adéquates peut se faire relativement facilement a condition
de suivre quelques regles de base (Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990; Griffin &
Griffin; Mullis, Ferré & Gibbs; 1994) :

-Utiliser un minimum de 18 bases par amorce car en dessous il n’y a pas de garantie de
spécificité. En pratique des amorces de 20 a 30 bases sont utilisées. Les amorces les
plus longues sont utilisées dans des PCR sur ADN génomique (25 a 35 bases).

-Avoir une bonne distribution des bases puriques et pyrimidiques dans I’ amorce. La
proportion de ces bases doit se situer entre 45 et 55%. Cela permet a la température

de fusion de rester dans une fourchette acceptable.

-En effet un pourcentage important en GC entraine une augmentation rapide de la
température de fusion et un risque d’hybridation non spécifique sur certaines
séquences riches en GC. Le probleme des séquences riches en GC est que la région
de I’amorce ainsi constituée peut se comporter en quelque sorte de maniere
individuelle car les ponts hydrogénes qu’elle peut former lui donnent une bonne
thermostabilité.

-Eviter des régions anticomplémentaires entre couples d’amorces afin de prévenir la
formation de dimeres.

-Eviter des régions anticomplémentaires d’'une amorce sur elle méme responsables de
la formation de boucles (loop, hairpins). Si la température d’hybridation est élevée il

est rare que celles-ci posent problemes.

-Enfin il est utile de vérifier par un alignement de séquences que les séquences des
amorces sont bien spécifique sur leur matrice. Cela est particulierement important si

I’on travaille sur des matrices de grandes tailles comme de I’ADN génomique.
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6.2.2. LLa température d’hybridation :

La température d’hybridation est primordiale pour la spécificité de I’amplification, si elle
est trop basse I’amplification est non spécifique et si elle est trop élevée soit on n’a pas
d’amplification, soit I’amplification est négligeable (Rychlik et al., 1990). Plusieurs
méthodes mathématiques ont ét€¢ développées pour calculer la température de fusion des
amorces, celles-ci on été introduites dans divers programmes plus ou moins performants.

Ces programmes utilisent en général les formules classiques suivantes :
Tf = 2*(A+T) + 4*(G+C)
ou
Tf =81,5 + 0,41(%G+%C) + 16,6 log (conc K*) - 675/ L

La température d’hybridation est ensuite déterminée en retirant 5 & 10°C a la température
de fusion (Griffin & Griffin; Mullis, Ferré & Gibbs; 1994). Cependant plusieurs reproches
peuvent étre formulés vis-a-vis de cette méthode :

-Le caractere arbitraire du retrait de 5 ou 10°C de la température de fusion.

-La concentration en amorce et la température de fusion de la matrice ne sont pas prises
en compte.

-les différences obtenues selon les méthodes de calcul.

C’est pour ces différentes raisons qu’une troisieme méthode est souvent conseillée, le
calcul de la température d’hybridation optimale (Rychlik et al., 1990 ;Griffin & Griffin;
Mullis, Ferré & Gibbs; 1994) :

a) Calcul de la température d’hybridation optimale :

La température Th opt (Température optimale d’hybridation) est la température
d’hybridation a laquelle non seulement le produit PCR est spécifique mais ou en plus le
rendement est maximum. Le modele obtenu montre une concordance frappante avec les

mesures expérimentales. Ainsi les Th opt théoriques sont proches de plus ou moins 0,7°C
des Th opt expérimentales (Rychlik et al., 1990).




Griffin .1994) :

La formulation est la suivante :

Th opt = 0,3 Tf amorce* + 0,7 Tf produit - 14,9

ou :

-Tf amorce* est la température de fusion de I’amorce dont la Tf est la plus basse.

-Tf produit est la température de fusion du produit d’amplification.

2-Température de fusion du produit d’amplification (Rychlik et al.. 1990: Griffin & Griffin
.1994) :

La température de fusion du produit se calcule comme suit :

Tf produit = 81.5 + 0.41(%G+%C) + 16.6 log (conc K*) - 675/ L

ou :
-Conc K" est la concentration en cations monovalents dans le mélange PCR.
-L est le nombre de paires de bases du fragment amplifié.
Si on considere une réaction PCR standard avec 50mM en KCl, la formule se simplifie et
devient :

Tf produit = 59,9 + 0,41 (%G + %C ) - 675 /L

3-Température de fusion de I’amorce (Rychlik et al.. 1990: Griffin & Griffin .1994) :

La température de fusion de I’amorce est calculée par la formule suivante :

Tf amorce* = (AH/ AS+ R In (c/4) )- 273,15 +16,6 log (conc K*)

N

ou :

—AH représente 1’enthalpie pour la formation de la double hélice de I’amorce
avec sa matrice.

—AS idem ci-dessus pour I’entropie.

-R est la constante des gaz parfaits.
-c la concentration molaire de I’amorce considérée.

-conc K, la concentration en ions monovalents du mélange PCR.
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L’enthalpie et I’entropie de formation du duplex ne sont cependant pas directement
accessibles puisqu’il faut connaitre la constante d’équilibre de I’association et de la
dissociation du systéme. La température de fusion de I’amorce peut cependant étre estimée
de maniere moins rébarbative par la formule qui suit et étre introduite dans 1’équation de la
Th opt. On note dans ce cas une erreur un peu plus importante dans la détermination de la
température d’hybridation, mais I’approximation de la Th opt reste trés bonne (Rychlik et
al., 1990; Griffin & Griffin ,1994).

Tf amorce =2 AT + 4 GC

b) Conclusions :

Dans tous les controles réalisés cette méthode de calcul a donné une approximation fidele
de la température d’hybridation expérimentale optimale. Les résultats sont concordants que
ce soit sur ADN plasmidique ou sur ADN génomique.

Ces équations ne sont cependant pas valables dans le cas de formations de dimeres d’

amorces.

Comme la concentration en amorce est une variable qui entre en compte dans le calcul de
Th opt et que cette concentration diminue au cours du temps alors que celle de la matrice
augmente, il a ét€ proposé que la Th opt se modifiait au cours de la PCR (Rychlik et al.,
1990; Griffin & Griffin ,1994).

On constate en pratique que pour un ADN plasmidique si on part d’une Th inférieure de
quelques °C a la Th opt et que I’on augmente la Th de 1°C tous les 2 cycles alors le
rendement est meilleur de 30% par rapport a un contrdle dont la Th utilisée était la Th opt
dés le départ (up PCR) (Rychlik et al., 1990). Mais aucun phénomeéne de ce type ne
s’observe pour une amplification directe sur ADN génomique (Rychlik et al., 1990).

La formulation mathématique qui permet de déterminer la Th opt est d’une meilleure
précision par rapport aux autres méthodes de calcul car elle tient compte d’un nombre de
parametres supérieurs :

-Tf la plus basse du couple d’ amorce.
-Tf de la matrice.
-concentration en sels monovalents.
L’utilisation de ces formules est préconisée en outre par Perkin-Elmer.
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Figure I.C.19. : (Shen et al., 1992).

Le DMSO déplie les structures secondaires d’ADN.
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Figure 1.C.20. : (Chou, 1992)

Le géne de I’ARN ribosomial 18S comporte une structure secondaire d’une cinquantaine de
paires de bases (A). Une PCR avec la Taq polymérase entraine la production de deux types
d’amplicons, un amplicon complet de 389 pb et un amplicon tronqué de 335 pb (B, piste 1).
Des concentrations croissantes en SSB font disparaitre le fragment de 335 pb au profit du
fragment 389 pb (B, piste 2). La SSB déplie les structures secondaires de I’ADN.
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6.2.3. Le temps d’hybridation :

Au plus le temps d’hybridation est court au plus I’hybridation sur I’ADN matrice aura de
chance d’étre spécifique mais on obtiendra moins d’amorces hybridées sur I’ADN cible
(Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990).

Le temps d’hybridation des premiers cycles peut donc étre allongé pour compenser cet
effet surtout si il y a peu de matrice au départ (Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990).

6.2.4. La nature de la polymérase :

Nous avons déja précisé le role important du choix de la polymérase, leur
thermostabilité, la concentration en sels, le pH optimum, leur activité 5°-3’ exonucléase
sont autant de parametres dont il faut tenir compte pour obtenir une amplification
spécifique. L’isolement du promoteur M-CSF décrite dans ce travail en est une bonne
illustration.

Un des criteres fondamentaux dans le choix de la polymérase est de vérifier si ses
caractéristiques de thermostabilité (résistance aux T° de dénaturation, T° d’élongation et
d’hybridation) sont compatibles avec la température de dénaturation de la cible et la
température d’hybridation optimale calculée (Griffin & Griffin, 1994).

6.2.5. Le type de PCR que ’on effectue :

Nous avons déja décrit quelques types de PCR, parmi celles-ci la "touchdown", la
"nested" et I’"heminested" permettent d’améliorer la spécificité si celle-ci n’est pas bonne en
"simplex" PCR.

6.2.6. Additifs pouvant améliorer ’efficience de la PCR :

a) Le DMSO (Dimethyl sulfoxyde) :

Le DMSO est une molécule capable de réduire les hybridations non spécifiques et
permet de dénaturer les structures secondaires de I’ADN (Figure 1.C.19.) (Shen et al.,
1992). Cependant a haute concentration celui-ci inhibe l'activité de polymérase (Griffin &
Griffin, 1994).
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A faible concentration (0,9 a 2%) le DMSO améliore fortement 1’efficience de
I’hybridation des amorces sur leur cible spécifique et en particulier si I’amorce est courte et
ou riche en AT (Shen et al., 1992). Le mode d’action du DMSO est encore inconnu, mais
actuellement on conseille souvent son utilisation a raison de 1%, en effet a une telle

concentration, son effet se révele souvent bénéfique.

Le DMSO agit également en diminuant la température de fusion des amorces et de la
matrice. Cette derniere est donc dénaturée a plus basse température, alors que

I’hybridation se fera dans des conditions plus stringeantes (Chester & Marshak, 1992).

Nous avons mentionné la possibilité de délétions dans les amplicons PCR suite a la
présence de structures secondaires en boucles dans la matrice. Ces structures secondaires
se forment au cours de I’hybridation dans les matrices alors simples brins. De telles
structures peuvent se maintenir au cours de la PCR quand leur énergie libre est supérieure
a-14 Kcal / mol (Chou, 1992). La Taq polymérase a une faible processivité et donc elle
ne surmonte pas bien de tels obstacles. Cependant I’utilisation de la protéine nucléaire
d’E.coli Eco SSB dans le mélange PCR permet d’éliminer les mutations de délétion
(Figure 1.C.20.) (Chou, 1992).

La protéine SSB intervient dans la fourche de réplication en empéchant le
réappariement des brins anticomplémentaires et en maintenant ceux-ci déroulés (Rawn,
1990). Au cours de I’élongation, la polymérase déplace les SSB du simple brin.

La SSB est ajoutée en début de PCR, elle subit donc I’étape de dénaturation mais ne
semble pas en étre affectée , elle conserve ses propriétés.

Le rapport molaire entre Eco SSB et la concentration totale en matrice simple brin au
départ doit étre de 0,7 (Chou, 1992). L’utilisation de la SSB, au méme titre que le DMSO,
peut donc se révéler utile dans des applications de la PCR visant a amplifier des fragments

présentant des structures secondaires.

6.2.7. La concentration en magnésium :

Le magnésium joue un rdle primordial dans la réaction PCR en tant que cofacteur de
polymérases. Il intervient également a d’autres niveaux, il est partiellement titré par les
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dNTPs et la matrice, puis par la suite par les amplicons (Innis, Gelfand, Sninsky & White,
1990).

Son réle au niveau de la matrice est la neutralisation des charges négatives présentes sur
les phosphates du squelette de I’ ADN de maniere a stabiliser les doubles brins. Dés lors une
faible concentration en magnésium facilite le désappariement de la matrice et rend plus
stringeante les conditions d’hybridation des amorces, la spécificité en est ainsi améliorée
(Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990).

Cependant la concentration en magnésium doit rester optimale pour I'activité¢ de la

polymérase, cela limite donc la fourchette de concentration sur laquelle on peut jouer.

Pour la plupart des polymérases la concentration optimale en Mg™ est de 1,5 2 2 mM et on

considére que la concentration en Mg"" peut étre abaissée entre 0,5 et 1 mM si on veut

conserver une bonne activité enzymatique (Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990).
6.2.8. La concentration en matrice et en amorces :

Ces deux parametres sont dépendants 1’'un de 1’autre, c’est pourquoi ils sont rassemblés
dans ce paragraphe. De manicére générale la régle qui prévaut dans le rapport des
concentrations matrices-amorces est la suivante, si la concentration en matrices augmente, il
faut alors diminuer la concentration en amorces. Si on a une concentration en amorces trop
élevée par rapport a la concentration en matrices alors des amplicons non spécifiques
apparaissent.

Un tel parametre est surtout important a optimaliser en "nested" PCR, I’amplification et
la spécificité de la premiére PCR déterminera le succes de la seconde. 1l a été démontré que
I’utilisation d’une faible concentration en amorces lors de la premieére PCR, suivie au cours
de la seconde d’une concentration plus €élevée en amorces améliorait la spécificité et le
rendement de 1’amplification (Igarashi et al., 1991).

Lors de la premiere PCR on conseille une concentration de 0,1 a 1 nM en amorces
(Igarashi et al., 1991). A ce stade aucun amplicon n’est détectable puisqu’en "nested"
I’amplification se fait souvent sur des séquences cibles en faible concentration. Lors de
seconde PCR on utilisera une concentration en amorces de 5, 10 a 25 nM pour des dilutions

respectives du produit de premiére PCR de 10* 2 10°. On a pour ces rapports de

concentration matrices-amorces la meilleure spécificité puisqu’aucun amplicon non
spécifique n’est détecté (Igarashi et al., 1991).
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Evidemment cette étude n’a ét€¢ menée que sur 3 types de matrices avec leurs amorces
correspondantes.

La concentration de matrice souvent préconisée pour des PCR simples sur ADN
génomique humain est de 100 ng ( plus ou moins 10.000 exemplaires) (Innis, Gelfand,
Sninsky & White, 1990), certains utilisent jusqu’a 1 pg, mais a concentration trop élevée la
viscosité du milieu augmente et il y a inhibition de la réaction. La concentration en amorces
utilisée dans ce type de PCR est de I’ordre de 10 nM a 50 nM (Innis, Gelfand, Sninsky &
White, 1990).

Dans les PCR sur ADN génomique le probléme est le suivant, étant donné que la matrice
est relativement grande, il devient difficile pour les amorces de trouver leur séquence cible
spécifique, d’autant plus si elle est unique. Pour augmenter les chances que ces amorces ont
de trouver leur cible, il faut augmenter leur concentration, mais celle-ci augmentant, on
prend le risque d’amplifications non spécifiques. C’est pourquoi la "touchdown" PCR,
dans le cas d’amplification sur ADN génomique, est un outil intéressant puisqu’elle permet
de partir avec une concentration élevée en amorces en évitant des hybridations aspécifiques,

du moins dans les premiers cycles (Don et al., 1991).

6.2.9. La concentration en polymérase :

Une faible concentration en polymérase aboutit soit a une amplification faible, soit nulle.
Par contre a haute concentration on risque d’avoir des amplicons non spécifiques.
De manieére générale il est conseillé d’utiliser de 1 a 2,5 unités d’enzyme par mélange
réactionnel (Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990). A cette concentration, un bon rapport
spécificité rendement est maintenu.

6.3. Conclusions :

Les parametres qui interviennent dans I’efficience de 1’amplification sont nombreux, il est
donc difficile de les gérer tous lorsque I’on veut effectuer une optimalisation de la PCR ou si

I’on désire tout simplement la mettre au point.

En général la mise au point de PCR sur ADN plasmidique pose peu de problémes, mais
en ce qui concerne I’ADN génomique eucaryote il est souvent nécessaire de travailler au cas
par cas. Ainsi certaines amplifications se font sans difficultés, d’autres nécessitent des mises
au point plus pointues pour parfois se solder par des échecs.




7. Conclusion générale :

La PCR est une technique de biologie moléculaire puissante au principe relativement
simple, celle-ci fait appel a de nombreux parameétres ce qui d’un autre cdté la rend complexe.

Son application s’étend a de nombreux domaines, de la recherche a la médecine en passant par
la médecine 1égale.

Dans le cadre de ce travail sera décrit I’amplification par PCR d’une séquence promotrice
d’ADN présente en faible quantité dans le génome humain et comme on le verra,
particulicrement difficile a amplifier. I y sera illustré la démarche suivie pour obtenir une
amplification décente et on y retrouvera les divers paramétres explicités dans ce chapitre. On
montrera que la PCR peut se révéler aussi bien aisée qu’ardue.
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I1I. Matériel et méthodes :

1. Souches bactériennes et plasmides :

1_.1. Souches bactériennes :

1.1.1. E. coli XL-1 Blue : (Stratagéne)

Cette souche bactérienne présente quelques particularités interressantes :
- Rec Al : Réduit la recombinaison au milliéme de son taux normal, minimisant ainsi la
recombinaison entre ADN endogéne et exogene.
- End A1 : Améliore le rendement et la qualité des préparations d'’ADN plasmidique a petite
échelle en diminuant le taux d'endonucléases.

La souche XL-1 Blue est partiellement délétée sur 93 pb au niveau de l'opéron lactose
sur le géne Lac Zo codant pour la B-galactosidase et est donc incapable de métaboliser le
lactose, cette particularité permet la complémentation de Lac Zo par un plasmide portant le
géne Lac Zo complet. Les bactéries capables de métaboliser le lactose ont un phénotype
bleu alors que les autres sont blanches. Une sélection blanc, bleu peut donc étre effectuée
pour repérer les bactéries transformées. L'épisome F' codant pour des pili sexuels porte
entre autre le Transposon Tn 10 codant pour le marqueur sélection de la résistance a la
tétracycline (Tet r).

Génotype complet : e14 (mcrA), A (mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sbcC, recB, rec], umuC ::
TnS, uvrC, supE44, lac, gyrA96, relAl, thi-1, endA1, (F'proAB,
lacl ZAM15, Tn 10, (Tet r)).

1.1.2. E. Coli Sure : (Stratagéne)

Comme XL-1 Blue , cette souche est End Al et est résistante a la tétracycline grace au
Tn 10 présent sur I'épisome F'. Elle est aussi partiellement délétée au niveau de 1'opéron
lactose en Lac Za.

Cette souche est cependant particuliére pour son génotype Rec B et Rec J permettant
d'avoir un taux de recombinaison quasiment nul et beaucoup plus faible que chez XL-1
Blue .



Nael 131

Ssp | 442
Sspl2gs0 SP!19

Xmn| 2645
Scal 2526
Pvul 2416

Nae | 330

Pvu1500

BssH 11 619
Konles7 |/ v
H ®
pBluescript® Il SK (+/-) Sci7se
BssH Il 792
Pvull 977
Afllll 1153
Figure II.1. :
Représentation schématique du vecteur pBSK II (Stratageéne ) .
Xmn| 1994
Nee |
Scal 1875 26355
T7
n °”‘\ ! 1 start

Apa | 14

ARetll 20

: g"’;’ ge

A siZ | 1

e pGEM®-T lacZ Neol 37

Vector o Saci | 46

Spe | 55

Not | 62

Bsiz1 | 62

Pst | 73

Sell 75

Nae | 82

. Sac | 94

on BstX 1 |103

Nsi | 112

196

T sps | 128

Figure I1.2. :

Représentation schématique du vecteur pGEM-T (Promega) .

Pvull 529



70

Cette souche est surtout utilisée pour cloner des fragments d'’ADN a forte tendance

recombinatoire comme ceux présentant des séquences microsatellites ou des répétitions

inversées (inverted repeats).

Génotype complet : recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, (F'proAB,
lacl ZDM15, Tn10 (Tet r)).

1.2. Plasmide bactérien et eucaryote :

1.2.1. pBluescript II SK +/-Phagemid (Stratagene, La Jolla,
USA) :

pBluesript II (Stratagéne) (Figure I1.1.) est un phagemide, c.a.d. un hybride entre un
plasmide et un phage. Sa taille est de 2961 pb, il porte une origine de réplication bactérienne
(Col E1 ORI) et phagique (f1).

Le gene de résistance a 'ampicilline permet de sélectionner les bactéries transformées et
I'élément Lac Zo permet une o-complémentation chez des souches bactériennes telles que
E. Coli Sure ou XL-1 Blue utilisée pour la sélection des clones possédant un plasmide
recombinant ou non (sélection blanc-bleu ).

Le MCS (site multiple de clonage) est situé dans 1’élément Lac Za, il est flanqué par les
séquences T7 et T3, séquences promotrices des ARN polymérases phagiques.

1.2.2. pGEM-T (Vecteur T:; Promega, Madisson, USA) :

Le vecteur plasmidique pGEM-T (Figure I1.2.) est préparé a partir du vecteur
pGEM-5zf (Promega, Madisson, USA).
Il s’agit d’un vecteur de clonage classique portant un géne de résistance a 1’ampicilline, une
origine de réplication procaryote, un site multiple de clonage présent dans I’élément Lac Za
utilisé pour effectuer la sélection blanc-bleu. Le MCS (site multiple de clonage) est flanqué
par les séquences promotrices T7 et SP6.

Le vecteur pGEM-T est utilis€ pour cloner des produits PCR possédant une adénine
terminale 3’en extension. La sélection des clones recombinants est de type blanc-bleu.

Pour obtenir le vecteur pGEM-T, pGEM-5zf a été linéarisé€ en bouts francs au niveau du
site de restriction Eco RV, ensuite un T terminal est ajouté aux extrémités 3’ franches, de
cette maniére le vecteur ne peut se recirculariser.
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1.2.2. pGFP-1 promoter reporter vector (Clontech, Palo Alto,
USA)) :

Ce plasmide est un vecteur reporter eucaryote (Figure I1.3.a). Le géne reporter est celui
de la Green Fluorescent Protein (GFP) isolé de méduses phosphorescentes. Sous
illumination fluorescente (489 nm) la protéine réémet un rayonnement dans le visible de
couleur verte. Des cellules exprimant cette protéine peuvent donc étre visualisées en
microscopie a fluorescence.

Au sein du plasmide, le géne GFP n'est pas précédé par un promoteur mais par le site
multiple de clonage (MCS) permettant d'y insérer une séquence promotrice.

Le MCS est constitué d'un consensus de Kozak (Figure II.3.b) qui augmente
l'efficience de traduction chez les eucaryotes. La séquence codante du GFP se termine par
une séquence poly A qui permet un processing correct des ARNm de GFP dans une cellule
eucaryote. Le plasmide posséde aussi une origine de réplication SV 40 ce qui lui permet de
rester stable dans une lignée cellulaire transformée par le SV 40. Le géne de résistance a la

néomycine permet une sélection des cellules eucaryotes.

Le plasmide possede une origine de réplication bactérienne (pUC 19) et un géne de
résistance a la kanamycine ce qui permet de réaliser des étapes d'amplification (miniprep,
midiprep) a partir de cultures bactériennes.

2. Préparation de bactéries électrocompétentes et

CaClg_ compétentes :

2.1. Electroporation :

L'électroporation est une méthode de transformation de bactéries, ol un choc électrique
permet l'introduction d'’ADN exogéne dans la bactérie.
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2.1.1. Bactéries électrocompétentes :
(Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith & Struhl; 1994)

-Inoculer 1 L de LB (Luria Bertani) liquide avec ou sans antibiotique (Tet pour XL-I Blue et
Sure ) avec 1 ml d'une culture fraiche de bactérie.

-Incuber la culture a 37°C sous forte agitation (250 rpm) jusqu'a ce que la culture ait atteint
une densité optique (D.O.) de 0,5 2 0,8 2 590 nm (Fin de la phase croissance).

-Placer la culture 15 a 30 minutes dans la glace afin de stopper la croissance cellulaire, puis
centrifuger pendant 15 minutes a 3000 rpm (Beckman J-21, rotor JA-14), 4°C.

-Eliminer le surnageant. Resuspendre le culot dans 1 litre d'eau distillée stérile froide (4°C)
(d.s.f.).

-Centrifuger comme précédemment.

-Resuspendre dans 0,5 L d'eau d.s.f. et centrifuger de méme.

-Resuspendre dans 20 ml d'eau d.s.f. contenant 15% de glycérol (Merck, Darmstadt,
Allemagne). Centrifuger.

-Resuspendre dans un volume final de 2 & 3 ml d'eau d.s.f. contenant toujours 15% de
glycérol.
La concentration cellulaire est d'environ 1 4 3.10" cellules / ml.

-Cette suspension doit étre aliquotée sur glace et conservée a -70°C pendant environ 6 mois.

2.1.2. Méthode : Electroporation.
(Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith & Struhl; 1994)

-Laisser dégeler les cellules électrocompétentes sur glace.

-Placer sur glace les cuvettes d’électroporation préalablement nettoyées a 1I’éthanol (Merck,
Darmstadt, Allemagne) et passées sous UV 5 minutes.

-Placer la préparation d’ADN plasmidique ou de ligation sur glace.

-Prélever 100 pl de cellules compétentes et les placer dans la cuvette d’électroporation.

-Ajouter dans la cuvette de 1 a 5 pl d’ADN plasmidique ou de ligation, éliminer les bulles de
la cuvette par de petites agitations puis replacer sur glace pendant 30 secondes.

-Sécher la cuvette avant de I’introduire dans I’électroporateur.(BIO RAD Gene Pulser Tf)

-Régler I’appareil sur :

Capacitance 25 uF

Résistance 200 Ohms

Différence de potentiel 22,5 KV/cm
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-Décharger le condensateur.
-Ajouter rapidement 1 ml de SOC.
SOC:

0,5% extraits de levures (Difco, Detroit, USA)
2% tryptone (Sigma, St Louis, USA)
10 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne)
10 mM MgCl, (Merck, Darmstadt, Allemagne)
20 mM glucose (Merck, Darmstadt, Allemagne)

-Transférer dans un eppendorf et incuber 1 heure a 37°C.

-Etaler sur milieu sélectif solide et laisser pousser une nuit a 37°C.

2.2. Transformation CaC(l, :

Le principe de la transformation CaCl, fait aussi appel a la perméabilisation des parois
bactériennes. La formation de pores dans la parois étant réalisée par incubations successives

des cellules dans une solution de CaCl, de faible force ionique et par un choque thermique.

2.2.1. Bactéries CaCl, compétentes :
(Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith & Struhl; 1994)

-Inoculer 1 colonie de souche E. coli dans 50 ml de milieu de culture LB additionné ou non
d'antibiotique (Tet pour XL-I Blue et Sure ). Incuber une nuit a 37°C sous agitation
modérée.

-Inoculer 400 ml de LB (avec ou sans antibiotique) avec 4 ml de préculture. Laisser pousser
a 37°C sous agitation modérée jusqu'a ce que la densité optique de la culture a 590 nm aie
atteint 0,375 (Phase de croissance exponentielle). Au dela de 0,4 les cellules obtenues ont
une compétence moindre.

-Aliquoter 100 ml dans 4 cylindres stériles et laisser sur glace pendant 10 minutes.

-Centrifuger 7 minutes a 3000 rpm (Beckman J-21B, rotor JA-14), 4°C.

-Resuspendre chacun des culots dans 20 ml d'une solution de CaCl, stérile froide (4°C).

Solution de CaCl, :
60 mM CaCl, (Merck, Darmstadt, Allemagne)
15% glycérol (Merck, Darmstadt, Allemagne)
10 mM PIPES (pH=7) (Sigma, St Louis, USA)
autoclaver
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Figure I1.4. :

Transformation bactérienne par choc thermique.

Un plasmide porteur d’un géne de résistance peut pénétrer suite a un choc thermique dans une
bactérie dont la parois a été perméabilisée au chlorure de calcium (cellules compétentes). Les
bactéries transformées sont sélectionnées sur un milieu contenant I’antibiotique dont la
résistance est encodée par le plasmide.
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-Centrifuger 5 minutes a 2500 rpm (Beckman J-21B, rotor JA-14), 4°C. Eliminer le
surnageant et resuspendre le culot dans 20 ml d'une solution de CaCl, froide. Laisser sur
glace 30 minutes.

-Centrifuger 5 minutes a 2500 rpm (Beckman J-21B, rotor JA-14), 4°C. Enlever le
surnageant et resuspendre dans 4 ml de solution de CaCl, froide.

-Aliquoter sur glace et conserver a-70°C et ou utiliser directement pour une transformation.
Les cellules CaCl, directement utilisées aprés leur préparation montrent un taux de

transformant nettement supérieur a celles stoquées a -70°C.

2.2.2. Méthode : choc thermique :(Figure I1.4.)
(Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith & Struhl; 1994)

-Dégeler sur glace un aliquot de 100 pl de bactéries CaCl, compétentes.

-Ajouter de 10 a 100 ng d'ADN exogene (plasmide, mélange de ligation) aux bactéries et
mélanger.

-Laisser reposer sur glace 10 minutes.

-Placer 2 minutes dans un bain a 42°C (heat shock).

-Ajouter de 500 a 1000 pul de milieu LB a la suspension bactérienne.

-Incuber a 37°C pendant 15 a 60 minutes.

-Etaler sur milieu solide pendant une nuit a 37°C.

3. Préparation des milieux de culture :
(Sambook, Fitsch & Maniatis; 1989)

3.1. Le milieu Luria Bertani (LB) :

Composition :

Hydrolysat de caséine (peptone) (GIBCO, Paisley, Grande-Bretagne): 1%
NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne) : 0,5%
Extraits de levure (Difco, Detroit, USA) : 0,5%

-Autoclaver 15 minutes a 120°C. Si on veut y rajouter un additif (antibiotique) alors laisser
refroidir.
-Le milieu LB liquide avec ou sans additif peut étre stocké a 4°C.
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Le milieu LB solide est de méme composition mais additionné de 2% d'agar (Difco,

Detroit, USA).

-Aprés autoclave, laisser refroidir la solution dans un bain a 55°C.

-A cette température les additifs et le(s) antibiotique(s) peuvent étre ajoutés.
-Couler ensuite rapidement sur boite de pétri et laisser solidifier.

-Quand le milieu est bien solide ouvrir les boites sous hotte et laisser sécher environ 30
minutes.

3.2. Additifs et concentrations utilisés:

Additif Abréviation : concentration concentratiol
stock : finale :
Ampicilline Amp 500mg/ml 100ug/ml
Tetracycline Tet 5mg/mlI(EtOH) 50ug/ml
5-bromo, 4-chloro, 3-
indolyl-b-D- X-gal 50mg/ml 40ug/ml
galactotryptone
Isopropyl-B-D -
thiogalactoside IPTG 200mg/ml 40ug/ml

Ampicilline (Sigma, St Louis, USA), Tetracycline (Sigma, St Louis, USA), IPTG
(Promega, Madisson, USA), X-gal (Promega, Madisson, USA).
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4. Extraction d’ADN plasmidique :
(Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith & Struhl; 1994)

4.1. Minipréparation d’ADN plasmidique :

Une minipréparation dADN comprend 5 étapes : La lyse alcaline des bactéries, la
précipitation des protéines et des débris cellulaires, la précipitation de I’ADN plasmidique, le

lavage de I’ADN plasmidique et enfin sa resuspension.
Méthode :

-Ensemencer 5 ml de milieu liquide (LB+antibiotiques) avec une colonie isolée issue d’une
culture en milieu solide.

-Incuber la culture liquide une nuit a 37°C sous forte agitation (250 rpm).

-Centrifuger 1,5 ml de la culture dans un eppendorf, 5 minutes a 15 000 rpm (Heraus
Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 1379 ) et éliminer le milieu de culture.

-Resuspendre ce culot dans 300 pl de P1 (avec RNAse A).

-Ajouter 300 pul de P2 et mélanger doucement, incuber 5 minutes a température ambiante.

-Ajouter 300 ul de P3 et mélanger doucement, incuber 10 minutes sur glace.

-Centrifuger 15 minutes a 4°C, 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 1379 ) et
récupérer le surnageant.

-Précipiter I’ADN en ajoutant 0,8 volume d’isopropanol (Merck, Darmstadt, Allemagne),
homogénéiser en agitant lentement.

-Centrifuger 15 minutes, 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 1379 ) et
éliminer le surnageant.

-Laver I’ADN en ajoutant 300 pl d’éthanol (Merck, Darmstadt, Allemagne) 70% et
recentrifuger pendant 15 minutes a 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor
1379 ), 4°C.

-Eliminer I’éthanol et sécher sous hote ou sous vide.

-resuspendre dans 20 pl d’ H, O distillée stérile.

Solutions et tampons :
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Solutions du Kit Nucleobond AX100.

-Tampon P1 : (stock a 4°C)
RNAse A 100 pg/ml
Tris-HCI 50 mM

EDTA 10 mM

-Tampon P2 : (Stock a température ambiante)
NaOH 200 mM
SDS 1%

-Tampon P3 : (stocké a 4°C)
Kac 3,0 M, pH 5,5

-Ethanol 70% (Merck, Darmstadt, Allemagne) : (Stock a -20°C)

4.2. Midipréparation d'ADN plasmidique d'E. Coli :
(Kit Nucleobond AX 100)

Cette technique comprend 1'utilisation du kit Nucleobond et d'une colonne échangeuse
d'anions qui permet de préparer 'ADN plasmidique en éliminant les protéines, I'ARN,
I'ADN génomique.

Méthode :

-Préculture : Ensemencer 5 ml de milieu liquide (LB + antibiotique(s)) avec une colonie
bactérienne.

-Ensemencer 100 ml de ce méme milieu liquide avec 1ml de préculture.

-Incuber la culture une nuit a 37°C sous agitation forte. ‘

-Centrifuger la culture 2 3000 rpm pendant 15 minutes (Beckman J-21B, rotor JA-14),
éliminer le surnageant.

-Resuspendre le culot dans 4 ml de P1.

-Ajouter 4 ml de P2 et mélanger doucement, laisser 5 minutes a température ambiante.

-Ajouter 4 ml de P3 et agiter doucement, laisser 15 minutes sur glace.

-Centrifuger 4 minutes a 4000 rpm (Beckman J-21B, rotor ), 4°C et récupérer le surnageant.

-Equilibrer la colonne Nucleobond AX100 avec 2 ml de tampon N2.

-Déposer le surnageant sur la colonne équilibrée et laisser pénétrer.

-Laver la colonne avec 2 x 4 ml de tampon N3.
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-Eluer I'ADN plasmidique avec 2 ml de tampon N5 et aliquoter par 500 ul par eppendorf (1,5
ml).

-Précipiter ' ADN avec 0,7 volume d'isopropanol (Merck, Darmstadt, Allemagne).

-Laisser 10 minutes a température ambiante et ensuite centrifuger 15 minutes a 15000 rpm
(Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379 ).

-Eliminer le surnageant.

-Laver a I'éthanol 70% (Merck, Darmstadt, Allemagne), c.a.d. ajouter 1 ml d'éthanol 70% et
centrifuger 5 minutes & 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379 ), 4°C.

-Eliminer le surnageant.

-Sécher le culot sous vide.

-Resuspendre dans 50 a 100 pl d'H, O distillée stérile.

-Stocker a -20°C.

Solutions et tampons :
Kit Nuclebond AX100.

-La composition des tampons P1, P2 et P3 est présentée au point minipréparation d'ADN
plasmidique.

-Tampon d'équilibration N2 :

NaCl 50 mM

MOPS (3-N-morpholinopropan-sulfonic acid) 50mM
Ethanol 15%

Triton X-100 0, 15%

-Tampon de lavage :
NaCL 1M

MOPS 50 mM
Ethanol 15%

-Tampon d'élution :
NaCl 1,25 M
Tris-HC] 50 mM
Ethanol 15%




|  Endonucléases: |

Nom : Séquence coupée : Température d'incubation (°C) :
Bgl | 5'-GCCNNNN/NGGC-3' 37
Cla | 5'-AT / CGAT-3' 37
Dde | 5'-C / TNAG-3' 37
Eco Rl 5'-G / AATTC-3' 37
Kpn | 5'-GGTAC / C-3' 37
Nco | 5'-C / CATGG-3' 37
Nde | 5'-CA / TATG-3' 37
Nhe | 5'-G / CTAGC-3' 37
Sma | 5'-CCC / GGG-3' 30
Xba | 5'-T / CTAGA-3' 37

Tableau I1.1. :

Sites de restriction des principales endonucléases utilisées pendant ce travail .
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5. Restriction d’ADN :

(Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith & Struhl; 1994)

Le clivage de I’ADN bicaténaire a des sites précis se fait par des endonucléases de
restriction qui reconnaissent de courtes séquences d’ADN palindromiques (Tableau II1.1.).

Mélange de restiction :

-x ul d’ADN a restreindre en suspension dans I’eau distillée.

-Tampon de restriction 10x : 1/10 du volume final du mélange de restriction.(Tampon
commercial spécifique fourni avec I’enzyme).

-Ajouter I’eau stérile pour atteindre le volume final.

-Enzyme de restriction : Au maximum 1/10 du volume final.Entre 2 et 10 unités d’enzyme par
ng d’ADN.

-Incuber le mélange de restriction 1 a 2 heures a la température optimale recommandée par le
fournisseur.

La réaction peut étre stoppée soit par chauffage 15 a 20 minutes a 65°C soit si I’enzyme est
thermostable par une extraction au phénol-chloroforme (Sigma, St Louis, USA) soit par
I'ajout dEDTA (Merck, Darmstadt, Allemagne).

6. Electrophorese en gel d'agarose :
(Sambook, Fitsch & Maniatis; 1989)

L'électrophorese en gel d'agarose permet de séparer les fragments d'’ADN en fonction de
leur taille. Des gels a pourcentage élevé en agarose (2%) permettront une séparation optimale
des fragments de petite taille (100-500 pb) et inversément.

La taille des fragments tests est estimée en faisant co-migrer des fragments d'ADN de
taille connue. Ce sont des marqueurs de poids moléculaire (Figure I1.5.). Les fragments sont
alors visualisés au moyen du bromure d'éthidium (Figure I1.6.). Celui-ci s'intercale entre les
bases de la double hélice. L'ADN ainsi marqué est rendu fluorescent sous illumination UV. 1I
faut cependant noter que la fluorescence d'un fragment d'ADN est proportionnelle a sa taille
ainsi qu'a sa quantité. Il existe d'ailleurs des marqueurs de poids moléculaire semi quantitatifs
qui permettent d'estimer la quantité d'’ADN sur gel.




Figure ILS. :

Marqueurs ADN de poids moléculaire utilisés au cours de ce travail .

>

: Marqueur III : A-DNA restreint par Ecor RI et Hind III (Boehringer) .

: Marqueur VI : pBR328 restreint par Bgl I et pBR328 restreint par Hinf I (Boehringer) .

C : Marqueur VIII : pUCBM21 restreint par Hpa II et pUCBM21 restreint par Dra I et Hind III
(Boehringer) .

D : Low DNA Mass Ladder (Gibco) .
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Méthode :

-Porter a ébullition un volume approprié de tampon TBE 1x additionné d'agarose (Bio Rad,
High strenght analitycal grade agarose) jusqu'a obtenir une solution limpide.

-Ajouter le bromure d'éthidium (Sigma, St Louis, USA) ou attendre que la solution soit
refroidie (70°C).

-Couler sur le support ad hoc muni de peignes et laisser polymériser.

-Immerger le gel dans une cuve d'électrophorése (Gibco BRL Life Technologies INC, cuve
modele Horizon 11.14) remplie de TBE 1x.

-Déposer les échantillons auxquels on a ajouté une solution d'alourdisseur (tampon
d’échantillon) dans les puits et effectuer la migration au voltage désiré.

-Visualiser le gel sous UV (Transilluminateur, longueur d'onde 302 nm).

Solutions. tampons et fournitures :

-Solution de bromure d'éthidium stock (Sigma, St Louis, USA) : 500 pg/ml.
Concentration finale dans le gel : 2 pg/ml.
-1 litre TBE stock 5x : 54 g Tris base (Merck, Darmstadt, Allemagne)
27,5 g d'acide borique (Merck, Darmstadt, Allemagne)
20 ml d'EDTA 0,5 M (pH 8) (Merck, Darmstadt, Allemagne)
-Tampon d’échantillon : Glycérol 50% (Merck, Darmstadt, Allemagne)
Na, EDTA 100 mM (Merck, Darmstadt, Allemagne)
SDS 1% (Merck, Darmstadt, Allemagne)
Bleu de bromophénol 0,1% (Janssen, Geel, Belgique)
-Marqueurs ADN de poids moléculaire utilisés au cours de ce travail (Figure I1.5.):
Marqueur III (Boehringer, Mannheim, Allemagne) : A-ADN restreint
par EcoR 1 et Hind 3.
Marqueur VI (Boehringer, Mannheim, Allemagne) : Mélange de
pBR 328 restreint par Bgl I, pBR 328
restreint par Hinf 1.
Marqueur VIII (Boerhinger) : Mélange de pUCBM 21 restreint par
Hpa II et de pUCBM 21 restreint par
Dra 1 et Hind 3.
Low DNA Mass Ladder (GIBCO, Paisley, Grande-Bretagne) :
marqueur a 2000, 1200, 800,
400, 200 et 100 pb.
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7. Extraction d'ADN d'un gel d'agarose :

On peut extraire un fragment d'ADN d'un gel d'agarose préparatif et le purifier grace au
kit "Gene Clean I TM"(BIO 101). 1l utilise la propriété que posseéde une résine (Glass-milk)
formée de billes de silicate, d'adsorber spécifiquement ' ADN dans certaines conditions.

Méthode :

-Séparer les fragments d'ADN par électrophorése en gel d'agarose haute résolution ou basse
température de fusion.

-Visualiser la bande interessante sous UV et exciser le morceau d'agarose contenant cette
bande.

-Placer le morceau d'agarose dans un eppendorf et déterminer la masse de gel récupérée.

-Ajouter 3 volumes (soit 3 ml/g d'agarose) d'une solution de Nal 6 M.

-Incuber 5 minutes a 55°C pour faire fondre 1'agarose et libérer ' ADN (agiter de temps en
temps).

-Ajouter 5 pl de solution Glass-Milk TM (résine) et homogénéiser.

-Incuber 5 minutes a température ambiante.

-Centrifuger 30 secondes 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379 ) pour
récupérer le complexe silice/ADN, a température ambiante.

-Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans 700 ul d'une solution de lavage "New
wash".

-Centrifuger 30 secondes 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379 ) a
température ambiante.

-Répéter le lavage deux fois.

-Resuspendre le dernier culot dans 10 a 40 ul de TE pH 8.0 ou dans de I'eau distillée stérile.

-Centrifuger 30 secondes 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379 ), a
température ambiante et récupérer le surnageant qui contient ' ADN.

-Quantifier sous UV 260 nm I'ADN récupéré.

Tampon TE (pH 8.0)
1 mM EDTA (Merck, Darmstadt, Allemagne) (pH 8.0)

10 mM Tris-Cl (Merck, Darmstadt, Allemagne) (pH 8.0)
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8. Electrophorese d'ADN sur gel de polyacrylamide :
(Sambook, Fitsch & Maniatis; 1989)

L'acrylamide est une molécule monomerique qui en présence de TEMED (N,N,N',N'-
tetramethylethyléne-diamine) une molécule de pontage et de radicaux libres, polymérise en un
réseau de mailles dont la densité est fonction de la concentration en acrylamide. Les gels de
polyacrylamide sont utilisés pour séparer les protéines, les complexes ADN-protéine, I'ADN
suivant leur taille. Au plus il y a d'acrylamide meilleure est la résolution, ainsi de tels gels
permettent d'évaluer la taille de fragments d'ADN a la base pres (gels de séquengage).
Comme pour le gel d'agarose la taille des fragments d'ADN est estimée en faisant co-migrer
des marqueurs d'ADN de taille connue. Ce type de gel donne donc une meilleure résolution
des tailles des fragments d'ADN que les gels d'agarose.

Méthode :

-Choisir le pourcentage d'acrylamide a utiliser en fonction de la taille des fragments d'ADN a

faire migrer.
% acrylamide : taille des fragments d'ADN :

3.5 100-2000 pb

5,0 80-500 pb

8,0 60-400 pb

12,0 40-200 pb

15,0 25-150 pb

20,0 6-100 pb

-Solutions a préparer :
Solution 30% acrylamide :
-acrylamide 29 g (Bio Rad, Hercules, USA).
-N,N'-methylenebisacrylamide 1g (Bio Rad, Hercules, USA).

-Porter 2 100 ml avec de I'eau et dissoudre a 37°C.

TBE 1x : -89 mM Tris-borate (Merck, Darmstadt, Allemagne).
-2 mM EDTA pH : 8,0 (Merck, Darmstadt, Allemagne).

Solution 10% ammonium persulfate :
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-Ammonium persulfate 1g (Merck, Darmstadt, Allemagne).

-Porter a 10 ml avec de l'eau.

-Conserver a 4°C.

-Réaliser le montage du support du gel (support 100 ml) (notice spécifique du fournisseur :
Gibco BRL Life Technologies, INC; cuve modeéle V15.17).

-Pour un gel de 100 ml préparer la solution d'acrylamide en fonction de la concentration

finale en acrylamide dans le gel :

Réactifs : % final en acrylamide désiré
3.5 5 8 12 20

30% Acrylamide 11,6 ml | 16,6 ml | 26,6 ml|l [40,0 ml | 66,6 ml
Eau 67,7 ml | 62,7 ml | 52,7 ml| |39,3 ml|[ 12,7 ml
5x TBE (voir gel 20 ml 20,0 ml | 20,0 ml [|20,0 ml| 20 ml
d'agarose)

10% Ammonium 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml | 0,7 ml | 0,7 ml
persulfate

-Ajouter 35 pl de TEMED (Bio Rad, Hercules, USA) a la solution d'acrylamide. A partir de ce
moment la réaction de polymérisation commence, les étapes suivantes doivent donc étre

réalisées rapidement.

-Couler le gel dans le support avec une seringue 50 ml, éviter les bulles d'air qui empéchent la

polymérisation.

-Placer alors le peigne et incliner le support a 10°. Laisser polymériser 1 heure a température

ambiante.

-Retirer avec précaution le peigne. Rincer avec de I'eau la partie supérieure du gel.

-Placer le gel dans la cuve d'électrophorése et remplir la cuve avec du TBE 1x, éliminer les

bulles d'air éventuelles dans la partie inférieure du gel a 'aide d'une seringue remplie de TBE

1x.

-Brancher les électrodes sur le support et effectuer un"pré-run" a 8V pendant 1 heure.

-Préparer les échantillons d'ADN comme pour la migration en gel d'agarose, les volumes des

puits peuvant atteindre 100 pl.

-Déposer les échantillons dans les puits et faire migrer entre 1 et 8V jusqu'a ce que la solution

colorée du tampon d'échantillon (voir gel d'agarose) aie quitté le gel.
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-Révéler les profiles de migration de I'ADN en incubant le gel 45 minutes, sous faible
agitation, dans une solution de TBE 1x additionnée de bromure d'éthidium (Sigma, St Louis,
USA) (concentration finale de 0,5 pg/ml).

-Visualiser les bandes sous illumination UV.

9. Réaction de ligation :
(Sambook, Fitsch & Maniatis; 1989)

Pour lier de maniere covalente deux fragments d’ADN, on utilise I’enzyme ADN ligase
du phage T4. Elle catalyse la formation de liens phosphodiesters entre 1’hydroxyle 3’ d’une
extrémité d’ADN et le phosphate 5° d’une extrémité proche. L’activité ligase de I’enzyme est

conditionnée par la présence d’ATP et d’ions Mg"".

Méthode :

-Dans un eppendorf,placer un mélange des deux fragments a liguer. Idéalement on utilise un
excés d'insert.

-Ajouter 1/10 du volume final de tampon de ligation (Boehringer, Mannheim, Allemagne). Le
volume final est en général de 10 pl car dans des volumes plus grands la probabilité de
rencontre des fragments diminue.

-Compléter le volume avec de I’eau distillée stérile.

-Ajouter en dernier la T4 ADN ligase (Boerhinger), 1 uL pour un volume final de 10 pul a
raison de 8U/ul de ligase stock fournie par Boehringer.

-Incuber a une température variant de 4 a 20°C pendant 10 a 14 heures.(On préconise 20°C
pour des fragments a bouts francs).

-Conserver le mélange de ligation a -20°C.

9.1. Ligation dans un vecteur T (pGEM-T: Promega) :

Les vecteurs T permettent une efficience de clonage supérieure pour des amplicons
possédant un A terminal en 3’.




Méthode :

-Calculer la quantité adéquate d’insert a ajouter dans le mélange réactionnel.

Le ratio idéal est de 3 inserts pour 1 vecteur selon la formule suivante :

(ng de vecteur (50ng/ul pour pGEM-T) * taille de I’insert en kb) * 3/1 (ratio) = ng d’insert
taille du vecteur en kb (3kb pour pGEM-T)

-Préparer 1 pl de tampon T4 DNA ligase 10 x (Promega, Madisson, USA).
-Ajouter 1 pl de vecteur pGEM-T (50ng) (Promega, Madisson, USA).
-Ajouter le volume adéquat d’insert pour respecter le ratio.

-Ajouter I’eau pour que le volume final atteigne 10 pl.

-Ajouter 1 pl de T4 DNA ligase (3 U/ul) (Promega, Madisson, USA).
-Incuber une nuit a 4°C puis effectuer la transformation bactérienne.

9.2. Ligation franche (vecteur pBSK II ) :

Nous avons utilisé le vecteur pBSK II (Stratagene) restreint par Sma I (Boerhinger) pour
réaliser des ligations franches. L’amplicon est produit par une polymérase exonucléase 3’-5’

qui n’ajoute pas de A terminal en 3’ des amplicons.
Méthode :

-Calculer la quantité d’insert a ajouter dans le mélange réactionnel, le ratio est de 3 a 6 inserts
pour 1 vecteur.

-Mettre 1 pl de tampon de ligation T4 10x (Boehringer, Mannheim, Allemagne).

-Ajouter 1 pl de pBSK II (10ng/ul) restreint par Sma I purifié puis quantifié par spectrométrie
UV.

-Mettre 2 pl de produit PCR (20 ng/ul), insert purifié et dosé par UV.

-Ajouter I’eau pour que le volume fonal soit de 10 pl.

-Ajouter la T4 DNA ligase (Boehringer, 8 U/ul).

-Incuber une nuit a 18°C, pas en dessous car sinon on favorise la recircularisation du vecteur
sur lui méme.

10. Purification des produits PCR ou de restriction :

Pour qu’une ligation soit optimale il faut éliminer du produit PCR ou de la préparation
du vecteur, les enzymes (polymérases, endonucléases), les amorces (primers), les dNTPs,
certains agents comme le DMSO, les sels des tampons.
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Figure 117, :

Représentation schématique des étapes de purification d’un produit PCR par le kit « QIAquick
PCR purification ». Une premiére étape permet la fixation de I’ADN sur une résine . Celle-ci
est lavée avec une solution d’éthanol .L’ADN est ensuite €élué avec de I’eau .
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Pour cela on utilise le Quiaquick PCR purification kit de Quiagene.
Son principe est le suivant (Figure 1.7.):

L’ADN du mélange PCR ou du mélange de restriction est adsorbé sur une membrane de
silica-gel retenant les fragments de 100 pb a 10 kb. L’adsorption est optimale a pH 7,5; le
tampon PB permet d’équilibrer le pH du mélange PCR et contient des agents chaotropiques
qui dénaturent les enzymes. Les primers, les dNTPs et une bonne partie des sels sont éliminés
au cours de cette étape. La colonne est ensuite lavée avec la solution PE contenant de 1’éthanol
, c’est au cours de cette étape que les sels et les additifs comme le DMSO sont totalement
€liminés. Finalement I’élution de I’ADN se réalise avec une solution de faible force ionique
(TE pH 8.0 ou H, 0).

Méthode :

-Ajouter 5 volumes de tampon PB pour 1 volume de mélange PCR ou de restriction.

Appliquer le mélange sur la colonne de silica-gel, elle méme glissée dans un tube collecteur de
2 ml.

-Centrifuger 30 a 60 secondes 13000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 13), a température
ambiante.

-Eliminer le liquide présent dans le collecteur et replacer la colonne de silica-gel dans le
collecteur.

-Laver la colonne avec 0,75 ml de tampon PE et centrifuger a nouveau pendant 30 a 60
secondes a 13000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 13), a température ambiante.

-Eliminer le liquide du collecteur et recentrifuger 30 secondes a 13000 rpm (Heraus Sepatech,
Biofuge 13) pour bien sécher la colonne de silica-gel.

-Placer la colonne dans un eppendorf 1,5 ml puis éluer ' ADN en ajoutant 50 pl d’eau ou de
TE pH 8.0, centrifugation 60 secondes a 13000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 13).

-Doser par UV I’ADN.

-Stocker a -20°C.
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11. Extraction et purification d’ADN génomique

eucaryote :
(Sambook, Fitsch & Maniatis, 1989)

Le protocole décrit ci-dessous permet d’obtenir de I’ADN génomique (ADNg) eucaryote
ultra pur (exempt de protéines, grands fragments) afin de I’utiliser comme matrice PCR.

méthode :
La méthode se résume en trois étapes :

1. Lyse cellulaire et dégradation enzymatique de I’ARN.
2. Protéolyse des enzymes par traitement a la protéinase K.
3. Extraction de I’ADN par 3 étapes successives de phénol-chloroforme.

-Centrifugation d'une culture de cellules eucaryotes en suspension pendant 15 minutes a 4000
rpm (Beckman J-21B, rotor JA-14), 4°C.

-Eliminer le surnageant et resuspendre dans un volume égal de TBS froid (4°C).

-Tampon TBS 1x:
Pour 100 ml , ajouter 10 ml de solution A a 89 ml d'eau. Ajouter ensuite lentement 1 ml
de solution B . Autoclaver et conserver a 4°C.

-Solution A :
80 g/L de NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne).
3,8 g/L de KCI (Merck, Darmstadt, Allemagne).

2 g/L de Na,HPO,(Merck, Darmstadt, Allemagne).

30 g/L de Tris-Cl (Merck, Darmstadt, Allemagne).
Porter a pH 7,5.
Autoclaver et stocker a -20°C.

-Solution B :

15 g/L de CaCl,.

10 g/L de MgCl,.

Autoclaver et stocker a -20°C.
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-Centrifuger dans les mémes conditions.

-Répéter le lavage encore une fois (facultatif).

-Resuspendre le culot dans du TE froid (4°C) pH 8.0 afin que la concentration en cellule soit
de 5.10"7 cellules par ml.

-Ajouter 10 ml de tampon d’extraction pour 1 ml de suspension cellulaire.

Tampon d’extraction : 10 mM Tris-CL (Merck, Darmstadt, Allemagne) pH 8.0
0,1 M EDTA (Merck, Darmstadt, Allemagne)
20 pg/ml de RNAase pancréatique (Worthington)
0,5% de SDS (Merck, Darmstadt, Allemagne)

-Incuber 1 heure a 37°C.

-Ajouter la protéinase K (Strtagéne) a une concentration finale de 100 pg/ml, agiter doucement
pour homogénéiser.

-Placer la solution de lysa cellulaire dans un bain a 50°C pendant 3 heures.

-Refroidir la solution a température ambiante, placer le lysa dans un tube et ajouter 1 volume
de phénol-chloroforme (Sigma, St Louis, USA) pH 8.0 (équilibré par du Tris-Cl 0,5 M pH
8.0).

-Mélanger les deux phases en retournant doucement les tubes pendant 10 minutes jusqu’a
I’obtention d’une émulsion.

-Séparer les deux phases par centrifugation a 8000 rpm (Beckman, J-21B, rotor ) pendant 15
minutes a température ambiante.

-A ce stade, la phase aqueuse (phase supérieure) est tres visqueuse et sa récupération peut
s’avérer difficile.

-Pour éviter que I’ADN ne soit endommagé et pour faciliter le transfert de la phase supérieure
on utilise un tips de 1 ml coupé au niveau de sa pointe pour que son diameétre soit de plus ou
moins 0,3 cm.

-Répéter encore au moins deux fois I’extraction.

-Aprés ce minimum de trois extractions ajouter 0,2 volumes d’acétate d’ammonium 10 M

(NH4Ac) (Merck, Darmstadt, Allemagne) et 2 volumes d’éthanol 100%.

-L’ ADNg précipite sous forme de filaments récupérerables avec une tige en verre coudé.

-Laver I’ADN récolté avec une solution d’éthanol 70% (Merck, Darmstadt, Allemagne),
centrifuger 5 minutes a 8000 rpm (Beckman, J-21B, rotor ), 4°C.

-Eliminer le surnageant et laisser s€cher sous hotte.

-L’ ADN séché sous hotte est plus facile a resuspendre que I’ADN séché sous vide.

-Resuspendre dans du TE pH 8.0 ou dans de I’eau.
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-Doser I’ADN en mesurant la D.O. de la solution a 260 nm et a 280 nm.
Le rapport des 2 absorbances 260/280 donne une appréciation de la pureté de I' ADN, celui-ci
doit étre supérieur a 1,75.
Une D.O. de 1 a 260 nm correspond a 50 pg d’ADN/ml.

-Conserver I’ADNg a 4°C.

12. Extraction brute d’ADN génomique eucaryote :
(Innis, Gelfand, Sninsky & White; 1990)

De I’ADN génomique purifié grossierement peut servir de matrice pour des PCR. Cette
technique a été testée avec succes pour I’amplification de fragments d’ADN de globines.

Méthode :

-Centrifuger pendant 10 minutes a 4000 rpm (Beckman J-21B, rotor JA-14), 4°C ,une culture
de cellules eucaryotes en suspension (environ 10*210° cellules).

-Resuspendre les cellules dans 500 ul de PBS et centrifuger.

-Tampon PBS 3x :

Solution 390 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne), 30 mM Na,HPO,
(Merck, Darmstadt, Allemagne).

Solution 390 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne) , 30 mM NaH,PO,
(Merck, Darmstadt, Allemagne).

Mélanger les deux solution et proter a pH 7,2.
Autoclaver .

-Répéter cette opération afin de bien laver les cellules.

-Resuspendre le culot dans 50 a 100 pul d’eau distillée.

-Incuber pendant 5 a 10 minutes a 98°C.

-Précipiter les débris cellulaires en centrifugeant 1 minute a 13000 rpm (Heraus Sepatech,
Biofuge 13 ), a température ambiante.

-Récupérer la phase aqueuse.

-A ce stade la phase aqueuse contient I’ADN dont la pureté est faible. On peut I'utiliser tel quel
pour la PCR ou poursuivre la purification avec une extraction au phénol- chloroforme.

-Ajouter 1 volume de phénol- chloroforme (Sigma, St Louis, USA) pH 8.0 et mélanger sans
vortexer.
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-Centrifuger 1 minute a 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379) et
récupérer la phase supérieure.

-Ajouter 0,8 volume d’isopropanol (Merck, Darmstadt, Allemagne), agiter sans vortexer et
centrifuger 15 minutes a 15000rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379).

-Eliminer le surnageant et récupérer le culot que I’on lave avec une solution 70% en éthanol
(Merck, Darmstadt, Allemagne).

-Centrifuger 15 minutes a 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379), 4°C.

-Eliminer le surnageant et sécher le culot sous hotte.

-Resuspendre dans de I’eau et conserver a 4°C.

13. L.a réaction de polymérisation en chaine (PCR) :
(Innis, Gelfand, Sninsky & White ;1990)

13.1. Principe :

Le principe de la PCR a été décrit largement dans I’introduction, c’est pourquoi nous ne

nous y attardons pas.
13.2. Méthode :

13.2.1. Préparer le mélange réactionnel :

-Primer sens (Eurogentec, Seraing, Belgique) 20 a 100 pm (p moles).

-Primer anti-sens (Eurogentec, Seraing, Belgique) 20 a 100 pm (p moles).

-dNTP (Boehringer, Mannheim, Allemagne) 10 ul d’un stock 80 nM contenant les 4 dNTPs.
-Tampon de la polymérase (Boerhinger, Biolabs, Perkin-Elmer) concentré 10 fois, 10 pl.
-Ajouter de I’eau stérile distillée pour que le volume final soit de 100 ul.

-Additif(s) éventuel(s) par exemple DMSO (Sigma, St Louis, USA) de 0 a 10%.

-Matrice (ADN génomique humain 100 ng = 10 000 copies).

-Polymérase de 1 a 5 unités (Boerhinger, Biolabs, Perkin-Elmer).
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13.2.2. Programmation des cycles PCR :

L’appareil utilisé est le GENE AMP 2400 de Perkin Elmer.
Une réaction PCR standard se compose d’une :
-Dénaturation longue 5 minutes a 94 °C.
-Série de cycles (35 cycles) :
Dénaturation 30 secondes a 94 °C.
Hybridation 30 secondes a 55 °C.
Elongation 45 secondes a 72 °C.
Elle se termine par une étape d'élongation de 10 minutes a 72 °C.
Conserver les produits PCR a -20 °C.

13.2.3. Pour réaliser un "hot start' :

-Préparer le mélange réactionnel sans ajouter la polymérase.
-Chauffer 5 minutes a 100 °C.

-Refroidir rapidement sur glace le mélange réactionnel.
-Ajouter la polymérase.

-Lancer les cycles PCR normaux.

13.2.4. Pour réaliser une ''touchdown'' PCR :

-Préprogrammer 1’appareil PCR en réalisant des liens entre des programmes successifs courts
de 2 ou trois cycles, d’un programme a I’autre la température d’hybridation est abaissée de
quelques degrés.

-Exécuter un "hot start".

-Lancer le programme de "touchdown".

13.2.4. Pour réaliser une Up PCR :

-Pas de "hot start" nécessaire.

-Faire un programme de type "touchdown", mais dans ce cas au lieu d’abaisser la température
d’hybridation on I’augmente.
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Figure I1.8. :

PCR de séquengage a fluorescence .
Au cours des cycles PCR , 1’élongation de fragments cibles est inhibée par 1’incorporation d’un
nucléotide marqué fluorescent . On obtient une population d’amplicons de tailles différentes

dont le dernier incorporé est marqué . Apres migration sur gel le pattern de fluorescence est
analysé , c’est lui qui nous donne la séquence .
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13.2.5. Composition du tampon R.HUN. :

Tampon 10x sans MgCl2:

166 mM (NH4)2SO4 (Merck, Darmstadt, Allemagne).

670 mM Tris-HCI pH 8,8 (Merck, Darmstadt, Allemagne).
100 mM B-mercaptoéthanol (Sigma, St Louis, USA) .

67 pnM EDTA (Merck, Darmstadt, Allemagne).

1,7 mg BSA (Biolabs, Beverly, USA) pour 10 ml.

14. Le séquencage :

La technique de séquencage utilisée est un séquencage a fluorescence par PCR avec le
systtme ABL.PRISM Dye terminator cycle sequencing ready reaction kit (Perkin-Elmer
(Roche), Branchburg, USA).

14.1. Principe : (Figure 11.8.)

Un fragment a séquencer est incubé dans des conditions PCR en présence d'une amorce.
Le mix PCR contient un ratio adéquat de nucléotides marqués par un agent fluorescent
(rhodamine, fluorescéine ,. ...) inhibant I’élongation et de nucléotides non marqués permettant
I’élongation.

La réaction PCR produit une population d’amplicons de taille variable et terminés par un
nucléotide marqué. Cette population d’amplicon est déposée sur un gel d’acrylamide résolutif a
la base pres. Les fragments migrent suivant leur taille. Sur le profil de migration passe un laser
qui excite les marqueurs fluorescents réémettants sous une autre longueur d’onde qui leur est
spécifique. La succession des rayonnements émis est analysée et donne la séquence du

fragment.

La séquence du brin sens s’obtiendra si on met I’amorce anti-sens dans le mix PCR et

inversément pour le brin anti-sens.
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14.2. Méthode :

14.2.1. Préparation de la PCR :

-Mettre dans le tube PCR 1,5 a 2,5 ul de matrice (0,2 pg/ul).

-Ajouter soit I’amorce sens soit I’amorce anti-sens (3,2 p moles).

-Ajouter de I’eau pour que le volume final soit de 20 pl.

-Mettre 8 ul de terminator Ready Reaction Mix (Perkin-Elmer (Roche), Branchburg, USA)
contenant la polymérase, les dNTPs, les dNTPs terminateurs fluorescents et le tampon PCR.

-L’appareil PCR utilisé est le Gene Amp PCR Systems 2400, et les conditions PCR sont les
suivantes :

-Dénaturation a 96°C 10 secondes.

-Hybridation a 50°C 5 secondes.

-Elongation a 60°C pendant 4 minutes.

-Réaliser 25 cycles, conserver a 4°C a I’abris de la lumiere.

14.2.2. Préparation des échantillons pour analyse sur gel :

-Pour chaque réaction de séquengage, préparer un eppendorf de 1,5 ml dans lequel on place 50
ul d’éthanol 95% (Merck, Darmstadt, Allemagne), 2ul de NaAc 3 M pH 4,6 ou 5,2 (Merck,
Darmstadt, Allemagne) et les 20 ul de la réaction PCR de séquencage.

-Vortexer et placer sur glace 10 minutes.

-Centrifuger 30 minutes a 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379), 4°C.

-Eliminer le surnageant.

-Laver avec 250 ul d’éthanol 70% (Merck, Darmstadt, Allemagne).

-Centrifuger 15 minutes a 15000 rpm (Heraus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 1379), 4°C.

-Eliminer le surnageant et sécher le culot sous vide.

Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel d’acrylamide 4%, la lecture de la

séquence étant effectuée de maniere automatique par I’appareil ABL.PRISM.
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14.2.3. Amorces spécifiques commerciales utilisées pour le séquencage :

Le site d’introduction de I’insert dans le plasmide pGEM-T est flanqué des séquences
spécifiques T7 et SP6. Les amorces SP6 et T7 (Promega, Madisson, USA) peuvent donc étre

utilisées pour le séquencage.
Le site d’introduction de I’insert dans le plasmide pBSK II est flanqué par les séquences

spécifiques T3 et T7. Les amorces T3 et T7 (Stratageéne) peuvent donc étre utilisées pour le
séquengage.

15. Programmes informatiques utilisés :

-Oligo 4. : Permet de calculer entre autre, les températures de fusion des amorces et de prédire
la présence ou non de structures secondaires ou de dimeres d'amorces .
-DNA Strider 1.2. : Identifie et localise les sites de restriction sur une séquence donnée .
-DNA Fold : Permet de modéliser par minimisation d'énergie les structures secondaires
d'ADN ou d'ARN simple brin .
-Blast NCBI (internet) : alignement de séquences ADN .




RESULTATS
ET
DISCUSSION
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II1. Résultats et discussion :

Clonage du promoteur CSF-1 humain par PCR sur

ADN génomique :

1. Introduction :

Pour rappel, le but de ce travail était de cloner le promoteur du géne du CSF-1. Le CSF-
1 est une cytokine qui intervient dans la pathologie de l'athérosclérose, il est donc
intéressant de comprendre les mécanismes de 1'activation de son expression. L'étude du
promoteur du geéne CSF-1 s'inscrit donc dans ce cadre. Sa séquence étant connue, la
technique PCR apparait comme la plus simple a mettre en oeuvre. \

Les PCRs sur ADN génomique humain et autres sont beaucoup plus complexes que les
PCRs effectuées sur échantillons plasmidiques. Un premier probléme est la taille de cette
matrice composée de plus ou moins 4 milliards de paires de bases. Les amorces doivent
trouver leur cible dans un «océan» d’ADN.

L’ADN génomique dénaturé a tendance a former des structures secondaires importantes
pouvant entrainer des délétions lors des PCRs. Dans le cas ou la matrice n’est que
partiellement dénaturée, méme sur de trés courtes régions, la renaturation est rapidement
initiée. La préparation d’ADN cible doit étre la plus propre possible (bien qu’il existe deux
écoles a ce propos) car la présence de facteurs "trans" résiduels peut empécher le

désappariement des deux brins.

La matrice doit étre la plus intégre possible, c.a.d. possédant un minimum de cassures
afin éviter la coupure des séquences cibles favorisant le saut (jumping) de la polymérase. Le
nombre de copies de la séquence a amplifier est également un élément important lors de la
PCR.

Le rapport entre le nombre de matrices et d’amorces est important, en effet si la matrice
est en concentration trop élevée alors la viscosité du milieu augmente et la PCR est inhibée, si
les amorces sont en concentrations trop €levées, les amplifications deviennent non
spécifiques. Dans le cas ou matrices et amorces sont en trop faibles concentrations, les
chances de succes de I’amplification diminuent.
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La présence de cibles riches en GC ou en séquences répétées peut amener au décrochage

ou au piétinement de la polymérase.

L’ensemble de ces facteurs rend I’optimalisation de la PCR sur ADN génomique

difficile. Ce genre de PCR nécessite donc souvent une mise au point au cas par cas.
Dans le cadre de ce travail, nous avons isolé par PCR sur ADNg (ADN génomique)

humain, le promoteur du géne du colony stimulating factor-1. Les résultats reprennent et

discutent les approches suivies pour I'amplification de cette séquence spécifique.

2. Analyse de la séquence du promoteur CSF-1 :

Une premiere analyse de la séquence (Annexe 2.1.), montre un certain nombre de
facteurs pouvant rendre son amplification ardue.

En effet, le géene du CSF-1 est unique dans le génome haploide humain, par conséquent
son promoteur I’est aussi. La richesse en GC de ce promoteur de prés de 66% est
caractéristique des séquences promotrices de cytokines. De plus on y trouve des éléments
répétés soit en dinucléotides GT soit en tétranucléotides GAGC susceptibles de faire piétiner

voir avorter la polymérase au cours de la polymérisation.

A 55 °C les brins sens et anti-sens dénaturés du promoteur CSF-1 forment des structures
secondaires importantes, d’autant plus stables qu’elles sont riches en GC. Il ne s’agit
cependant que d’une modélisation informatique (DNA Fold) réalisée dans des conditions
différentes de celles rencontrées dans le mélange PCR.

3. Stratégie globale :

La mise au point de la PCR sur ADNg ne répond pas a des régles précises. Elle nécessite
de tester une série de conditions et de combinaisons variées de celles-ci afin d’obtenir le
résultat attendu. Parmi celles-ci nous avons fait varier :

Le type de PCR : "simplex" PCR.
"héminested" et "nested" PCR.

La forme de la PCR : "touchdown".
"hot start".
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La nature de la matrice : Extraits brutes d’ADN génomique.

Extraits purs d’ADN génomique.

Les amorces : 5 paires d’amorces ont été testées.

La concentration en matrice.

La concentration en amorces.

La température d’hybridation : Nous avons travaillé dans une fourchette de 45 a 80 °C.

La présence d’additifs dans le mélange réactionnel : DMSO de 0 a 10%

Le type de polymérase testée : DynaZyme Il Finzyme.

Taq Boehringer.
Gold Perkin Elmer.
Pwo Boehringer.
Tth Boehringer.
Vent Biolabs.

Le type de tampon : Outre la variation de tampon inhérente a I’utilisation de polymérases

différentes, nous avons en plus testé le tampon R.HUN utilisé lors de
I'amplification de régions organisées en répétitions de trinucléotides

dans le cadre de la maladie de Hungtington.

Tous ces parameétres ont été testés progressivement au cours de ce travail car la difficulté de
I’amplification de cette séquence s’est révélée beaucoup plus grande que ce que 1’on imaginait
au départ. Nous allons examiner dans ces résultats les expériences les plus significatives .
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4. Amplification et isolement du promoteur CSF-1
utilisant la polymérase DynaZyme II :

4.1. Choix _des amorces :

Les premieres amorces utilisées seront les amorces KPN-1 et KPO-1 (Annexes 1.1.,
1.6.). Nous somme limité dans le choix des amorces sur I’extrémité amont du promoteur
du gene CSF-1, en effet les premiers éléments cis connu de ce promoteur apparaissent
quelques 30 pb en aval de I'extrémité 5’ de celui-ci. Comme les amorces ont déja une taille
minimum de plus ou moins 20 bases notre choix ne pouvait faire appel a des amorces plus
internes. Par la suite cet élément restera limitant dans le choix des amorces s’hybridant en
amont du promoteur. Nous avons ajouté en 5’ des amorces des sites de restriction
synthétiques afin de faciliter le clonage de I’amplicon dans pGFP-1.

4.2. Choix de la polymérase :

La polymérase DynaZyme est une des polymérases la plus utilisée au laboratoire, elle
présente un gros avantage; son cofit relativement bas ce qui est un avantage non
négligeable dans le cadre d’une mise au point. Elle a déja ét€ employée avec succeés pour
des amplifications sur ADN génomique de souris.

4.3. La matrice :

Dans un premier temps la matrice sera un extrait brut d’ADN génomique obtenu par lyse
osmotique d'une culture de monocytes THP-1. Cet ADNg n’aura subit aucune autre étape
de purification. De telles matrices ont déja été utilisées avec succes lors de 1’amplification
PCR du gene de la B-globine humaine (Innis, Gelfand, Sninsky & White, 1990),
cependant ce géne est en nombre de copies important dans le génome.

Par dosage en spectrophotométrie UV a 260 nm la quantité d’ADN isolée est estimée a
50 ng/ul, cependant le rapport des absorbances a 260 et 280 nm est de 0,36 ce qui indique
la présence de nombreuses impuretés dans I’extrait. De plus le mélange contient encore de
I’ARN et de ce fait notre mesure surestime la quantité d’ADN réellement présente.




1 2.3 4 5.6

Ficure II1.1. :

PCR sur ADNg brut ; hybridation 50°C, amorces KPO-1, KPN-1 (100 pm). Polymérase
DynaZyme II . Migration de 15 pl des produits PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes :

: 1 ng d'ADNg.

: 10 ng d'ADNg.

: 100 ng d'ADNg.

: contrOle négatif, PCR sans matrice.

: contrdle positif HIV.

: Low DNA Mass Ladder (GIBCO) 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.

AN LW~
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On sait que 100 ng d’ADNg humain équivaut plus ou moins a 10 000 exemplaires du
génome haploide humain. Par ailleurs en PCR sur ADNg on utilise entre 100 et 100 000
copies de matrices (Saiki et al.; Mullis et al, 1986; Higuchi et al., 1988) soit de 10 ng a
lug d’ADNg. La quantité la plus fréquemment utilisée étant 100 ng (10 000 copies). Les
PCR seront donc réalisées pour trois concentrations en ADNg : 1, 10, et 100ng de

maniere a couvrir une zone suffisament grande du nombre de copies de séquence cibles.

44.PCR :

A. Conditions PCR de départ :

Nous avons réalisé des "simplex" PCR sur les extraits bruts d’ADNg pour 1, 10
et 100 ng de matrice, a 3 températures d’hybridation 50, 55 et 60°C et pour 3
concentrations en DMSO : 0, 5 et 10%. Les amorces utilisées sont KPO-1 et KPN-1

(Annexes 1.1., 1.6.) a raison de 100 p moles (pm) chacune.

Apres 35 cycles, nous n'obtenons aucun produit spécifique mais essentiellement
des dimeres d’amorces (Figure II1.1.) .

Les séquences des amorces semblant poser probleme puisqu'elles forment des
dimeres, nous avons supposé que d’une part les sites de restriction synthétiques ajoutés
en 5’ de KPO-1 et KPN-1 (Annexes 1.1.,1.6.) pouvaient engendrer des encombrements
stériques et d’autre part la formation de dimeéres d’amorces. Nous avons donc utilisé de
nouvelles amorces : 191 et 182 (Annexes 1.2., 1.6.). 191 est une amorce semblable a
KPN-1 mais sans son bout flottant. 182 correspond a une nouvelle amorce située au dela
de I’ATG du promoteur et qui ne devrait pas faire de dimeres avec I’amorce 191. Nous
décidons aussi d’effectuer un test d’inhibition pour détecter la présence d’éventuels
inhibiteurs dans I’extrait d’ ADNg étant donné sa faible purification.

B. Etude des inhibitions :

Ce test consiste a ajouter dans la mélange PCR un contrdle positif (ADN
plasmidique HIV et ses amorces spécifiques) et de réaliser ce test dans les conditions
optimalisées pour ce contrdle. Pour cela nous avons préparé 4 mélanges PCR contenant

un contrdle positif plasmidique HIV avec ses amorces spécifiques.



Figure I11.2. :

Test d'inhibition de 3 concentrations en ADNg brut sur un contrdle positif HIV. Polymérase :
DynaZyme II. Migration de 15 pl des produits PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes :

: contrdle positif HIV seul.

: contrdle positif HIV additionné de 100 ng d'ADNg brut.

: contrdle positif HIV additionné de 10 ng d'ADNg brut.

: contrdle positif HIV additionné de 1 ng d'’ADNg brut.

: Low DNA Mass Ladder (GIBCO) 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.

DN W -

Figure I11.3. :

Test d'inhibition de 3 concentrations en ADNg brut ayant subit 3 extractions au phénol-chloroforme
sur un contrdle positif HIV. Polymérase : DynaZyme II. Migration de 15 pl des produits PCR sur
gel d'agarose 1,2%, bromure d'éthidium 2 pg/ml.

Pistes :

: Low DNA Mass Ladder (GIBCO) 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.
: contrdle positif HIV additionné de 100 ng d'ADNg.

: contrdle positif HIV additionné de 10 ng d'ADNg.

: contr6le positif HIV additionné de 1 ng d'ADNg.

: contrdle positif HIV seul.

DN WK —
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Nous n’avons rien ajouté dans le premier tube. Nous avons mis 100, 10 et 1 ng

d’extrait d’ ADNg respectivement dans les tubes 2, 3 et 4.

La photo ci-contre (Figure IIL.2.) illustre bien la présence d'inhibiteurs aux
concentrations €élevées en extrait d’ ADNg puisque I’intensité des bandes d’amplification
diminue lorsque 1’on passe de 1 a 100 ng d’extrait.

Comme une inhibition apparait dans les extraits bruts d’ADNg, nous décidons de
le purifier en effectuant de 1 a 3 extractions au phénol-chloroforme suivie d'une

précipitation en présence de sel et d'éthanol. .

Un test d’inhibition a été ensuite réalis€ sur les extraits ayant subit 3 extractions
au phénol-chloroforme. Quatres tests contenant respectivement 100 ng, 10 et 1 ng
d’ADNg, et le contrdle positif seul sont effectués. L’inhibition est encore observée pour

les concentrations de 100 ng en extrait mais de maniére moindre (Figure I11.3.).

C. PCR sur ADNg ayant subit de 1 a 3 extractions au phénol
chloroforme et héminested PCR :

De nouvelles "simplex" PCR sont réalisées pour les températures d’hybridation
de 45, 50, 55 et 60 °C avec 0 ou 5% en DMSO, 3 concentrations en amorces, 20 pm,
100 pm et 1 nm des amorces 191 et 181.

Le tout étant effectué pour 1, 10, 100 ng en ADNg ayant subit 1, 2 ou 3 extractions au
phénol-chloroforme.

Dans ces conditions nous observons essentiellement des dimeres d’amorces ou
I’'une ou I'autre bande de petite taille (résultats non montrés). Comme le nombre de
séquences de départ est trés petit, nous pensons que I’amplicon spécifique n’est pas
visible sur gel aprés une amplification en simplex, mais que nous pourrions le détecter
apres une deuxieme PCR. Nous avons opté pour une héminested PCR pour la raison
suivante :
-Etant donné que I’amorce 191 se situe en juste amont du promoteur et est voisine d’un
€lément cis , nous ne pouvons pas utiliser une amorce plus interne sous peine de ne pas

pouvoir isoler I’ensemble du promoteur.
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Nous avons effectués des "héminested" PCR sur les produits de la "simplex"
PCR précédente dilués 10, 100 et 1000 fois. Les amorces KPO-1 et KPN-1 (Annexes
1.1., 1.6.) sont utilisées a une température d’hybridation de 50°C. Nous avons aussi
testé 3 concentrations en DMSO : 0, 1 ou 5 %.

A ce stade ce sont encore des diméres d’amorces qui sont obtenus (non montré).
Ce résultat négatif était surprenant puisque dans des conditions normales, une
héminested assure une meilleure spécificité de 1’amplification et donne un produit PCR
visualisable sur gel.

~

Nous avons alors supposé que la séquence a amplifier posait en elle-méme
probléme. Celle-ci est riche en GC et possede des répétitions en dinucléotides GT et en
tétranucléotides GCAG qui peuvent faire avorter la polymérase de la matrice. Le tampon
R.Hun est un tampon particulierement stringeant qui a permis |’amplification de
répétitions de trinucléotides impliqués dans la maladie de Hungthinton. Nous avons

donc décidé de le tester dans nos amplifications.

D. Changement de tampon PCR :

Nous avons substitué au tampon DynaZyme le tampon R.Hun et effectué des
PCRs dont les températures d’hybridation étaient de 55°C et 45°C avec les amorces 191,
182 (100 pm) (Annexes 1.2., 1.6.).
La matrice étant une préparation d'ADNg ayant subit 1, 2 ou 3 extractions au phénol-
chloroforme, 3 concentrations de ces extraits sont utilisés dans la PCR : 1 ng, 10 ng,

100 ng. Un contrdle positif est aussi réalisé avec le tampon DynaZyme et le tampon
R.HUN.

Le contrdle positif réalis€é en présence de séquences plasmidiques HIV et
d’amorces spécifiques ne montre aucune amplification dans le tampon R.HUN (résultat
non montré), ce qui démontre que la DynaZyme II est totalement inhibée par ce tampon.

Ceci explique que nous n’obtenons aucun amplicon pour les autres tubes PCR.

Les problemes d’amplification étant peut-étre liés a une structure particuliére de la
matrice d’ADN génomique. Nous décidons de la restreindre, afin d’obtenir des
fragments plus courts. On sait que la taille de la matrice influence les cinétiques de

dénaturation, d’hybridation et de renaturation.
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E. PCR sur ADN génomique restreint :

Nous avons réalisé sur I’ADNg ayant subit 2 extractions au phénol-chloroforme
soit une restriction Eco RI, soit Cla I, soit Eco RI et Cla I. Nous avons vérifié que aucun
de ces enzymes ne coupait le promoteur CSF-1 (Annexe 2.2.). Nous avons donc
effectué une PCR sur 100 ng de ces ADNg restreints en présence de 0, 5 ou 10% en
DMSO. L'hybridation étant réalisée a 55 °C. Les amorces utilisées étaient 191 et 182
(Annexes 1.2., 1.6.) a raison de 100 pm chacune.

Seuls des diméres d’amorces sont obtenus ( résultat non montré).
Nous avons décidé de réaliser une étape supplémentaire d"'héminested" car nous

supposons que l'amplification en "simplex" pouvait étre faible vu le petit nombre de
copie de la cible dans la matrice.

F. Héminested PCR sur ADN génomique restreint :

Une "héminested" est alors réalisée sur les produits de la "simplex" PCR
précédente avec les amorces KPO-1, KPN-1 (100 pm) (Annexes 1.1., 1.6.) en présence
de 0, 5 ou 10% en DMSO et toujours une hybridation a 55 °C.

Aucune amplification spécifique n’est obtenue (résultat non montré).

A ce stade, il nous semble évident que nous devons nous interroger sur les
séquences des amorces. En effet, elles forment des dimeéres et n’amplifie pas la séquence
voulue. Des PCRs réalisées avec des amorces plus grandes nous permettraientt
d'effectuer des hybridations a températures plus élevées.

G. Utilisation d’amorces plus longues :

Des nouvelles amorces de 25 bases (251 et 252) (Annexes 1.3., 1.6.) sont donc
utilisées. Leur longueur supérieure, leurs températures de fusion plus élevées permettent

des hybridations plus stringeantes.



Figure 111.4. :

Controle positif HIV amplifié avec la DynaZyme II dans les conditions suivantes :
Dénaturation longue 4 minutes a 98°C.
40 cycles : Dénaturation 30 secondes a 98°C.

Hybridation et élongation en une étape de 45 secondes a 72°C.
Terminer la PCR par 10 minutes a 72°C.

Pistes :

1 : Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

2 : contr6le positif HIV.
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Nous appliquons aussi les conditions PCR qui ont déja été utilisées pour
'amplification de cibles sur ADNg de souris: Dénaturation longue 4 min a 98°C.
Effectuer 40 cycles : Dénaturation 30 sec a 98°C.
Hybridation et élongation en une étape de
45 sec a 72°C.
Elongation finale 10 minutes a 72°C.

Cette PCR est réalisée sur 10, 50 et 100 ng d’ADN génomique humain purifié
par traitement a la RNAase, protéinase-K, phénol-chloroforme (Promega, Madisson,
USA). Un contrdle positif est également effectué en présence de plasmide HIV et

d’amorces spécifiques.

Le contrdle positif permet de constater que dans de telles conditions la DynaZyme
perd beaucoup de son activité (Figure 1I1.4.). Aucun produit PCR d’intérét n’est obtenu

en utilisant les amorces spécifiques du promoteur.

Il est possible que la perte d’activité de la DynaZyme soit essentiellement liée a
I'étape de dénaturation longue de 4 minutes a 98°C et aux étapes de dénaturation de
chaque cycle. Pour limiter cette perte d’activité tout en conservant une garantie de
dénaturation compléte de la matrice, nous avons décidé d’introduire une étape préalable
de "hot start".

H. Utilisation du hot start :

Le mélange réactionnel PCR sans la polymérase est chauffé 10 minutes a 100°C
puis refroidit sur glace afin de figer I’ADN. La polymérase est alors ajoutée et les cycles
normaux de la PCR sont lancés.

Afin de limiter au maximum la perte d’activité de la DynaZyme, nous avons
effectué les dénaturations a 96°C, température intermédiaire entre 94 et 98°C. La
température d'hybridation est de 72°C et les amorces utilisées sont 251, 252 (Annexes
1.3., 1.6.) et 191, 182 (Annexes 1.2.,1.6.) (100 pm), une hybridation a 55°C a aussi
été testée. Nous essayons ces deux couples d’amorces dans le cas ou un des deux

donnerait de meilleurs résultats.

Nous utilisons a nouveau I’ADNg de Promega a raison de 100 et 10 ng. Ces
PCR ont été réalisées en présence de 0, 5 ou 10% en DMSO.




Figurelll.5. :
Figure III.5a. :

Amplification sur ADNg humain pure (Promega) pour 3 concentrations en ADNg : 1, 10, 100 ng.
Les amorces utilisées sont : 191, 192 (100 pm) ; 251, 252 (100 pm). Pour chaque condition un
double est réalisé. La PCR est une "simplex" en "touchdown" avec la polymérase DynaZyme II.
Migration de 15 pl des produits PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes : :
1 : Marqueur VI (Boehringer) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,

1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.
Amorces 251, 252 :

Quantité en ADNg matrice :

: 1 ng.
: 1 ng. .
10 ng. 1011 1213
: 10 ng.
: 100 ng.
: 100 ng.

NNk W

Amorces 191, 182 :

Quantité en ADNg matrice :
8:1ng.
9:1ng.

10 : 10 ng.
11:10 ng.
12 : 100 ng.
13 : 100 ng.

Figure IIL.5b. :

"Heminested" en "touchdown" réalisée sur les produits de "simplex" de III.5a.

Amorces utilisées : KPN-1, KPO-1 (100 pm). 10 pl du produit de "simplex" non dilués sont
utilisés comme matrice. La polymérase utilisée est la DynaZyme II. Migration de 15 ul des produits
PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes :
1 : Marqueur VI (Boehringer) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,

1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.
"Heminested" KPO-1, KPN-1 sur 10 ul des produits de "simplex" suivants :
Amorces utilisées dans la "simplex" : 251, 252 :

Quantité en ADNg matrice dans la "simplex" :

: 1 ng.
: 1 ng. 12 34 5 6 7 89 10 1112 13
: 10 ng.
: 10 ng.
: 100 ng.
: 100 ng.

N Ok W

Amorces utilisées dans la "simplex" :191, 182 :
Quantité en ADNg matrice dans la "simplex" :

8:1ng.

9:1ng.

10 : 10 ng.

11: 10ng.

12 : 100 ng.

13 : 100 ng.
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Aucune amplification n’est observée (résultat non montré)

La température d’hybridation est peut-€tre a mettre en cause, en effet il existe
d’importantes différences entre les températures de fusion calculées par le % de GC et
par la méthode 2AT+4GC. Des lors il est difficile de choisir, sachant que la température
d’hybridation devra étre de 5 a 10°C en dessous de la température de fusion. Une

“"touchdown" PCR peut résoudre ce probléme.
I. Effet de la touchdown PCR :

Nous décidons d’essayer la "touchdown" PCR, comme nous 1’avons mentionné
dans I’introduction celle-ci permet de tester un ensemble de températures d’hybridation
tout en gardant une bonne spécificité. Par ailleurs la DynaZyme ne conserve pas son
activité de maniere prolongée a des températures élevées. Nous avons réalisé un "hot
start" de 10 minutes a 100 °C, les conditions PCR étant :

Dénaturation de 45 sec a 96°C

Hybridation de 30 sec a 65°C en diminuant de 2°C par cycle
jusqu’a 49°C et en cloturant par 4 cycles a 49°C.

Elongation 2 72 °C.

Terminer la PCR par 10 minutes a 72°C.

Nous avons testé les couples d’amorces 251, 252 (Annexes 1.3., 1.6.) et 191,
182 (Annexes 1.2., 1.6.) a une concentration de 10 ou 100 pm pour 1, 10 et 100 ng
d’ADNg non restreint et 50, 100 ng d’ ADNg restreint par Eco RI.

Les résultats montrent des dimeres d’amorces pour le couple 251, 252 alors que

des trainées diffuses (peu visibles) sont obtenues pour 191, 182 (Figure III.5a.).

Une "héminested" PCR est alors réalisée en "touchdown" avec les amorces
KPO-1, KPN-1 (100 pm) (Annexes 1.1., 1.6.) sur 10 ul des produits de la "simplex"
dilués 1 fois ou 10 fois. Les conditions de la "touchdown" sont les mémes que celles

décrites ci-dessus.

La PCR donne a nouveau essentiellement des dimeres d'amorces (Figure II1.5b.)
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J. Analyse de ces résultats négatifs :

De ces derniéres expériences 3 conclusions peuvent étre tirées :

-L'utilisation d'une matrice d’ADNg la plus pure possible permet d'éviter les

problémes liés a la présence d'inhibiteurs potentiels de polymérases.

-L'optimalisation de I'hybridation, c.a.d. la conception et I'utilisation d'amorces plus
longues sont censées rendre I'hybridation plus spécifique. Les amorces utilisées
jusqu'a présent ont une forte tendance a former des dimeéres. Il faut augmenter la
température d’hybridation afin d'éliminer ces dimeres et d'augmenter la spécificité de
I'hybridation; ceci d'autant plus que les températures de fusion des amorces sont

élevées.

-La DynaZyme II ne semble pas étre la meilleure des polymérases a utiliser dans le
cadre de ce travail car sa thermostabilité ne permet pas des dénaturations prolongées a
températures €levées mais aussi des hybridations a des températures supérieures a
72°C alors que nos amorces permettent de monter a des températures plus élevées
garantes d'une meilleure spécificité.

K. Utilisation d’amorces de longueur supérieures :

Afin d'augmenter la spécificité de I'hybridation nous avons décidé d'utiliser une
paire d'amorces encore plus longues, 301 et 302 (Annexes 1.4., 1.6.) faisant chacune
30 bases. L'amorce 302 s’hybride sur I'exon 1 du géne CSF-1. Les exons sont des
séquences peu ou non redondantes dans le génome, elles constituent donc une cible de

choix pour des amorces.

Ces amorces on été testées dans un premier temps pour des amplifications avec la
DynaZyme II. En effet avec celles-ci, il n'est pas exclu que la DynaZyme II puisse nous
donner une amplification spécifique. 301 et 302 sont utilisées en concentration réduite
(20 pm) pour la "simplex" PCR.

Ensuite une "héminested" a été€ effectuée sur les produits de "simplex" obtenus
avec 301, 302. les amorces 251, 252 sont utilisées dans 1""héminested" a raison de 100
pm chacune et par réaction PCR.




Figure IIL.6. :

Figure IIl.6a. :

"Simplex" PCR précédée d'un "hot start" sur 100, 500 ng, 1 pg d'ADNg (Promega) non restreint
et 1 ug d'ADNg (Promega) restreint par Pst I. Les amorces utilisées sont 301 et 302 (20 pm).
L'hybridation se réalise a 72°c, I'enzyme utilisée est la DynaZyme II.

Migration de 15 pl des produits PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes :

1

-lkb-)t\)

>

: Marqueur VI (Boehringer) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

: 1 pg d'ADNg matrice non restreint.

: 500 ng d'’ADNg matrice non restreint.

: 100 ng d'’ADNg matrice non restreint.
1 ng d'ADNg matrice restreint par Pst I.

a

Figure II1.6b :

"Heminested" précédée d'un "hot start" avec les amorces 251, 252 (100 pm) réalisée sur 10 pl des
produits décrits ci-dessus. Hybridation a 72°c, 1'enzyme utilisée est la DynaZyme II.
Migration de 15 pl des produits PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes :
1 : Marqueur VI (Boehringer) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.
Produits d""heminested" sur 10 pl des produits de la "simplex" olt nous avions utilisé :
2 : 1 pg d'ADNg matrice non restreint.
3 : 500 ng d'’ADNg matrice non restreint.
4 : 100 ng d'ADNg matrice non restreint.
5 : 1 pg d'ADNg matrice restreint par Pst I.
6: Contrdle négatif (PCR sans ADN matrice).
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En effet, Igarashi et al.(1991) ont montré que I’utilisation d’une faible concentration en
amorces au cours de la premieére PCR suivie par une "nested" ou la concentration en
amorces est supérieure de 4 a 5 fois donnait et une plus grande spécificité et un meilleur

rendement.

Nous avons utilisé 1 pg, 500 et 100 ng de matrice ADNg non restreint et 1 pug de
matrice ADNg restreint par Pst I (site absent de notre cible). Cet ADNg a été purifié par
traitement des extraits cellulaires THP-1 a la RNAase, protéinase-K suivi de 3

extractions phénol-chloroforme.

Les conditions PCR utilisent des températures €élevées car les amorces sont plus
longues.
"hot start" 10 minutes a 100°C.
Refroidir a 4°C et ajouter la polymérase.
Dénaturer encore 2 minutes a 96°C.
Réaliser 40 cycles : Dénaturation 45 secondes a 96°C
Hybridation, élongation 1 minute a 72°C.

Elongation finale 10 minutes a 72°C.

Une trainée diffuse pour tous les produits PCR de "simplex" est obtenue sur gel
d'agarose 1,2%, elle est surtout visible pour ’ADNg restreint, cependant pour ce
dernier, vu la quantité de matrice utilisée, il est possible que ce soit son profil de

restriction que nous observons (Figure I11.6a.).

Une "héminested" est alors réalisée sur ces produits, les conditions de cycles
restant inchangées.

Nous obtenons alors un profil PCR intéressant (Figure III.6b.). Des bandes
nettes sont obtenues. Parmi celles-ci, une retient plus particulierement notre attention, sa
taille correspond a la moitié de la bande attendue de 792 pb, mais elle a été produite en
grande quantité.

L’intensité de cette bande décroit quand la concentration en ADNg utilisé comme
matrice augmente. Soit il reste des inhibiteurs de polymérase en faible quantité, soit il
s'agit 1a d'un effet de viscosité du mélange PCR.




Structures secondaires a 55°C, 1M NaCl pour le brin sens du promoteur CSF-1, si on considére

que les 2 extrémités du brin ne sont pas libres.

Figure II1.7. :
Figure III.7a :

3
OO F 8
. (%)
e R = § %
< - It}
0oTs o) o <
00 < 2 - ) L
O < O, e
O« (5] . — Oqr-+
@’ Soou® 7] )
og 0 = £ =
oF P o) o Feo Oy,
0d3,% 00 <
. Q ) <
O p < pus 3 < k!
A 5 e 2 §
o G5 00 5
5 ) .- (&) O < o
A.mu @ m < C.m.w <
o
i ol o, o E
< | Or €Y, - b
V) Oy Q2 <
[ ) o o8 o¥ s e}
= .
- 5] G_wf. < b OV B8 % <&
o'
50 ° Or-0 O -3 oY o D% 9 Vg, o<
- -
5 <o=" L) o m%o o« - YMAC%G 90 V<00
e i = e N T T
b ¥ o L o O
(] [¢) Q ¢} o ) %)
L (VN 0 < — (] <O [$}
v a
(Ei gl o o) 9 59« o
O < L o Co o %) O
3o W2 026
9 Iﬁuu o 2 0 Sahr GGrr.uc S
o ©S o e T
v -
oo 0, >0 _M% [ R a, - 3
2 o L wn % (3]
() & o G“W o = O O
< 00 a ) - R ol d m,
© CISN [ALESN o u ]
O, (O So 3 d 7] %9
Lo L0, O XY © re wn = Y]
mGC..m.CC CIKE) O GGC L (@] Q w.&u
OS5, %%CG‘ ) ..cc Or 01 00% ) 20
o, O, ¥ o)
(SRR ) o —_— >
0O Ly O, - 20
() Ry o
o0
0o, o8’ ™ g 2
(OXS) - O e O
0O B g, (Oo° N~ =] o]
o* o8P o\ B ]
< 1020 B8 e 2T &9
© o OO - VOOGEGEY0 g
3 oS g ' gy 0882 . &0
< oo 9 (5} 88505 & ~ g
% B oup0,00 I ol S Bfe  Benov
O VLo 0o ] - = (A
« 0~ %0 [72) S\ OBt )
o0, €OEeY0E- £9W0_ 5o6 5 >- =3 b, AL )
¢ Yo iu_mwuc..@@ oWl < oo o O = Lo< Q...%xmc 3 Cgd” S
- <07 B G000 <0l .0 o V< o
et YO 0L "0« s >
o D 00 < 0% U0 OLo, font —— P w0 &
< L O 105 b OO [ S U R N
O o -0 O [$ )4 () On
@ s ad o ] LI Ll = 3 7 Tetgosy o Yy
s < o
<00, S &2 <o = o, SO/ R
0T0% %« $H o < (SR 20 2 0 B! Ga
o® Rt <« Ly o __ _ - b e
90 -1 qoed” O° W - <] TTM ruT %
o,
= ol =% w83
- o
0D "
& T8 ; 9 i T
-
.w”wu 2 5 Opb - ..Ah. m < CGA
0] <
s O n g5 S ©uh R tH
Vo RE ) <o oY,
0L0 [Ex8) =) SO 6 O 00
- %o, 3 9, 0% WP,
"opd’ VLLo n 3 L8 Seoggs 3
OB o LT S 3 = °
O1OG — A e} -
! o 1) 55
& < b | " i SRS £ o
S & - < O 8§ Y 3] O
e— -, (8)
- - o9 ki = o= < « VoL
Yo b= a9, <00 ol m % <
rr- <= GCG () .o o) <@ <=
O = "o & o zm R
, OO0, < 7 i QO = OV,
L0 X nruu S e @ s < “«
$ s 9 § B :
o o e, & — hellQ | b o
- < Voo - kS -
2 * o - ) c <
L 2 > i o () < )
Y] O Q r— CIR )
CR ) = Caq0e
L o- Bo m (]
- =
= wno

ENERGY = -1222 CSF15’




107

Cette derniere hypothése est plus vraisemblable car pour la PCR réalisée a partir de 1 pg
d’ ADNg restreint par Pst I nous observons une belle bande en comparaison au produit
PCR obtenu avec 1 pg d’ADNg matrice non restreint.

Comme le rendement semble meilleur pour 100 ng d’ADNg non restreint, nous
décidons de fixer les concentrations en matrice autour de cette valeur. L’utilisation
d’ADNg restreint ne donne pas un profil de bande différent de celui non restreint.

Par ailleurs, il n’est pas certain que I’amplicon obtenu ne soit pas un produit
spécifique. En effet des délétions importantes (de quelques bases au kilobase) peuvent
survenir en PCR lors d’amplification de régions cibles formant d’importantes structures
secondaires.

Afin d'évaluer I’'importance de ces structures secondaires, nous avons soumis la
séquence du promoteur CSF-1 simple brin sens (5'-3") et anti-sens (3'-5') a un
programme de modélisation de structures secondaires en fonction de la température
(DNA Fold). A 55°C, nous observons encore d’importantes structures secondaires

relativement stables car riches en GC (Figure II1.7a, 7b.).

Il faut étre prudent sur les conclusions tirées de cette modélisation. En effet des
conditions différentes de salinité de celles utilisées en PCR mais aussi I’influence des
séquences voisines de la matrice d ADNg ne sont pas prises en compte. Ce modele ne
donne donc qu’une idée générale quant a la possibilité d’avoir ou non des structures

secondaires génantes.

Si il y a vraiment des structures secondaires, les possibilités suivantes s'offrent a

nous :

-Augmenter les températures d'hybridation ce qui déstabiliserait les structures
secondaires et permettrait une meilleure spécificité de 'hybridation. Cependant la
DynaZyme II ne semble pas supporter des hybridations a 72°C. 1l faut donc
changer d’enzyme.

-Tester d’autres polymérases car leur comportement face aux structures secondaires
risque d'étre différent, certaines pouvant déplier ces structures.
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S. Essais de PCR utilisant la Taq (Boehringer,

Mannheim, Allemagne), Gold (Perkin-Elmer
(Roche),  Branchburg, USA), la Pwo

(Boehringer, Mannheim, Allemagne) et la Tth

(Boehringer, Mannheim, Allemagne) :

5.1. Stratégie :

5.1. Choix des polymérases :

Nous avons orienté notre choix sur les polymérases suivantes :
Taq (Boehringer, Mannheim, Allemagne)
Pwo (Boehringer, Mannheim, Allemagne)
Tth (Boehringer, Mannheim, Allemagne)
Gold (Perkin-Elmer (Roche), Branchburg, USA)

La Taq est la polymérase la plus couramment utilisée en PCR, elle parait donc
incontournable pour la suite de nos essais, d’autant plus qu’elle a déja été utilisée pour
amplifier avec succes des séquences sur ADNg total humain. Elle permet d’atteindre des
températures d’hybridation supérieures (75°C). Méme si il n’y a que 3°C de différence par
rapport a la DynaZyme II, il n’est pas rare que I’efficacité des amplifications se jouent au
degré pres.

La Pwo permet également une hybridation a 75°C, en outre elle posséde des activités
intéressantes, exonucléase 3’-5’ et 5°-3". Elle est aussi conseillée pour les amplifications
sur ADNg.

La Tth est quant a elle moins sensible aux inhibiteurs par rapport a d’autres polymérases,
elle permet aussi une hybridation a 75°C. Elle posseéde une activité exonucléase 5°-3’ et
ses caractéristiques d’élongation sont différentes de celles de la Taq.

Enfin la Gold de Perkin Elmer arrivée sur le marché pendant ce mémoire permet
d’effectuer jusqu’a 60 cycles PCR. Cette enzyme s’active seulement aprés avoir séjourné
5 minutes entre 94°C et 98°C, elle ne perd donc pas d’activité au cours de I’étape longue
de dénaturation. On pourrait parler de "pseudo-hot start" puisque l'enzyme est déja
présente dans le mélange PCR.




Figure II1.8. :

Vérification sur gel apres restriction par Pst I de la purté de ' ADNg extrait de cultures de
monocytes THP-1 traités a la RNAase, Protéinase-K, et ayant subit 3 extractions au phénol-
chloroforme. Migration 2 heures sur gel d'agarose 0,8%.

Pistes :
1 : Marqueur III (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind III, 21226, 5148, 4973, 4268,
3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564.
2 : Marqueur VI (Boehringer) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.
3: 1 pg d'ADNg restreint par Pst 1.
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5.2. La matrice :

Nous utiliserons comme matrice les extraits d’ ADNg de cultures de monocytes THP-1
traités par RNAase, protéinase K et ayant subit 3 extractions au phénol-chloroforme. Les
extraits sont quantifiés sous UV a 260 nm, la présence d’impuretés étant calculée par le
rapport des absorbances a 260 et 280 nm.

Enfin un dernier contrdle est effectué par migration sur gel d'agarose 0,8% de 1 g
d’extrait d’ADNg restreint par Pst I (Figure II1.8). L'estimation de la concentration est
d'environ 100 ng/ pl, le rapport des absorbances étant supérieur a 1,75.

Par la suite nous utiliserons de I’ADNg humain préparé par Boehringer. Cet ADNg est a
une concentration de 200 ng/ul. Nous utiliseront des concentrations voisines de 100 ng
d’ADNg dans chaque réaction PCR.

5.3. PCR :

5.3.1. Conditions PCR testées :

Les 4 polymérases énumérées précédemment seront utilisées pour des "simplex"
PCRs avec les amorces 301, 302 (20 pm) (Annexes 1.4., 1.6.) et pour les "héminested"
avec les amorces 251, 252 (100 pm) (Annexes 1.3., 1.6.).

Pour la Taq, la Pwo et la Tth les conditions PCR testées sont les mémes :
"hot start" 10 minutes a 100°C.
Refroidir a 4°C.
Ajouter la polymérase - 5 unités par réaction.
Dénaturer encore 2 minutes a 96 °C.
40 cycles : dénaturation 45 secondes a 96°C.
hybridation, élongation 1 minute a 75°C.
Elongation finale 10 minutes a 75 °C.




Figure I11.9 :

Produits d"'heminested" réalisées avec les amorces 251, 252 et les polymérases Tth, Pwo, et Taq
sur 10 ul des produits de "simplex" PCR obtenus avec la Tth, la Pwo, et la Tagq.

La "simplex" PCR a été réalisée sur 100 ng et 200 ng d'’ADNg non restreint et 1 pg d'ADNg
restreint par Pst I. L'hybridation de la "simplex" est effectuée a 75°C et a 72°C pour I""héminested".

Migration de 15 pl des produits d'"heminested" de la Tth, la Pwo et de la Taq (des doubles sont
réalisés pour les produits de "simplex" avec 100 et 200 ng d'ADNg).
PCR sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes : produits d’"heminested".

1 : Marqueur VI (Boehringer) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

PCR réalisées avec la Tth :

: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 100 ng d'ADNg.
: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 100 ng d'ADNg.
: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 200 ng d'ADNg.
: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 200 ng d’ADNg.
: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 1 ng d'ADNg restreint par Pst 1.
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PCR réalisée avec la Pwo :

7 : "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 100 ng d'ADNg.

8 : "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 100 ng d'ADNg.

9 : "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 200 ng d'ADNg.

10 : "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 200 ng d'ADNg.

11 : "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 1 ug d'ADNg restreint par Pst 1.

PCR réalisée avec la Taq :

[

: 1 : Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I,
2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 100 ng d'ADNg.

: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 100 ng d'’ADNg.

: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 200 ng d'ADNg.

: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 200 ng d'ADNg.

: "heminested" sur les produits de "simplex" PCR 1 pg d'’ADNg restreint par Pst 1.
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Pour la Gold, vu ses caractéristiques différentes nous avons testé les conditions
suivantes:
Pas de "hot start", 1 unité de Gold par tube.
Dénaturation 5 minutes a 95°C.
50 cycles : dénaturation 45 secondes a 95°C.
hybridation et élongation 1 minute a 74°C.
Elongation finale 10 minutes a 75 °C.

L'"héminested" est réalisée dans des conditions similaires pour les 4 polymérases
avec une température d'hybridation de 72 °C.

Les tests sont réalisés en double pour 100 ng d’ADNg et 1 pg d’ADNg restreint
par Pst I. 15 pul des produits PCR sont déposés sur gel d'agarose 1,2 %.

-Résultats :

La Gold nous donne essentiellement des dimeéres d’amorces (résultat non
montré). La Pwo ne donne strictement rien pas méme des diméres d’amorces que ce soit
en "simplex" ou en "héminested" (Figure II1.9.). La Tth donne en "simplex" un profil
complexe de bandes, mais I’"héminested" ne permet pas de faire une sélection parmi
celles-ci (Figure IIL.9.).

Enfin, la Tag ne donne rien en "simplex" (pas de dimeres d’amorces), alors qu’en
"héminested" nous obtenons un profil contenant de 4 a 6 bandes dont I'une située a peu
prés a la bonne taille (830 pb pour 792 attendues) mais de faible intensité (Figure II1.9.).
Une différence de migration (marqueur et bande) peut étre liée a la composition du
tampon PCR différente de celle du marqueur et donc influencer la migration sur le gel.

5.3.2. Conclusion :

Nous concluons donc qu’a partir de 75 °C, les amorces ne forment plus de dimeres, et
que parmi les polymérases testées la Taq Boehringer est sans doute la plus prometteuse, la
Tth donnant un profil constitué de nombreuses bandes.




Figure I11.10. :

Production du fragment 830 par "simplex" PCR suivie d'une "heminested" dans laquelle
I'hybridation se fait a 75°C au lieu de 72°C. Les amorces de "simplex" sont 301, 302 (20 pm) et
celles d'"heminested" sont 251, 252 (100 pm). La "simplex" PCR est réalisée sur 100, 200 ng
d'ADNg pure non restreint et sur 1 pg d'’ADNg restreint par Pst I. L"'heminested" PCR est réalisée
en double sur 10 pl des produits de "simplex". 15 ul des produits de "simplex" et d""heminested"
sont déposés sur gel d'agarose 1,2%.

Pistes : Montré ci-dess us le pattern de migration de 1""heminested".
ADNg non restreint dans la "simplex" :
1:100 ng d'ADNg matrice.
2 : 100 ng d'ADNg matrice.
3:200 ng d'ADNg matrice.
4 : 200 ng d'ADNg matrice.
ADNg restreint dans la "simplex" :
5: 1 pg d'ADNg matrice restreint par Pst 1.
6 : 1 pg d'ADNg matrice restreint par Pst 1.
7 : Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

Figure I11.11. :

2 pl du fragment 830 purifi€ par "Gene Clean II" sont déposés sur un gel d'agarose 1,2% afin de
vérifier que le fragment est bien unique.

Pistes :

1 : 2 ul d'échantillon purifié du fragment 830.

2 : Marqueur VI (Boehringer pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,
1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.
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6. Caractérisation du fragment 830 obtenu avec la
Taq:

6.1. Production du fragment 830 par PCR :

Comme la bande que nous appellerons 830 est produite en faible quantité et en présence
d’autres fragments, nous avons essayé de faire des amplifications dans des conditions
similaires afin d'obtenir davantage de matériel et de fagon plus spécifique en vue du
clonage.

Conditions PCR testées :

Nous reprenons les conditions déja utilisées précédemment pour obtenir le fragment
830, mais nous augmentons la température d'hybridation de 1'"héminested" qui passe de
724 75°C,

La PCR a été réalisée sur 100 ng et 200 ng d’ADNg non restreint et sur 1 pg d’ADNg
restreint par Pst I (des doubles sont réalisés pour étudier la reproductibilité de la réaction),
40 cycles sont effectués. Les amorces de "simplex" PCR sont 301 et 302 (Annexes 1.4.,
1.6.), celles de I’"héminested" sont 251, 252 (Annexes 1.3., 1.6.).

Résultats :

Comme dans le premier cas, la "simplex" ne donne pas d’amplicon visible sur gel alors
que I’"héminested” montre une, voir parfois deux bandes. Dans ces profils, la bande a

830 est amplifiée de maniére unique dans 3 cas sur 6. C’est pour 100 ng (ADNg) que les
amplifications semblent le mieux fonctionner, alors que pour I’ADNg restreint une bande
contaminante apparait (Figure II1.10.).

6.2. Isolement et purification du fragment 830 :

| La bande que nous appellerons 830 est extraite du gel et purifiée avec le Kit «Gene Clean
| II».

Le produit purifié est resuspendu dans 100 pl d’eau distillée stérile et dosé sous UV a
260 nm. La quantité récupérée est de 10 ng/pl. 2 pl du produit purifi€ sont déposés sur gel
d'agarose 1,2% pour vérifier de maniére visuelle le succes de 'extraction (Figure III.11.).




1 2 3 456 7

Figure I11.12. :

"Heminested" PCR sur 1 pl du produit 830 purifié et dilué 1, 10, 100, 1000, 10 000 et 50 000
fois. Les amorces utilisées sont KPO-1 et KPN-1.
15 pl des produits PCR sont déposés sur un gel d'agarose 1,2%.

Pistes :

1 : matrice 830 diluée 1x.

2 : matrice 830 diluée 10x.

3 : matrice 830 diluée 100x.

4 : matrice 830 diluée 1000x.

5 : matrice 830 diluée 10 000x.

6 : matrice 830 diluée 50 000x.

7 : Marqueur Low DNA Mass Ladder (Gibco), 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.
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6.3. Caractérisation du fragment PCR 830 purifié par

restrictions enzymatiques :

Une premiere tentative de caractérisation est réalisée par une restriction Dde I sur 10 pl
du fragment 830 (10ng/ul). Si cet amplicon est bien celui recherché, alors nous devons
obtenir 3 bandes visibles sur gel d'agarose : 364 pb, 263 pb et 126 pb; et une quatrieme
non visible de 38 pb. Cependant la quantité de matériel étant trop faible aprés restriction
puis migration sur un gel d'agarose 1,2%, il est impossible d'observer le profi de
restriction (résultat non montré).

6.4. Caractérisation du fragment 830 par PCR :

Conditions PCR testées :

Une autre fagon rapide de caractériser la bande est de réaliser une "héminested" PCR sur
le fragment 830 avec les amorces KPO-1 et KPN-1 (Annexes 1.1., 1.6.). Si c’est bien le
promoteur CSF-1, alors I’amplification doit donner un fragment de 750 pb.
L’"héminested" PCR est réalisée avec un "hot start" et une hybridation a 65 °C sur le
fragment 830 purifié et dilué 1, 10, 100, 1000, 10 000, 50 000 fois.

15 pl des produits PCR sont déposés sur gel d'agarose 1,2%. Pour toutes ces dilutions en
matrice, une ou deux bandes de 380 pb sont obtenues (Figure II1.12.). Pour les dilutions
1, 10, 100 fois, nous observons une bande a 830 et une a 700 pb (Figure II1.12.).

Résultats :

Nous n’obtenons pas les bandes de taille recherchée (Figure III1.12.). Cependant, il est
possible que les fragments trop petits correspondent a des amplicons qui ont subi des
délétions suite a la formation de structures secondaires dans la matrice.

Afin d’obtenir une réponse définitive sur la nature de ces amplicons, nous décidons de
cloner le fragment 830 dans le vecteur T pGEM-T (Promega, Madisson, USA) afin de
réaliser une carte de restriction et le séquengage, puisque les essais précédents n’ont pas
permis d’identifier le fragment 830 comme étant ou non le promoteur CSF-1.



Figure II1.13. :

Optimalisation de l'amplification PCR du fragment 830 :

Pistes : :

"simplex" PCR avec les amorces 301 et 302 (20 pm), et 100 ng d’ADNg matrice :
1: 0% DMSO.
2: 5% DMSO.
3:10% DMSO.

"Heminested" PCR avec les amorces 301 et 252 (100 pm) et O ou 5% de DMSO effectuée sur 10 pl
des produits de "simplex".
Matrice :10 pl de produit PCR "simplex" avec 0% en DMSO.

3 :0% DMSO dans I'""héminested".

4 : 5% DMSO dans 1""héminested".

Matrice :10 pl de produit PCR "simplex" avec 5% en DMSO.
5: 0% DMSO dans 1"'héminested".
6 : 5% DMSO dans I'"héminested".

Matrice :10 pl de produit PCR "simplex" avec 10% en DMSO.
7 : 0% DMSO dans 1""héminested".
8 : 5% DMSO dans I'""héminested".

9 : Marqueur Low DNA Mass Ladder (Gibco), 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.
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6.5. Optimalisation de ’amplification PCR du fragment 830 :

Nous voulons d’abord optimaliser nos conditions PCR afin de produire davantage et de
maniere spécifique le fragment 830.

Conditions PCR testées :

Nous décidons d’effectuer un "hot start" de 4 minutes a 100°C. En effet, 10 minutes de
"hot start" a 100°C est sans doute trop long et la matrice s’endommage. Il n’est pas
nécessaire d’utiliser 5 unités de Taq par réaction PCR; 2,5 unités suffisent d’autant plus

que des concentrations plus faibles en Taq améliorent la spécificité.

Apres avoir réalis€ le "hot start”, nous refroidissons le mélange PCR sur glace et nous
ajoutons la Taq.
Nous dénaturons encore 1 minute a 96 °C puis nous effectuons 35 cycles :
Dénaturation 30 secondes a 96°C.
Hybridation et élongation 45 secondes a 75°C.
Terminer la PCR par 10 minutes a 75°C.

Une "simplex" PCR est réalisée dans ces conditions pour 100 ng d’ADNg, 20 pm des
amorces 301 et 302 (Annexes 1.4., 1.6.) et 0, 5 ou 10% en DMSO.

Résultats :

Comme nous nous y attendions, la "simplex" PCR ne donne pas d’amplicons visibles
sur gel. Nous réalisons alors une "héminested" PCR sur 10 pl de ces échantillons avec les
amorces 301, 252 (100 pm) (Annexes 1.3., 1.2., 1.6.). L’"héminested" est réalisée avec
0 ou 5% en DMSO.

L’amplicon 830 est obtenu de maniere importante et spécifique si nous utilisons toujours
0% en DMSO dans la "simplex" PCR puis soit 0, soit 5% en DMSO dans I’ "héminested",
la seconde combinaison donnant le rendement optimum (Figure II1.13.).

Par contre, toutes les combinaisons impliquant I'ajout de DMSO dans la "simplex" ne
donnaient pas d’amplification (Figure II1.13.). Comme nous savons que 5% en DMSO
dans I’"héminested" n’empéche pas I’amplification si 0% de DMSO est utilisé dans la
"simplex", c’est que la présence de DMSO dans la "simplex" inhibe la réaction. Or,
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Figure I11.14. :

Vérification de la taille du fragment 830 sur gel d'acrylamide 5%.

Pistes :

EENNUL N S

o\

3530, 2027, 1904,

- Restriction par Dde I
: Restriction par Bgl I

: Marqueur Low DNA Mass Ladder (Gibco), 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.
: 30 ul de produit PCR total contenant le fragment 830.

: 30 pl du fragment 830 purifié par Gene Clean II.
- Marqueur III (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind III, 21226, 5148, 4973, 4268,

1584, 1375, 947, 831, 564.
de 30 pl du fragment 830 purifié.
de 30 pl du fragment 830 purifié.
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comme nous l'avons décrit dans I'introduction, I’inhibition ne joue pas au niveau de la

polymérase pour de telles concentrations en DMSO.
Conclusion :

Le DMSO a comme effet d’abaisser la température de melting des amorces. Celles-ci
s’hybrident a plus basse température, mais se dissocient aussi de la matrice a température
moins élevée. La raison la plus probable pour que I’amplification ait échoué est que les
amorces 301 et ou 302 n’ont pas pu s’hybrider. Or, leur température de fusion pour la
séquence du promoteur est tellement €élevée qu’il est peu vraisemblable que la présence de
DMSO ait empéché une telle hybridation. Nous devons donc conclure que ces amorces

s’étaient hybridées de maniere non spécifique dans la "simplex".
Par conséquent, le fragment 830 pourrait ne pas étre celui recherché. Nous décidons de

continuer les PCR afin d'obtenir le promoteur CSF-1 avec la Vent polymérase. Par ailleurs,

nous caractériserons par séquengage et restriction le fragment 830.

6.6. Vérification de la taille du fragment 830 sur gel

d’acrylamide 5% :

Nous ne recherchons pas exactement un amplicon de 830 pb, mais un amplicon de 792
pb. Nous avions supposé que le fragment 830 pourrait étre le fragment 792 dont la taille
était surestimée a cause d’interférences sur la migration dans le gel d’agarose liées a la
salinité du tampon PCR.

Les gels de polyacrylamide permettent de meilleures résolutions. Nous avons donc
réalis€ un gel d’acrylamide 5% sur lequel nous avons fait migré le fragment 830 soit d’un
produit PCR purifié par «Gene Clean II» (30 ul avec 10 ng/ul), soit 30 pl d’un produit PCR
total, soit 30 pl d’un produit PCR purifié par «Gene Clean II» ayant subit une restriction
Bgl I ou Dde 1.




Figure I11.15. :

Spectre de séquences :

A: Contrdle positif a 60 °c
B : Contrdle positif a 70°c.
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Résultats :

La taille estimée sur gel d’acrylamide pour le fragment 830 non restreint que ce
soit celui d’un produit PCR total ou purifié est toujours de 830 pb (Figure II1.14.).

Si l'amplicon est bien le promoteur du CSF-1 alors la restriction Bgl I complete
doit donner une bande a 576 pb et a 216 pb et la restriction Dde I compléte doit donner
des fragments de : 366 pb, 263 pb, 125 pb, 38 pb.

Une restriction partielle Dde I peut donner des fragments de : 629 pb, 754 pb,
426 pb, 388 pb, 163 pb.

La restriction Bgl I est partielle. En effet on distingue deux bandes a 577 pb et
une autre a 830 pb, la troisieme plus petite n’est pas visible (Figure III.14.). La
restriction Dde I est aussi partielle dans la mesure ou nous obtenons des bandes peu
visibles a 390 pb, 350 pb et peut étre a 300 pb (Figure I11.14.).

Conclusion :
Les analyses effectuées nous indiquent qu'il y a peu de chance que le fragment

830 soit celui recherché. Seul le séquengage et une carte de restriction correcte pourront
le confirmer.

6.7. Séquencage du fragment 830 :

La technique de séquencgage par PCR permet le séquengage direct de produit PCR a
condition que celui-ci soit unique et que les nucléotides et amorces aient été éliminés.
Comme nous avons réussi a optimaliser la PCR pour obtenir un produit unique de 830 pb
cela nous permet d’utiliser le kit de Quiagene «Quiaquick PCR purification kit» pour
purifier celle-ci sans passer par une extraction sur gel.

Apres extraction et resuspension dans 50 pl d’eau distillée stérile, le produit PCR purifié
est dosé sous UV a 260 nm (15 ng d’ ADN/ul).

Pour réaliser le séquengage sur produit PCR, nous utilisons 60 ng d’amplicon comme

matrice. Le protocole standard de séquengage préconise une hybridation a 60°C maximum.
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Or, si le fragment 830 est bien le promoteur CSF-1, nous risquons peut étre de rencontrer
des problémes de structures secondaires a cette température. Nous décidons donc d’essayer
une hybridation a 60°C et une autre a 70°C.

Le séquencage est effectué dans les deux orientations a savoir, en présence de 1’amorce
anti-sens 301et de I’amorce sens 252 (Annexes 1.3., 1.4, 1.6.), la PCR étant réalisée pour
une hybridation de 60°C et 70°C.

Résultats :

Les contrdles positifs a 60°C sont satisfaisants. Cependant a 70°C la séquence controle
obtenue est moins belle mais reste valable (Figure II1.15.A et B.).

Les échantillons tests donnent un spectre de séquengage plat et donc négatif (résultat non

montré). Ceci renforce I’hypothése de présence de structures secondaires qui perturbent
I’action de I’enzyme.

6.8. Clonage du fragment 830 dans le vecteur pGEM-T :

Nous avons préparé des bactéries XL-1 Blue soit électrocompétentes soit CaCl,
compétentes. De nouvelles ligations sont réalisées dans le vecteur pGEM-T et les bactéries
sont transformées puis étalées sur milieu solide sélectif ampicilline additionné de X-gal et
d'IPTG.

Résultats :

Nous obtenons uniquement quelques colonies bleues (négatives). On sait que certains
inserts peuvent poser des problemes lors du clonage. En effet, si ils possédent des
séquences répétées ou des répétitions inverses, ils ont tendance a recombiner avec le
génome de la bactérie, certaines séquences sont létales pour les bactéries car elles peuvent
titrer des protéines bactériennes, enfin les bactéries peuvent rejeter des plasmides
comportant de tels inserts.

Dans de tels cas la souche bactérienne est inadéquate et nous décidons d'utiliser la
souche E.coli Sure qui par ses caractéristiques assure une tolérance plus grande pour ce
type de séquence.



Figure II1.16. :

Restriction des clones transformants pGEM-T/830 par Dde I, Bgl I, Pst I .

Pistes :

Clone 1:

1:Ddel

2:Bgll

3:Bgll

Clone 2 :

4:Ddel

5:Bgll

6:Pstl

Clone 3 :

7 :Ddel

8:Bgll

9:Pstl

10 : Marqueur III (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind I, 21226, 5148, 4973,
4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564.

11 : contréle pGEM-T restreint Dde 1.

12 : contr6le pPGEM-T restreint Bgl 1.

13 : controle pGEM-T restreint Pst I .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure I11.17. :

Spectres de séquences :
Séquencage du fragment 830 cloné dans le vecteur pPGEM-T :

Séquence du clone 2, amorce SP6.

GOOGONTOCAN OCATNNCTT CACCAATOCOCTIN TCNT T TCA ATCOA AATOOO T COACCTO G0 CCCNOCCACACTAAATOA vv‘crocnv AGO AAGAANGOOQGCTOCCAOCAAAACT TG ACCCACTCTOGO O

ol LT e

|anvANocoomcco vo;«orocuv vmacccnvcrcooocc!oaAvcvccrunacv tvocvnvoonchAAcccva Aooa ACAQ AGQ AcchcAcAoAAcccvrccvooncA AcccToq

CACCCCANG CCT TCACCAG ACCCCCAQOAACT TAAGACACCAGCCACAGCCCCTCCTICCCTICAGACCCAGGOA TCCTAGCCCCCAGCTCCTICCTCCCTAGT TCCCAGOO TCCCAGCCCAC
250 260 270 200 200 300 Mo 320 3% 240 3% 360

MMMMRA

GCCTOGCCACACCTTINTTITTITTNINTAOTTIG TATTTICCOOCAGACCTCTTCCACTOACATAATCCCACOOCCATOAGOOOCCAOAAOCATACOACO TCNGACCCAATTCOGCCTATAGTAAGT
370 n0 390 400 o “20 %0 ) 0 40 a2 480 400

A

OTATTACAATICACTOOCCOGTCOTTTY ACAACOTCOTGACTAGGAAAA CCTGOCOTTACCCAACTTAATCOGCCTTACA CACATCC CCT T COCCANCTOGCAT NATANC AAA AAGCC COCACCO
s00 810 520 3% s40 » 850 seo s70 500 300 600 o0

-t gl
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6.9. Clonage du fragment 830 dans le vecteur pGEM-T et

transformation de bactéries Sure CaCl, compétentes :

Nous avons préparé des bactéries Sure CaCl, compétentes que nous avons
transformées avec le mélange de ligation p GEM-T:830 total (10ul) puis étalées sur
milieu solide sélectif ampicilline, tétracycline additionné de X-gal et d'TPTG.

Résultats :

Seulement 3 colonies blanches sont obtenues. Une minipréparation d'’ADN est réalisée
pour ces trois colonies que nous appellerons C1 830, C2 830, C3 830. 2 pl du produit de
miniprep sont utilisés pour réaliser une carte de restriction plasmidique permettant de
caractériser notre insert. Pour chaque clone, nous avons effectué des restrictions Ddel,
Bgl I et Pst I. Aucune bande de taille attendue n'est obtenue . Ainsi pour la restriction Bgl
I selon I'orientation de l'insert, on sattendait 4 fragments soit de 1733, 1321, 534, 203,
soit de 1995, 1321, 272, 203 . Seulement 3 fragments de tailles différentes sont obtenus
(Figure III.16.).

6.11. Séquencage des inserts des clones C1 830, C2 830, C3 830 :

L'insertion des fragments d'ADN dans le vecteur pPGEM-T se situe dans un site flanqué
par les séquences SP6 et T7. Nous possédons des amorces qui s’hybrident spécifiquement
a ces régions (les amorces SP6 et T7), elles permettent de réaliser des PCR qui amplifient
I'élément inséré entre elles. Nous les utilisons donc pour réaliser la PCR de séquencage
I'amorce SP6 étant utilisée pour le séquengage du brin sens et T7 pour le brin anti-sens.

L'utilisation de ces amorces, dont la température d'hybridation est de 55°C, nous permet
de contourner le probléme de nos amorces spécifiques (301, 252) qui semblent avoir un
comportement capricieux d'autant plus qu'en séquengage l'hybridation ne dépasse pas
60°C.

Résultats :

Les séquences obtenues (Figure III.17.) sont alignées sur une banque de séquences non
redondante (BLAST). L'alignement nous donne 98% d'identité avec la séquence de
I'exon 4 de la Na-K ATPase humaine, ce qui donne une réponse définitive quant a
I’identité du fragment 830 .



118

7. PCR en deux étapes utilisant la Vent polymérase :

7.1. Justification du changement de stratégie :

Les problemes rencontrés au cours de l'amplification semblent liés a différents
parametres :

-La stratégie d'amplification n'est peut étre pas appropriée. En effet, il est
possible que le promoteur CSF-1 ne soit pas amplifiable en un seul fragment
pour des raisons déja évoquées : -présence de structures secondaires.

-présence de séquences répétées en GT et en CGAG.
-richesse en GC.
Nous décidons d'opter pour une nouvelle stratégie, l'amplification du
promoteur CSF-1 en deux parties. Pour cela, nous utiliseront les amorces 273
et 254 (Annexe 1.5., 1.6.) qui peuvent étre utilisées dans des couples 301,
273; 251, 273; 254, '302; 254, 252 (Annexes 1.3, 1.4,. 1.5,, 1.6.).

-Les températures d'hybridation utilisées sont trop basses car les hybridations
sont non spécifiques et les températures de fusion des amorces données par la
formule 2AT +4GC sont le plus souvent supérieures a 80°C. Pour s'assurer
d'une spécificité meilleure, il faudrait donc utiliser une hybridation a

température plus élevée.

-D'autres problémes apparaissent concernant la température de fusion des
amorces, il y a de grandes différences selon qu'elle est calculée suivant le %GC
ou la méthode 2AT + 4GC. De plus, on ne tient pas compte de la température
de fusion de la matrice. Ainsi, pour notre fragment cible riche en GC, la
température de fusion calculée par la méthode %GC (la méthode 2AT+4GC
étant inapplicable) donne 107°C. 1l existe une méthode de calcul qui tient
compte et de la température de fusion des amorces et de celle de la matrice pour
déterminer ce qu'on appelle la température d'hybridation optimale. Nous
appliquons celle-ci au systéme amorce-matrice.

Nous obtenons des températures d'hybridation optimales voisines de 84°C pour
les amorces 252, 251(Annexes 1.3., 1.6.) ainsi que pour les paires 251, 273;
252, 254 (Annexes 1.3., 1.5., 1.6.).

-Les polymérases utilisées ne sont pas compatibles avec de telles températures.
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La Vent polymérase est une enzyme permettant de résoudre certains de ces problémes.
Cette polymérase se caractérise par une thermostabilit¢ supérieure a celle des autres
polymérases thermostables. Comme son temps de demi vie est de 2 heures a 100°C, elle
permet de réaliser des dénaturations a haute température : 99 a 96°C. Les hybridations
peuvent aussi s'effectuer jusqu'a 80°C voir méme au dela, ce qui est intéressant a plusieurs
titres :

-Meilleure spécificité de 1'hybridation, température d'hybridation (80°C) proche de la
température d'hybridation optimale des amorces (84°C pour 251, 252, 273, 254).

-Déstabilisation importante des structures secondaires a des températures plus élevées.

-Permet de dénaturer la matrice en chauffant 5 minutes a 99°C alors que la polymérase
est déja dans le mélange PCR ("pseudo-hot start").

-La Vent posséde une activité exonucléase 3'-5' qui permet une bonne fidélité de
l'amplification méme si ce probléme nous concerne peu a ce stade. Il y aura peu de
chance que des mutations de substitution se produisent dans les éléments cis, ces
derniers devant €re conservés tel quel afin de ne pas modifier les propriétés du
promoteur.

7.2. PCR :

7.2.1.PCR utilisant diverses combinaisons d’amorces et la Vent

polymérase :

Nous allons utiliser une batterie d'amorces et une enzyme qui permet des hybridations a
haute température. Il nous faut tester toutes les combinaisons d'amorces possibles a cette
température.
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Nous avons utilisé les amorces suivantes : 251, 252, 301, 302, 273, 254, (Annexes
1.3, 1.4, 1.5., 1.6.) et nous avons testé presque toutes le combinaisons envisageables
pour celles-ci et ce a raison de 60 pm par réaction PCR :

couples formés : 301, 302
301, 252
301, 273

251,252
251, 273
254, 252

Deux types de "simplex" PCR sont testées : "simplex" "classique" ou en "down" (Ici,
nous parlons de "down" PCR car il n'y a pas vraiment de hot start mais plutdét un
"pseudo-hot start.). Pour chacune d'entre elles, nous avons test€¢ 0 ou 1% en DMSO et
nous avons effectué une étape de dénaturation longue de 5 minutes a 99°C, I'enzyme étant
déja présente dans le mélange PCR ("pseudo-hot start").

Les conditions de "simplex" "classique" étaient les suivantes :
-Dénaturation a 96°C pendant 30 secondes.
-Hybridation et élongation a 80°C pendant 45 secondes.
-40 cycles sont effectués.

La PCR se termine par une incubation de 10 minutes a 75°C.

Les conditions de "simplex" «down» étaient les suivantes :
-Dénaturation 96°C pendant 30 secondes.
-Hybridation et élongation de 45 secondes pour des
températures partant de 80°C et baissant de 2°C tous les
5 cycles jusqu'a 75°C.A partir de ce moment cette
température est maintenue pendant 25 cycles.
La PCR se termine par une incubation de 10 minutes a 75°C.
Nous utilisons 100 ng d’ADNg comme matrice.



Figure II1.18. :

Amplification "simplex" en "down" sur 100 ng d'ADNg avec diverses combinaisons d'amorces 0
ou 1% en DMSO.

Pistes : :

: 1% DMSO 251, 252.

: Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind IIT ,1114, 900, 692,
501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.

: 0% DMSO 301, 302.

: 0% DMSO 301, 252.

: 0% DMSO 301, 273.

: 0% DMSO 251, 252.

: 0% DMSO 251, 273.

: 0% DMSO 254, 252.

: Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind III ,1114, 900, 692,
501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.

10 : 1% DMSO 301, 302.

11: 1% DMSO 301, 252.

12 : 1% DMSO 301, 273.

13 : 1% DMSO 251, 273.

14 : Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind IIT ,1114, 900,

692, 501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.
15 : 0% DMSO 251, 252.
16 : Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind IIT ,1114, 900,
692, 501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.
17 : Marqueur Low DNA Mass Ladder (Gibco), 2000, 1200, 800, 400, 200, 100 pb.
18 :1% DMSO 251, 252.
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Résultats :
La "simplex" "classique" ne donne aucune amplification.
La "simplex" "down" donne des résultats intéressants (figure II1.18.), en effet pour la

premiere fois dans les expériences, des amplicons sont visualisables sur gel d'agarose
apres une "simplex"”. Parmi les combinaisons qui donnaient ce genre d'amplification nous
avons:
-pour 0% en DMSO :
301; 252,
231, 252,

-pour 1% en DMSO :
301, 252
251,252

Cependant, selon qu'il y avait 0 ou 1% en DMSO les profils d'amplification sont assez
différents. Ainsi pour le couple 301, 252 en absence de DMSO (Figure III.18.), nous
obtenons des fragments entre 500 et 700 pb et pour 1% en DMSO les fragments ont des
tailles comprises entre 700 et 1300 mais aucun n'est situé a 790 (Figure II1.18.).

Pour la combinaison 251, 252, 0% DMSO les bandes obtenues ont des tailles comprises
entre 500 et 700 alors que pour 1% en DMSO les tailles sont situées entre 700 et 900
(Figure III.18.).

Pour la combinaison 251, 252, 1% DMSO, un amplicon de taille intéressante est obtenu

bien que ce ne soit pas le fragment amplifié de maniére préférentielle (montré par la fléche,
Figure II1.18.).

Les autres combinaisons d'amorces ne donnent pas d'amplicon visible sur gel. Il semble
donc que I'amorce 302 pose réellement probléme et ne permette pas 1’amplification quelle
que soit la situation.
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Figure I11.19. :

"Heminested" PCR avec les amorces 251, 273 ; 254, 252 sur le produit 251, 252 1% DMSO de
"simplex" "down".

Pistes :

1 : Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind III ,1114, 900, 692,
501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.

2 : Amorces 251, 273.

3 : Amorces 254, 252.
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7.2.2. "héminested" PCR sur les produits de ''simplex" en
"down'' 1% DMSO :

Nous avons décidé de vérifier par "héminested" si le produit 251, 252, 1% DMSO
obtenu par "simplex" "down" contenait effectivement un amplicon intéressant. Pour cela,
nous avons effectué une "héminested" sur 10 pl de ce produit avec les amorces 251, 273
(Annexes 1.3., 1.5., 1.6.) et avec les amorces 254, 252 (Annexes 1.3., 1.5., 1.6.)
chacune a raison de 60 pm.

La combinaison 251, 273 doit nous donner un fragment de 365 pb alors que la
combinaison 254, 252 doit donner un fragment de 427 pb pour autant que dans le produit
PCR utilisé comme matrice nous trouvions I'amplicon du promoteur CSF-1.

La PCR est réalisée a nouveau en "simplex" "down" dans les mémes conditions que
précédemment, toujours en présence de 1% en DMSO.

Résultats :

Le résultat obtenu est mitigé par rapport a celui espéré (Figure II1.19.). La combinaison
d'amorces 251, 273 nous donne bien un fragment dont la taille estimée serait de 360 pb
(Figure II1.19.). Mais pour la combinaison 254, 252 c'est un smear avec quelques bandes
discretes trop grandes (Figure II1.19.). La PCR est effectuée une seconde fois afin de

confirmer ces résultats. Ceux-ci s'averent reproductibles.

Si les 2 amplifications nous avaient donné les fragments attendus (366 pb et 426 pb)
nous aurions pu affirmer que ces amplifications étaient spécifiques. Comme ce n’est pas le
cas, nous devons absolument caractériser par restriction puis séquencage le fragment
estimé a 360 pb et examiner par la suite le probléme de la deuxieme partie du promoteur.

7.3. Clonage et caractérisation du fragment 360 :

Le fragment 360 doit étre cloné afin d'étre restreint et séquencé.
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7.3.1. Purification et dosage du fragment 360 :

Le fragment 360 a été purifié par le kit de Quiagene «Quiaquick PCR purification kit».
Ce produit est resuspendu dans 50 pl d'eau puis dosé en spectrophotométrie UV a 260

nm. La quantité récupérée est estimée a 10 ng/pl.

7.3.2. Clonage du fragment 360 :

Comme le produit PCR est un produit de Vent, enzyme possédant une activité
exonucléase 3'-5', les amplicons se terminent en bouts francs. Les ligations ne seront pas
effectuées dans un vecteur-T mais dans pBSK II linéarisé a bouts francs par Sma 1. 700
ng de plasmide sont digérés puis purifié avec le kit de Quiagene «Quiaquick PCR
purification kit». Le plasmide linéarisé est aussi resuspendu dans 50 pl d'eau puis dosé en
spectrophotométrie UV 260 nm, nous avons 10 ng de plasmide/pl.

La ligation est réalisée avec 10 ng de plasmide pour 30 ng d'insert. La température de
ligation est de 18°C. Les 10 ul du mélange de ligation sont utilisés pour transformer 100 pl
d’une préparation d’E.coli Sure CaCl, compétentes.

Les bactéries sont étalées sur milieu LB solide contenant de I'ampicilline, de la
tétracycline, de 1'IPTG, du X-gal. Une sélection blanc-bleu permettra d'isoler les clones
transformés et posseédant un plasmide recombinant.

Résultats :

10 colonies blanches sont isolées. Pour chacune d'entre elles, nous réalisons une
minipréparation d'ADN.
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Figure I11.20. :

Restriction Eco RI, Xba I des plasmides pBSK II recombinants afin de déterminer si le fragment
360 a bien été incorporé.

Pistes :

I : Clone I.

2 : Clone 2 ou C1 360.

3 : Clone 3.

4 : Clone 4 ou C2 360.

5 : Clone 5, colonie bleue contrdle.

6 : Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind 111 ,1114, 900, 692,
501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 .67 pb.

7 : Marqueur III (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind III, 21226, 5148, 4973, 4268.

3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564.

8 : Clone 6 ou C3 360.

9: Clone 7.

10 : Clone 8.

11 : Clone 9 ou C4 360.

12 : Clone 10

1.3 =

Clone 11, colonie bleue contréle.
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Pstl
NI < N

MCS 366 pb MCS
253
222 pb 144pb  8pb
L Il Il 1}
17 pb 366 pb 16 pb
plasmide pBSKII

restriction Xbal + EcoRI : 399 pb
restriction Pstl : 373 pb

restriction Nhel : linéaire
Figure II1.21. :

Représentation schématique deu premier type d'orientation du fragment 360 dans le vecteur
pBSK II et quelques sites de restriction utilisés .

PstI*366
Xbal Nhel*144 -
a
N By | (=
MCS 366 pb MCS
| 251
L IL )
144 pb 222 pb 8 pb
17 pb 366 pb 16 pb

plasmide pBSKII

restriction Xbal + EcoRI : 399 pb
restriction Pstl : 8 pb
restriction Nhel : linéarise

Figure I11.22. :

Représentation schématique deu premier type d'orientation du fragment 360 dans le vecteur
pBSK II et quelques sites de restriction utilisés .
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7.3.3. Caractérisation du fragment 360 par une carte de
restriction :

Différentes cartes de restriction sont réalisées :

A. Restriction Xba I, EcoR 1 :

Les enzymes Xba-I et Eco RI coupent dans le MCS du plasmide pBSK II de part
et d'autre du site Sma I et donc de I'insert. Un fragment de 390 pb doit alors €tre libéré.

2 pl du produit de miniprep de chaque clone sont restreints par ces 2
endonucléases, le produit de restriction est déposé sur un gel d'agarose 1,2% (Figure
I11.20.). Un contrdle positif est également effectué par restriction de plasmides pBSK 11
isolés de colonies bleues.

Résultats :

Quatre clones sont nettement positifs puisque nous retrouvons la bande de 390
pb et le reste du plasmide a 2950 pb (Figure I11.22, 21) au méme niveau que le contrdle
positif (Figure II1.20.). Ces 4 clones sont appelés C1 360, C2 360, C3 360 et C4 360.

Par cette restriction, nous avons donc vérifié la présence de l'insert 360. Nous
savons aussi que cet insert n'est pas restreint par Xba I ou Eco RI. Ces sites sont bien
absents de la premiere moiti€ du promoteur CSF-1.

B. Restriction Pst I :

Une restriction Pst I est effectuée sur ces 10 clones. L'extrémité 5' du promoteur
CSF-1 porte un site Pst I (Annexe 2.2.1.). Comme l'amorce 251 (Annexes 1.3., 1.6.)
s'hybride sur cette extrémité du promoteur, elle génere de toute fagon via sa séquence le
site Pst I sur tous les amplicons sauf si son appariement est mauvais.

Le vecteur pBSK II porte un site Pst I unique sur son MCS en fonction de
l'orientation de I'insert dans le vecteur, la restriction Pst I donnera soit 2 fragments, 1'un
de 370 pb (Figure 111.21.), I'autre de 2953 pb. Si l'insert est dans l'autre orientation,

alors la restriction ne donnera qu'un seul fragment visible de 3320 pb (Figure I11.22.).




Figure I11.23. :

Restriction Pst I des plasmides pBSK 1I recombinants afin de déterminer l'orientation du fragment
360.

Pistes :

: Clone 1.

: Clone 2 ou C1 360.

: Clone 3.

: Clone 4 ou C2 360.

: Clone 5, colonie bleue controle.

: Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind III ,1114, 900, 692,
501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.

7 : Marqueur III (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind 111, 21226, 5148, 4973, 4268,

3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564.

8 : Clone 6 ou C3 360.

9 : Clone 7.

10 : Clone 8.

11 : Clone 9 ou C4 360.

12 : Clone 10

13 : Clone 11, colonie bleue contrdle.

NN BN -

1.2 3 4 5 6 7 8. 9-% 11 12 13

Figure 111.24. :

Restriction Nhe I des clones C1 360, C2 360, C3 360, C4 360.

Pistes :

1 : Marqueur III (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind III, 21226, 5148, 4973, 4268,
3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564.

2 : C1 360 restreint Nhe 1.

3 : C2 360 restreint Nhe 1.

4 : Clone 5 contrdle restreint par Nhe 1.

5 : Clone 5 contrdle restreint par Pst 1.

6 : Marqueur IIT (Boerhinger) A-DNA restreint par Eco RI et Hind III, 21226, 5148, 4973, 4268,
3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564.

7 : C3 360 restreint par Nhe 1.

8 : C4 360 restreint par Nhe L.

9 : Clone 5 contrdle restreint par Nhe 1.

10 : Clone 5 contrdle restreint par Pst L.




125

Résultats :

Sur les 4 clones précédemment identifiés comme portant I'insert d'intérét seul le
clone C2 360 est dans le premier type d'orientation (Figure II1.23.), les 3 autres étant
dans l'autre orientation (Figure II1.23.). Cette restriction ne présente pas un grand intérét
mais est un moyen de vérifier que 1'amorce 251 s'est hybridée correctement sur son

extrémité 5'. Si ce n'était pas le cas, le site aurait disparu.

C. Restriction Nhe I :

La premiére moiti€¢ du promoteur CSF-1 est difficile a caractériser par restriction
car elle comporte trés peu de sites de restriction intéressants. Seul le site Nhe I présente
un intérét, les autres étant des sites soit trop nombreux, soit d'enzymes de restriction

"exotiques".

Cependant le site Nhe I est unique dans la premiere moitié du promoteur CSF-1
(Annexe 2.2.) et est absent dans le plasmide pBSK II. Donc, le profil de restriction

attendu pour les 4 clones est la linéarisation du plasmide recombinant.

Les restrictions suivantes sont effectuées :

- C1 360, C2 360, C3 360, C4 360 sont restreints par
Nhe I

- Un plasmide contrdle pBSK II est mis en présence
de Nhe 1. En principe comme il ne possede pas ce
site plasmide doit rester circulaire (sur gel on
observe les 3 formes caractéristiques d'un
plasmide non restreint).

- Un plasmide contréle pBSK 1I est restreint par Pst

I, nous devons observer sa forme linéaire.
Résultats :

Les clones C1 360, C2 360 et C3 360 sont biens linéarisés par Nhe I (Figure
I11.24.), le clone C4 360 n'est pas restreint (Figure 111.24.).

Nous utiliserons donc les clones C1 360, C2 360 et C3 360 pour le séquencage.




. Model 377 Signal G:571 A:933 T:488 C:531 Page 1 of 2
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Figure II1.25. :
Spectre de séquencage du clone C1 360.
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7.3.4. Séquencage des inserts présents chez les clones C1 360,
C2 360, C3 360 :

Le produit de miniprep est dosé en vue du séquencage.
-C1 360 : 335 ng/pl.
-C2 360 : 134 ng/ul.
-C3 360 : 424 ng/ul.

Pour le séquengage, nous utilisons 200 ng de matrice plasmidique et I'amorce T7 qui
s'hybride a 55°C a la séquence du promoteur T7 présente dans le MCS plasmidique de
pBSK II.

Résultats :

Les séquences obtenues (Figure III.25.) sont alignées sur une banque de
séquence non redondante (BLAST). Pour les 3 clones, le pourcentage d'identité avec la
séquence de la premiere moiti€é du CSF-1 est supérieur a 90%.

7.3.5. Conclusion :

Nous avons donc isolé et cloné la premiere moitié du promoteur CSF-1.

8. Isolement de la seconde partie du promoteur CSK-1:

8.1. Parametres :

Puisque le fragment 360 correspond bien a la premiere partie du promoteur CSF-1 et
qu’il a été obtenu suite a une "héminested" PCR avec les amorces 251, 273 (Annexes 1.3.,
1.5., 1.6.) sur un produit de "simplex" en "down" lui méme obtenu avec les amorces 251,
252 (Annexe 1.3, 1.6.) et situées de part et d’autre du promoteur, nous supposons que la
totalité du promoteur CSF-1 se trouve dans ce premier produit PCR.

Cependant I’"héminested" 254, 252 sur ce produit qui devait amplifier un fragment de
426 pb n’avait rien donné.
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Si on admet que la totalité du promoteur est bien présente dans le produit de "simplex"
PCR en «down», alors la seule raison pour laquelle I’amplification de la seconde partie du
promoteur au cours de I’"héminested" ait échoué est que les deux amorces utilisées (254 ou

252) s’hybrident de maniere aspécifique puisqu’on obtient une trainée (smear) sur le gel.

Une fagon de réaliser une seconde PCR plus spécifique sur le produit de "simplex" est
de changer une des deux amorces utilisées. Ne disposant pas d’amorces alternatives a 254,
I’amorce 252 a été remplacée par ’amorce KPO-1 (Annexes 1.1., 1.6.) (Amorce plus

interne utilisée au début de ce travail).

8.2. PCR :

8.2.1. Conditions PCR utilisées :

Une PCR en "nested" sur le produit de "simplex" en "touchdown" avec les amorces 254
et KPO-1 est donc réalisée. Cependant, KPO-1 a une température de fusion inférieure a
254 (Annexes 1.1., 1.5., 1.6.). 1l n’est donc pas question de réaliser une PCR "nested"
en "down" partant de 80°C et redescendant a 75°C. 1l est plus raisonnable d’effectuer une

seule étape d’hybridation et d’élongation a 75°C.

Les conditions PCR sont donc :
-Dénaturation 5 minutes a 99°C.
-40 cycles : dénaturation 30 secondes a 96°C.
Hybridation et élongation a 75°C pendant 45
secondes.
-Elongation finale, 10 minutes a 75°C.
-Amorces utilisées : 254 et KPO-1 (60 pm).

La PCR est réalisée en double pour 100 ng en ADNg matrice et avec 1% en DMSO.
15 pl du produit PCR sont déposés sur gel d’agarose 1,3%.



Figure I11.26. :

Amplification PCR du second fragment du promoteur du gene CSF-1 .

"Nested" PCR (hybridation simple a 75°C) avec 1% en DMSO et utilisant les amorces KPO-1,

S
n
;;;

sur 1 pl du produit de "simplex""down" utilisant les amorces 251, 252 et 1% en DMSO .

Pistes : :

1 : "nested" KPO-1, 254.

2 : "nested" KPO-1, 254.

3 : Marqueur VIII (Boehringer) pUCBM 21 restreint par Hpa II, Dra I, Hind III
501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110 ,67 pb.

,1114, 900, 692,
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Résultats :
Une bande unique est obtenue, sa taille estimée de 420 pb est dans la gamme attendue de

400 pb (Figure II1.26.). Nous appellerons ce fragment : 420. Ce fragment doit étre

caractérisé par restriction et séquencage.

8.3. Clonage du fragment 420 :

8.3.1. Purification du fragment 420 :

Le produit PCR 420 est purifié avec le kit de Quiagene «Quiaquick PCR purification
kit», resuspendu dans 50 pl d’eau puis dosé par spectrophotométrie UV 260 nm a 20 ng
d’ ADN/ul.

8.3.2. Clonage du fragment 420 :

40 ng du fragment 420 sont utilisés pour effectuer une ligation avec 10 ng de vecteur

pBSK II linéarisé a bouts francs par Sma I. La ligation est réalisée a 18°C.
Les 10 pl de mélange de ligation sont utilisés pour transformer 100 pl d’une préparation
d’E.coli Sure CaCl, compétentes. les bactéries sont alors étalées sur milieu LB solide

avec ampicilline, tétracycline, IPTG et X-gal.

La sélection blanc-bleu permet d’isoler les colonies transformées par un plasmide
recombinant.

Résultats :

16 colonies blanches sont isolées. Pour chacune d'entre elles, des
minipréparations d'’ADN sont réalisées.



Figure 1I1.27. :

Représentation schématique du premier type d'orientation de I'insert 420 dans le vecteur pBSK 1I.
Bgl I* représente un site Bgl I supplémentaire . Les deux profiles de restriction avec ou sans Bgl I*
sont donnés.

Bgll* 1
N Ncol
Bgll 188
Xbal l EcoRI
400 pb
A T
17 pb 16 pb\
< 188 pb 212 pb
n
I
a
Bgll — =
k& 1267 pb 1468 pb j/

Bgll

Restriction BglI supposées

siil n'y a pas de site BglI* : 1680 pb siil y ale site Bgll* : 1680 pb

1267 pb 1267 pb
413 pb 225 pb
188 pb

Figure I11.28. :

Représentation schématique du second type d'orientation de I'insert 420 dans le vecteur pBSK IL. i
Bgl I* représente un site Bgl I supplémentaire . Les deux profiles de restriction avec ou sans Bgll

sont donnés. -

Bgll 212 Bell* 400
Xbal 254 | l et
400 pb
/T ﬁ\
i i88pb

Bgll — 5

\K 1267 pb 1468 pb //

Bgll

Restriction BglI supposées

si il n'y a pas de site BglI* : 1656 pb siily alesite Bgll*: 1468 pb
i 1267 pb 1267 pb

437 pb 437 pb

188 pb
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8.3.3. Caractérisation du fragment 420 par une carte de
restriction :

2 ul d’ADN plasmidique de chaque clone est utilisé pour caractériser I’insert. Le choix
des enzymes de restriction est plus large car il existe davantage de sites de restriction
intéressant dans la seconde moitié du promoteur CSF-1.

A. Restriction Bgl I :

L'enzyme de restriction Bgl I coupe en un seul site le promoteur CSF-1 (Annexe
2.2.), elle libere deux fragments I’un de 187 pb, I’autre de 203 pb. Il existe 2 sites Bgl I
dans le plasmide pBSK II, le premier situé en position 472, le second en 2166.
Le plasmide fait 2961 pb et le site d’insertion de I’insert est en 697. La restriction Bgl I
du plasmide recombinant doit donner 3 fragments dont les tailles sont :
premiere orientation (Figure II1.27.): 1680 pb
1267 pb
413 pb

seconde orientation (Figure II1.28.): 1656 pb
1267 pb
437 pb

Pour autant que I’insert soit bien la seconde moitié¢ du promoteur CSF-1.

Un contrdle pBSK 1II est restreint par Bgl 1, les 2 fragments produits doivent
avoir les tailles suivantes :1694 pb
1267 pb
B. Résultats :

Les produits de restriction sont déposés sur un gel d’agarose 1,2%. On distingue
deux types de clones qui ressortent (Figure I11.29.) : Un premier type ot 3 fragments de
restriction sont obtenus, leur taille estimée étant de :

1700 pb
1250 pb
200 pb



Figure I11.29. :

8 Restriction Bgl 1 des 16 clones isolés apres transformation des souches Sure par le mélange de
ligation du fragment 420 / pPBSK 11 .
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Clones :

: C1 420 type 1

:C X1 type X

: C2 420 type 1

: C3 420 type 1

: C4 420 type 2

: Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par  Hinf

[, 2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

: C5 420 type 2
: C6 420 type 2
: C7 420 type 2
10 :

Contrdle pBSK II isolé d'une colonie bleue.

: Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I,
2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

: C8 420 type 2

: C9 420 type 2

C10 420 type 2

C11 420 type 2

Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf 1,

2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

: C12 420 type 2

: C13 420 type 1

: C14 420 type 1

C15 420 type 1

: Contrdle pBSK II isolé d'une colonie bleue.

: Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I,

2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

3 45 678 9 101

12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22

Mise en €vidence, par affinement d’image, de clones de type 1 ou 2.
lI;Jthls avons de gauche a droite soiten image négative ou positive les clones :
istes :
14 : C10 420 type 2
15 : C11 420 type 2
16 : Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par
Hinf I, 2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.
17 : C12 420 type 2 |
18 : C13 420 type 1
19 : C14 420 type 1

15 16 17 18 19
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Pour le second type, nous observons 4 fragments dont la taille estimée est de :
1430 pb
1250 pb
450 pb
200 pb

le contréle pBSK II restreint par Bgl I donne bien les 2 fragments attendus :
1649 pb
1267 pb

Etant donné que le profil de restriction ne correspond pas a celui attendu, il est

possible que le fragment cloné ne soit pas celui recherché.

Cependant, ces valeurs nous interpellent, alors que nous attendions dans la
seconde orientation des fragments de 413 pb et de 1680 pb, nous obtenons bien un
fragment d’environ 413 pb et deux autres fragments de1430 pb et 200 pb. Or, la somme
de 1430 et 200 est proche de 1672 pb. Le profil de restriction dans cette orientation
laisse a penser qu’un site Bgl I supplémentaire est présent et que celui-ci flanque I’insert.

8.3.4. Identification d’un site Bgl I supplémentaire dans le
fragment 420 :

L’amorce KPO-1 (Annexes 1.1., 1.6.) possédait une séquence ajoutée sur son extrémité
5" destinée a produire un site de restriction Nco I dans I’amplicon. Il s’est alors avéré par
analyse informatique (DNA Strider 1.2.) que la séquence ajoutée en 5° de KPO-1 en plus
de contenir un site de restriction Nco I contenait bien un site Bgl I (Annexe 1.1.a.).

Sachant cela, il était normal d’obtenir un profil de restriction pour la premiére orientation
ou nous trouvions 3 fragments, un de 1680 pb, 1267 pb et deux indistincts sur gel de 188

et 225 pb formant une seule bande aux environs de 200 pb (Figure II1.27.).

Il était tout aussi normal d’obtenir pour la seconde orientation 4 fragments de 1469 pb,
1267 pb, 428 pb, 188 pb (Figure I11.28.).




Figure II1.30. :

Restriction du clone C9 420 (type 2).

Pistes :
1:Smal
2 : Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,

~N oAbk W

\O o0

1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

:Nco

:Bgl I

:BglletNcol

: Xba I et EcoRI

: Marqueur VI (Boehringer ) pBR 328 restreint par Bgl I et pBR 328 restreint par Hinf I, 2176,

1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234/220, 154 pb.

: Xbalet EcoRI
:XbaletNcol
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Pour vérifier et confirmer ces données nous effectuons d’autres restrictions sur le clone
C9 420, orientation de I’insert de type 2. Les restrictions effectuées sont reprises dans le
méme ordre que sur gel (de gauche a droite) (Figure I11.30.) (Annexes 2.2.):

Sma 1 : Linéarisation du plasmide en coupant dans I’insert.

Nco I : Linéarisation du plasmide en coupant I’extrémité 3’ de
I’insert.

Bgl I: Coupe en 4 sites du plasmide recombinant.

Bgl I et Nco I: Profil de type restriction Bgl I car Nco.I coupe
de maniére unique sur un site proche d’un site Bgl I.
Ces 2 sites se trouvant au niveau de I’insert.

Xba I et Eco RI : Sont deux sites plasmidiques qui flanquent
I’insert. Cette restriction libére 1’insert, soit un fragment
d'environ 430 pb.

Xbalet Ncol: Xbal flanque I'extrémité 5° de I’insert et Nco
I est le site de restriction produit par I’amorce KPO-1 a
I'extrémité 3’ de I’insert. Un fragment d’ environ 430
pb doit étre obtenu.

Toutes ces restrictions donnent le profil attendu. Il ne nous reste plus qu’a confirmer
définitivement qu’il s’agit bien de I’insert recherché par un séquencage.
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Résultats :

Parmi les 16 clones, 15 possédent donc un insert dont le profil de restriction
correspond a celui attendu si I’insert €tait la seconde moiti€ du promoteur CSF-1 (Figure
I11.29.). Nous appellerons ces clones :

NOMS : ORIENTATION :
C1 420
C2420
C3 420
C4 420
C5420
C6 420
C7 420
C8 420
C9 420
C10 420
C11 420
C12420
C13 420
C14 420
C15420

— = = NN NN RN NN NN ==

4 clones de I’orientation 2 sont sélectionnés pour réaliser le séquengage : C6 420, C7
420, C8 420, C9 420, C12 420. L’ADN plasmidique est dosé par spectrométric UV 260
nm pour chacun d’entre eux. Nous obtenons : 120 ng/ul d’ADN pour C6 420.

230 ng/ul d’ADN pour C7 420.
- 325 ng/ul d’ADN pour C8 420.

284 ng/ul d’ADN pour C9 420.

186 ng/ul d’ADN pour C12 420.

L’amorce de séquencage utilisée est a nouveau l’amorce T7 et 200 ng d’ADN
plasmidique sont utilisés comme matrice. L hybridation se fait a 55°C.



al G:265 A:401 T:297 C:232 Page 1 of 2

Mode! 377 0832 minet.1 Sl_?n
ABI - Version 2.1.1 DT4%Ac(A Sel-AnyPrimer) Woe, 6 nov 1996 10.26
- 32 minel 96011122 INSTR FILE Din, 5 nov 1996 16:59
« PRISM Lane 8 Polints 996 to 8268 Base 1: 996 pacing: 0.0

NATAAATTANATT NNNNGOGCON GNNGC NCT TNAAMAN N AAAGATCCCCNG € COOCCCCCAANAMAAN A AAACGONG CT TOTCOOCCOGCO0QTGOOAGAAOG0AAGCG GO0 G AMAGG CNGC MICANTGOGCCTCTOG
10. a s0 7 00 0 100 1o 120 10 140

Figure I11.31. :
Spectre de séquengage du fragment 420 du clone C9 420 .
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Résultats :
Les séquences obtenues (Figure III.31.) sont alignées sur une banque de

séquences non redondantes (BLAST). Nous obtenons des identités comprises entre 90
et 97% avec la séquence de la seconde partie du promoteur CSF-1.

8.3.6. Conclusion :

Nous avons cloné la seconde moitié du promoteur CSF-1.



CONCLUSIONS
ET
PERSPECTIVES
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IV. Conclusion générale et perspectives :

L’ objectif principal de ce travail était de cloner le promoteur du géne du CSF-1 humain
afin de construire un plasmide recombinant pGFP-1 et de transfecter cette construction chez
des cellules endothéliales en culture afin d'étudier l'activation de la transcription du gene CSF-
1 grace au rapporteur GFP.

Cet objectif a été atteint en partie. Nous avons cloné en 2 morceaux le promoteur du géne
du CSF-1 par PCR sur ADNg humain, pour cela nous avons eu recours a des conditions
originales :

-Clonage du promoteur en 2 parties.

-"simplex" PCR sur ADNg réalisée en «down» PCR pour des températures
d'hybridation élevées (80-75°C) et avec 1% en DMSO.

-Clonage du fragment aval du promoteur par "héminested" PCR en "down" avec 1%
en DMSO et toujours pour des hybridations a températures €levées (80-75°C).

-Clonage du fragment amont du promoteur par une "nested" PCR avec 1% en DMSO
et hybridation a une température unique de 75°C.

-Utilisation d'une polymérase hautement thermostable (Vent recombinante) permettant

de travailler a des températures de dénaturation et d'hybridation élevées.

Les mises au point des conditions PCR ont constitué la majeure partie de ce travail. Les
résultats obtenus sont riches en enseignement sur 1'application particulieére de la PCR sur ADN
génomique afin d’amplifier des séquences riches en GC.

Il ressort qu'il n'y a pas de régle globale permettant une mise au point d’'une PCR
efficace. En effet, il est difficile de hiérarchiser les parameétres PCR les uns par rapport aux
autres. Par exemple, dans le cadre de ce travail, l'utilisation de 1% en DMSO est aussi

importante que le type de PCR effectué, la température de fusion ,....

La difficulté d’une approche simple est qu’aucun des parameétres PCR ne sont
indépendants les uns des autres. Il n'est cependant pas possible de les tester tous pour toutes
les combinaisons envisageables. Nos choix ont été orientés par divers critéres. Si nous
reprenons chacun de ces parametres successivement, quelques informations ressortent de ce
travail quant a la détermination de la stratégie PCR a envisager.
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-La matrice : Nous avons utilisé de ' ADN génomique humain. Pour des matrices de cette
nature, 2 points sont importants : -Utiliser une matrice pure.

-Températures de dénaturation longues
élevées ou "hot start".

-La cible : L'étude préalable de la séquence cible peut donner des informations interressantes.
Y-a-t'il des structures secondaires possibles ? Si utile interessante, mais il faut
tenir compte de l'effet de ces produits sur la température de fusion de amorces.

La séquence est-t-elle riche en GC ? Si oui, il faudra veiller a utiliser des
températures de dénaturation et d'hybridation élevées, donc utiliser des
enzymes aux caractéristiques compatibles avec ces températures et des amorces
suffisamment longues.

-Le choix des amorces : Utiliser sur ADNg des amorces d'au moins 25 pb en respectant les
quelques regles générales énoncées dans l'introduction. Le choix des
amorces déterminera en partie la température d'hybridation.

-La température d'hybridation : Utiliser la méthode décrite dans l'introduction permet de tenir
compte de différents parametres qui influent sur la
température d'hybridation. A savoir la température de fusion
des amorces, la température de fusion de la séquence cible, la
concentration en amorce et en sels.

-Le type de PCR : Idéalement, on choisira les amorces en se ménageant la possibilité

d'utiliser des amorces plus internes pour un possible recours a une
"nested” PCR. En général, I'utilisation d'une "nested" est justifiée quand
I'ADN cible est en nombre de copies restreint sur la matrice, c'est le cas
du promoteur CSF-1. L'amplification PCR de séquences multiples
(globines) ne nécessite pas de "nested".

-La "forme" de la PCR : Le choix du "hot start" se justifie sur des matrices comme 1'ADN
génomique. La "touchdown" ou "down" PCR sont des techniques
que l'on utilisera pour tester en une seule PCR différentes
températures d'hybridation.

Dans ce travail, il apparait que sur ADNg la "touchdown" doit
partir de températures d'hybridation élevées pour ne pas que le
produit PCR soit non spécifique .

-La polymérase : Le choix de la polymérase est primordial, il s'effectue en fonction des
conditions de températures utilisées, ce choix est
donc orienté par le type de matrice, le type
d'amorces, la température d'hybridation, la
longueur du fragment a amplifier, la fidélité

recherchée pour I'amplification.
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-La concentration en amorces et matrice : Nous
avons obtenu nos amplicons cibles avec 100 ng de
matrice pour la "simplex" PCR, 100 ng équivaut a
10 000 exemplaires de matrices ADNg humain.
C'est une bonne concentration pour commencer la
mise au point PCR car les effets de viscosité jouent
peu.

Il ne faut pas utiliser un exceés important d'amorce
au risque d'obtenir une amplification non
spécifique. Des concentrations de 20 a 100 pm
sont acceptables bien que 100 pm soit déja une

valeur élevée.
-Les composants du mélange PCR : On peut faire varier la concentration en Mg"". Les
tampons commerciaux contiennent en général déja la
concentration optimale en Mg pour l'activité de la

polymérase.

L'utilisation d'additifs tels que le DMSO a raison de 1% peut
se faire de maniére systématique. Les structures secondaires
sont déstabilisées. La spécificité de I'hybridation est
améliorée car il abaisse la température de fusion des
amorces et l'inhibition de la polymérase est négligeable.

D'autres parametres peuvent étre modifiés comme les temps de dénaturation,
d'hybridation, d'élongation. Cependant au cours de ce travail nous avons peu joué sur ces

facteurs.

Il nous reste a présent a rassembler les 2 fragments du promoteur. Deux stratégies sont
envisageables :

- Utiliser la séquence de chevauchement de 10 pb générées par les amorces 273, 254 des
amplicons 360 et 420 pour effectuer une ligation par PCR utilisant les amorces 251 et
KPO-1. Cependant, les premiers essais ne sont pas concluants, le fragment obtenu est de
400 pb, nous ignorons si il s'agit d'une délétion. Ceci renforce les observations
précédentes, a savoir, la difficulté d’amplifier I’ensemble du promoteur par PCR.

Il est possible que la température d’hybridation de la région de chevauchement soit trop
basse (34°C) par rapport a celle des amorces (75°C) et que l'utilisation de températures
intermédiaires ne favorisent la formation de structures secondaires. C'est pourquoi nous
envisageons ci-dessous une seconde stratégie qui évite une étape de PCR pour fusionner les

deux fragments clonés.
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- Utiliser une amorce de type 273 phosphorylée en 5' ne possédant pas de chevauchement avec
254 pour réamplifier le fragment 360. Ensuite effectuer une ligation avec le fragment 420 et
une transformation de maniere classique.

Si ’on désire utiliser ce promoteur dans le but défini au départ, c.a.d. I’associer a la
green fluorescent protéin, on peut alors utiliser deux stratégies afin de placer ce promoteur
devant le geéne de cette protéine rapporteur.

Dans la premiere possibilité, le promoteur cloné peut étre digéré par I’enzyme Nco I du
fait de la présence de ce site de restriction dans 1’amorce KPO-1 et en amont par Pst I. Les
mémes digestions seront réalisées sur le plasmide pGFP-1 qui posseéde au niveau de son site
multiple de clonage ces sites de restriction. La ligation pourra s’effectuer entre extrémités
cohésives. Cependant, le site Nco I n’est pas unique sur le plasmide (4 sites Nco I sont

présents), il faudra donc réaliser une restriction partielle.

Une seconde stratégie implique une ligation par PCR. Le promoteur CSF-1 cloné est
amplifié en 3' par une amorce qui posséde un extrémité flottante de 25 bases
anticomplémentaire de l'extrémité 5' du géne GFP. Cet amplicon sera utilis€é comme amorce
dans un mélange PCR contenant le plasmide pGFP-1 et une amorce s'hybridant 100 bases
plus en amont de GFP. Un hybride promoteur CSF-1, extrémité 5 ' de GFP sera obtenu. On
utilisera un site de restriction unique présent dans le fragment hybride cloné de GFP avec le

site Pst I en 5' du promoteur CSF-1 pour introduire la construction.

Les transfections pourront alors étre réalisées et 1'étude de l'expression du gene
rapporteur pourra étre entreprise.
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V. Annexes .

Annexe 1 : Description des amorces utilisées :

Remargque :
Chaque amorce a été alignée sur une banque de séquences non redondantes afin de

s’assurer que leur séquence cible est bien unique dans le génome humain . La conformité du
poids moléculaire de chaque amorce a été vérifi€e en €lectrospray .

Annexe 1.1. KPN-1,KPO-1 :

Les amorces KPN-1 et KPO-1 ont une longueur respective de 32 et 29 bases .
L’amorce KPN-1 sens s’hybride au brin anti-sens du promoteur CSF-1 , sa séquence
anticomplémentaire avec la matrice est de 22 bases . Les 10 bases restantes constituent un site
de restriction KPN-1 synthétique .
Sa température de melting est :
%GC : 67 °C
2AT+4GC : pas applicable car supérieur a 100°c

Sa séquence complete est :

région anticomplémentaire avec la matrice

!

5’-GGGGTACCCCGAAGAAGGGGGCTGCCGGCAAA-3’

Site de restriction KPN-1

Elle est constituée a 68.75% de GC .
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L’amorce KPO-1 anti-sens s’hybride au brin sens de la matrice au niveau du site
d’initiation de la transcription du geéne CSF-1 . KPO-1 s’hybride de maniere
anticomplémentaire avec sa cible sur une longueur de 23 bases , 9 bases sur son extrémité 5’
étants incluses dans un site de restriction synthétique Nco 1 .

Sa température de melting est :

%GC : 67,7 °c
2AT+4GC : pas applicable car supérieur a 100°c

Sa séquence est :

région anticomplémentaire avec la matrice

5’-CATGCCATGGGGGCAGCTGGGTCCCGGCC-3’

!

Site de restriction Nco 1 synthétique .

Elle est constituée a 75,86% de GC .

Les sites de restrictions qui ont été ajouté en 5’ des amorces permettront la ligation dans le
vecteur pGFP-1 .

|
Annexe 1.1.a Carte de restriction de ’amorce KPO-1 :

23 ScrF |
23 Nei l
5 Sty | 23 DsaV
5 Nco | 15 Alu |l 23 BstK |
5 Dsal 14 Pvull 20 Sau9e | 26 Hae lll
5 Bsad |l 14 NspB Il 20 Avalll 24 Msp |
4 BspW I 13 Fnu4H | 19 PpuM | 23 Ben |
4 Bgll 13 Bbv | 19 EcoO109 | 24 Hpall
1 | 1 1 1 | 1 | ‘
I |
Untitled Sequence # 1 29 base pairs Unique Sites

5'-3" en partant de la gauche .
Remarque : Preésence d'un site Bgl 1 quasiment a cheval sur le site Nco 1 .
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Annexe 1.2. 191,182 :

e B ]

Les amorces 191 et 182 ont une longueur respective de 19 et 18 bases , le 1 et le 2 placé
en troisiéme position dans leur non se rapporte a leur orientation , 1 faisant référence a
I’amorce sens et 2 a I’amorce anti-sens . Chacune de ces amorces est anticomplémentaire
avec la matrice sur la totalit¢ de leur longueur , elles ne possédent donc pas de sites de
restriction ajoutés de maniere synthétique .

Les températures de melting de 191 sont :
%GC : 50,3°c
2ATHGC :62°

Sa séquence est la suivante :
5’-GCAGAGGAAGAAGGGGGCT-3’

Elle se compose de 63,16% en GC .
191 s’hybride quelques bases en retrait par rapport a KPN-1 , 2 bases exactement .
Elle chevauche donc sur 13 bases 1I’amorce KPN-1 .

Les températures de melting de 182 sont de :
%GC : 60°c
2AT+4GC : 47°c

Sa séquence est la suivante :
5’-CTTACCGTGGGAGGGCAG-3’
Elle se compose a 66.67% de GC .

182 s’hybride 23 bases en aval de KPO-1 , ces deux amorces n’ont donc aucune séquences
qui se chevauchent .
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Annexe 1.3. 251,252 :

Les amorces 251 et 252 sont toutes deux d’une longueur de 25 bases , 251 étant 1’amorce
sens et 252 étant I’amorce anti-sens . Ces amorces sont également anticomplémentaires avec
la matrice sur la totalité de leur longueur . Elles ne comptent aucun site de restriction ajouté .

Les températures de melting de 251 sont :
%GC : 60,8°c
2AT+4GC : 84 °c

Elle est composée a 68% de GC .

Sa séquence est la suivante :

5’-CTGCAGAGGAAGAAGGGGGCTGCCG-3’

Sur 17 bases sa séquence est identique a celle de KPN-1 | elles s’hybrident au méme niveau
du promoteur .

Les températures de melting de 252 sont :
%GC : 64,1°
2AT+H4GC : 88°c

Sa séquence est la suivante :

5’CTTACCGTGGGAGGGCAGCGCCCGG-3’

252 est composé a 76% de GC .
252 s’hybride au méme niveau que 182, leurs séquences ont en communs 18 bases .
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Annexe 1.4.301,302 :

Les amorces 301 et 302 font chacune 30 bases de long , 301 est I’amorce sens , elle
s’hybride au méme niveau que 252 sur le brin anti-sens de la matrice . 302 est I’amorce anti-
sens , elle s’hybride sur le début de I’exon 1 du gene CSF-1 , ce qui garanti une spécificité
meilleure .

L’amplicon produit par ces amorces aura donc une taille supérieure par rapport aux
amplicons produits par les autres couples d’amorces . La taille attendue est de 948 pb .

Ces amorces s’hybrident a leur cible sur la totalité de leur longueur .

Les températures de melting de 301 sont :
%GC : 63,4°c
2AT+H4GC : 98°c

Sa séquence est la suivante :

5’-CTGCAGAGGAAGAAGGGGGCTGCCGGCAAA-3’
Elle est composée a 63,3% de GC .
Les températures de melting de 302 sont :
%GC : 90°c
2AT+H4GC : 58°c
Sa séquence est la suivante :
5’-TCCACTCCCAATCATGTGGCTACAGTACTC-3’

Elle est composée a 50% de GC .

Grace a ce couple d’amorce , les amorces 251 et 252 pourront étre utilisée pour réaliser des
Héminested sur les produits PCR de 301 , 302.
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Annexe 1.5.273,254 :

Les amorce 273 et 254 sont longues respectivement de 27 pb et 24 pb . L’amorce 273 est une
amorce anti-sens qui s’hybride au milieu du brin sens du promoteur CSF-1 . L’amorce 254
est ’amorce sens , elle s’hybride au milieu du brin anti-sens du promoteur CSF-1 . Les
amorces 254 et 273 ont une séquence anticomplémentaire d’une dizaine de paires de bases a
leur extrémité 5’ . Celles-ci permettent de générer des amplicons qui peuvent s hybrider sur
leurs extrémités 5’ et étre ligués par PCR .

273 peut étre utilisée en couple avec 301,251, 191, ou KPN-1.

254 peut étre utilisée en couple avec 302 , 252, 182, ou KPO-1 .

Utilisée de la sorte elles permettent d’amplifier le promoteur CSF-1 en deux morceaux .

La combinaison 273-251 donne un fragment amont de 366 pb .

La combinaison 254-KPO-1 donne un fragment aval de 400 pb .

Les températures de melting de 273 sont :
%GC : 57.7°C..
2AT+4GC : 84°C.
Sa séquence est la suivante :
5’-TCCTAGTCACCCTCTGTCTTCTGCGCT-3’
Elle est composée a 55,56% en GC .
Les températures de melting de 254 sont :
%GC : 59,1°C
2AT+4GC : 82°C
Sa séquence est la suivante :

5’-GTGACTAGGAAGACGCGCGAACGGG-3’

Elle est composée a 64% de GC .
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Annexe 1.6. : Représentation schématique des positions

d’hybridation respectives de toutes les amorces

utilisées sur le promoteur du géne CSF-1 .

rem: Feuille volante plastifiée.

Légende :

En rouge : Amorces sens.

En bleu : Amorces anti-sens.

En vert : Taille de divers fragment encadrés par les amorces.

Le premier élément cis AP-1 se trouve a 6 pb de I'extrémité3’ des amorces 301, KPN-1,
191.
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du promoteur CSF-1 :

Annexe 2.1. Séquence du promoteur du gene CSF-1 :

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryotae; mitochondrial eukaryotes; Metazoa/Eumycota group;
Metazoa; Eumetazoa; Bilateria; Coelomata; Deuterostomia; Chordata;
Vertebrata; Gnathostomata; Osteichthyes; Sarcopterygii; Choanata;
Tetrapoda; Amniota; Mammalia; Theria; Eutheria; Archonta; Primates;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

(Ladner,M.B., Martin,G.A., Noble,J.A., Nikoloff,D.M., Tal,R., Kawasaki,E.S. and

White,T.J. ; 1987)

promoteur : position 1 a 571 .

Origine de transcription : 571 .
Origine de traduction : 749 (Codon start) .

Composition : 66% GC .

Brin sens 5°-3° .

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

ctgcagagga
gtaacactgg
ccteeettece
tcagggcectg
ggagagcgcg
cggtggagec
actaggaaga
aggcggctga
tatgtgtgtg
tctcttaaaa
ttgcctgggt
tcggecgggg
cgcgecegge

agaagggggc tgccggcaaa
actcctttceg gcactccgag
cagtgcttgt ccctgctctce
gagggaaagt cccttgggac
gaaggaaagg gtcggtccge
cgcgectegtt tgctgaagge
cgcgegaacg gggctggecg
gtgggcctet ggagtgtgtg
tctggegect ggccagggtyg
ggctgtgccg agggctggec
cctectecggeg ccagagecgc

cgcccactcec gcagcagceca

cgggacccag ctgcccgtat

tcccacggta ag

cctgctgact
aatggggtgg
ggtcegtttt
gatcatagag
agagggcgcg
ttggaagtgc
gcecggegagt
tgtctgtgtc
atttcccata
agtgaggctc
tctecgeate
gcgagcgage

caggctccac
gggcgtctte
ctgctaagat
cgctagcact
gggaaggcag
agcgcagaag
9999929999
agtgtgtgtg
aaccacatgc
ggcccgggga
ccaggacagce

gagcgagcga

gagggagcaa
aaaggatttc
ttggggattt
gaatcagcct
ggtggggacy
acagagggtg
aggcggggga
tgtgtgtgtg
cccccagtec
aagtgaaagt
ggtgcggece
gggcggcecga

gaccgegecg ggcgecgecg ggcgetgecce
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Annexe 2.2. Cartes de restriction du promoteur du geéne CSF-1 :

Annexe 2.2.1. Carte de restriction schématique des sites uniques
du promoteur du gene CSF-1 .

231 Tfil
222 Nhel 583 Xmal
219 Eco47 lll 583 Sma |
211 Sau3Al 583 Aval
211 Mbo | 568 Bgl |
211 Dpnli 386 Fsel 545 Mse |
211 Dpn 337 Bsg | 526 Nia lll
30 BspM | 202 Sty | 323 Eco57 | 525 NspC | 637 Fok |
1 Sfcl 182 AlwN | 306 Bsp1286 | 525 Nsp7524 | 739 Alu |
1 Pstl 134 Tth111 |l 306 Banll 525 Nsp | 636 SfaN | 738 Pvu ll
| | L1l 111 | | | ] |
|
M-CSF 5' end restrict® sites 787 base pairs Unique Sites

Annexe 2.2.2. Ensemble des sites de restriction sur le

promoteur du gene CSF-1 :

De gauche a droite : Nom de 1'endonucléase .
Séquence coupée .
Nombre de sites de ce type sur la séquence .
Entre parenthéses : tailles des fragments obtenus de 5' en 3' de la

séquence.



—— -

M-CSF 5' end restrict® sites

DNA sequence

Alu I ag/ct

AlwN I cagnnn/ctg
Ava I c/ycgrg

Ban II grgcy/c

Bgl I gcennnn/nggc
Bsg I gtgcag 16/14

Bspl286 I gdgch/c
BspM I acctgc 4/8

Dpn I ga/tc

Dpn II /gatc

Dsa I c/crygg

Eco47 III agc/gct

Eco57 I ctgaag 16/14
Fok I ggatg 9/13
Fse I ggccgg/cc

Moo I /gatc

Mse I t/taa

Nhe I g/ctagc

Nla III catg/

Nsp I rcatg/y

Nsp7524 I r/catgy
NspC I rcatg/y
Pst I ctgca/g
Pvu II cag/ctg
Sau3A I /gatc

R e e N el e N e e e e e e S S e e e e S S e sl e e e N

SfaN I gcatc 5/9

Sfc I c/tryag

Sma I ccec/ggg

Sty I c/cwwgg

Tfi I g/awtc

Tthlll II caarca 11/9

Xma I c/ccggg

Bfa I c/tag 2
Hae I wgg/ccw 2
Hph I ggtga 8/17 2
Mae III /gtnac 2
Msc I tgg/cca 2
NspB II cmg/ckg 2
Ple I gagtc 4/5 2
PpuM I rg/gwecey 2
Rsr II cg/gwececg 2
Bbs I gaagac 2/6 3
Bpm I ctggag 16/14 3
BsrF I r/ccggy 3
Dde I c/tnag 3
Eco0109 I rg/gnccy 3
Hinf I g/antc 3
Nae I gcec/gge 3
NgoM I g/ccgge 3
Ava II g/gwce -
Ban I g/gyrcc 4
Bbe I ggcgec/c 4
BsiE I cgry/cg 4
Bsr I actgg 1/-1 4
Eag I c/ggccg 4
Ehe I ggc/gec B
Fau I ccege 4/6 4
Hga I gacgc 5/10 4
Kas I g/gcgee 4
Mbo II gaaga 8/7 4
Mcr 1 c/grycg 4
Nar I gg/cgcc 4

792 b.p.
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-> All Sites

ctgcagaggaag ..

738)
181)
582)
305)
567)
336)
305)
29)
210)
210)
782)
218)
322)
636)
385)
210)
544)
221)
525)
524)
524)
524)
0)
737)
210)
635)
0)
582)
201)
230)
133)
582)

222)
499)
356)

60)
499)
646)

36)
606)
149)

104)
187)
21)
38)
182)
36)
21)
21)

150)
60)
493)
32)
493)
32)
388)
66)
65)
224)
388)
66)
493)
32)
277)
380)
102)
74)
493)
32)
8)
427)
388)
66)
493)
32)
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739 (
182 ¢(
583 (
306 (
568 (
337 (
306 (
30¢(
211 ¢
211 ¢
783 (
219¢(
323(
637 (
386 (
211 ¢(
545 (
222(
526 (
525 (
525 (
525 (

1
738 (
211¢(
636 (

1
583 (
202 (
231¢(
134
583 (

223(
500(
357 ¢(
61 (
500 (
647 (
374
607 (
150¢(
105 ¢(
188 (
22 (
39¢
183 (
37¢
22(
22 (
151¢(
494 (
494 (
389(
66 (
389 (
494 (
278 (
103 ¢(
494 (

9(
389¢(

494 (

. tcccacggtaag

54)
611)
210)
487)
225)
456)
487)
763)
582)
582)

10)
574)
470)
156)
407)
582)
248)
571)
267)
268)
268)
268)
792)

55)
582)
157)
792)
210)
591)
562)
659)
210)

139)
66)
150)
297)
66)
91)
33)
125)
113)
242)
51)
365)
125)
424)
33)
365)
365)
113)
123)
123)
273)
64)
273)
123)
31)
194)
123)
97)
273)

123)
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N WwN

linear

362 (
566 (
507 (
358(
566 (
738(

70 (
732(
263 (

347
239¢(
387 (
164 (
607 (
70(
387 (
387¢(
264 (
617 (
617 (
662 (
130¢(
662 (
617 (
309 ¢(
297 (
617 (
106(
662 (

617 (

431)
227)
286)
435)
227)

55)
723)

61)
530)

19)
200)

263)
125)
161)
4)
4)
344)
52)
52)
52)
404)
52)
52)
86)
72)
52)
241)
52)

52)
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366 (
439(
391¢(
427 (
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231 (¢
391 (
391¢(
608 (
669 (
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714 (
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669 (
395¢(
369 (
669 (
347 (
714 (

669 (

427)
354)
402)
366)
61)
562)
402)
402)
125)
92)
92)
13)
35)
13)
92)
18)
350)
92)
19)
13)

92)
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M-CSF 5' end restrict® sites
Gdi II yggceg  -5/-1 5

Bbv I gcagc 8/12 6
BstN I cc/wgg 6
EcoR II /ccwgg 6
Hae II rgcge/y 6
Ben I ccs/gg 7
Eae I y/ggccr 7
Neci I cc/sgg 7
BstU I cg/cg 8
Sau%96 I  g/gncc 8
Bsl I ccnnnnn/nngg 9
Hpa II c/cgg 9
Msp I c/cgg 9
Nla IV ggn/ncc 9
BsaJd I c/cnngg 10

BspW I gennnnn/nngc 31

FnudH I gc/ngc 11
Hae III  gg/cc 11
BstK I c/cngg 13
Dsa V /ccngg 13
Hha I gcg/c 13
HinP I g/cgc 13
ScrF I cc/ngg 13
Aci I ccge -3/-1 16
Mnl I cctc 7/7 16

-> All Sites

1( 384) 1
714 ( 13) 5
1-( 18) 6
684 ( 56) 3
1( 186) 2
503( 101) 4
1( 186) 2
503( 101) 4
1( 218) 2
669 ( 92) 4
1( 582) 1
725 5) 7
1( 384) 1
566 ( 96) 3
1( 582) 1
725 ( 5) 7
1( 248) 2
311 ( 60) 3
754 ( 39) 4
1( 150) 2
433( 148) 3
733( 60) 6
1( 85) 5
392( 106) 3
659 ( 119) 2
1( 22) 7
584 ( 8l) 3
758 ( 10) 8
1 22) 1
584 ( 81) 3
758 ( 10) 8
L 42) 6
607 ( 10) 9
733( 28) 8
1( 201) 2
583 ( 1)L
659 ( 6)10
1( 236) 1
374 ( 52) 4
672 ( 35) 9
1( 18)10
626 ( 28) S
713( 27y 1
1( 184) 2
434 ( 67) 4
656 ( 7)11
1( 186) 2
503 80) 3
641 ( 24) 9
758 ( 10)11
1( 186) 2
503( 80) 3
641 ( 24) 9
758 ( 10)11
1( 219) 1
312( 30) 9
618 ( 52) 4
762 ( 10)13
1( 219) 1
312¢( 30) 9
618 ( 52) 4
762 ( 10)13
1( 186) 2
503( 80) 3
641 ( 24) 9
758 ( 10)11
1(¢ 247) 1
300¢( 10) 14
423( 204) 2
654 ( 25) 17
765 ( 28) 6
1( 5)16
191 ¢ 8l) 3
410¢( 26)12
574 3711

779 ( 14)15

385 (
727 (

19¢
740 (
187¢(
604 (
187 (
604 (
219¢(
761 (

583 (
730 (
385(
662 (
583 (
730 (

247 (
371 (

151 (
581 (

86 (
498 (
778 (

23(
665 (
768 (

23(
665 (
768 (

43 (
617 (
761 (

202 (
584 (
665 (

237 (
426 (
707 (
19
654 (
740 (
185 (
501 (
663 (

187 (
583 (
665 (
768 (
187 (
583 (
665 (
768 (
220(
342 (
670 (
772 (
220 (
342 (
670 (
772 (
187 (
583 (
665 (
768 (

248 (
310¢(
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679 (

6 (
2724
436 (
611 (

4)
66)

320)
34)
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37)
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37)
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774 (
238(
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389 (
714 (
584 (
758 (

277
373 (

184 (
608 (

142
558 (

388 (
726 (

388 (
726 (

305¢(
669 (

503 (
604 (
783 (

269 (
568 (
713 (
339¢
681 (
764 (
386 (
567 (
715¢(

238 (
584 (
725 (

238(
584 (
725(

246 (
372 (
1224

246 (
372 (
722 (

238(
584 (
725 (
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354 (
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152)
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4) 9
4)10

189) 2
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5)13
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11)13
18)10
15)11
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70) 4
51) #
21)13
50) 8

662 (

681 (
498 (
498 (

617 (

665 (
768 (
500 (
7274
665 (
768 (

299/(
721 (

264 (
656 (

388 (
658 (

392(
730

392 (
730(

494 (
132

558 (
640 (

278 (
620 (
7554
423 (
684 (
774 (
390(
581 (
728 (

498 (
604 (
730¢(

498 (
604 (
730 ¢(

276 (
495 (
755(

276 (
495 (
755(

498 (
604 (
730 ¢(

278 (
413¢(
649 (
753 (

121¢(
405 (
560 (
709 (

52) 4

3) 1
Sy 7
5) 7
52) 5

60)
25)
66)
66)
60)
25)

12)
33)

o wosuw
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4) 9
1)10
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28)
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19)
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