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1. Différentes sources de matériel biologique

Virus: vecteurs viraux, enzymes virales ...
(Transcriptase inverse ou rétrotranscriptase,
ANR polymérases...)

Procaryotes: Escherichia coli
Clonages d’ ADN, amplification de plasmides
Production de protéines recombinantes

Eucaryotes unicellulaires: Saccharomyces cerevisiae
Production de protéines recombinantes
Approches génétigues




Animaux

Eucaryotes multicellulaires

Drosophila melanogaster

Caenorhabditis elegans :

Ces modeles permettent des approches génétiques car:
- Cycle reproductif tres court

- Descendance tres importante

- Faible encombrement



Souris
(mammifere)

Mutations spontanees
(Trembler gene Pmp22, Nude gene Foxnl)
Transgéniques: - transgénese classique:
Insertion aléatoire dans le génome
- recombinaison homologue: insertion ciblée

Inactivation de genes (Knock-out)

Remplacement de genes (Knock-in)



Transgénese classique chez la souris

traitement hormonal
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Transgéne: géne rapporteur de la Bgalactosidase placé sous le contrdle d’ un
Promoteur spécifiqgue des os.

+1 (de la transcription)

ATG (+1 de la traduction)



Transgénese par recombinaison homologue
chez la souris



(A) ES cells growing (B) female mouse
in culture 8
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dans une meére porteuse
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Cellules ES (pluripotentes) avec o
une copie du gene mutée , l
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. Croisement des chimeres pour
KO . Kn OCk O Ut |dentifier celles dans lesquelles
lignée germinale est recombina

Kl : Knock In

Souris transgénique avec une copie
du gene ciblé remplacée par la
version mutée du gene



Souris KO pour le gene de la Myostatine

KO

WT

11



Modification du génome par la méthode CRISPR

‘Clustured Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats’
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A structure of cruciform hairpin DNA with
A palindromic sequence

Palindrome Désigne un texte ou un mot dont
I'ordre des lettres reste le méme qu'on le lise de
gauche a droite ou de droite a gauche, comme
dans la phrase « Elu par cette crapulex».
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1987-2002: découverte des séquences CRISPR:
5 séquences regulierement espacées et partiellement palindromiques chez
E. coli, puis dans la plupart des bactéries

2005: séquences CRISPR identiques a des séquences de bactériophage

2007: découverte du pouvoir protecteur des CRISPR contre les
bacteriophages de la bactérie lactique Streptococcus Thermophilus

2012: ce systéme de défense peut étre manipuler pour cibler n'importe
guel gene 12



THE NOBEL PRIZE
IN CHEMISTRY 2020

g

Emmanuelle Jennifer A.
Charpentier Doudna

“for the development of a method
for genome editing”

THE ROYAL SWEDISH ACADEMY OF SCIENCES
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ARNsg (ARN <« single guide ») ARNsg + protéine Cas9

Cas9
ngNA\
PAM sequence
< >« > (5'-NGG-3')
Séquence speécifique
dugéne d'intérét  TOCTRNA EEEREER RN
(crRNA) < >

Gene d'intéeret

Sg RNA : crRNA + tracrRNA Séquence cible : 20 pb toujours

suivies par un motif PAM (NGG)
crRNA : CRISPR RNA spécifique et complémentaire

de |la séquence cible d’ADN a cliver PAM : Protospacer Adjacent Motif

tracrRNA : transactivating crRNAse liant a la
nucléase Cas9
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Coupure spécifique de la
sequence d'ADN cible

Formation du complexe ARNsg -
nucléase cas9 et clivage spécifique
du gene d’intérét dans la cellule

Résultat de la coupure
spécifique de la séquence
d’ADN cible
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Deux facons de modifier le genome (cf KO, Kl)

Cas9
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New DNA

Non-homologous
end joining (NHEJ)

crRNA

~ dsDNA

PAM
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Donor DNA

A — —

New DNA

Homology directed
repair (HDR)
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CRISPR chez la souris: injection des ovocytes
comme en transgenese classique

transfert dans I'oviducte d’'une femelle
pseudo gestante

Plus de 40 especes testées avec succes
pour l'utilisation des CRISPR
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Cellules en culture

culture . lignée cellulaire
. cultures secondaires )
primaire l continue
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Conditions de culture

Milieu nutritif: acides aminés, glucose ...
Facteurs de croissance (sérum)
Atmosphere controlé: 02/C0O2, 37° C
Cultures adhérentes: monocouche, inhibition de contact
Caracteristiques courantes des cellules transformees:
- Culture independante du support
- Culture independante du sérum

- Perte de I’ inhibition de contact
- Immortalisées



Les cellules souches peuvent se différencier
en différents types cellulaires

(pluripotente)

cells of inner cell mass

early embryo
(blastocyst)

2 > |

, :\/\.,/—-//\ ’

—

y neuron

e
g /
/
y
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cultured ES cells

pluripotente

Figure 8-5 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Les cellules souches et le potentiel de differentiation

Les cellules souches . pouvant
donner tout type cellulaire, et donc un
organisme entier avec ses annexes
embryonnaires

Les cellules souches : capables e e gmeme e Sl
de donner tous les types cellulaires sauf les '
annexes embryonnaires

-~

Les cellules souches ;
susceptibles de donner differents types de
cellules, mais spécifiques d'un lignage
cellulaire donné (endoderme, mesoderme ou
ectoderme)

Les cellules souches : qui ne e \
peuvent donner qu'une seule sorte de cellule o
(elles peuvent cependant s'auto-renouveler

par division asymetrique)

& Mmgture



_ 20 pm ] 100 pm 50 pm
Fibroblastes Cellules musculaires Neurones
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Les cellules souches peuvent se différencier
en différents types cellulaires

cells of inner cell mass

early embryo
(blastocyst)

Dédifférenciation

cultured ES cells
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Sir John B. Gurdon Shinya Yamanaka

Prix Nobel de médecine 2012
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2006

4 facteurs de transcription Oct4, kif4, sox2, cMyc permettent de reprogrammer
les cellules différenciées en cellules souche.

IPS: Cellules Pluripotentes Induites

Oct4 Octd
Sox2 o Sox2
Kif4 Nanog
cMyc Lin28
Cp
‘m iPS
Sefeclion
Fibroblast

e

Otirentitod cels Teradoma  Chwnera

” 0 B

Endodarm Mesodarm  Ectoderm
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Comment faire entrer de ’ADN dans les cellules

ADN complémentaire (ADNc) de I' ARNm de la protéine d’ intérét
ME—— \

(ADN d’ un virus ou d” un plasmide + promoteur + ADNCc)

INTRODUCTION

A——
DANS LA CELLULE

Promoteur
pour controler
la
transcription

Protéine codee par
I” ADN mis dans le
Vecteur d’ expression 28



DES VIRUS TRANSFORMES EN TAXIS
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microinjection electroporation lipofection

Shotgun

et magnetofection

membrane-enclosed vesicles
containing substance X

cell placed in substance X
between two electrodes and

glass subsi
— g i jected to a very short
= TCpipatte electric shock i
containing )

substance X

IS

induced membrlane fusion between
vesicles and plasma membrane

of target cell releases substance
into the cytoplasm

I 1
microinjection of
substance into cell

transient pores made in the
membrane allow substance
to enter the cell before resealing

(A) (B) (@]

Figure 9-34 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

gold particles coated
with DNA
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P
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‘

DNA-coated gold particles
shot into cell at high velocity
allows stable transformation,
or transient expression of
new genes ’

(D)
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Microinjection =] — 9glass
“i micropipette

containing

substance X

microinjection of
substance into cell

:

Figure 9-34a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Electro po ration cell placed in substance X

between two electrodes and
subjected to a very short

electric shock
.......-' .%..:.

transient pores made in the
membrane allow substance
to enter the cell before resealing

|

Figure 9-34b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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L] po fection membrane-enclosed vesicles
containing substance X

induced membrane fusion between
vesicles and plasma membrane

of target cell releases substance
into the cytoplasm

Figure 9-34c Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Bombardement
avec des particules
d’ or ou de tungsténe
(shotgun)

gold particles coated
with DNA

N

I

o

¥

}
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Vs

i
DNA-coated gold particles

shot into cell at high velocity
allows stable transformation,
or transient expression of
new genes '
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Figure 9-34d Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Pourquoi transférer de I” ADN plutdt que
directement les protéines?

Pour avoir une production continue de la protéine d’ intérét

L” ADN est stable dans les cellules, contrairement a la plupart des protéines

Autres raisons:

-On peut utiliser des vecteurs qui se répliguent et ne se perdent pas au fil
des divisions cellulaires

-1l est plus facile de produire de I’ ADN que des protéines

-On ne connait pas forcement toutes les modifications posttraductionelles
qu’ il faut apporter & une protéine pour qu’ elle soit fonctionnelle



2

. Méthodes de séparation

Cellulaire:
. Subcellulaire:
Moléculaires:

la cytomeétrie de flux
la centrifugation
- electrophoreses
(- chromatographies)



2. Méthodes de séparation
a. Cellulaire: la cytometrie de flux

ultrasonic nozzle vibrator

cell suspension

sheath fluid

small groups of drops -------- )

negatively charged due —[: x d,'°P""ha"9'"9

to detection of single ——

fluorescent cell small groups of drops
positively charged due
to detection of single

nonfluorescent cell
-2000V g -2000V
cell collector cell ollector

37
flask for undeflected droplets



Nombre de cellules

!

200 400

Fluorescence = quantité d’ADN

G0/G1
- S
3
-
G2/M
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~1000 cells/second
|

’
unlabeled cells  selectively labeled cells ~ |22%22 filter
(530+30 nm)
|
dissection _ | antibodies laser : filter
lssociafi S5 o a88om = (575+20 nm)
dissociation  [E@Ryindicator dye SBP "@+\4
: o , filter
o ¥ (670+20 nm)
©
@
@0
il
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2. Méthodes de séparation
b. Subcellulaire: la centrifugation
armored chamber  sedimenting material

1

refrigeration vacuum

motor
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HOMOGENEISATION
1) fragment de tissu
2) broyage mécanigue
3) homogénat

tissulaire
\ ® noyaux
. mitochondries,

lysosomes...

© microsomes
- ribosomes

surnageant surnageant surnageant

T

1 -
PR - Y ©
S e
v 02
% .
0, vr taw
. 4,

P Yo ]
1 %0!'5 :2." 4
~ 10 min i0h
1000xg 100000 xg
homogénat le culot le culot le culot le culot
contient contient contient contient
centrifugé les noyaux les mitochondries,  les microsomes les ribosomes

les lysosomes

Centrifugations successives
1) basse vitesse 2) vitesse moyenne 3) vitesse élevée 4) vitesse élevée, longue durée

Fractionnement cellulaire par centrifugation differentielle

41



Séparation des protéines en fonction de leur taille sur gel
de polyacrylamide
Protéine a une sous unité

Protéine a deux sous unités
(dimérique) liées par un pont disulfure (monomérique)
4 B C

b |
rotéines chargées négativement

race au SDS

(SDS: dodécylsulfate de sodium)

I
|
@ Iy

>

|
Electrophorese sur gel de polyacrylamide

- k™ O

! @ 42

Gel de polyacrylamide



Electrophorese

sample loaded onto gel
by pipette

plastic casing

Buffer: tampon
Loaded: dég)osé



Coloration des protéines apres séparation en fonction
de leur taille sur gel de polyacrylamide

Echantillons déposés sur le gel: kDa M
1-3: étapes de la purification d’ une protéine:
M: Marqueur de masse moléculaire (en kilo Dalton) 150 —  gmuy
1: Extrait cellulaire S
2: Fraction purifiée apres une chromatographie ) iz
3: Fraction purifiée apres une seconde chromatograpie 50 — ‘-
(contient plus qu’ un seul polypeptide)
37 — "=
25 — "
1N —

1 Dalton = 1/12 de la masse d’'une atome de 12C
Donc 1 Dalton environ = la masse d’'un atome d’hydrogene

| [; I i
il
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Electrotransfert des protéines sur membrane

Les gels PAA sont fragiles, pour faire d’autres analyses que la coloration des protéines,
on transfert les protéines sur une membrane souple plus facile a manipuler

Electrode @

GEL

Electrode @



A. Coloration d’ un SDS-PAGE au bleu de coomassie
B. Analyse en western blot du méme gel, apres transfert des protéines

sur membrane de PVDF et détection par un anticorps dirigé contre
la protéine purifiéee.

oM 12 3 B, M1 2 3
150 —  quef 150 —
100 — - - 100 —
50——% 50 —
37— — e 37—
25 — = - 28
— —
—_- -—¢—-0
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3. Détection des moléecules biologiques

a. Les isotopes radioactifs

b. Les anticorps



a. Les radioisotopes utilisés en biologie

2p 14 days
137 8.1 days
338 87 days
14C 5570 years
*Ca 164 days
*H 12.3 years

A retenir:
Le phosphore radioactif permet surtout de marquer les nucléotides et les protéines phosphorylées

Le soufre radioactif permet surtout de marquer les acides aminés soufrés et donc les protéines
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Incorporation de thymidine tritiée
dans une cellule en phase S

Figure 9-40 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

49



Pulse-chase

3 minutes 20 minutes
Co-localisation Co-localisation Co-localisation
des grains d’ argent des grains d’ argent des grains d’ argent
et du RE et de |" appareil de Golgi et des vésicules

de sécrétion

Pulse : Cysteine -3°S

Marquage court suivi d” une chasse (3, 20 et 90 min) et d’ une autoradiographie
(cellule du pancréas exocrine)



Liaison de Nicotine 3H sur des tranches de cerveau
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Hybridation in situ d’acides nucléiques

< atome radioactif
ou molécule fluorescente
‘AA

G
CTT Sonde hybridée -

GGCACGGCTGTCCAAGGA
TCTGCGCCCGTGCCGACAGGTTCCTCC(

ADN

AGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGGCHybn dation d'une sonde

=
™

Tm

3%



In Situ Hybridization of nAChR Subunits (~ -3.0 mm Bregma)

a2 a3

Expression des sous unités du récepteur nicotinique de |” acétylcholine dans le cerveau



antisérum
polyclonal

b. Les anticorps

immunisation

saignée

recueil du

U__sérun 4“
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anticorps

Structures des anticorps

AC Polyclonale, plusieurs anticorps, plusieurs épitopes
AC Monoclonale, 1 anticorps, 1 épitope

CDR
Fab

- Partie variable
- Partee constante

LBamnes \npurdes
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Les chaines polypeptidigues des anticorps
sont liées par des ponts disulfure

25 kDa 25 kDa

mmm  S-S: pont disulfure

memss) 150kDa

I |

50 kDa
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Séparation des protéines en fonction de leur taille sur gel

de polyacrylamide
Protéine a deux sous unités Protéine a une sous unité
(dimérique) liées par un pont disulfure (monomérique)
A B C

rotéines chargées négativement
race au SDS

>

|
Electrophorese sur gel de polyacrylamide

- k™ O

Y [ S—
C Nm—
Al e/
\ @ .

Gel de polyacrylamide



SDS-PAGE avec des anticorps

Sans agent réducteur Avec agent reducteur
kDa kDa
\W r/ 150 — — 150 —
100 — 100 —
75 — 78 —
50 — SO — .
150kDa
(2x50 + 2x25) 37 — -y o
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Serum polyclonal Anticorps monoclonal
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Production d’ un anticorps monoclonal

7 \/
b
A

Injection de l'arEg‘;gC/r‘\:e\\, \ /
D
Rate \ O o%

O OO~ Cellules de myélome
Suspension d % @)
lymphocytes B N Oo

Fusion des cellules pour
O, générer des hybridomes

‘ Clonage et transfert des cellules dans un milieu de culture
contenant des agents de sélection

ARNAN

Les hybridomes se divisent, les autres cellules meurent
anticorps

h—A :.. L?.:.JC:'HJIGQ:ST %;;je\\ %

] Antigéne

ﬂ R SR N WA S I Culture d'un clone d'hybridomes

produisant I'anticorps désiré
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Différentes facon d’utilise
les anticorps

ELISA
enzyme-linked immunosorbent ¢
littéralement
« dosage d'immunoabsorptit
par enzyme liée », c'est-a-di
dosage immuno-enzymatiqt
sur support solide

Incolore coloné
subslrat

OC00 — 0080

anticorps secondaire
margué par enzyme

anbcorps 3 doser

antigéne 4

suppon solide

incolore subetral coloré

OCO0 — 0000

Jeme anticomnps
margue par ergyme

antigane & soser - ——

ANICOIPE MO MATGE  ——

suppon sollce

substrat coloré

0000 —» @@

anticorps secondare

MATQUE Par enzyre

anbicorps Non marg e

suppon solice

ELISA indirect: pour détecter un
anticorps

ELISA par . pour détecter un
immunocapture antigene

Méme principe pour
Fimmunoprécipitation

ELISA en
sandwich
pour détecter un

antigene

&

61

Figure 11 : Différentes méthodes ELISA



Co-immunoprécipitation (IP)

Protéine X
@ (- -
Prote L? -
roteine Y
l=- - d

Incubation de I'extrait
Protéique avec un anticorps
anti X couplé a des hilles

Récupération des billes
par sédimentation
(centrifugation)

15 o ' ?
Interagissent & % & L&>




Extrait protéique
de départ Billes

Analyse des protéines ﬂ ﬂ
? precipitées Y - —
par western blot
L@ Avec des anticorps anti X
@ X v -

et des anticorps anti Y

E—

Extrait protéique
de départ Billes

2% g

Y




A. Coloration d’ un SDS-PAGE au bleu de coomassie
B. Analyse en western blot du méme gel, apres transfert des protéines

sur membrane de PVDF et détection par un anticorps dirigé contre
la protéine purifiéee.

oM 12 3 B, M1 2 3
150 —  quef 150 —
100 — - - 100 —
50——% 50 —
37— — e 37—
25 — = - 28
— —
—_- -—¢—-0
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Immunohistochimie

primary antibody: secondary antibodies:
rabbit antibody marker-coupled antibodies
directed against directed against rabbit
antigen A antibodies

4 z m¢7ker

s s L | N7
—_— _L _\*{_

Méme principe pour le Western blot et I' immunofluorescence

65
Figure 9-18 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Injection de
I'antigéne au lapin

Reconnaissance de
I'antigene par
I'anticorps de lapin

Coupe
de tissu

¥

Antigene

Injection au mouton des
anticorps du lapin

Production

d’anticorps:
immunoglobulines

- de lapin (lg) Mo Ty

™

Anticorps de mouton

N
(Ig) dirigés contre
les anticorps du lapin
Marqueur

Couplage d’un marqueur
visible au microscope

(fluorochrome, enzyme capable de
transformer un substrat précipitant,
or colloidal)

| g QDS EIVaLION AU
. \ microscope
Coupe de tissu Antigene

Etape 2] Reconnaissance de I'anticorps de
lapin par les immunoglobulines de

mouton marquées

2 intéréts: amplification du signal ET un seul anticorps a marquer pour détecter
tous les anticorps primaires d’'une espece animale donnée
Principe de I’immunohistochimie
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Distribution des filaments d’ actine dans un fibroblaste en culture
(Immunofluorescence indirecte grace a un anticorps de lapin anti-actine et un anticorps
anti-lapin de chevre) -




4. La microscopie et ses applications

# 7 WP
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Tcm

Microscopie

Tmm

LIGHT MICROSCOPE

100 nm

E ECTRON MICROSCOPE

10 nm

Tnm

0.1 nm

'(1 A)

| lllllllfl AL AR L lllllll|'| IIIIIII|| |||||||||

5
2

cell

bacterium

virus
ribosome

globular
protein

atom
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Ne pas confondre résolution et détection

Résolution: distance séparant deux points en dessous de
laquelle ils apparaitrons confondus.
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Détection/résolutio_n
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Figure 9-17 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Microscopie optique

eye

eyepiece
(ocular)

objective

specimen
condenser

light
source

Figure 9-3a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

retina
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- Cellules:  -fixees et colorées (formaldéhyde, glutaraldehyde)
ou
- vivantes

- Coupes de tissus (1 a 10 um d’ epaisseur)




Coupes de tissus
movement of

microtome arm

speamen embedded
in wax or resin
fixed steel blade
— ribbon of
sections

ribbon of sections on
glass slide, stained
and mounted under
; a glass cover slip

L Coupes de 1 & 10 microns
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incident light
(white)

stained
section
of cell

Figure 9-7a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Figure 9-11a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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incident light
(green)

waves in
phase

unstained
cell waves out
of phase
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TWO WAVES IN PHASE TWO WAVES OUT OF PHASE

W W

BRIGHT
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Figure 9-4 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



(a) | - (B)
: Contraste de phase

(€)

Nomarski

Développé par le physicien hollandais Frederik Zernike
(1888-1966) dans les années 1930, ce qui lui valut le prix
Nobel de physique en 1953.

Figure 9-8 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




DAPI

Fluorophores

420 nm

500 nm

rhodamine B
540 nm

580 nm

660 nm

EXCITATION EMISSION

Figure 9-14 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Microscopie a epifluorescence

YN

eyepiece —

3 | 3 second barrier filter: cuts out
unwanted fluorescent signals,

passing the specific green
| fluorescein emission between
LIGHT 520 and 560 nm
SOURCE HEY )"
2
* 2 beam-splitting mirror: reflects
1 light below 510 nm but

transmits light above 510 nm

1 first barrier filter: lets through

only blue light with a wavelength obiective lens
between 450 and 490 nm Apn :

.—_-1_- object
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Figure 9-13 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Il existe différentes facons de « diriger » les fluorophores sur les
structures a visualiser: - couplage a des anticorps

- couplage a des molécules affines

- fluorophores affins (DAPI).

- proteines de fusion fluorescentes

Microtubules en vert - Filaments d’ actine en rouge - ADN en bleu 83



Vert: microtubulles
Rouge: centromeres
Bleu: ADN
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Neurofilament Récepteur de |” acétylcholine merge

Immunomarquage des compartiments pre et post synaptigues

de la jonction neuromusculaire



FISH: Fluorescent In Situ Hybridization
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A : sonde.

B : sonde colorée a l'aide d'un
fluorochrome.

C: hybridation avec I'ADN nucleaire.

D: visualisation de |’ endroit ou la sonde
s’ est fixée
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Marquage de télomeres sur des chromosomes en metaphase
grace aux répeétitionsT2AG3: (TTAGGG) 88



__1p deleted cell

\
\
\

~_normal c'\e‘!l

R -




En général le FISH est utilisé
pour la détection de séquences d” ADN

MAIS

L’ hybridation in situ permet également de détecter les ARN

et donc de visualiser les territoires d’ expression des genes



In Situ Hybridization of nAChR Subunits (~ -3.0 mm Bregma)

a2 a3

Expression des sous unités du récepteur nicotinique de |” acétylcholine dans le cerveau



Hybridation in situ sur des larves de poissons zebre

Liver

Skeletal muscle

Nervous system
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Hybridation in situ pour détecter I’ ARNm de la tropomyosine
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Principe du microscope confocal
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Figure 9-20 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



| S
A) Epifluorescence Confocal 10 um

95




96

Figure 9-22 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Les protéines de fusion fluorescentes

Figure Q9-3 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Anatomie du géene d’ une protéine

I  Parties transcrites en introns

Exons codants [ . .
3’ UTR/5UTR J Parties transcrites en exons
+1 de la transcription oolya dénflllftig(ne
Régions régulatrices addition de la coiffe :
en5’ del’ ARNm . de ' ARN
10a20pb .,
ATG AATAAA l
v \ 4 "_,
5 3
Stop
I | |
Partie transcrite Région
Promoteur adjacente

en 3’



GFP utilisée comme géne rapporteur placé sous le contréle d’ un
promoteur specifigue du systeme nerveux.
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GFP fusionnée a une sous unité du récepteur de I’ acétylcholine
de c.elegans.

ATG STOP ATG STOP
AChR
ATG STOP




Video time lapse des corps de Cajal

Fusion GFP-protéine Sm des snRNP
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Figure 9-27 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Visualisation des mouvements entre le cytosol et le noyau
de NF-AT coupléee a la GFP



Principe du FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
(Transfert d’énergie par Résonance en fluorescence)

blue fluorescent
protein blie

excitati
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green

proteinY

green
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(C) PROTEIN INTERACTION
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Principe du FRAP (Fluorescence Recovery After Photo bleaching)
(Récupération de Fluorescence Apres Photo blanchiment)

0 min post-bleach 20 min 50 min
(A) | —
10 pm
photobleach selected region fluorescence recovery

bleached in selected region

untreated
control cell



Microscopie electronique

T electron
. gun =
1. = lightsource

condenser lens

specimen

objective lens

__ eyepiece projector

lens lens
image viewed viewing
directly screen or
photographic
film

Figure 9-42 (part 1 of 2) Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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cell wall

Golgi stack

nucleus

mitochondrion

ribosomes
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