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PROCEDE DE SEPARATION ET DE CARACTERISATION DES 

FONCTIONS POTENTIELLEMENT PRESENTES DANS UN ECHANTILLON­

BIOLOGIQUE · CONTENANT DES ACIDES NUCLEIQUES. 

5 La presente' invention a pour objet un procede 

permettant de separer les fonctions potentiellement 

presentes dans un echantillon ·biologique contenant des 

acides nucleiques et de caracteriser lesdites fonctions, 

par expression.proteique in vitro apres transcription et 

10 traduction de fragments d' ADN. La caracterisation d' une 

fonction selon le precede de l' invention peut se faire 

entre autre par l'analyse biochimique de cette fonction et 

eventuellement par le cl.onage OU le sequenc;::age de la 

sequence polynucleotidique correspondant a chacune des 

15 fonctions eventuellement presentes dans 1 1 echantillon 

etudie. 

Ainsi, le precede selon la presente invention 

permet tout particulierement l'identification et 
l'isolement de genes ou des proteines pour lesquelles ils 

20 codent possedant une fonction determinee ou determinable. 

La recherche de nouveaux genes et/ou des 

proteines pour lesquelles ils codent constituent un 

obj ectif maj eur de nombreux laboratoires de biologie 

moleculaire. En effet, la therapie genique et cellulaire ou 

25 la creation d'animaux et de plantes transgeniques, 

suscitent de nouveaux espoirs pour la sante, le diagnostic 
et l 'alimentation huma-ine ou animale, mais necessi tent 

entre autres, d' identifier de nombreux genes et/ou des 

activites proteiques. Ainsi, il existe de nombreuses 

30 techniques d'isolement .et de criblage de genes par clonage 

et expression. 

Une de ces technique appelee genomique consiste 

a sequencer une partie OU la to tali te du genome d I un 

organisme, puis a rechercher par homologie avec des 

35 sequences deja identifiees dans des banques de donnees des~ 
sequences potentiellement codantes. Une fois identifiees, 
ces sequences doivent ~tre sous clonees et exprimees pour 

verifier qu'elles codent· effectivement pour la propriete 
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recherchee. Outre le temps ·necessaire a sa mise en reuvre, 

cette technique presente l 'inconvenient de ne pouvoir 

identifier que des fonctions homologues a celles qui sont 

deja connues et referencees dans les bases de donnees. 

5 La proteomlque est une deuxieme approche 

possible pour rechercher des proprietes interessantes. Elle 

consiste a extraire les proteines exprimees par un 

microorganisme et a les purifier. Chaque fraction de 

purification est al ors testee pour detecter laquelle 

10 contient la propriete recherchee. L'inconvenient majeur de 

cette technique reside dans le fait qu'elle ne permet pas 

d'avoir une liaison directe entre la propriete detectee et 

le .gene qui permet l 'expression de cette propriete. Le 

deuxieme inconvenient de cette approche est gu' elle ne 

15 permet pas de detecter les proprietes qui n I ont pas ete 

induites dans le microorganisme du depart. 

Une troisieme technique pour detecter une 

f onction ex:primee par un microorganisme consiste a utiliser 

le clonage d I expression. Cette methode a pour princip,e 

20 d I extra ire l 'ADN du . microorganisme de depart I. a le 

fragmenter et a l'inserer dans un vecteur d'ex:pression in 

vivo qui est transforme dans un hote. Cet hote est choisi 

pour sa capacite a ex:primer les genes du microorganisme de 

depart. De la m~me fa9on le vecteur est toujours choisi 

25 pour sa compatibilite avec l'hote d'expression. La 

technique de clonage d' expression est utilisable dans le 

cadre de la recherche d'une fonction dans Un microorganisme 

ayant des caracteristiques genetiques proches d • un des 

hotes existant (m€!me profil d' usage des codons, m€!me 

30 pourcentage GC, ... ). Dans le cas de la recherche d'une 

fonction a partir d I un grand nombre de microorganismes 

d • origine genetiques variees, la methode du clonage 

d'expression devient inutilisable, les hotes n'etant plus 

capables d'exprimer les genes heterologues qui leur sont 

35 fournis. 

De plus, le clonage d' expression comme les 

autres procedes de 1 1 art anterieur d • isolement et de 

criblage de genes presentent de nombreux inconvenients : 
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la toxicite cellulaire des produits de 

transcription et de traduction, qui peuvent induire des­

recombinaisons genetiques pour pallier a ces problemes de 

tox.l.cite, 

la faibl"e representativite de la banque 

utilisee, 

- le temps de mise en· reuvre 

- la f aible compatibilite entre la sequence du 

gene clone et la ponctuation d 1 expression du vecteur 

10 utilise, 

15 

20 

- des niveaux d 1 expression tres variables, 

- des problemes d'usage des codons, 

- des problemes de repliement, de modifications 

post-traductionnelles, 

- le probleme pose par 1 1 influence de 1 1 etat 

physiologique d'une cellule sur le niveau d'expression des 

proteines lorsqu•on cherche l'activite proteique 

directement dans des extraits cellulaires d'origine, 

- une grande difficulte d'automatisation. 

La presente invention vise precisement a 
pallier ces inconvenients en off rant une methode rapide et 

efficace d' identification d'une fonction associee a une 

sequence polynucleotidique contenue dans un echantillon 

25 biologique contenant des acides nucleiques, et permettant 

d'isoler ladite sequence. 

Ce but est atteint grace a un precede de 

separation et de caracterisation des f onctions 

potentiellement presentes dans un echantillon biologique 

30 con tenant des acides nucleiques,. caracterise en ce qu' il 

comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation de fragments d'acide 

nucleique a partir dudit echantillon, 

b) l 'association de chacun desdits fragments 

35 
,1 

avec une molecule vectrice, -".) 

c) l'isolement de chaque fragment associe avec 

une molecule vectrice ou d'une partie de chaque 
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construction constituee par un fragment associe a une 

molecule vectrice, de l'etape (b), 

d) le traitement in vitro de chaque fragment 

associe avec une molecule vectrice ou d' une partie de 

5 chaque construction constituee par un fragment associe a 
une molecule vectrice de l 'etape ( c) pour obtenir des 

transcrits, 

e) le test d'une fonction des transcrits 

obtenus a 1 1 etape (d) OU des proteines pour lesquels ils 

10 codent apres traduction desdits transcrits. 

Le procede de l'invention offre l'avantage de 

pouvoir realiser 

- un test des proprietes des transcrits de 

15 l' etape (d) I lorsque "ceux-ci presentent des proprietes 

avantageuses de type tRNA, rybozyme, ou 

- un test des proprietes des proteines codees 
par lesdits transcrits. 

Dans le cas ou 1 'on teste les fonctions des 

20 proteines codees par les transcrits obtenus a l'etape {d}, 

le precede de l' invention comprend a l' etape (e) le 

traitement desdits transcrits ·. in vitro avec un extrait 

cellulaire permettant leur traduction en proteine, puis le 

test d'une fonction desdites proteines par tout moyen 

25 approprie. 

On entend plus particulierement par fonction au 

sens de la presente invention, la propriete qui peut etre 

codee par une sequence polynucleotidique. Cette propriete 

peut etre par exemple une activite enzymatique ou une 

30 affinite si ladite seqtience .code pour une proteine, ou une 

activite endonuclease par exemple si ladite sequence code 

pour un ARNm catalytique. 

Ainsi, le precede de l 1 invention permet non 

seulement de detecter une fonction, mais aussi de la 

35 caracteriser d'un point de vue biochimique. Si la fonctio~ 
est une activite enzymatique par exemple, il peut s'agir 

de 1' analyse des conditions optimales de fonctionnement 

(pH, temperature, concentration en sels), des parametres 
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cinetiques (Vm, Km), des parametres d'inhibition (Ki). Si 

la fonction est une affinite, il peut s' agir de la· 

determination du Kd, ou de la molecule ayant le plus 

d'affinite pour cette proteine. Il peut s'agir encore de 

5 la determination de la.taille de la proteine traduite ou 

de l 'ARNm transcrit I et eventuellement du sequencage du 

gene correspondant. 

On entend par echantillon biologique tout 

10 echantillon susceptible de contenir des acides nucleiques, 

COmme Un echantillon de Sol, de vegetal, de sang, humain OU 

animal, d'eau, de culture microbienne, cellulaire ou 

virale, de biopsie, etc_, mais ces echantillons peuvent 

egalement correspondre a des produits d'amplification (PCR, 

15 NASBA, etc ... ), de l 'ADN genomique, de l 'ADN synthetique, de 

l 'ARNm, ou tout produit d' acides nucleiques issus de 

traitements couramment utilises par l'homme de metier. 

On entend par molecule vectrice, une ou 

20 plusieurs sequences poiynucleotidiques comportant au moins 

un promoteur de transcription pour l'etape (d} et 

eventuellement une substance facili tant l' isolement du 

fragment a l 1 etape {c). Avantageusement cette substance 

peut etre une ou plusieurs molecules de streptavidine ou de 

25 biotine, de groupement polypyrol, d'anticorps, une sequence 

polynucleotidique simple ou double brin, un vecteur d 1 ADN 

plasmidique ne comportant preferentiellement pas de 

sequences permettant 1 1 expression in vivo du fragment 

associe, ou toute autre compose permettant l'isolement du 

30 fragment associe a l'etape (c). 

On entend par isolement a l 'etape (c) du 

precede de l'invention, la subdivision du lot de fragments 

obtenus a l'etape (b) en sous-ensembles, un sous-ensemble 

35 pouvant etre constitue.d'un seul ou de plusieurs fragments~ 
d'acide nucleique. 
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L'etape {a) de preparation de fragments 

d • acides nucleiques du procede de 1' invention, peut · 

comprendre une phase d'extraction si les acides nucleiques 

ne sont pas directement accessibles dans l 'echantillon 

5 biologique, par exemple dans le cas d • acides nucleiques 

contenus dans des cellules, des virus, du sang, des 

elements organiques, etc.... Cet te phase d I extraction est 

alors incluse dans l'etape (a) de preparation de fragments 

d'acides nucleiques. De m~me dans le cas ou l'echantillon 

10 biologique est constitue d'ARNm, une etape de RT-PCR est 

necessaire pour preparer les fragments d'acides nucleiques 

de 1 'etape (a) . 

15 

20 

Selon une f orme de mise en ~uvre particuliere 

du procede de 1 'invention, la molecule vectrice est 

cornposee de deux sequences polynucleotidiques comportant 

chacune au moins un promoteur de transcription. Chacune de 

ces sequences est associee a une extremite d'un des 

fragments obtenus a l'etape (a). 

Selon une f orme de mise en ~uvre avantageuse du 

procede de !'invention, le(s) promoteur{s) de transcription 

porte (s) par la molecule vectrice est (sont) un (des) 

promoteur ( s) de type fort ( s) , tel que le promoteur de 

transcription de la RN]\. polymerase du phage T7, SP6, Q~ ou 

25 A.. 
Ainsi, une application particuliere du procede 

de !'invention permet d'identifier une sequence 

polynucleotidique et/ou la proteine correspondante, 

possedant une fonction, a partir d'un echantillon contenant 

30 des acides nucleiques. Ce but est atteint selon un procede 

caracterise en ce qu'il· comprend les etapes suivantes: 

a) la preparation de fragments d'acides 

nucleiques a partir dudit echantillon, 

b) !'insertion de chacun desdits fragments dans 

35 un vecteur de faQon a creer des vecteurs recornbinants, ~ 
c) l'isolement de chaque vecteur recombinant ou 

d' une partie de ce vecteur recombinant par tout moyen 

approprie, 

t 
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d) le traitement in vitro du vecteur ou d'une 

partie du vecteur recombinant isole a l' etape ( c) pour­

obtenir des transcrits, 

e) le test d'une fonction des transcrits 

obtenus a l'etape (d) OU des proteines pour lesquelles ils 

codent par tout moyen approprie apres traduction desdits 

transcrits. 

On entend par vecteur recombinant dans 

l 'application du procede de l' invention ci-dessus, un 

10 vecteur, par exemple plasmidique, dans lequel a ete 

introduit un fragment, et par partie de ce vecteur, la 

partie du vecteur recombinant contenant le fragment obtenu 

a. l 'etape (a) et les elements necessaires a la mise en 

reuvre des etapes (d) et· eventuellement (e) . 

15 
Les etapes du procede de l' invention peuvent 

etre realisees successivement sans interruption par le 

meme operateur, avantageusernent sur un dispositif 

automatise integrant chacune des etapes I OU peuvent etre 

20 realisees de fac:;:on discontinues I eventuellement par des 

operateurs differents. 

LI etape ( d) de transcription et la phase de 

traduction de l'etape (e) des fragments sont aussi 

25 designees conjointement reaction d'Expression Proteique In 

Vitro, designe aussi reaction EPIV. La reaction EPIV peut 

etre sirnultanee, ce qui signifie que la phase de traduction 

de l'etape (e) est realisee simultanement avec la 

transcription de l'etape (d), OU decomposee en deux etapes 

30 

35 

distinctes, (d) de transcription et (e) de traduction. 

Le decouplage des etapes ( d) et ( e) perrnet 

d'optimiser les rendements de chaque etape, et ainsi de 

produire des quantites plus importantes de proteines, ce 

qui trouve toute son utili te dans le cas d' enzymes de 
... : 

faible activite specifique. <• 

Ce decouplage permet aussi de normaliser la 

formation des produits a l'etape (e) et de pouvoir comparer 

ulterieurement les differentes fonctions exprimees. 



W000/09747 PCT/FR99/01972 
8 

Le decouplage entre la transcription de l'etape 

(d) et la traduction de 1 1 etape . ( e) permet egalement 

d'eviter les problernes de degradation de la rnatrice ADN par 
. . 

les nucleases si celle~ci a ete preparee par PCR. En effet, 

5 les composants de la reaction de transcription sont rnoins 

contarnines par des nucleases, contrairement aux extraits de 

traduction. 

Le decouplage perrnet en outre l'emploi 

d' extraits de traduction differents selon l 'origine de 

10 l'ADN crible. En effet, la phase de traduction du transcrit 

a l'etape (e) est avantageusernent realisee avec un extrait 

de traduction de la rnerne origine ou d'une origine proche de 

celle de l'echantillon biologique sur lequel est pratique 

le precede de l'invention. Ainsi, on optimise l'adequation 

15 entre l'origine des signaux de traduction des transcrits et 

l' extrait cellulaire pour une efficacite de traduction 

optirnale. On peut citer a titre d'exemple, l'utilisation 

d'un extrait de traduction d'un organisme extrernophile pour 

le criblage d'une banque d'ADN du meme organisme OU d'un 

20 autre organisme extremophile ( thermophiles, haiophiles, 

acidophiles, etc ... ) ou encore un extrait de traduction de 

cellules eucaryotes pour le criblage d' une banque d 'ADN 

eucaryote. Ces extraits respectifs sont susceptibles 

d'arneliorer l'efficacite du precede. Ces extraits son:t 

25 choisis pour leur capaeite a traduire les transcrits a 
l' etape (e) . 

Le procede de !'invention est remarquable en ce 

qu' il met en reuvre une adequation entre la ponctuation 

d'expression des transcrits de l'etape (d) et les extraits 

30 de traduction utilises. Ces extraits sont aussi 

caracterises en ce que soi t ils· ne contiennent pas la 

propriete recherchee ,· soi t ils la contiennent mais qu' el le 

n'est pas detectable dans les conditions de test realisees 

pour detecter la foncti.on recherchee. Il s 'agit par exernple 

35 
:f 

de !'utilisation d'un extrait de traduction contenant une·) 

activite beta-galaetosidase mesophile permettant de 

traduire un ARNm d'une beta-galactosidase thermophile et de 

la detection. de l 'activite de cette derniere a haute 



WO 00/09747 PCT/FR99/01972 
9 

temperature, ce qui elimine l'activite beta-galactosidase 
mesophile. 

fragments 

En fonction de l'origine 
obtenus a l' etape {a) I par 

genetique des 
exemple ADN de 

5 microorganismes Gram positifs, OU negatifs, d'eucaryotes, 
de virus etc ... , et de la fonction testee, differents 
extraits de traduction peuvent done etre utilises. 

une mise en reuvre particuliere du procede de 
l'invention consiste a utiliser a l'etape (e) un extrait 

10 de traduction qui soit en fait un melange de plusieurs 
extrai ts de traduction. Il peut s 'agir par exemple 
d' extrai t de traduction de E. coli surexprimant une 
proteine chaperon A melange ave.c un extrai t de traduction 
de E. coli surexprimant une proteine chaperon B. Tout type 

15 de melange est envisageable du moment qu'il correspond aux 
caracteristiques decrites ci-dessus. De la meme maniere, il 
est possible d'utiliser un extrait de traduction dans 
lequel est rajoute un ou plusieurs tRNAs specifiques d'un 
ou de plusieurs codons. Les extraits de traduction ainsi 

20 obtenus permettent alors de traduire des mRNA comportant 
ces codons specifiques, comme par exemple la traduction 
d' un mRNA con tenant un codon ambre en raj outant dans 
l'extrait de traduction un ou des tRNAs suppresseurs. 

Le traitement de l'etape (e) avec un extrait de 
25 traduction peut aussi etre realise avec un extrai t 

universel de traduction quelque soit l'origine de 
l'echantillon conune par exemple un extrait d'E. coli et/ou 
tout(s) autre(s) extrait(s) cellulaire(s) supplementes ou 
non par des molecules interessantes comme celles, par 

30 exemple, indiquees precedemment (tRNA, chaperon ... ) . 
· Il est egalement possible d'ajouter a l'extrait 

de traduction de l'etape (e) une ou plusieurs substances 
favorisant un repliement ou une maturation plus ef ficace 
des proteines exprimees, conune par exemple des chaperons, 

35 des detergents, des sulfobetaines, des extrait~ 
membranaires, etc .... 
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Le test d'une fonction des proteines 
synthetisees a l'etape (e) peut etre realise par tout moyen· 

approprie permettant par exemple de detecter la ou les 

activites enzyrnatiques recherchees. Cette forme de mise en 

5 ~uvre sera plus particulierement appliquee lors de la 

recherche d' enzymes aux proprietes original es, 

exemple des enzymes thermostables, actives 

comrne par 

a haute 
temperature, en milieu acide, en milieu a forte 

concentration saline, etc ... , a partir d'u:n echantillon d' AON 

10 issu d'organisme(s) extremophile(s). Ces enzymes 

extremophiles, souvent actives dans des conditions proches 

des conditions physiologiques des souches qui les 

produisent (temperatures, salinite, pH, etc .... ) sont des 

outils particulierement interessants pour de nombreux 

15 procedes industriels (industries 'de l'agro-alimentaire, de 

la nutrition animale, du papier, des detergents, du 

textile, etc ... ) I OU elles peuvent se subs ti tuer a leurs 

homologues mesophiles. 

20 Le precede de l'invention offre l'avantage de 

pouvoir realiser 

- un test des proprietes des transcrits de 

l' etape (d), lorsque ceux-ci presentent des proprietes 

avantageuses de type tRNA, rybozyrne, ou 

25 - un test des proprietes des proteines codees 

par lesdits transcrits. 

Dans le cas d' un ribozyrne ayant un activite 

endonuclease par exemple, il est possible de detecter cette 

activite en utilisant une matrice nucleotidique ayant un 

30 groupement fluorescent a une extremite et un groupement 

"quencher" de l'autre. En cas de coupure de la matrice par 

le ribozyme, le groupement fluorescent est separe du 

groupement "quencher" ce qui libere la fluorescence du 

premier. ,, 
35 Dans le cas d' un tRNA, il est possible:i 

d'utiliser par exemple une fraction de la reaction 

contenant potentiellement ce tRNA et de la mettre dans une 

reaction de traduction in ·vitro contenant le mRNA d'un gene 
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rapporteur dont l'un des codons ne peut etre lu que par le 
tRNA recherche. Si l'activite du rapporteur est detectee,. 
cela signif ie que le tRNA etait present dans la fraction 
initiale et qu'il a permit la traduction in vitro du mRNA 

5 du rapporteur 

Dans le cadre de la mise en evidence d' une 
activite enzymatique, tout type de substrat specifique peut 
etre envisage par l'homme de metier pour mettre en evidence 
la presence OU l' absence de la fonction recherchee a 

10 l'etape e. Toute(s) transformation(s) du ou des substrats 
par la ou les f onctions recherchees peut (vent) etre 
detecte(s) par toute methode connue de l'homme du metier 
(fluorimetrie, colorimetrie, absorbance, viscosite, etc ... ). 

Dans le cas de la mise en evidence d 'une 
15 affinite, il est possible d 'utiliser par exemple, en 

fonction de l 'affinite recherchee anticorps-antigene, 
proteine fixant 1 1 ADN - ADN I recepteur-ligand, etc ... , des 
tests tels que la fixation de ligands radiomarques, une 
detection immunologique comprenant l'immobilisation d'un 

20 antigene, sa detection specifique avec l'anticorps 
recherche, et la revelation de cet anticorps recherche 
grace a un anticorps anti-anticorps couple a une activite 
rapporteur pouvant etre revelee I OU une detection d I un 
antigene en utilisant un anticorps de chevre f ixe sur un 

25 support capable de reconnai tre l' antigene, l 'anti gene 
pouvant etre detecte par un deuxieme anticorps de 
lapin(formation d'un sandwich) couple indirectement ou non 
a une activite rapporteur (type phosphatase alcaline ou 
peroxydase) . 

30 

35 

Une f orme de mise en ~uvre particuliere du 
precede consiste a l'etape (e) a tester, en parallele OU de 
maniere simultanee ou. non, differentes proprietes d'une 
meme fonction OU plusieurs fonctions. 

Ainsi, le precede de l 'invention est 
remarquable en ce qu'il permet non seulement la detection 
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des fonctions potentiellement contenues dans un echantillon 
biologique, mais aussi : 

- leur quantification, lorsque ces proprietes 

le permettent comme par exemple des activites enzymatiques 

5 ou des affinites. 

- leur caracterisation notamment biochimique, 

comme par exemple les conditions optimales de 

fonctionnement en temperature, pH, concentration saline, 

etc_, poids moleculaire, sequencage proteique, et 

10 eventuellement sequencage de la sequence polynucleotidique 

correspondante. 

15 

Le procede de !'invention est aussi remarquable. 

en ce qu'il est totalement independant de l'expression in 

vivo des proteines. Les hotes cellulaires, cornrne des micro­

organismes, s 'ils sont utilises, ne le sont que pour 

l'isolement et !'amplification des fragments heterologues. 

En consequence, le precede de l'invention permet d'eviter 

tous les problemes rapportes precedemment avec les methodes 

20 de clonage par expression de l'art anterieur. En 

particulier, le procede de 1 1 invention trouve tout son 

interet dans l' identification d' un gene exprimant une 

proteine cytotoxique. Dans ce sens, la molecule vectrice 

associee a chaque fragment de l'etape (b} peut etre un 

25 vecteur plasmidique ne permettant pas de preference 

!'expression dudit fragment in vivo. A titre d'exemple d'un 

tel vecteur on peut citer : pBR322 ou pACYC184. 

Avantageusement, les fragments prepares a 
1 'etape (a) du procede de l 'invention sent obtenus par 

30 l'action d'une ou plusieurs endonucleases sur les acides 

nucleiques de l'echantillon biologique ou sur les produits 

de PCR desdits acides nucleiques. Ces fragments peuvent 

aussi etre obtenus par une action mecanique sur ces acides 

nucleiques, par exemple par passage dans une aiguille de 

35 seringue, disruption sous pression, sonication, etc .... 

Dans le mode particulier de realisation du 

procede de !'invention. ou les acides nucleiques de 

•. 
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l'echantillon qui peuvent ne pas necessiter de 

fragmentation, conune par exemple des banques genomiques, · 

l' etape (a) consiste a preparer les fragments de cet 

echantillon pour l'etape (b), par exemple par extraction, 

s et/ou purification et/ou preparation des extremites pour 

l 'association avec les molecules vectrices, par exemple 

l'insertion dans le vecteur plasmidique. 

Dans une f orme particuliere de mise en ~uvre du 

10 procede de !'invention, les fragments prepares a l'etape 

(a) ont une taille de 1 a plusieurs dizaines de kb, 

preferentiellement de 1 a 40 kb et avantageusement de 1 a 
10 kb lorsque l'echantillon provient d'un organisme 

procaryote. De preference, les fragments prepares a l'etape 

is (a) ont une taille de l'ordre de 5 kb. En effet, la taille 

moyenne d'un gene procayote est d'environ 1000 paires de 

bases. En utilisant des fragments de 5000 paires de bases, 

il est possible d' obtenir des clones portant le gene 

complet avec leur propre site de fixation du ribosome. Dans 

20 le cas ou 1 'ADN est d • origine eucaryote, la tail le des 

fragments prepares a l'etape (a) est beaucoup plus 

importante, avantageusement de l'ordre de plusieurs 

dizaines a plusieurs centaines de kilobases. 

On peut noter que les fragments prepares a 
25 l'etape (a} peuvent porter un operon partiel ou entier. 

L'echantillon biologique a partir duquel sont 

prepares les fragments de l'etape (a) peut provenir d'un ou 

plusieurs organismes procaryotes ou cellules d'eucaryotes, 

30 ou encore de virus, identiques ou differents. Il peut 

s • agir par exemple d' un echantillon d • acides nucleiques 

d'un micro-organisme OU d'un melange de micro-organismes, 

ou de cellules eucaryotes de tissus ou d' organismes 

identiques OU dif ferents. Mais 1 1 echantillon d I acides 

35 nucleiques peut egalement ~tre constitue d 'une sequence OU'~ 
d'une banque d'acide(s) nucleique(s). L'echantillon 

biologique peut ~tre constitue d'organismes et/ou d'acides 

nucleiques connus ou inconnus. L' echantillon peut aussi 
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avantageusement etre constitue d'acides nucleiques 

synthetiques. 

Dans le cas d' une banque d' ADN eucaryote, la 

5 reaction de transcription peut etre completee par une 

reaction de splicing et de maturation in vitro des ARNrn en 

utilisant par exemple un extrait nucleaire (3). 

Le procede de 1' invention assure une liaison 

10 directe entre la fonction mise en evidence a l'etape (e) et 

la sequence polynucleotidique correspondante. Ce procede 

est done tout particulierement destine a detecter des 

f onctions et a identifier les genes correspondant a partir 

d'ADN genomique. On entend par gene un fragment ou une 

15 sequence d I ADN associe a une f onction biologique. 

Contme indi~e precedemment, selon une forme de 

realisation particuliere du precede de l' invention, la 

molecule vectrice associee aux fragments d'acide nucleique 

20 a l'etape (b) est un vecteur plasmidique. Dans ce cas, a 
l'etape (b) du procede de l'invention, chaque fragment est 

insere dans un vecteur au niveau d'un site de clonage ou 

d'une cassette de restriction. Ce vecteur plasmidique est 

caracterise en ce qu' il comprend un promoteur d' ARN 

25 polymerase d'un c8te du site de clonage et eventuellement 

d'un terminateur d'ARN polymerase de l'autre cote. Il est 

aussi possible de concevoir un vecteur comprenant un site 

d.e clonage encadre par deux promoteurs d' ARN polymerase 

identiques OU dif f erents et eventuellement flanques de part 

30 et d'autre du ou des terminateurs d'ARN polymerase 

correspondants. Ces promoteurs et eventuellement 

terminateurs ant preferentiellement pour caracteristique de 

ne pas fonctionner dans le micro-organisme pouvant etre 

utilise pour la separation des vecteurs recombinants a 
3 5 1 I etape { C) • 8 

Dans le cas ou le vecteur ne possede pas de 

promoteur(s) et/ou d'eventuel terminateur(s) d'ARN 
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polymerase, ou dans le cas ou les promoteur(s) et eventuels 

terminateur(s) d'ARN polymerase ne sont pas adequats pour· 

realiser l'etape (d) t ces promoteur(s) et eventuels 

terminateur(s) peuvent etre inseres a l'etape (c) du 

5 procede de l'invention par tout moyen approprie. Une mise 

en reuvre avantageuse de cette insertion consiste a realiser 

une PCR avec un j eu d.' amorces portant les sequences des 

promoteur(s) et terminateur(s). 

Selon une f orme de mise en reuvre particuliere 

10 du procede de !'invention, les promoteur(s) et eventuels 

terminateur(s) sont de type forts comrne par exemple ceux de 

la T7 ARN polymerase. 

Dans le cas, ou la molecule vectrice est un 

15 vecteur plasmidique, l'isolement du vecteur recombinant a 
l 'etape (c) peut etre realise par transformation de 

cellules hates par 1 1 ensemble des vecteurs recombinants 

obtenus a l 'etape (b) de fac;:on a creer une banque de 

clones, puis en ce qu'on realise une extraction du vecteur 

20 ou d'une partie du vecteur recombinant contenu par chaque 

clone de la banque par tout moyen approprie. 

L' extractio.n du vecteur recombinant ou d' une 

partie de vecteur recombinant flanquee de promoteur(s) et 

d'eventuel(s) terminateur(s)· d'ARN polymerase peut etre 

25 realisee par toute ffiethode COnnue de l 'homrne du metier I 

comme par mini preparation et eventuellement digestion ou 
par PCR. Une alternative avantageuse consiste a realiser 

cette PCR avec des oligonucleotides proteges en 5' des 

attaques nucleasiques, notamment des nucleases contenues 

30 dans le milieu de traduction, par des groupements 

phosphorothioates. 

Comme indique precedernrnent, l'isolement a 
l'etape (c) peut etre realise par tout moyen physique, 

~: 

35 mecanique ou chimique comme par exemple une simple dilution) 

extreme de l'ensemble des fragments associes a la molecule 

vectrice a 1 1 etape (b) . Mais l' isolement peut aussi 

avantageusement etre realise en utilisant les proprietes 
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d'une substance specifique incluse dans la molecule 

vectrice, conune une molecule d'anticorps, et l'isolement au­

fragment est realise en utilisant 1 1 affinite anticorps­

antigene, ou une biotine, et l 'isolement est realise en 

5 utilisant 1 1 aff ini te biotine-streptavidine, etc .... 

Selon une f orme particuliere de mise en reuvre 

du procede de l'invention, on effectue un tri des fragments 

ou partie de ceux-ci associes chacun a une molecule 

10 vectrice obtenus a l'etape (c). Pour cela; on realise une 

reaction EPIV pour chacun des fragments ou partie de ceux­

ci associes a une molecule vectrice obtenus a l'etape (c) 

en incorporant dans le melange reactionnel de la phase de 

traduction de l'etape (e) un marqueur de synthese proteique 

15 (tRNA biotinyle, acide amine modifie, etc ... ). Chaque 

produit de la reaction EPIV est alors analyse, par exemple 

par ELISA, pour la presence d'une proteine exprimee. Les 

fragments ou partie de ceux-ci associes a une molecule 

vectrice pour lesquels la reaction EPIV est negative sont 

20 determines. Ces fragments ne possedent pas d'ORF sur leur 

insert. Suite a cette procedure de pre-criblage, ces 

fragments sont elimines des criblages ulterieurs 

d' identification d'activites liees a une proteine. Une 

telle procedure de pre-criblage permet un gain de temps et 

25 de reactifs dans le cas d'un criblage repetitif, et non 

simultane de la meme banque. 

Selon une forme de mise en reuvre particuliere, 

le procede de l' invention est realise entierement sur un 

30 support solide de type puce ou membrane ou plaque de 

nanotitration. Le-support de type puce peut ~tre une plaque 

de verre, une membrane de nitrocellulose ou tout autre 

support connu de l'homme de l'art. Les fragments associes a 
la molecule vectrice sent isoles sur ce support de type 

35 puce OU plaque de nanotitration, et les reactifs permettan0' 

de mettre en reuvre le precede de l'.invention sont deposes 

sur ce support. Le test de la ou des fonctions recherchees 

peut etre mene directement sur le support apres un eventuel 
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lavage de celui-ci. Dans le cas ou la molecule vectrice est 
un vecteur plasmidique ·et ou le procede de l' invention est­
realise sur un support, les colonies transformees par les 
vecteurs recombinants sont transferees separement les unes 

5 des autres sur un meme support, puis lysees in situ (3) 
afin que chaque colonie puisse liberer sur le support les 
copies du vecteur recombinant qu' elle contient. Une autre 
forme de mise en reuvre du meme type consiste a deposer 
separement les uns des autres sur un meme support chaque 

10 vecteur ou partie de vecteur recombinant. Il est al ors 
possible de deposer des reactif s permettant de realiser une 
reaction EPIV sur le support comportant l'ADN depose selon 
l 'une des techniques decri tes ci-:-dessus. Le test d ~ une 
f onction peut etre mene directement sur le support apres un 

15 eventuel lavage de celle-ci. 

L'invention·a egalement pour objet: 
- une sequence d' acide nucleique non encore 

connue, identif iee et selectionnee par le procede de 
20 l'invention, 

- un fragment contenant cette sequence d'acide 
nucleique associe a une molecule vectrice, 

un vecteur plasmidique contenant cette 
sequence, un h8te cellulaire transforme par cette sequence 

25 d'acide nucleique ou par ce vecteur, ou 

30 

- une proteine codee par cette sequence. 

L' invention concerne egalement toute banque 
constituee 

- de sequences d'acide nucleique isolees par le 
procede de l'invention, 

de molecules vectrices associees a des 
fragments contenant ces sequences, 

de vecteurs contenant lesdites sequences, 
35 - d' hotes cellulaires transformes par une aS: 

ces sequences ou par un de ces vecteurs, ou 
de proteines codees par lesdites sequences. 
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Le procede de l'invention offre l'avantage par 

rapport aux methodes de l'art anterieur d'etre· 

automatisable. Dans le cas ou la molecule vectrice est un 

vecteur plasmidique, cette automatisation peut etre menee, 

5 par exemple de la faQon suivante : 

10 

Chaque vecteur recombinant de la banque 

constituee a l'etape (b) peut etre mis en culture sur un 

support, dans un puit de micro plaque par un robot de type 

Colony Picker. 

Cette culture peut servir a une etape 

d' extraction plasmidique realisee par un robot de type 

Biorobot 9600 (QIAGEN), ou a une etape d'amplification PCR 

mise en ~uvre par une machine de type MultiProbe (PACKARD), 

sur un thermocycleur automatique de type PTC 200 ou PTC 225 

15 (couvercle robotise - MJ RESEARCH}. 

- La purification eventuelle des produits PCR 

peut etre menee par l'automate BioRobot 9600. 

- La reaction EPIV des etapes (d) et (e) peut 

etre entierement geree par le robot MultiProbe. Les tests 

20 des fonctions des transcrits obtenus a l'etape (d) peuvent 

etre effectues sur le robot pipeteur et la lecture des 

resultats est obtenue sur un lecteur correspondant. Si la 

reaction de transcription est decouplee de la reaction de 

traduction, la purification eventuelle des ARNm peut etre 

25 realisee par le BioRobot 9600. 

Les tests d'activite des proteines 

synthetisees a l' etape (e) sont effectues par le robot 

pipeteur, et la lecture des resultats est obtenue sur un 

lecteur (spectrophotometrie, colorimetrie, fluorimetrie, 

30 etc ... , en fonction du test realise) de micro plaques OU par 

tout autre moyen approprie. 

En consequence, l'invention concerne aussi un 

dispositif automatise pour· la mise en reuvre des precedes 

35 decrits precedemment comprenant un agencement d'un ou~ 
plusieurs supports, de robots, automates et lecteurs 

permettant eventuelleinent de preparer 1' echantillon a 
l'etape (a), de realiser eventuellement l'etape 
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d' association des fragments avec la molecule vectrice a 
1 f etape (b) t eventuellement d I isoler lesdi ts fragments . 
associes a la molecule vectrice a 1 'etape ( c) , et de 
proceder a la mise en reuvre des etapes (d) et (e) . En 

5 assurant un debit ele"ve de repetition du procede de 
l 'invention, ou d' une partie du procede de l' invention 
(etapes (d) et (e}) cet agencement d' automates permet de 
rechercher rapidement des fonctions a partir de dif f erents 
echantillons d'acides nucleiques. 

10 

Tout vecteur plasmidique presentant les 
caracteristiques def inies precedemment peut etre utilise 
dans le pro cede de 1' inv.ention. On peut ci ter a titre 
d'exemple, un vecteur represente a la figure 2 et construit 

l5 de la fa9on suivante : 

- Une origine de replication plasmidique . 
Un site de clonage encadre par deux 

promoteurs identiques, comme celui de la T7 ARN polymerase, 
ou de tout autre promoteur fort d'ARN polymerase, tel que 

20 Q~, T3, SP6, etc ... , et eventuellement flanques de part et 
d I autre du terminateur de la meme ARN polymerase. Ces 
promoteurs et terminateur s'il est present, ne fonctionnent 
pref erentiellement pas dans le microorganisme utilise pour 
separer les vecteurs ·recombinants. Une telle construction 

25 permet de transcrire un fragment d'ADN insere dans le site 
.de clonage, quel que soit son sens d' insertion. La 
probabilite de trouver un bon clone est done multipliee par 
deux. La taille moyenne d'un gene procaryote est d'environ 
1000 pb. En utilisant des fragments d'ADN procaryote de 

30 5000 pb environ pour generer la banque, il est fort 
probable d'obtenir des clones portant des genes complets, 
avec leur propre site de fixation du ribosome (ou RBS pour 
Ribosome Binding Site). Avec ce systeme de double 
promoteur, le gene est situe au pire a 2000 bases du debut 

35 de l 'ARNm, ce qui permet une expression ef ficace de la-'1 
proteine correspondante par le precede de l' invention 
{comme rapporte dans la partie experimentale ci-apres sur 
l'activite ~-lactamase}. 



W000/09747 PCT/FR99/01972 
20 

Eventuellement des sequences specif iques de 

part et d'autre des terminateurs, servant de sites· 

d'hybridation pour une amplification par PCR du fragment 

d'acide nucleique porte par le vecteur. 

5 - Un gene de selection constitue par un gene de 

tRNA (4). Eventuellement, en parallele, un gene de 

resistance a un antibiotique (ou un autre type de gene de 

selection) est insere dans le site de clonage. Cette 

selection antibiotique n'est Utilisee que pour 

10 l 'amplification preparative du vecteur de clonage. En 

effet, lors de !'insertion de chacun desdits fragments de 

l'etape (b), un fragment d'ADN se substitue ace gene de 

resistance. Ce systeme presente l 'avantage de ne pas 

dependre d'une selection antibiotique, qui pose des 

15 problemes de contamination et de degradation de 

l'antibiotique, et perm.et d'obtenir un vecteur recombinant 
ne possedant pas d' autre ORF que .· celle eventuellement 

introduite par le fragment heterologue. D'autre part, il 

permet d'evaluer tres rapidement le taux de clones 

20 negatifs I en pratiquant Un etalement parallele d I une 

fraction de la banque sur milieu minimum et sur milieu 

contenant l'antibiotique de selection. 

Le procede de l'invention est remarquable en ce 

25 qu'il permet de rechercher des fonctions d'acides 

nucleiques dans des prelevements bruts de les caracteriser 

et d'identifier la sequence nucleotidique correspondante. 

En effet, il evite d'isoler chaque microorganisme present 

dans ce prelevement. L' isolement des microorganismes 

30 contenus dans un prelevement est connu pour donner des 

resultats limites, car· seulement quelques pour cent de la 

diversite des microorganismes presents sont recuperes. En 

outre, le precede de l' invention offre un gain de temps 

considerable. La methode de l'invention permet de realiser 

35 un meilleur resultat, puisque la biodiversite criblee est~ 
de l 'ordre de 100%, dans un delai de 5 a 10 jours. Alors 

que les methodes de l'art anterieur permettent d'isoler de 

l'ordre de 5% de la biodiversite presente dans un 
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prelevement en plusieurs semaines voir plusieurs mois, et 
autant de temps est necessaire pour cribler ces souches en· 
vue de detecter une activite proteique testee. Le procede 
de l'invention est egalement avantageux pour rechercher des 

5 activites proteiques dans un germe ou une cellule donnee. 
Une banque genomique OU d I ADNc peut etre facilement 
preparee et criblee selon le precede de l'invention. Dans 
le cas d'une banque d'ADNc, la molecule vectrice comprend 
une sequence d'initiation de la traduction en adequation 

10 avec l'extrait de traduction utilise a l'etape (e). Outre 
sa rapidite, le procede de !'invention permet de 
s 'affranchir de la physiologie cellulaire. Il est ainsi 
possible de detecter les activites proteiques sans avoir a 
resoudre des problemes de culture et d'etats 

' 15 physiologiques. Le precede de 1' invention permet de 
remonter directement au gene a partir de la detection d'une 
fonction d'un organisme. Il permet aussi de rechercher une 
fonction dans un organisme contenant potentiellement ladite 
fonction. Cette technique permet, grace a sa rapidite et 

20 sori efficacite, de cribler une ou plusieurs fonctions d'un 
grand nombre d' organismes d'une collection et done de 
valoris·er sa biodi versi te microbiologique. Ce precede 
trouvera toute son utilite dans l'identification 
d' activites proteiques a interet industriel a partir 

25 d'organismes extremophiles isoles, ou encore d'un 
prelevement brut desdits organismes. 

Enfin, le procede de l' invention trouve un 
interet dans le domaine de la genomique. De par sa 
conception, il permet d'identifier de nouveaux genes sans 

30 passer par le sequen9age en premier etape, car il permet de 
passer directement de la detection d I une fonction a la 
sequence d'acide nucleique correspondante. Applique a la 
totalite de l'ADN genomique d 1 un organisme, le procede de 
1 1 invention permet d. acceder a. la caracterisation du 

35 phenotype total de cet organisme, ce qui introduit la~ 
notion de "phenomique". 
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L'invention concerne aussi un kit pour la mise 

en ~uvre du procede de l'invention decrit precedenunent. Ce 

kit comprend 

les moyens necessaires ·a. la preparation des 

fragments' d'acides nucleiques 

au moins une molecule vectrice 

au moins unagent de polymerisation 

eventuellement au mo ins un extrait 

cellulaire de traduction 

.les moyens necessaires pour le test d'une ou 

plusieurs fonctions 

les tampons necessaires a la realisation des 

differentes etapes 

Ce kit peut etre conditionne dans un ou 

15 differents contenants. 

D'autres avantages et caracteristiques de 

1 1 invention appara1. tront des exemples de realisation de 

l'invention qui suivent et qui se referent aux dessins en 

20 annexe dans lesquels : 

La figure 1 est un representation schematique 

d'un exemple demise en ~uvre du procede de l'invention. 

La figure 2 represente un exemple de carte d'un 

vecteur de clonage pour la construction d'une banque selon 

25 le procede de l'invention. 

La figure 3 represente les cartes des plasmides 

pADH, pTEM, pET26-Tfu2, pLIPet pGFP utilises dans le cadre 

des exemples de realisation du precede de !'invention. 

La figure 4 represente l'activite de l'inteine 

30 2 d'une AON polymerase de Thermococcus fumicolans (Tfu} 

produite in vivo par clonage d' expression. Piste 1 

echelle lKb. Piste 2 reaction sans enzyme. Piste 3 

reaction avec inteine 2. 

La figure 5 represente l 'activite de la GFP 

35 produite par reaction EPIV (emission de fluorescence suit~ 
a une exposition a environ 400 nm) avec des extraits de 

traduction de mesophile. Tube A : reaction EPIV avec de 
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.i:· 

reaction EPIV avec le vecteur 

La figure 6 represente l'activite de l'inteine 

2 de la Tfu AON polymerase produite par reaction EPIV avec 

5 des extrait de traduct.ion de type mesophile. Piste 1 

10 

echelle lKb. Piste 2 : T- (reaction sans enzyme) . Piste 3 

Blanc (reaction avec extrait EPIV sans ADN) . Piste 4 : T+ 

(reaction avec inteine 2 produ"ite in vivo). Piste 5 : Essai 

(reaction avec inteine 2 produite par EPIV (pET26-Tfu2)). 

La figure 7 represente la detection de 

l'activite d'une enzyme thermophile en utilisant un extrait 

de traduction mesophile contenant ladite activite. Tube A 

reaction EPIV avec de l'eau (temoin) incubee a 37°C, Tube B 

: reaction EPIV incubee a 37°C, Tube C : reaction EPIV avec 

15 de l'eau (temoin) incubee a 70°C apres centrifugation, Tube 

D : reaction EPIV incubee a 70°C apres centrifugation. 

20 I - Materiel. 

1) Souches et plasmides. 

Le vecteur pET26b+ fait partie de la famille 

des vecteurs pET developpee par Studier et Moffatt (8) et 

25 commercialisee par la societe NOVAGEN. Ce vecteur permet 

d'exprimer des genes sous le controle du promoteur du phage 

T7. Le vecteur PINPOINT"M (PROMEGA) porte le gene cat (codant 

pour la chloramphenicol acetyl-transferase) sous controle 

du promoteur de l'ARN polymerase du phage T7. Le vecteur 

30 pHS2-22-21 a ete construit en introduisant par PCR inverse 

le site de coupure reconnu par l'inteine 2 de la Tfu ADN 

polymerase positionne dans le site de polyclonage du 

plasmide pUC19. Le vecteur pHS2-22-21 correspond a pUC 19 

contenant le homing site (43 pb) de l'inteine ou le site 

35 dans lequel le gene d'inteine est insere. 

La souche XLl-Blue [TnlO proA+B+ 

L1 ( lacZ)M15/recA1 endAl gyrA96 (Nair) thi hsdRl 7 
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supE44 relAl lac) a ete employee pour l'amplification de 

l'ADN plasmidique. 

2) Reactifs. 

Les enzymes de restriction et de modifications 

rapportees dans le tableau I ci-dessous ont ete utilisees 

selon les recornrnandations des fournisseurs. 

Tableau I 

Enzyme Concentration Fournisseur 

Sea I 10 U/µl Appligene One or 

Sal I 8 U/µl New England Biolabs 

Nde I 20 U/µl New England Biol abs 

Bam HI 20 U/µl New England Biolabs 

Eco RI 20 U/µl New England Bio labs 

T7 RNA 50 U/µl New England Biol abs 
polymerase 

T4 DNA ligase 400 U/µl New England Biol abs 

Les tampons utilises sont decri ts dans le 

tableau II ci-dessous. 

Tableau II 

Tampons Composition 

T Tris HCl 10 mM pH 8,0 

T7 RNA polymerase Tris HCl 400 mM pH 7,9, 60 mM MgC12, 20 

(lOX) mM spermidine, 100 rnM DTT 

IT2 ( l_OX) Tris-OAc 500 rnM pH 8,0, 75P mM 

Mg(OAc)2, 100 mM NH40Ac 

TADH (2X) glycine 100 rnM, NaOH pH 10, 20 rnM 

butanol 1, 0, 9 M NaCl, 4 rnM NADP 
' 

LIP KH2P04 0, 1 M, pH 6,8 I dioxane 5%, 

Thesit 5% 

l 
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BETA NaP 50 mM pH 7,0, 10.0 µg/ml 

nitrocephine, 0 I 25 mM DMSO 

Ligation lOX Tris HCl 500 mM pH 7,5, 100 mM MgCl2, 

100 mM DTT, 10 mM ATP, 250 µg/ml BSA 

II - Preparation et test des plasmides. 

1) Constructions. 
5 Le gene de l'inteine 2 de la Tfu ADN polymerase 

10 

(itfu2) (numero d'accession dans Genbank: Z69882) a ete 
insere entre les sites de restriction Nde I et Sal I du 
vecteur pET26b+ afin de creer le plasmide pET26-Tfu2 
represente a la figure 3. De la meme fac;on I le gene de 
l'alcool deshydrogenase ( a d h ) de Thermococcus 
hydrothermalis a ete insere entre les sites de restriction 
Nde I et Bam HI du vecteur pET26B+ pour creer le vecteur 
pADH, et les genes de la P-lactamase TEM-1 (bla) 
d'Escherichia coli (9), et de la Green Fluorescent Protein 

15 {gfp) de Aequorea victoria (6) et de la lipase B de Candida 
antarctica (lipB} (numero d'accession Y14015 dans Genbank) 
ont ete inseres respectivement entre les sites de 
restriction Nde I et Eco RI du vecteur pET26b+, pour creer 
les plasmides pADH, P'.l'EM, pGFP et pLIP represente a la 

20 figure 3. Pour chacun de ces quatre genes, le site de 
restriction Nde I est superpose avec le codon ATG de 
l'initiation de la traduction. 

Chaque construction a ete verif iee par 
plusieurs analyses du profil de restriction. 200 µl de 

25 cellules XLl-Blue chimiocompetentes (1) ant ete 
t~ansformees avec 10 ng de chaque plasmide par un choc 
thermique (2), et les cellules ainsi transformees ant ete 
etalees sur milieu LB solide contenant 60 µg/ml de 
kanamycine et 12, 5 µg /ml de tetracycline. A partir d' un 

30 clone de chacune de ces transformations, un~ 
maxipreparation d'ADN plasmidique a ete realisee avec une 
colonne de type TIPlOO (QIAGEN). Apres precipitation a 
l'isopropanol, chaque ADN.plasmidique a ete repris dans 100 
µl de tampon T. La concentration de ces ADN plasmidiques a 
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ete evaluee par un dosage spectrophotornetrique a 260 nm ) . 

La purete de chaque ADN plasrnidique a ete verif iee en 

deposant 0,2 µl de chacun des vecteurs sur gel d'agarose 

TBE 1%. 

2) Tests in vivo de l 'expression - tests de 

l'activite. 

- pTEM : 200 µl de cellules BL21 DE3 (pLysS) 

chirniocornpetentes ont ete transf ormees avec 10 ng du 

10 plasmide pTEM par un choc thermique, et les cellules ainsi 

transformees ont ete etalees sur milieu LB solide contenant 

60 µg/ml de kanarnycine, 20 µg/ml de chloramphenicol, 32 

µg/ml d'IP.TG et 100 µg/ml d'ampicilline. Apres une nuit 

d' incubation a 3 7°C, de tres nombreuses colonies ont pu 

15 etre observees sur la boite de Petri, revelant ainsi que le 

gene TEM-1 du plasmide pTEM est exprime et fonctionnel, et 

qu'il confere une resistance a l'ampicilline. 

- pGFP : 200 µl de cellules BL21 DE3 (pLysS) 

chimiocompetentes ont ete transformees avec 10 ng du 

20 plasmide pGFP par un choc thermique, et les cellules ainsi 

transformees ont ete etalees sur milieu LB solide contenant 

60 µg/ml de kanamycine, 20 µg/ml de chloramphenicol et 32 

µg/ml d'IPTG. Apres une nuit d'incubation a 37°C, de tres 

nombreuses colonies ont pu etre observees sur la boite de 

25 Petri. La totalite de ces colonies ont reagi a une 

excitation aux ultraviolets (a environ 400 nm) en emettant 

une lumiere fluorescente verte, ce qui a perrnis de verifier 

que le gene g fp du plasmide pGFP est exprime et 

fonctionnel. 

30 - pET2 6-Tf u2 200 µ1 de cellules BL21 DE3 

{pLysS) chimiocompetentes ont ete transformees avec 10 ng 

du pla·smide pET26-Tfu2 par un choc thermique, et les 

cellules ainsi transf ormees ont ete etalees sur milieu LB 

solide contenant 60 µg/ml de kanamycine et 20 µg/ml de 

35 chlorarnphenicol. Une culture realisee a partir d'un clorr~ 
de cette transformation a ete induite a D0600nm = 0,5 avec 

0,5 mM d'IPTG pendant deux heures a 37°C. Apres 

centrifugation, le culot bacterien a ete repris dans du 
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tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7, 5, et la lyse 
cellulaire a ete obtenue grace a plusieurs cycles de 
congelation/decongelation. L'inteine 2 a ensuite ete 
purif iee sur une colonne QFast-Flow avec un gradient de 

s NaCl. L'activite de cette enzyme a ete testee selon le 
protocole suivant:l µl de la fraction d'elution la plus 
concentree en enzyme pure a ete diluee cent fois. Un µl de 
cette dilution a ete incube 15 minutes a 70°C avec 3 µl de 
tampon IT2 et 220 ng du plasmide pHS2-22-21, linearise avec 

10 l' enzyme de restriction Sea I, dans un volume final de 
30 µl. 15 µl de ce melange de digestion ont ete deposes sur 
un gel d'agarose TBE 1%. Apres migration et coloration au 
bromure d'ethidi.um, le gel a ete expose aux ultra violets. 
Cornrne montre a la figure 4, l'analyse de ce gel revele la 

ts presence de deux bandes de respectivement 934 pb et 1752 
pb, correspondant a la coupure du vecteur pHS2-22-21 
(linearise Sea I) par l' inteine 2. Le gene it fu2 du 
plasmide pET26-Tfu2 est done exprime et son produit, 
l'inteine 2, est actif." 

20 - pADH : 200 .µl de cellules BL21 DE3 (pLysS) 
chimiocompetentes ont ete transformees avec 10 ng du 
plasmide pADH par un choc thermique, et les cellules ainsi 
transf ormees ont ete etalees sur milieu LB solide contenant 
60 µg/ml de kanarnycine et 20 µg/ml de chlorarnphenicol. Une 

25 culture realisee a partir d'un clone de cette 
transformation a ete induite a D0600nrn=0,6 avec 1 mM d'IPTG 
pendant trois heures a 37°C. Apres centrifugation, le culot 
bacterien a ete repris dans du tampon phosphate de sodium 
50 mM - MgC12 10 mM pH 8,0, et la lyse cellulaire a ete 

30 obtenue en incubant 30 minutes sur la glace en presence de 
1 mg/ml de lysozyme, 10 µg/ml de RNAse A et 100 µg/ml de 
DNAse I. Le surnageant de centrifugation de cette etape 
d'extraction a ete incube 30 minutes a 50°C, et centrifuge 
a nouveau. Le surnageant de cette derniere etape a servi 

35 d'extrait enzymatique pour les dosages d'activite. uB 
temoin negatif a ete constitue en parallele en realisant 
une extraction similaire sur une culture de cellules BL21 
DE3 (pLysS) ne portant aucun plasmide. L'activite alcool 
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deshydrogenase a ete testee en suivant 

spectrophotometriquement la cinetique de reduction du NADP. 

en NADPH a 340 nm. Pour cela, 10 µl de l'extrait 

enzymatique, OU du temoin, ont ete incubes a 50°C pendant 

5 cinq minutes avec 500 µI de tampon TADH et 490 µl d'eau. 

10 

Dans ces ·conditions, une activite de 15, 6 UDO/min/ml 

d'extrait enzymatique a ete detectee, contre o UDO/min/ ml 

pour le temoin. Le gene adh du plasmide pADH est done 

exprime et son produit, l'alcool deshydrogenase, est actif. 

III - Essais d 1 Expression Proteique In Vitro 

(EPIV} avec un extrait de traduction prepare a partir de 

souches mesophiles (37°C). 

15 4 µg de chaque vecteur ont ete precipites en 

presence d'un dixierne de volume d'acetate de sodium 3M pH 

6 I 0, et de deux volumes d, ethanol absolu glacial. Les 

culots de precipitation ont ete rinces a l'ethanol a 70% 

pour eliminer toute trace de sels. Chaque AON precipite a 

20 ete resuspendu dans 4 µl de tampon T. 

Cet ADN est incube deux heures a 37°C dans un 

melange d'expression proteique in vitro contenant 

O,l·mM de chacun des 20 acides amines, 20 µl d'extrait "S30 

Premix" et 15 µl de "T7 S30 extract" (PROMEGA) dans un 

25 volume final de 50 µl. Les extraits "S30 Premix" et "T7 S30 

extract II COntiennent tOU$ les elements necessaires a Ulle 

reaction de transcription in vitro couplee a une reaction 

de traduction, notamrnent : T7 ARN polymerase, CTP, UTP, 

GTP, ATP, tRNAs, EDTA, acide folique et sels appropries. 

30 L' extrait .de traduction a ete realise selon la procedure 

decrite par Zubay (10) a partir d'une souche d'Escherichia 

35 

coli B def iciente en endoproteinase OmpT et en protease 

lon, ce qui assure une meilleure stabilite des proteines 

exprimees in vitro. 
~' Un temoin negatif a ete constitue en incubane 

de l 'eau sterile ultra pure a la place de l 'ADN dans le 

melange de transcription-traduction. Le temoin positif a 

ete conc;:u en incubant 2 µg du plasmide PINPOINT?M. 
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Les reactions EPIV ont ete conservees sur la 

glace jusqu 'a ce que l 'activite enzymatique de chaque 

echantillon ait pu etre evaluee. 

IV - DOSAGE DES ACTIVITES. 

1) Enzymes de mesophiles. 

a) Activite GFP. 

La figure 5 montre le tube contenant le produit 

10 de la reaction EPIV avec le vecteur pGFP qui a ete expose 

aux ultra violets a environ 400 nm, a cote du tube 

contenant la reaction temoin. Seul le tube contenant la 

reaction EPIV du plasmide ~GFP a emis une lumiere 

f luorescente verte. La reaction EPIV a done permis la 

15 production d'une proteine GFP ayant une activite de 

fluorescence. 

b) Activite 6-lactamase. 

L'activite P-lactamase a ete evaluee en suivant 

20 spectrophotometriquement la cinetique de degradation de la 

nitrocephine, une cephalosporine chromogenique, a 486 nm 

(5). Pour cela, 5, 10 ou 20 µl de la reaction EPIV avec le 

vecteur pTEM sont incubes 2 minutes a 37°C dans du tampon 

BETA qsp 1 ml. L'activite moyenne de la reaction EPIV avec 

25 le vecteur pTEM a pu etre estimee a 8, 9 UDO/min/ml 

d'extrait, contre 0,6 UDO/min/ ml d'extrait avec la 

reaction EPIV temoin. La reaction d'expression proteique in 

vitro a done permis la· synthese d'une P-lactamase active, 

capable de degrader la nitrocephine in vitro. 

30 Le vecteur temoin PINPOINT™ po rte le gene bl a 

sous contr61e de son promoteur endogene. Pourtant, 

l'activite ~-lactamase de la reaction EPIV avec ce vecteur 

a ete testee et evaluee a 6 UDO/min/ml d'extrait. Il 

convient de remarquer que l'ajout de rifampicine a 1 ng/µl, 
ii 

35 inhibiteur de l'ARN polymerase de E. coli, ne modifie pas 
significativement l'expression in vitro de la P-lactamase 

avec le vecteur PINPOINT™. Le gene bla du vecteur PINPOINT™, 

situe a 2123 pb en aval du promoteur T7 est done transcrit 
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et traduit efficacement. Ceci implique qu'un gene situe a 
2000 pb en aval d'u.n promoteur T7 est efficacement· 

transcrit et traduit lors d'une reaction EPIV. 

2) Enzymes de thermophiles. 

a) Activite Inteine 2'. 

La reaction EPIV avec le vecteur pET26-Tfu2 a 

ete testee afin de savoir si une inteine 2 active pouvait 

10 etre produite. Pour cela, 5 µl de cette reaction EPIV ont 

ete incubes 20 minutes a 70°C avec 220 ng de vecteur pHS2-

22-21, linearise par Sea I, et 3 µl de tampon IT2 dans un 

volume final de 30 µl. Un temoin negatif a ete constitue en 

rempla9ant les 5 µl de la reaction EPIV par de l'eau. Le 

15 temoin positif contenait 1 µ1 de la fraction purifiee 

d'inteine 2 produite in vitro diluee au 1/lOOeme. Enfin, un 

temoin de specificite ~ ete realise en incubant 5 µl de la 

reaction EPIV n'ayant pas re9u d'ADN. 

Apres incubation, les quatre essais ont subi 

20 une extraction au phenol-chloroforme et une precipitation a 
l'ethanol absolu, suivie d'un rin9age a l'ethanol a 70 % 

afin d'eliminer les sels. Chaque culot de precipitation a 

ete repris dans 10 µl de tampon T, et 8 µl ont ete deposes 

sur un gel d'agarose TBE 1%. Apres migration et coloration 

25 au brornure d'ethidium le gel a ete expose aux ultra violets 

pour analyser les profils de restriction. L'apparition de 

bandes a 934 et 1752 pb sur la piste 5 de la figure 6, 

identiques aux bandes de la piste 4 (temoin positif} revele 

que l'inteine 2 est bien produite par la reaction EPIV, et 

30 que cette.enzyme est active. De plus, la reaction EPIV est 

specif ique puisque aucune bande de digestion ne peut etre 

observee sur le ternoin ~e la piste 3. 

b) Activite alcool deshydrogenase. 

35 L'activite alcool deshydrogenase a ete teste~ 
en suivant spectrophotometriquement la cinetique de 

reduction du NADP en NADPH a 340 nm. Pour cela, 5, 10 ou 15 

µl de la reaction EPIV avec le vecteur pADH, ou sans ADN, 
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ont ete incubes a 50°C pendant cinq minutes avec 500 µl de 
tampon TADH dans un volume final de 1 ml. Dans ces 
conditions, l'activite moyenne de la reaction EPIV avec le 
vecteur pADH a ete estimee a 2 I 3 UDO/min/ml d I extrai t I 

5 contre 0.,32 UDO/min/ml d'extrait pour le temoin (reaction 
EPIV avec de l'eau). L'ADH de Thermococcus hydrothermalis 
(numero d I accession Yl4015 dims Genbank) a done ete 
produite sous forme active lors de la reaction EPIV. 

10 3) Enzyme de psychrophile. 

L'activite lipase a ete testee en suivant 
-spectrophotometriquement la cinetique de degradation d' un 
lipide chromogenique (1,2-0-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric 

15 acid-resorufin ester) a 572 nm. Pour cela, 5 µl de la 

reaction EPIV avec le vecteur pLIP, ou sans ADN ont ete 

incubes a 70°C pendant quinze minutes dans le tampon de 
reaction en presence de 100 µg de substrat. Dans ces 
conditions, l'activite de la reaction EPIV avec le vecteur 

20 pLIP a ete estimee a 0.50 UDO/min/ml d'extrait contre 0.04 

UDO/min/ml d'extrait pour le temoin. La lipase B de Candida 

antarctica (organisme eucaryote) a done ete produite sous 

forme active lors de la reaction EPIV. 

25 V - Utilisation d' un extrait de traduction 
contenant une activite mesophile pour detecter une 

propriete thermophile. 

Le gene de la beta-galactosidase de Thermotoga 
30 neapoli tana a ete insere dans un vecteur contenant le 

promoteur de transcription de la T7 RNA polymerase. Le 
vecteur ainsi obtenu a ete utilise pour realiser une 

~1 
reaction EPIV avec un extrait de traduction d'une souche a~ 
E.coli possedant une activite beta-galactosidase. En 

35 parallele, une reaction EPIV sans ADN a ete effectuee. En 
incubant a 37°C une fraction de chacune des reactions EPIV 



W000/09747 
32 

PCT/FR99/01972 

en presence de Xgal a 37°C dans un tampon phosphate de 

sodium (50 mM, pH 7), les deux tubes ont vire au bleu en 

quelques.minutes (cf figure 7 tubes A et B). En incubant 

une fraction de chacune des reactions EPIV en presence de 

5 Xgal dans les memes conditions mais a 7 0°C, seul le tube 

correspondant a la reaction EPIV avec le plasmide codant 

pour la beta-galactosidase thermophile a vire au bleu (cf 

figure 7 tubes C et D : ces deux tubes ont ete centrifuges 

pour culotter les proteines de l 'extrait de traduction 

10 rnesophile qui ont precipite suite a leur denaturation 

thermique durant le test d I activite a 70°C) . LI activite 

beta-galactosidase mesophile n'est plus detectable a cette 

temperature (denaturation thermique.de la beta-galactosidse 

mesophile). Il est done possible d'utiliser un extrait de 

15 traduction contenant une propriete similaire a la propriete 

recherchee si cette propriete n'est pas detectable dans les 

conditions de detection de la propriete recherchee. 

VI - Extrai t de traduction prepares a partir 

20 d'organismes extremophiles. 

Des extraits de traduction d'autres organismes 

et en particulier d'organismes extremophiles peuvent etre 

prepares a partir de cellules selon l'une des procedures 

25 decrites par Zubay (1973) (10) ou par Pratt (1984) {7). Les 

vitesses de centrifugation, les conditions de cassage des 

cellules et les differents tampons de preparation ou de 

reaction seront ajustes a chaque type d'extrait de 

30 

35 

traduction par des essais systematiques. 

ainsi une gamme d' extraits de traduction 

En realisant 

il devient 

possible de traduire un gene quelle que soit sont origine 

genetique : le procede de l'invention permet done d'avoir 

une adequation entre le systeme. de traduction et la 

ponctuation d'expression du gene codant pour la propriete 

recherchee. 8 
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1) Procede de separation et de caracterisation 

des. fonctions potentiellement presentes dans un echantillon 

5 biologique contenant des acides nucleiques, caracterise en 

ce qu'il comprend les etapes suivantes 

a) la preparation de f~agments d'acide 

nucleique a partir dudit echantillon, 

b) l' association de chacun desdits fragments 

10 avec une molecule.vectr.ice, 

lS 

20 

c) l'isolement de chaque fragment associe avec 

une molecule vectrice ou d'une partie de chaque 

construction constituee par un fragment associe avec une 

molecule vectrice, de l'etape (b} 

d) le trai tement in vitro de chaque fragment 

associe avec une molecule vectrice ou d 'une partie de 

chaque construction constituee par un fragment associe avec 

une molecule vectrice de l 'etape ( c) pour obtenir des 

transcrits, 

e) le test d'une fonction des transcrits 

obtenus a l'etape (d) OU des proteines pour lesquels ils 

codent apres traduction desdits transcrits. 

2} Pro cede selon la revendication 1, 

25 caracterise en ce que.l'etape (e) comprend le traitement 

30 

des transcrits obtenus a l'etape (d} in vitro avec un 

extrait cellulaire permettant leur traduction en proteine, 

puis le test d'une fonction desdites proteines par tout 

moyen approprie. 

3) Precede selon l'une des revendications 1 ou 

2, caracterise en ce que la molecule vectrice est composee 

d'une OU plusieurs sequences polynucleotidiques comportant 

au moins un promoteur de transcription pour l'etape (d) et 

35 eventuellement une substance facilitant 1 1 isolement d.J. 

fragment a l'etape (c). 
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4) Precede selon la revendication 3, 
caracterise en ce que la molecule vectrice est composee de· 

deux sequences polynucleotidiques comportant chacune au 

moins un promoteur de transcription, chacune de ces 

5 sequences etant associee a une extremite d 1 un des fragments 

obtenus a l'etape (a}. 

5) Procede selon l'une des revendications 3 ou 

4, caracterise en ce que le ou les promoteurs de 

10 transcription portes par la molecule vectrice sont de type 

fort. 

6) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterises en ce que l'etape 

15 (d} de transcription est realisee simultanement ou non avec 
la traduction de l'etape (e). 

7) Precede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 

20 traduction du transcrit a l'etape (e) est realisee avec un 

extrait de traduction de la meme origine ou d'une origine 

proche de celle de l'echantillon bielogique. 

8} Procede selen la revendicatien 1 a 7, 

25 caracterise en ce que 1 'extrai t de traduction soi t ne 
presente pas la fonction testee a 1 1 etape (e) I Seit la 

presente mais alers n•est pas detectable dans les 

conditions du test realise a ladite etape (e). 

30 

35 

9) Precede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a· 8, caracterise en ce que 1 1 extrai t de 

traduction est un melange de plusieurs extraits de 

traduction. 

10) Precede selon l'une quelconque deJ 

revendications 1 a 9, caracterise en ce que l'extrait de 

traduction comprend un ou plusieurs tRNAs specifiques d'un 

ou de plusieurs codons, et/ou une ou plusieurs substances 

11111111 llf If' Hiii if iii ii Jiii *' ·. c . . l' ' . ~ s * . 
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favorisant un repliement ou la maturation plus ef f icace des 

proteines exprim~,e.~. :11:;; 

11) Pro cede selon l'une quelconque des 

5 revendications 1 ' 6 et 8 ' 10, caracterise en ce que a a 

l'extrait de traduction est un extrait universel de 

traduction quelle que soit l'origine de l'echantillon. 

12) Procede selon l'une quelconque des 

10 revendications precedentes, caracteri.se en ce que 1' etape 

(e) consiste a tester la fonction des transcrits comme 

ribozyme ou tRNA. 

13) Precede selon l'une quelconque des 

15 revendications 1 a 11, caracterise en ce que l'etape {e) 

consiste a tester la fonction des proteines traduites 

desdits transcrits pour une activite enzymatique ou une 

affinite. 

20 

25 

14) Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que l'etape 

(e} consiste a tester en parallele ou de maniere simultanee 

ou non, differentes proprietes d' une meme fonction ou 

plusieurs fonctions. 

15) Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que la 

molecule vectrice associee a chaque fragment de l'etape (b) 

est un vecteur plasmidique ne permettant preferentiellement 

30 pas !'expression dudit fragment in vivo. 

16) Precede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, · caracterise en ce que les 

fragments prepares a l 'etape (a) ont une taille de 1 a 
35 plusieurs dizaines de kb, preferentiellement de 1 a 40 k~ 

et avantageusement . de 1 a 10 kb lorsque 1 'echantillon 

biologique provient d'un organisme procaryote. 

I lllllll llllll lllll 11111111111 
* C L M S * 
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17) Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que les· 

fragments prepares a l'etape (a) ont avantageusement une 

. taiile de 1 1 ordre de plusieurs dizaines a plusieurs 

5 centaines de kilobases dans le cas d'un organisme 

eucaryote. 

18) Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 15, .caracterise en ce que les fragments 

10 prepares a 1 1 etape (a) peuvent porter Un operon partiel OU 

entier. 

15 

19} Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise 

l'echantillon biologique a partir duquel sont 

fragments de l'etape (a) provient d'un 

en ce que 

prepares les 

ou plusieurs 

organismes procaryotes ou cellules d'eucaryotes, ou encore 

de virus, identiques ou differents. 

20) Precede selon l'une quelconque des 

20 revendications 1 a 18, caracterise en ce que l'echantillon 

biologique a partir duquel sont prepares les fragments de 

l'etape (a) est constitue d'une sequence ou d'une banque 

d'acides nucleiques synthetiques. 

25 

30 

21) Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que 

l'echantillon biologique a partir duquel sont prepares les 

fragments de l'etape (a) est constitue d'organismes et/ou 

d'acides nucleiques inconnus. 

22) Precede selon l'une quelconq.ue des 

revendications 1 a 15 et 17 a 21, caracterise en ce que 

l'echantillon biologique est une banque d'ADN eucaryote et 

en ce que la reaction de transcription de l'etape (d) est 

35 completee par une reaction de splicing et de maturation in1 
vitro des ARNm en utilisant un extrait nucleaire. 

11111111111111111111111111 1111 
. * C L M S * 
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Procede selon l'une quelconque des 
precedentes, caracterise en ce que la--:·;··· . · .. · ... ~ 

molecule vectrice associee aux fragments d'acide nucleique 
a l 0

1 etape (b) est un vecteur plasmidique, et en ce que a 
5 l'etape (b) chaque fragment est insere dans un vecteur au 

niveau d'un site de clonage ou d'une cassette de 
restriction, ledit vecteur plasmidique comprenant : 

- un promoteur d' ARN polymerase d' un c8te du 
site de clonage et eventuellement un terminateur d' ARN 

10 polymerase de l'autre cote, OU 

15 

un site de clonage encadre par deux 
promoteurs d 'ARN polymerase identiques ou differents et 
eventuellement flanques de part et d' autre .du OU des 
terminateurs d'ARN polymerase correspondants. 

24) Procede selon la revendication 23, 
caracterise en ce que les promoteurs et eventuels 
terminateurs ne fonctionnent pas dans le micro-organisme 
utilise pour la separation des vecteurs recombinants a 

20 l'etape (c). 

25) Procede selon l'une des revendications 23 a 
24, caracterise en ce que l'isolement du vecteur 
recombinant a l'etape (c) est realise par transformation de 

25 cellules h8tes par 1 'ensemble des vecteurs recombinants 
obtenus a 1 1 etape (b} de fac;:on a creer une banque de 
clones, puis en ce qu' on realise une extraction du 
vecteur ou d'une partie du vecteur recombinant contenu par 
chaque clone de la banque par tout moyen approprie. 

30 

35 

26) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu • il est 
realise entierement sur un support solide de type puce ou 
membrane ou plaque de nanotitration. 

-~ 
27} Une sequence d'acide nucleique non encore 

connue, identifiee et selectionnee par le precede selon 
l'une quelconque des revendications precedentes. 

1111\11111\11\ 11111111\111 1111 
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28) Un vecteur p~asmidique contenant une 

seqtl.ence d'acide nucleique selon la revendication 27. 

29) Un h8te cellulaire transforme par une 

sequence d'acide nucleique selon la revendication 27 ou par 

un vecteur selon la revendication 28. 

30) Une proteine codee par une sequence d'acide 

nucleique selon la revendication 27. 

31) Une banque constituee de sequences d'acide 

nucleique selon la revendication 27, ou de vecteurs selon 

15 la revendication 28, ou de proteines selon la revendication 

30. 

32) Un vec~eur plasmidique susceptible d'etre 

utilise a l'etape {b) du procede selon l'une quelconque des 

20 revendications 1 a 26, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une origine de replication plasmidique, 

un site de clonage encadre par deux 

promoteurs identiques, comine celui de la T7 ARN polymerase, 

ou de tout autre promoteur fort d 'ARN polymerase, et 

25 eventuellement flanques de part et d'autre du terminateur 

de la meme ARN polymerase, 

- eventuellement des sequences specifiques de 

part et d'autre des terminateurs, servant de sites 

d'hybridation pour une amplification par PCR du fragment 

30 d'acide nucleique porte par le vecteur, 

- un gene de selection constitue par un gene de 

tRNA et eventuellement, en parallele, un autre gene de 

selection insere dans le site de clonage. 

35 33) Un kit pour la mise en ~uvre d'un proced~ 

selon 1 1 une quelconque des revendications precedentes 

caracterise en ce qu'il comprend 
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les moyens necessaires a la preparation des 

frc;lgments d'acides nucleiqties 
; ~ ;: ·.: •!' ··J~' ·>: ~ .. .. 

au mbins une molecule vectrice 

au moins un agent de polymerisation 

eventuellement au mo ins un extrait 

cellulaire de traduction 

les moyens necessaires pour le test d' un ou 

plusieurs ~onctions 

les tampons necessaires a la realisation des 

differentes etapes 

34) Un dispositif automatise pour la mise en 

reuvre d'un procede selon l'une .quelconque des 

revendications 1 a 26, caracterise en ce qu'il comprend un 

15 agencement d'un ou plusieurs supports, de robots, automates 

et lecteurs permettant eventuellement de preparer 

l 'echantillon a l 'etape (a) I de realiser eventuellement 

l 'etape d •association des fragments avec la molecule 

vectrice a 1' etape (b) I eventuellement . d I isoler lesdi ts 

20 fragments associes a la molecule vectrice a l'etape (c), et 

de proceder a la mise en reuvre des etapes (d) et (e). 

I lllllll llllll lllll lllll II llll 
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