P CT | criblage

RICYVNNID)

Integrated Screening Platform of Toulouse L screemng

!!g '!!v" \a. i

Plateforme Intégrée de Criblage de Toulouse

Prug design ) 0000000
X I XX X )
AL XXX X

MY

Enzyme «

/Structural Biology

Scre ﬂlng Ligand interactign L A N

94
0
®
@
®

00 e
0
e
o
0
9
e
e

OfC’@C@OO@
09960 OOO
(@
®
®
®

®
®
-l
®
®
L)

Le but de cette prestation est de mettre au point et en oeuvre une campagne de criblage pour la re-
cherche d’activités enzymatiques spécifiques issues de banques génomiques ou métagénomiques ou
de projets d’'ingénierie combinatoire.

Plusieurs approches existent, qui permettent de sélectionner parmi les banques de clones a analyser,
ceux qui présentent les propriétés les plus intéressantes :

¢ tests de sélection
¢ criblage sur milieu solide
¢ criblage en milieu liquide
¢ approche microplaque vs. approche microfluidique
_ o _ Selon les modalités discutées avec le client, la pres-
Les mutants issus de processus de creation de di- tation de criblage comprendra un certain nombre des
versité génique (évolution dirigée, banque métagé- étapes décrites ci-apres :

nomique principalement) sont triés sur la base de la

fonction de la protéine qu'ils codent: 1. Mise au point de(s) méthode(s) de criblage pour la

sélection des clones améliorés
* soit par sélection: tous les clones issus de la
banque sont testés en méme temps, et la viabi-
lité des clones est liée a la présence de I'activité
recherchée; 3. Mise en oeuvre de la (des) méthode(s) retenue(s)
pour le criblage des banques de clones.

2. Miniaturisation et automatisation des protocoles
de criblage

* soit par criblage: chaque variant est testé indivi-
duellement, principalement en faisant pousser les 4. Sélection et vérification des clones actifs.
clones sur un milieu gélosé contenant un substrat
dont la dégradation/métabolisation se traduira par
un phénotype visible, pour quantifier I'activité / la
propriété associée a la protéine mutée.
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5. Le cas échéant, criblage secondaire des hits rete-
nus et séquencage des hits.

6. Réorganisation des hits en microplaques 96 ou
384 puits.
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Le colt de cette prestation sera estimé en fonction
de la complexité du crible a mettre en ceuvre (et/ou
a mettre en place) et du nombre de mutants a cribler.

ECHANTILLONS

La banque de clones a cribler sera fournie :

» soit sous forme de glycérol, notamment si ce sont
des méthodes de sélection qui est appliquées,

+ soit sous forme de banque organisée en micro-
plaque 96 ou 384 puits, notamment lorsque ce
sont des stratégies de criblage qui sont retenues.

Lorsque le client souhaite la mise en ceuvre a haut-
débit d’un protocole de criblage « maison », ce proto-
cole détaillé devra étre fourni.

Le personnel du plateau pourra éventuellement ap-
porter son expertise dans le domaine de la création
de diversité moléculaire (mutagénése rationnelle,
semi-rationnelle ou aléatoire, approche in silico) (voir
prestation Création de Diversité).

CONTROLES QUALITE

Pour les projets d’évolution dirigée, les niveaux seuil
d’activité (& déterminer avec le client) sont détermi-
nés sur la base de calibrage précis avec I'enzyme
sauvage.

Tous les clones identifiés comme positifs a l'issue du
criblage primaire sont criblés une deuxiéme fois pour
éliminer les faux-positifs.
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Alissue de la prestation, il sera remis au client :
» un compte-rendu sur la prestation effectuée,

* les mutants actifs et confirmés sous forme de tubes
glyceérolés et/ou de microplaque 96 puits,

* la banque de clones, organisée en format 96 ou
384 puits, s’il le souhaite. Dans le cas contraire,
la(les) banque(s) sera(ont) alors détruite(s), a moins
gu’'une autre prestation la(les) concernant ne soit
démarree.

La mise en oeuvre d’'une campagne de criblage ne si-
gnifie pas que des clones portant les activités recher-
chées seront trouves.
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PERSPECTIVES

Le client pourra, s'il le souhaite, demander une ca-
ractérisation biochimique approfondie des enzymes
sélectionnées (production, purification, caractérisa-
tion biophysique,...).

De méme, le séquencage des clones sélectionnés
peut étre fourni, avec analyse des mutations identi-
fiées.
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