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La prestation d‘ingénierie d’enzymes et d’évolution dirigée offre au client la possibilité de :

¢ Mettre au point une stratégie de génération de diversité génique pour une protéine d’intérét,
diversité localisée (mutagénése dirigée ou ingénierie semi-rationnelle) ou aléatoire,

¢ Construire le(les) mutants (individuels ou banques) de ce géne d’intérét,

¢ Sibanque, I'organiser au format microplaque.

itératives font le plus souvent succéder a une pre-
miere étape de création de diversité / criblage,
une ou plusieurs étapes de recombinaisons des
mutations sélectionnées, afin d’améliorer encore
les propriétés étudiées.

Nous proposons dans cette prestation de mettre en
ceuvre la technique de mutagénése la plus appro-
priée pour optimiser le catalyseur étudié :

+ Par mutagénése dirigée, il sera possible de modi-
fier ponctuellement des résidus ciblés.
* L'ingénierie semi-rationnelle enfin, met en ceuvre

La mutagénése aléatoire permet d’introduire
au hasard un nombre contrdlé de mutations afin
d’obtenir au sein de la banque créée, des mutants
susceptibles d’étre sensiblement améliorés par
rapport a la protéine sauvage. Ces techniques

Université
Paul Sabatier

des aspects d’évolution dirigée associés a une
approche rationnelle, afin d’explorer une diver-
sité controlée d’acides aminés dans des zones
ciblées de la protéine, susceptibles de jouer un
réle dans la propriété a modifier.
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Selon les modalités discutées avec le client, la presta-
tion d’évolution dirigée comprendra un certain nombre
des étapes décrites ci-apres :

1. Choix et design de diversité : selon les besoins du
projet, et les connaissances préalables sur la(les)
protéine(s) cible(s)

2. Construction de banques de mutants selon la mé-
thode choisie

3. Repiquage des banques de clones et organisation
en microplaques 96 ou 384 puits.

4. Séquencgage afin de valider les mutations intro-
duites (mutagénése dirigée) ou d’évaluer un taux
de mutations (mutagénése aléatoire).

ECHANTILLONS

Le client devra fournir le géne a muter, cloné dans le
vecteur de son choix, ainsi que le plasmide dans le-
quel devra étre cloné la librairie de mutants. Si néces-
saire, un géne synthétique pourra étre commandé.

Le cas échéant la souche a transformer sera égale-
ment fournie (glycérol ou étalée sur milieu gélosé).

Le client précisera la concentration des échantillons
(ADN, pg/ml ; glycérol, cfu/ml) ainsi que les conditions
optimales de température pour leur stockage (ADN,
glycérol, boite de Pétri).

La carte du plasmide hbte sera également fournie.

http://www.pict.ipbs.fr

FX 50-900 PICT-ICEO

CERTIFIED
= CERTIFIED

n
o
©
S
S
2

TBI — INSA Toulouse
135 Avenue de Rangueil
31077 Toulouse cedex 04

Parent gene

Gene shuffling

Random
Mutagenesis

Py = * i —— —— — ——
_ N Fragmentation ° ° ™ —
» 7y —_
PCR reassemby
without primers
£0—0- —i—e
Transformation in
—_——
host cells
. B .
Generation of large ——8—B—0—
libraries of mutants —1
(10°to 100/ library) R
Recombined mutated
Functional screening sequences
Stemmer, 1994, PNAS, 91:10747-10751
Zhang et al., 1997, PNAS, 94:4504-4509

A l'issue de la prestation, la banque de clones organi-
sés en format microplaque sera remise au client, ainsi
qu’un rapport sur la prestation, incluant les informa-
tions sur la construction de la banque et ses caracté-
ristiques (% mutations, séquencgage le cas échéant,...)

CONTROLES QUALITE

Dans tous les cas, la génération de diversité sera va-
lidée par séquencage ADN afin de vérifier soit 'intro-
duction correcte des mutations choisies, soit le taux
de mutations effectif de la banque.

PERSPECTIVES

Le client pourra, s'il le souhaite, démarrer une pres-
tation de criblage sur la banque de mutants créés, en
s’appuyant sur les ressources du plateau de criblage
PICT-ICEO.
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