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TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE

Pourquoi ?
 produire une protéine (à forte valeur ajoutée) 

 comprendre la fonction d’une protéine

 comprendre la régulation de l’expression d’un gène

 ...

 Comment ?
 ajouter une (nouvelle) information génétique

 modifier qualitativement ou quantitativement 

l’expression d’un gène

 ajouter la séquence modifiée d’un promoteur, ou 

des fragments, dirigeant l’expression d’un gène 

(rapporteur) 

 …
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TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE

Pourquoi ?
 produire une protéine (à forte valeur ajoutée) 

 comprendre la fonction d’une protéine

 comprendre la régulation de l’expression d’un gène

 ...
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Approches haut-débit (*omiques)

 découverte de « nouveaux » et nombreux 

gènes dont la fonction est inconnue, ou 

partiellement connue
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 Comment ?

Trois facteurs (transfert, gène, cellule) 

interdépendants : 

Orchestration coordonnée de ces paramètres en fonction 

de l’objectif à atteindre

 le transfert doit être fonctionnellement efficace 

(le transgène doit s’exprimer dans les cellules)
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 Gène est… générique : séquence d’acide nucléique

 transgène : gène, exogène à la cellule

 « modulateur » : outil de modification de 

l’expression d’un gène endogène à la cellule
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 le transgène doit s’exprimer dans les cellules

= structure d’un gène eucaryote

 le transgène doit s’amplifier facilement,

en quantité importante

= Plasmide bactérien

 Origine autonome de réplication

 Gène de sélection (Résistance ABio)
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DANS DES CELLULES EN CULTURE

 le transgène doit s’exprimer dans les cellules 

= structure d’un gène eucaryote

 Promoteur (+ séquences de régulation)

 Séquence codante

 Introns

 signaux arrêt transcription
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Promoteur

TATA-box

CAAT-box

Elt(s) Régul.

Site Initiation 

Transcription

Séquences transcrites Exons

traduites (ATG, stop)

non traduites

5 ’, 3 ’ arrêt Trscr, poly(A)+

Introns
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 le transgène doit s’exprimer dans les cellules

= structure d’un gène eucaryote

 Promoteur (+ séquences de régulation)

 Séquence codante -> site de clonage

 Introns

 signaux arrêt transcription

 le transgène doit s’amplifier facilement,

en quantité importante

= Plasmide bactérien

 Origine autonome de réplication

 Gène de sélection (Résistance ABio)
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 le transgène doit s’exprimer dans les cellules 

= expression d’un gène eucaryote
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ARNm

transcription

épissage

traduction

protéine

(active)
Portion codante
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 le transgène doit s’exprimer dans les cellules 

= structure d’un gène eucaryote

 Promoteur (+ séquences de régulation)

 Séquence codante -> site de clonage

 Introns

 signaux arrêt transcription

DIOT / Transfert de gènes dans des cellules en culture



.012

Plasmide pCMV-lacZ

CMV lacZ bGH

Ampi ori

lacZ beta galactosidase

lactose (Glc-Gal)  Glc + Gal
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lactose (Glc-Gal)  Glc +       Gal
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CMV lacZ bGH

P Rapporteur
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 le transgène doit s’exprimer dans les cellules 

= structure d’un gène eucaryote

 Promoteur (+ séquences de régulation)

-1975
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-1610

-1269

-904

-569

-372

0 0,04 0,08 0,12 0,16

C

0

activité Luciferase (RLU/mg prot.)
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-372

-159
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modifier l’expression d’un gène
 Ajouter un gène exogène 

 Invalider un gène : Knock-Out
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TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE

modifier l’expression d’un gène
 Ajouter un gène exogène 

 Invalider un gène : Knock-Out

 Moduler l’expression : interférence à ARN
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RNA Interference, d’après He and Hannon. 2004. Nature Reviews Genetics, 

5:522-531.
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Genome editing : modification du génome

Implique une nucléase ciblant spécifiquement un locus
genome editing with engineered nuclease

CRISPR/Cas9

• the quickest and cheapest method (less than 
two hundred dollars and a few days of time)

• requires the least amount of expertise in 
molecular biology as the design lays in the 
guide RNA instead of the proteins. 
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 Gène est… générique : séquence d’acide nucléique

 transgène : gène, exogène à la cellule

 « modulateur » : outil de modification de 

l’expression d’un gène endogène à la cellule

 plein d’autres choses finalement
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Rappel : le transfert doit être fonctionnellement efficace 

(le transgène doit s’exprimer dans les cellules)

cellules « souches » : œuf (microinjection)

cellules ES souris (électroporation)

cellules germinales (autres espèces)

cellules normales : prolifératives ou non

différenciées ou non

cellules transformées
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foie

HepG2

hépatocytes
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- moins différenciées

- plus transformées

aspect d’ensemble

canalicule like

3D/inhibition contact

aspect cellulaire

forme

nucléole

OBLIGATION DE TESTER

L ’ADEQUATION A LA PROBLEMATIQUE 
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Rappel : le transfert doit être adapté aux cellules 

le transgène doit s ’exprimer dans les cellules 

cellules « souches » : œuf (microinjection)

cellules ES souris (électroporation)

cellules germinales (autres espèces)

cellules normales : prolifératives ou non

différenciées ou non

cellules transformées

cellules iPS
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Cellules iPSC
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Rappel : le transfert doit être adapté aux cellules 

le transgène doit s ’exprimer dans les cellules 

cellules « souches » : œuf (microinjection)

cellules ES souris (électroporation)

cellules germinales (autres espèces)

cellules normales : prolifératives ou non

différenciées ou non

cellules transformées

cellules iPS
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Les cellules doivent être pertinentes pour la problématique
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• chimique phosphate de calcium, de strontium

DEAE-dextran

polybrene

…

liposomes

• biologique Adenovirus

Retrovirus

• physique microinjection

électroporation

biolistique
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Transfert chimique, phosphate de calcium
Graham FL & Van der Eb AJ. 1975.

= première description d ’une transfection
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Transfert chimique, phosphate de calcium

Avantages :

facilité, modicité de prix

l ’ADN est « enrobé » (versus nu) = protégé/DNases

Inconvénients :

Toxicité des composés chimiques

Réactivité des composés chimiques

le calcium est un messager secondaire important

le rajouter en quantité pharmacologique entraîne

de graves perturbations des fonctions de la cellule

-> plus adapté à du long terme (stable)
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• biologique Adenovirus

Adeno-associated virus (AAV)

Lentivirus

Retrovirus

utiliser les voies d’infection virale

(généralement très efficaces in vivo)

=> thérapie génique somatique

DIOT / Transfert de gènes dans des cellules en culture

TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE



.032

Advantages Disadvantages

Retrovirus Integration into host DNA Semi-random integration
All viral genes removed Transduction requires cell division
Relatively safe Relatively low titer

Adenovirus Higher titer Toxicity
Efficient transduction of nondividing cells Immunological response Prior exposure

Adeno-associated All viral genes removed Small genome limits size of foreign DNA
virus Safe Labor-intensive production

Transduction of nondividing cells Status of genome not fully elucidated
Stable expression

Liposomes Absence of viral components Inefficient gene transfer into the nucleus
Lack of previous immune recognition Lack of persistence of DNA

Lack of tissue targeting
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• Liposomes : « bio-mimétiques »

Mimer les structures virales
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• physique microinjection

électroporation

biolistique

TRANSFERT DE GENES
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transgenèse animale 

« d’addition » sur œuf fécondé 

au stade pronucleus

transgenèse végétale 

« somatique » (sur feuille)
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• physique électroporation
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• physique électroporation
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• physique électroporation
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TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE

Pourquoi ?
 produire une protéine (à forte valeur ajoutée) 

 comprendre la fonction d’une protéine

 comprendre la régulation de l’expression d’un gène

 ...

 Comment ?
 ajouter une (nouvelle) information génétique

 modifier qualitativement ou quantitativement 

l’expression d’un gène

 ajouter la séquence modifiée d’un promoteur, ou 

des fragments, dirigeant l’expression d’un gène 

(rapporteur) …

 …
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 Comment modifier qualitativement ou 

quantitativement l’expression de nombreux 

gènes ?

Knock-Out ?
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 Comment modifier qualitativement ou 

quantitativement l’expression de nombreux 

gènes ?

Knock-Out ?
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TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE

 Comment modifier qualitativement ou 

quantitativement l’expression de nombreux 

gènes ?

Knock-Out !
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Carpenter and Sabatini. 2004. Nature Reviews Genetics, 5:11-22.
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Kamath et al. 2003. Nature, 421: 231-237.
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Boutros et al. 2004. Science, 303: 832-835.
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RNA Interference, d’après He and Hannon. 2004. Nature Reviews Genetics, 

5:522-531.



.048

Boutros et al. 2004. Science, 303: 832-835.
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Silva et al. 2005. Nature Genetics, 37:1281-1288.
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TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE

Pourquoi ?
 produire une protéine (à forte valeur ajoutée) 

 comprendre la fonction d’une protéine

 comprendre la régulation de l’expression d’un gène

 ...

 Comment ?
 ajouter une (nouvelle) information génétique

 modifier qualitativement ou quantitativement 

l’expression d’un gène

 ajouter des fragments de promoteur dirigeant 

l’expression d ’un traceur (gène rapporteur)

 …
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Peut maintenant se faire « simplement » au 
niveau du gène endogène

(vs recombinaison homologue)
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J’ai comme 
l’impression 

qu’on peut tout 
transférer 
dans des 
cellules
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 Expression transitoire :

directement à partir du plasmide, tant qu’il persiste dans la cellule

« résistance » aux DNases

le transgène s’exprime t’il de manière pérenne ?
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le transgène s’exprime t’il de manière pérenne ?

TRANSFERT DE GENES

DANS DES CELLULES EN CULTURE
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 Expression stable :

maintien du transgène dans les cellules filles

 origine de réplication propre au transgène (adénovirus)

 intégration dans le génome

 sélection des cellules filles ayant intégré le plasmide
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 Expression transitoire :

 Expression stable :

maintien du transgène dans les cellules filles

 origine de réplication propre au transgène (adénovirus)

 intégration dans le génome

facilitation de l ’intégration (ex : linéarisation, LTR, …)

le transgène s’exprime t’il de manière pérenne ?
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• physique électroporation

Avantages :

facilité, « modicité de prix »

ADN nu (sans additifs)

Inconvénients :

ADN nu (non protégé des endonucléases)

relativement toxique (mb perméable)
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efficacité

survie
Choc électrique

(V, µF)
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Baum C, Forster P, Hegewisch-Becker S, Harbers K. 1994. An optimized

electroporation protocol applicable to a wide range of cell lines. 

Biotechniques 17(6):1058-62

A number of transfection methods for mammalian cells are available; however, 

many cell lines may appear resistant to efficient transfection, or at best, 

necessitate lengthy optimization procedures in recommended protocols. We

describe here an electroporation protocol that yields highly efficient gene

transfer (20%-100% of surviving cells) in all 19 cell lines tested so far, 

including lymphoid, myeloid, glial, fibroblast and COS cells. Unlike earlier

electroporation protocols, adaptation of this protocol to a cell line of interest

only requires the optimization of a single parameter, i.e., the voltage, and 

can be performed within a day. Furthermore, it is also superior to 

transfection protocols for other methods (calcium phosphate precipitation, 

lipofection, DEAE-dextran transfection and transferrinfection) in terms of 

reproducibility, economy and average transfection efficiency for a wide

variety of cell lines.
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