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Mutagénese : aspects appliqués

Pour aller plus loin dans la compréhension de la structure et de la fonction des genes, on

doit disposer de moyens permettant de modifier la séquence de I’ADN et d’analyser 1’effet de
ces changements sur la fonction des genes. Pour modifier la séquence de I’ADN, on utilise la
technique de mutageneése in vitro de genes clonés.

Il'y a deux grands types de mutagenése : la mutagenese aléatoire et la mutagenése

dirigée.

1) Mutagénese ALEATOIRE (classique): le géne cloné est soumis a un traitement
chimique ( acide nitreux....) qui modifie les bases de facon aléatoire. C’est le principe de
mutagenése classique , mais ici seule la fraction du génome qui nous intéresse est mutagénisé
(ainsi le probleme ne se pose de retrouver la ou les bases mutées et responsable de phénotype
mutant dans un génome de quelques Mb) : un plasmide portant le géne d’intérét est par
exemple incubé en présence d’un agent mutagene. L’amplification d’un géne par PCR peut
crées des mutations, nous I’avons vu. En faisant une PCR dans des conditions sub optimales,
on peut générer théoriqguement toutes les substituions possible dans une séquence. On parlera
de mutagenese a saturation. Ces opérations peuvent bien slr conduite sur un fragment d
restriction du géne pour cibler davantage les mutations, dans un domaine de protéine par
exemple.

2) LA MUTAGENESE DIRIGEE :Nous ne présenterons ici que deux exemples de
mutagenése dirigée.

A) Mutagenése par extension enzymatique d’une amorce synthétique portant la
mutation

Dans cette méthode, on fabrique un oligonucléotide (par synthése chimique) qui contient la
mutation flanquée de 10 a 15 nucléotides de séquence non mutée. Cet oligonucléotide
“mutageéne” est hybridé a la séquence complémentaire sauvage présente dans 1’ADN
monocaténaire préparé a partir d’un clone dans un phage ou un phagemide. Il se forme donc
un ADN hétéroduplexe. Cet oligonucléotide sert alors d’amorce pour la synthése enzymatique
d’ADN in vitro par une polymérase qui convertit I’ADN monocaténaire sauvage en une forme
bicaténaire. L’ADN hétéroduplexe ainsi obtenu contient donc un brin sauvage et un brin
muté. Cet ADN est ligaturé et transformé chez E. coli. Lors de la premiére réplication, on
obtient donc un plasmide sauvage et un plasmide muté (qui se répliqueront a leur tour pour
donner un mélange de plasmides sauvages et mutants). Pour discriminer ces deux types de

plasmides (ou enrichir les cultures en clones mutants), un grand nombre de méthodes sont
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possibles : nous étudierons ici une de ces techniques : la mutagenése dirigée selon Kunckel.
L’ADN matrice simple brin est préparé dans une souche d’E. coli déficiente en uracile
déglycosidase (ung-), de maniere a pouvoir contenir plusieurs résidus uracile a la place de
thymine. L’oligonucléotide mutagéne est apparié et est utilis¢é comme amorce pour la synthése
“in vitro” d’un brin complémentaire de la matrice. Cette synthese est faite en présence des
quatre désoxyribonucléotides normaux. Aprés ligature, les molécules hétéroduplexes sont
introduites dans une souche ung+ d’E. CoU. Une fois dans la cellule, le brin de type sauvage
(la matrice) est attaqué par 1’uracile déglycosidase, qui provoque des coupures du brin d’ADN
et ce brin est degradé avant de pouvoir étre répliqgué. Comme le brin qui contient la mutation
ne contient pas d’uracile, il n’est pas attaqué et il est répliqué normalement. On obtient ainsi
essentiellement des plasmides mutants. Un séquencage permet de vérifier la présence de la

mutation.

I\ Mutagenése par PCR.

Deux segments d’ADN, 1’'un s’étendant “en amont” et I’autre “en aval” de la mutation
désirée sont amplifiés en utilisant des oligonucléotides qui introduisent la mutation désirée et
génerent des produits de PCR qui se chevauchent sur 20 nucléotides ou plus dans la région de
la mutation (étape 1 et 2). Quand ces deux produits de PCR sont mélangés et hybridés I’un
avec l’autre, un des produits possibles est composé de deux brins d’ADN qui s’hybrident sur
une courte région au niveau de leur extrémité 3’(étape 3). Cette molécule peut étre
polymérisée par 1’ADN polymérase pour générer une matrice correspondant au fragment
entier portant la mutation (étape 4). Cette matrice est ensuite amplifiée par une troisieme PCR
utilisant les oligonucléotides 1 et 4.
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