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e peignage moléculaire de 'ADN, découvert en 1994 (1,

2), repose sur deux principes simples : 'ancrage spé-
cifique, dans des conditions physico-chimiques précises
{8), de molécules individuelles d’ADN par leur(s) extrémité(s)
sur des surfaces traitées ou non ; la force de traction dé-
veloppée par un ménisque en mouvement ; c¢’est-a-dire la
force exercée sur tout objet placé sur fa ligne de contact
d’une solution avec une surface, lors du déplacement de
cette ligne. Ces deux principes sont combinés dans un pro-

Le peignage moléculaire : un outil a haute résolution

méthode, des tailles et des distances entre sondes hybri-
dées. La précision statistique des mesures sur les sondes
hybridées est d’environ 1 a 2 micrométres, ce qui se tra-
duit par la possibilité d’effectuer une cartographie phy-~
sique de clones avec une précision de quelques Kilo-
bases. La visualisation directe des tailles et positions des
clones assure I'absence totale d’ambiguité de la carte
physique obtenue. Enfin il est possible d’effectuer ces
expériences sur de I'ADN génomique humain, comme

nous I'avons montré lors d’une collaboration avec le

M, :avant recui M., ‘aprés recul

groupe de S Povey (Medical Research Council,

solution

Londres) (6} portant sur la cartographie du géne
TSC1 (tuberous sclerosis 1). Le peignage moléculai-
re associé a la FISH a de multiples autres applica-
tions : cartographie d’ADNc, diagnostic de délé-

point d'ancrage T

tions sur ADN génomique humain (6), hybridation
comparative (7), dosage génétique... | |
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Fig - Principe du peignage moléculaire.

tocole de mise en ceuvre et de réalisation aisée, applicable
a tout type d’ADN, du phage a ’ADN génomique humain en
passant par les BAC, YAC et I'ADN de bactéries comme
E coli. Une solution, tamponnée a pH 5,5, d’ADN pur est dé-
posée entre deux lamelles de verre, la lamelle inférieure
étant silanisée (le silane est un dérivé hydrogéné de sili-
cium). La surface libre de la solution est vue de profil {voir
figure) et dessine une courbe représentée en tireté, no-
tée My en position initiale. Une molécule en solution ancrée
sur la surface inférieure adopte spontanément une forme
moyenne de globule, centré autour de son point d'ancrage.
La solution s’évapore, entrainant le recul du ménisque, a
une vitesse de I'ordre de 100 & 200 micrométres par se-
conde, jusqu’a la position notée Mo. Lorsque le ménisque
atteint le point d'ancrage de la molécule, le globule est en-
trainé par la force de traction constante T du ménisque dans
fa direction du recul de celui~ci. Comme la force n’est suf-
fisante ni pour casser la molécule, ni pour la décrocher de
la surface, le ménisque laisse & I'air libre sur son passage
une portion de la molécule étirée. Le phénomene se déroule
jusqu’au débobinage complet du globule. Une fois I’ex-
périence terminée, les molécules d’ADN sont alignées pa-
rallélement les unes aux autres dans la direction de recul
du ménisque. Des mesures systématiques permettent de
déterminer un taux d’étirement constant. Dans le cas de
surfaces couvertes de silane, le taux d’extension estde 1,5
par rapport a la fongueur cristallographique de I'ADN (qui
est de 0,33 nanometre par base). Une molécule de phage
(48,5 kb) mesure ainsi, aprés peignage, environ 25 micro-
métres. Le peignage moléculaire sur ce genre de surface
peut donc étre caractérisé par la relation suivante : 1 mi-
crométre = 2 kb (1),

Cependant, seule 'accumulation de mesures rend pos-
sible une détermination statistique des tailies et dis-
tances avec une précision de quelques kilobases. La
fixation irréversible de 'ADN peigné permet de le déna-
turer, d’hybrider des sondes nucléotidiques et d’effec-
tuer une révélation de ces hybridations a I'aide de sys-
témes d’anticorps fluorescents, c’'est-a-dire d’appliquer
les protocoles standard de FISH (4).

Les avantages du peignage moléculaire dans le domaine
de la cartographie physique sont nombreux : {'uniformité
de I'extension et la densité des molécules peignées per-
mettent une détermination, indépendante de toute autre
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Cartographie physiqgue sur ADN peigné

La distrophie musculaite des ceintures: de type 2A est
une maladie génétique dont est responsable le géne de
la calpaine-3/(Canp3) {8), conduisant progressivement
(10 & 20 ans) & une perte de la capacité locomotrice. -

Le -géne -Canp3.est localisé surle .chromosome
15q15.2. Lhybridation. de six cosmides répartis sur
200kb de'la région impliquée, nous a penvis de pré-
ciser la cartographie: de ‘celle-ci- el-de’ déterminer
Porientation hromosomigus du géne en collaboration
avec Péquipe de JS Beckmann du Généthon. La
photo  présente Phybridation de deux cosmides (3A4
et 1F11) sur un ADN:de YAC.(774G4), psigné avec le
génome de la levure hote {5)..Le YAC contient une par-
tie. du chromosome 15q15.2., fe cliché: révéle deux
hybridations de deux cosmides ('un révélé-en vert, au
FITC, et I'autre en rouge, au Texas red) sur deux YAC
voisins ; il montre 'absence d’ambiguité des signaux
observés et l'uniformité de I'extension. L'un des deux
cosmides TF11 est hybridé sur un YAC cassé, et appa-
rait pour cette raison plus court que 'son homologue.
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