


Clonage moléculaire

Définition:
Cloner un fragment d'ADN consiste a:
e isoler physiquement ce fragment et I’ inséré dans un vecteur pour |
augmenter leur nombre de copie
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Clonage moléculaire

Principe: Le clonage consiste a:

1) insérer un fragment d'ADN étranger a
cloner (insert) dans un vecteur de
maniere a obtenir un  vecteur
recombinant.

2) introduire le vecteur recombinant dans
une cellule hote.

3) amplifier le vecteur recombinant par
division de la cellule hote, afin d'obtenir
un clone recombinant.
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Principes

ORGANISME A
VECTEUR
DONNEUR
Extraction et coupure de I’ADN Ou transporteur d’ADN.
en fragment contenant de un a C’est un fragment d’ADN
plusieurs fragments d’intérét.

capable de réplication autonome.

insertion individuelle de chaque
' fragment d’ADN dans une molécule

de vecteur.

= '

Obtention de I’

Nouvelle combinaison de ’ADN d’un génome donneur (qui peut €tre

de n’importe quel organisme) avec "ADN d un vecteur qui peut étre
d’origine completement différente,




Clonage moléculaire

» comment obtenir I'AGESY de Ior'gams neur">

> Qu'est ce qu'une

>Quels sont les veé




>comment obtenir I'ADN d&

Pol 'A.l taul
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AAAAAAAA

Principe de la reverse transcription: ' T

ONA

Hairpn foop

ONA polymemse |

S1 nucleasa
(single-steand-speailic)

Doubte-stranded cONA




Qu'est ce qu'une enzyme_de restriction?

Enzyme

Aval
Bam HI
Bgl II
Eco RI
Eco RII
Hae III
Hhal
Hind IIT
Hpal
Kpnl
Mbo I
Mbo I
Pst]
Smal
Sstl
SalI

Taql

Organism from which derived

Anabaena variabilis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus globigii
Escherichia coli RY 13
Escherichia coli R245
Haemophilus aegyptius
Haemophilus haemolyticus
Haemophilus inflenzae Rd
Haemophilus parainflenzae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Providencia stuartii
Serratia marcescens
Streptomyces stanford
Streptomyces albus G
Thermophilus aquaticus

Xanthamonas malvacearum

Target sequence
(cut at *)
5" =3

C*C/TCGA/GG
G*GATCC
A*GATCT
G*AATTC
*CCATGG
GG*CC
GCG*C
A*AGCTT
GTT*AAC
GGTAC*C
*GATC
*GATC
CTGCA*G
CCC*GGG
GAGCT*C
G*TCGAC
T*CGA
C*CCGGG
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>»Quels sont les vecteurs de clonage?
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I - Propriétés des vecteurs de clonage

»capables de réplication autonome dans une cellule hote donnée

(origine de réplication de type procaryotique et/ou eucarvotiaue)

> il doit posséder au moins un site

unique de restriction

de clonage
> Possedent des
sélection de la c

»supportent I’i)
[a) Sequence aof paly
Sadl

GEATTE:JGAGETt

EcoRl

Sad
Ecofll

Polylinker

Growing

Aagian daps laquelle
da 'ADN oxogbne
paot ftre ngdra

Vecteur plasmidique

de clonage
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3.Différents vecteurs pour différentes utilisations

Taille maximum approximative du fragment
d’ADN qui peut étre cloné dans chaque vecteur

VECTEURS HOTE | INSERT (Kb)

Plasmides Bactérie 10

Phage lambda Bactérie 25
Cosmide Bactérie 45

Phage P1 Bactérie 100

BAC (bacterial artificial chromosome) Bactérie 300

YAC (yeast artificial chromosome) Levure 1000



4. Les plasmides comme vecteurs de clonage

»Molécule d’ADN de taille réduite, d'origine bactérienne
»Molécule I’ADN circulaire — taille 2kb a 5kb
»Peut accepter jusqu’a 10kb d’ADN exogéne

»Peut étre considérée comme un minichromosome capable de
réplication autonome

»Confére la résistance a un ou plusieurs antibiotiques=
sélection

Polylinker

armp’ R

Plasmid vector



4. Les plasmides comme vecteurs de clonage

»Molécule I’ADN de taille réduite, d'origine bactérienne,
extrachromosomique (épisome)

»Molécule I’ADN circulaire — taille 2kb a 5kb
»Peut accepter jusqu’a 10kb d’ADN exogéene

»Peut étre considérée comme un minichromosome capable de
réplication autonome

»Confere la résistance a un ou plusieurs antibiotiques=
sélection

Polylinker

armp” 2Rl

FPlasmid vector
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>Comment I'ADN d'intéret et le
vecteur sont -ils lies?

| >Les cellules hotes?

>Comment 'ADN recombinant est
infroduit dans une cellules hotes?

P >Les intéréts du clonage?
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Phosphatase
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4- Introduction de I
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5 -1a sélection des bactéries transformés:

-"QQ"‘"I‘ ‘—"fw‘\ ‘ S

Enzyme de Generer des extremites Enzvme de
restnctmn compatibles restriction
Fragment
Ligature d’interét
Vecteur
d’ADN

approprie
Ligature Intermoléculaire Ligature Intramoléculaire
Recombinant Non-Recombinant
Cellules H% \1 Transformation

Cellule Recombinante Cellule Non-Eecombinante
1 plasmide/l cellule
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selectionnées




»Le, taux de transformation des baciéries est
géenéralement tres/faible. | G
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5 ~la sélection des bactéries transformés:

Le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D
galactoside (X-Gal) est clive par la 3 -
galactosidase pour donner une substance
bleue msoluble et en présence d’IPTG
(colonies bleues)

S1 on introduit un ADN ¢tranger dans le
polylinker, on détruit la grille de lecture:

pas de B-galactosidase active

(colonies blanches) ot

Blue/ white




Exemple de [insuline

Production de proteines

tilisation de vecteur dexpression
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Autres exemples

Levures et bactéries utilisées comme usines:
production d'antibiotiques -pénicilline, tétracycline-,
d'enzymes comme lipases -lessives-...
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