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II- LES OUTILS ENZYMATIQUES DU
GENIE GENETIQUE

1- LES ENZYMES DE RESTRICTION

(zéneralités

Découvertes a partir de 1973. Les enzymes de
restriction sont capables de reconnaitre
spécifiquement une courte séquence, de 4 a 10pb,
et de cliver 'ADN au site reconnu.



Les enzymes de restriction appartiennent a la
classe des endonucléases, c'est-a-dire des
enzymes capables de cliver les liaisons
phosphodiester entre deux nucléotides a
I'intérieur d'un acide nucléique. Les
endonucléases se différencient des exonucléases
qui dégradent la molécule ’ADN a partir de 'une
de ses extrémités (3’ ou 5).



Origine des enzymes de restriction.

Les enzymes de restriction sont
extraites de micro-organismes, le plus
souvent des bactéries. Les bactéries
peuvent étre parasitées par des virus a
ADN. Les bactéries fabriquent des
enzymes de restriction qui sont
capables de cliver les ADN étrangers.

Animation of the Lytic Life Cycle of a Bacteriophage
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http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/lecguide/unit3/viruses/lytsum.html

Séquences d’adn reconnues par les enzyvmes de
restriction.

Les séquences de nucléotides reconnues par les
enzymes de restriction sont habituellement des
séquences dites palindromiques. Ces séquences
palindromiques sont le plus souvent constituées
de 4, 5 ou 6 paires de bases.

sens de lecture

3 ATGCTAG CTAGCAT 3
3 TACGATC GATCGTA 5

sens de lecture



NOMENCLATURE DES ENZYMES DE
RESTRICTION.

LES ENZYMES DE RESTRICTION PRESENTENT UNE NOMENCLATURE BIEN
PRECISE

Example: EcoR

genre: Kscherichia
espéce: coli

la souche: R
Order discovered:




DIFFERENTS TYPES DE COUPURE

Coupure franche

Certains enzymes coupent le

site  en son milieu et
produisent deux fragments
dont les extrémités sont
franches.
Coupure décalée

Cependant, la plupart
réalisent une coupure
dissymétrique : on parle dans

ce cas d'extrémités cohésives
(chaque fragment possede une
chaine qui dépasse l'autre de
quelques bases)

Recognition and

cleavage
Enzyme sequence Cleavage pattern
\ ,
EcoRt  TTTGAATICTTT | TTITG AATTCTTT
dedel CTTAAG aledede deded CTTAA G el
| 4
Hindill T T T AAGCTTTTT _| T™TA AGCTTTTT
Ll TTCGAA ke ke TTCGA A e
; {
BamHl T TT GGATCC T ™TG GATCC T Tr
dedel. CCTAGG adunbede dedl. CCTAG P
| {
Sau3A TTTGAICTTT TET GATCTTT
deded CTAG ahedede Ll CTAG el
' t
Haelll TTTGGCCTTT _ —_—_GE " CETTT
el CCGG e e CC GG e

t



METHYLATION DES SITES DE RESTRICTION ET

INACTIVATION DES ENZYMES DE RESTRICTION.

{a}

Unmethylated 5’ GAATT CE==—2 3
DNA Y ] - T T AC A G ) B
l Cleavage
Sticky
ends

AA T T C G 3
e} —o———— U

{b)

*
Unmethylated 5' GAA
DNA 3/ E—— T

£coRl will not
cleave methylated
DNA

Methylated 5’ =—=——=mx
DNA R f—————— ]




LES TYPES DES ENZYMES DE RESTRICTION

1- enzymes de type I

2- enzymes de type II : plus utilisées aux laboratoires

3- enzymes de type 111



Utilisations des enzymes de restriction.

Les utilisations des enzymes de restriction sont
tres nombreuses en biologie moléculaire.

elles permettent de fractionner TI'ADN en
multiples fragments susceptibles d’étre séparés
par les techniques d’électrophorese.

Les enzymes de restriction peuvent étre utilisées
pour préparer un fragment d’ADN dun gene
donné (insert) a étre i1nséré dans un vecteur
comme un plasmide ADN recombinant.

Les enzymes de restriction sont utilisées
couramment pour rechercher des mutations dans
le génome.



2- LES OUTILS ENZYMATIQUES AUTRES QUE
LES ENZYMES DE RESTRICTION

o Les enzvmes coupant ’adn:les nucléases

Les DNAses : Leur fonction consiste a couper
’ADN au niveau d’'un phosphate.

— Les exonucléases
— Les endonucléases

cxtrémfi\fc 5' Endonuciéase extrémité 3'
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LES EXONUCLEASES

<« exonucléase IIl : 3’-5" exonu

+» ExonucléaseI: 3’- 5 exonu (ADN simple brin)

« Bal 31: 5 — 3’ exonu + activité endonu
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LLES POLYMERASES:

o activité polymérisante des AN
2 LV ADN polymeérase 1

0 Le fragment de Klenow

0 La Taq ploymérase

0 La transcriptase inverse
0 I’ARN polymérase
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Enzymes modifiant I'ADN

o De nombreuses enzymes modifient I' ADN par addition ou
suppression de groupes chimiques spécifiques.

1- les enzymes enlevant les groupes phosphates

o — la phosphatase alcaline : elle retire le phosphate en 5' sur
I'ADN, I' ARN et les nucléotides libres. L'elimination des
phosphates en 5' empéche toute action des ligases.

2- les enzymes ajoutant les groupes phosphates

o —la T4 polynucleotide Kkinase : elle transfere le phosphate
d'un ATP sur le phosphate en 5' d'un polynucleotide.

o — les topopisomerases : Les topo isomérases sont capables
de changer la conformation de ’ADN.

Les méthylases :




Ce type\d' lzyn pe fﬂ; re; e es 2 fragments d'ADN
double brins| , -
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LES LIGASES

Ce type d'enzyme permet de relier les 2 fragments d'ADN
double brins

C'est une enzyme capitale puisqu'elle permet la construction
de molécules d'ADN recombinées.

ADN ligase

L'enzyme n'agit que si les 2 ADN sont associes par des
extrémités cohésives.

Cette ligase assure la formation des liaisons phosphodiesters
entre une extrémité 3'OH et une extrémité 5' phosphate.

4.2. T4 ADN ligase

Elle est capable d'effectuer des ligations entre 2 ADN a bouts
francs.




Carte de restriction de PADN.

Les enzymes de restriction coupent ’ADN au niveau de
séquences parfaitement définies. Il est donc possible
d’établir une véritable carte d'un gene donné par la
technique de Southern Cette carte porte le nom de
carte de restriction.

En pratique, TADN a étudier est réparti en différentes
fractions. Chaque fraction est traitée par une enzyme
de restriction ou un couple d’enzymes de restriction.
Ainsi dans I'1llustration ci-dessous. Dans le puits 1, on
dépose 'ADN digéré par Pstl seule; dans le puits 2, on
dépose 'ADN digéré par EcoRI seule et dans le puits
3, TADN digéré par Eco RI et Pstl. La détection des
différents fragments est réalisée a 'aide d'une sonde
marquée du gene étudié.



ILLUSTRATION DES FRAGMENTS APRES MIGRATION
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Exercice(l:

Un des plasmides recombinants contenant le gene
M (appelé pBM1) est digéré par les enzymes de
restriction Bam HI et Eco RI. Apres migration et
séparation des fragments d'ADN sur gel
d'agarose puis coloration au bromure d'éthidium,
on obtient les profils de restriction suivants:

Donnez la carte de restriction du plasmide
recombinant pBM1.
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