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QU'EST-CE QUE LE GENIE GENETIQUE?

Le génie génétique est le processus par lequel on identifie et isole
I' ADN d'une cellule vivante ou morte pour |'introduire dans une autre
cellule vivante. Comment les scientifiques peuvent-ils faire des
manipulations génétiques? Ils utilisent la technologie de recombinaison de
|' ADN.

I'ensemble des outils et des techniques de la biologie moléculaire
permettant, de maniére controlée, |'étude de la modification des génes
: leur isolement, leur clonage, leur séquengage, leur découpage ...dans
un but de recherche fondamentale ou appliquée

TECHNOLOGIE DE RECOMBINAISON DE L'ADN On appelle
technologie de recombinaison de |'ADN les méthodes mises au point pour

isoler, manipuler, amplifier, couper et épisser des séquences
identifiables d' ADN.
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1. Lyse des cellules et dissociation des nucleosomes

2. Extraction par Phénol/Chloroforme (déprotéinisation)

3. Précipitation alcoolique (éthanol ou isopropanol)
(ADN sous forme solide [pelote d '"ADN])

4. Redissolution de 'ADN (H,0,...) = ADN pur et concentré
5. Dosage et vérification de I'état (= qualité)

B/ Autres techniques d’extraction
- Kits commercialisés
- FTA Card
- Automates




2. Des outils enzymatiques pour étudier | '/ADN

iquez sur Clutils pof
les fichiers au forrmat

% (endonucleases, DNAses...)

(ligases)
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ROVRL
VOV CEDITE ;
=~ . o (polymérases...)
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(polymérases, Kinases...)

(polymeérases...)
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ce puis se déplace sur 'ADN
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S'GGCC 3

3' CCGG 5°¢
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La technique la plus utilisée pour la séparation

des acides nucléiques: L'électrophorese

\/

Dans un milieu donné, la séparation des particules se fait

Principe général:

en fonction de leur charge électrique et pour des charges

identiques, en fonction de leur taille.



ELECTROPHORESE DE L'ADN

= technique de biologie moléculaire - séparer des fragments d'ADN
de différentes tailles en les faisant migrer dans un gel en les

soumettant & un courant électrique.

»Le gel est constitué d'une matrice de polymére baignant dans un

tampon conducteur.

»Deux principaux polyméres sont utilisés : |'agarose et le

polyacrylamide.




Principe:

basée sur la séparation des acides nucléiques chargés
négativement a pH 7~8, vers |'anode (+) sous |'effet d'un
champ électrique. Cette séparation s'effectue a travers la

matrice du gel en fonction de la taille des molécules.



L’ADN charge (-) migre
toujoura vers le pole + (anode)

L’ADN migre genéeralement
on fonction de ea taille

Lee pores du gel sont d’autant

plus petit que le % en agarose
ou en acrylamide eet grand




Electrophoreése sur gel d'agarose

@ L'agarose = polymere a base d'agar purifié. Différente
puretés d'agarose sont disponibles. En général, d
@ L agarose est utilisé & des concentrations de 0,5% a 2%
(poids/volume) et permet de séparer des molécules de tres

grande taille, principalement de |"’ADN ou de |'ARN ;



Le gel est exposé a des
rayonnements ultraviolets,
le BET colore I'ADN en une

couleur rouge-orangée

] 'Photographiel e
dwgel.

et

Un gel d'agarose avant éclairage

sous ultraviolets

Puits :

1. Echelle de marqueur de poids
moléculaire (1kbplus) 2. vide, 3. Un
produit de PCR d'une ftaille
|égérement supérieure a 500 paires
de bases 4. Fragment d'environ
4.5kb d'un Plasmide digéré par une

TDLTECHNIQUES DE senzymende restriction

A ST



Révelation de I'ADN

Le bromure d'éthidium (EtBr) = a la fois un agent

intercalant et un fluorochrome.

Structure aromatique plane > s'intercaler entre les paires
de bases > détorsion de la double hélice et émission de
lumiére (fluorescence) dans le rouge-orange lorsque le

complexe ADN-ETBr est excité en lumiere utraviolette.



Materiel nécessaire :

Diszclution de '3
Laisser refoid

Tarpon d echans!
»,’F pon d'echantilon Ajouter BET
wJive "
O3z de bulles
Suppor: + scotch S5 s e Ghice .
Pegne Cuv rose . mise en place du peigne.

Erisu (chauffags de I'agazose)

Mize sous tersion
Cathode [-) =t anode
Migration des molecd

chargess positi \ )
&1 nagativernent N

ADN pcifphozphate
donc pofanion donc du - au +

be de 'agarcse

Lectare sous UV - BET

Migraton

Sleu clar - Xflene Cfancl, ADN grande taile

Sleu fonce - Sleu de Bromophencl, ADN patite taille. frort de migration
Varable seloz e agar



Facteurs affectant la migration

@La longueur de la molécule d'ADN : la séparation se fait en fonction du
poids moléculaire et donc de la taille de I'ADN.

@La concentration du gel: 'augmentation de la concentration réduit la

vitesse de migration et permet la séparation de fragment d’ADN de plus
petite taille.

@Le voltage: plus le voltage est important, plus la vitesse de migration
augmente. Toutefois le voltage est limité en intensité (5V/cm): un fort
voltage = augmentation de température (fondre le gel).

@La conformation de I'ADN: I'’ADN plasmidique, non digéré par une

enzyme de restriction, migre a différentes vitesses (du plus lent au plus
rapide) : ADN circulaire, ADN lineaire et ADN superenroulé.



3.Elaboration de Cartes de restrictions

Définitions

Grace a une telle carte, il est facile de prévoir la taille des fragments

produits par digestion par une seule ou plusieurs enzymes de

restriction.



'Nomenclature

‘\N umeoero
Genre : Lsr_ herichia zfgc;rg

Espece : coli plusieurs
Variéte : enzymes)



Enzvimme

Organism from which derived

Target sequence

(cuat at ™)

5" —=3"
Ava 1 Anabaena variabilis C*C'TCGAGG
Bam HI Bacillus amvioliguefaciens G*"GATCC
Bei I1 Bacillus globigii A*GATCT
Eco R1 Escherichia coli RY I3 G*AATTC
Eco RI1 Escherichia coli R245 *CCATGG
Hae II1 Haemophilus aegyvptins GG*CC
Hha l Haemophilus haemolyvticus GCG*C
Hind 111 Haemophilus inflenzae Rd A*AGCTT
Hpal Haemophilus parainflenzae GTT*=AAC
Kpnl Kliebsiella pneumoniae GGTAC*C
Mbo 1 Moraxelia bovis *GATC
Psrl FProvidencia stuarrtii |CTGCA*G
Sma 1 Serratia marcescens CCC*GGG
Ssr I Srrepromyces stanford GAGCT*C
Sail Streptomyvces albus G G*TCGAC
Tagl Thermophilus aguaricus T*CGA
Xma 1 Xanthamonas malvacearum C*CCGGG




Exercice 1
Soient les enzymes de restriction
BamHI, Pst I, Xhol et Mbo I dont les sites reconnus sont :
e BamHI : 5' G/GATCC 3';
e Pstl:5 CTGCA/G3';
e Xhol: 5 C/TCGAG3';
e Mbol :5' /GATC 3.

Recopier la séquence de I’ADN et encadrer les sites de restriction en
indiquant la position des coupures.

5" ATACGGGATCCGAGCTCTCGATCGTCTGCAGAAATTCC 3’

3’ TATGCCCTAGGCTCGAGAGCTAGCAGACGTCTTTAAGG ¥’



Exercice 2:
Un fragment d’ADN lin¢€aire

1.Coupe¢ par I’enzyme EcoRI donne un fragment
de 8Kb, un de 4 Kb et un de 3 Kb

2. coupe par ’enzyme Smal donne un fragment
de 9 Kb et un de 6 Kb.

3.Coupé par les deux enzymes EcoRI et Smal
produit un fragment de 6 Kb, un de 4 Kb, un
de 3 Kb et un de 2Kb.




Exercice 3:

Un plasmide recombinant contenant le gene M
(appelé pBM1) est digéré parles enzymes de
restriction Bam HI et Eco RI. Aprés migration
et séparation des fragments d'ADN sur gel
d'agarose puis coloration au bromure
d'éthidium, on obtient

. £
suirvants: FeRl  Boatll +
kb — femil)
* Donnez la carte de Gkb — .
restriction du plasmide — i 4kt

% S kb
2 kb
2 5kb

recombinant pBM 1.

i kb



II1- Détection, caractérisation et identification
des AN

» Marquage
» Hybridation moléculaire
» Southern blot



* Certains types d’expeériences (Southern,
northern, hybridation 1n situ, ...) nécessitent de

visualiser une hybridation. Pour cela, 1l est
nécessaire de marquer un acide nucléique

(ADN ou ARN simple brin) qui prendra le
nom de sonde.



Une sonde nucléique = Séquence d'ADN ou d'ARN
marquée (par un composé fluorescent, un radioisotope,
ou une enzyme) que l'on utilise pour détecter des
sequences homologues (complémentaires) par
hybridation in situ ou in vitro.




Les différents types de marquage

Marquage radioactif dit chaud
- Marquage froid dit biochimique



L’atome ou le groupement incorporé est
RADIOACTIF

(ajout d’un radio isotope tel que 32P, 35S,
3H).
Marquage interne

Marquage externe



a- Marquage Interne :

Utilisation de 2 enzymes :

- DNAse I pour générer quelques coupures simple brin dans le
fragment d'intérét

-DNA pol T pour dégrader |'ADN dans sens 5'-3' au niveau de ces
coupures et repolymériser en présence d'un nucléotide chaud.
L'ADN double brin traité par la DNAse I est clivé au hasard. La
réparation des coupures réalisées par la DnAse I nécessite |'action
de |'ADN polymérase I en présence de désoxynucléosides

triphosphates marqués au phosphore radioactif (32P).



* un ou plusieurs des oligonucléotides
s'hybrident avec la séquence en 5 du
fragment d'intérét (ADN simple brin) et
servent d'amorces pour la synthese d'un
deuxieme brin.



B- Marquage externe

T4 polynucléotide kinase ajoute un P32 en
5" (sonde peu radioactive)

“ avec une ADN polymérase: ADNPolI ou T4, Taq pol
(PCR) (sondes tres radioactives)

% avec une exonucléase
% avec une terminal ftransférase

ADN lli'l] I






Clonage moléculaire

=* .
: - "*y *‘ -

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

U n clone est un ensemble de cellules qui ont toutes le
méme génome et qui ont une origine commune
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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 r'ecombinan'r
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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 vé




>comment obtenir I'ADN d&

Pol 'A.l taul
5 P

- m—— AAAAAAAA
| TTT1

J-A Da l'til‘ de l, ARN: t\";i"g?;‘::_ ()lnuo(drl)mnw

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

MO laE e TR Vs WS



>»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 . i g j=

fork -
e \Q\x N
- 15.;&\ i T '-/>}-?ETI-<\<“:_:;_.._ Daughter plasmids

» possedent un polylinker ou site multiple =

unique de restriction

de clonage N %)
= =1l
= =
>Possedent des Hinsl 4y L
Sphi e _
Sélection de la C 5:::'1 H'ﬂ'l]lu'-"‘ dans lagquoalo
. Xt da 'ADN oxogbne s
>Supp0rtent I’i Bamtil paut ftre msdrd | and.
[a) Sequence aof paly Smal
Sadl A pard Hirngill
Sad 4 "y
G.ﬁ.ATTEﬁGAGETC Ecofl i:_EAAECTT
Eoor! Polylinker Vecteur plasmidique

de clonage



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



»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

»Confére la résistance a un ou plusieurs antibiotiques=
sélection

Polylinker

armp” 2Rl

FPlasmid vector



Les pl\qsmides de premfiiére\\géératjon:. .

(exps CoIE ‘ 11C & C's avec ces
plasmides , .,' vieffe ' 2s [1er clonages
(clonage génique)¥Be ¢ "'/ ides’a/ I'état
naturel,/ Mais ils

, Iabora’ronr‘e.
eliorés. -

M " -~
N




Plasmide de deuxiemefgenc@ntiR: L. . . &
(expi la serie pBR312 a T
plasmides _naturels: plas ide,
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>Comment |'ADN d'intéret et le
vecteur sont -ils liés?

| >Les cellules hotes?

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

| >Les intéréts du clonage?

(4
“.com
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Phosphatase
alcaline
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Recormbirnares DNA
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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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transformation

une des colonies de bactéries
selectionnées




>Le, taux de transformation des bactéries est
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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:
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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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