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Les enzymes de restriction

LFiChe 1

Définitions:
" ce sont des endonucléases dorigine bactérienne

* elles reconnaissent chacune une séquence précise d’ADN (4,6 ou 8 pb de long) et coupent & un endroit precis dans cette
séquence (= site de restriction). Ces séquences sont le plus souvent palindromiques {=symétriques).

* on dispose d'une centaine d’enzymes de restriction connues, purifiées et utilisables in vitro

Deux types d’enzymes de restrictions:

" a bords francs : I'enzyme coupe au méme endroit sur les 2 brins

= a bords collants : I'enzyme ne coupe pas en face sur les 2 brins, cela libére des extrémités monocaténaires 5 ou 3.

Fluunnes
Nom 1

Crpenae Bacierennes sounhe e e renonng
e i enizy e

Bucilivs amyiol junTazieas H Baryy =7 ...:m u Mﬁmm G .
Escharichis colf Pyis Foo Ry mm %M M W
i i Fe 1 CrGLAG
GAEGTC
Sorrat Marecreons b SmaH1 MWMMMM
Roodupseudomonas sphiseroives  Bsa Hb M_w m.



Les plasmides -2

LFiche 2

Certains plasmides ont été modifiés pour servir de vecteur en génie génétique. Ils

contiennent:

Exemple de pBluescript:

*Une origine de réplication bactérienne

"MCS: Site de clonage multipie: séquence contenant un grand
nombre de sites de restriction différents, permettant d’ouvrir le

plasmide et d’y ajouter I'insert
A\ - y-v s .
*Gene marqueur de la transformation: resistance

*Gene marqueur de ligation lacZ qui code pour la

Pgalactosidase, pour sélectionner les bactéries ayant intégré un

plasmide avec insert, %'

Test de dosage blanc/bleu:

La Bgalactosidase transforme le substrat X-Gal en un produit

bleu brillant.

Cellule+pBuescript sans insert dans MCS=colonie bleue Si

cultivée sur bofte avec X-Gal.

Cellule+pBuescript avec insert dans MCS=colonie blanche: )
fonction du géne lacZ perdue: enzyme non produite s o ¢ et

*Promoteur T3 et T7 flanquant le MCS: en ajoutant la
polymérase correspondante & ces proemoteurs, on peut
synthétiser soit I'ARNm sens (normal) soit I’ARNm antisens

transcription
a partir du promoteur de T3
.

~
sites de reconnaissance
des enzymes de restriction

WW.'.\\:;: lac Z
_ w17
& I'ampicilline ) ) -~ MCS ~T3
amp! pBluescript
L
ol
- »
{
A
\ o /%m
b Origine ¥ )
de réplication Y :Wm?
+ .rf.\ Qﬁ.
S Ny
NN
,.wzmuﬁ 4
RS
* . l:dw..\;/._v\
¢ £
A
Lee 8
¥ .
. ol
o W
* N
o transcription & partir
w.m Mﬂ&:mozvn_cj aﬁ ﬁuﬂoacﬁmﬁwﬂa@ d:ﬂ
a partir du
promoteur . T3 3" G
de T3 transcrira 5 L0 M 7
le brin du bas 5 e
eh ARNm

la transcription & partir
du promoteur de T7
transcrira le brin

du haut an ARNm



Le clonage -2

| Fiche 3

Création d’un plasmide recombinant

*Préparer l'insert en ajoutant un court fragment
d’ADN synthétique comportant un site de
restriction

*Le plasmide et I'insert sont coupés par une
enzyme de restriction BamH1; les extrémités sont
complémentaires et s'hybrideront.

*Réaliser une ligation entre l'insert et le plasmide

promstes

2/

piasmides recombinants cellules d°F. celi compétentes

- -
b chromosome
quelques cellules
bactériennes
incorporent
des plasmides
recombinants
&
selection
des celivles
contenant |
le plasmide | E. ¢pli contenant
E. coli sans plasmide 8 le plasmide est capable
mourra et ng n«oa::m.\i]ill e de se mmi,wﬂnum_,
pas de colonies ~—per i, _'.FT; et de se diviser
e, I
s g
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Introduction des plasmides recombinants

dans des bactéries

*Traitement des bactéries au chlorure de calcium
pour rendre la paroi plus perméable & I'ADN



tion d’ADN et d’ARN

iCa

Extraction et purif

Fiche 5

Objectif : obtenir de 'ADN ou de I'ARN purifié ( sans trace de protéines, lipides, ions etc...) a partir de cellules
bactériennes, végétales ou animales.

Protocole :

» Extraction

*Broyer 1 tissu pour libérer des cellules isolées 1
*Lyser les cellules pour libérer le contenu du cytoplasme et du noyau
*Centrifuger pour éliminer les débris, membranes, mitochondries

*Conserver le surnageant { qui contient les acides nucléiques)

¥ Purification

*Faire passer le surnageant dans une colonne qui retient spécifiguement I’ADN
génomique, ou I’ADN plasmidique ou les ARN. Les contaminants (protéines,...) ne sont
pas retenus et sont donc éliminés.

*Eluer par un tampon approprié, qui décroche I’ADN ou I’ARN retenu dans la colonne
une solution trés pure d’ADN ou d’ARN est ainsi obtenue.



Criblage d’une banque

Fiche 7

Sélection de clones d’ADNc

*apres avoir construit une bangue d’ADNc qui peut contenir plusieurs milliers de clones d’ADNc différents, il faut pouvoir
identifier les clones qui contiennent I'ADNc qui nous intéresse:

*bactéries ensemencées sur des boites d‘agar
*les colonies sont ensuite répliquées sur une membrane de nylon
*traitement des membranes avec un détergent pour lyser les cellules fixées

Sélection avec une sonde oligonucléotidique radioactive Sélection par un anticorps utilisé comme sonde

straitement des membranes & I'hydroxyde de sodium pour rompre les liaisons
H entre les brins de I'ADN fixé & la membrane de nylon et s'assurer que I'ADN

est sous forme simple brin transformer tas protéinas
celiules bactariennes humaineg
g exprimées
> o dans les cadules
' — hactérignnes
met gin lys pha asn séquence connue de la protéme
Sequence "ADNC Bma,.?mum y
AUG CAJ AAY UUY AAY toutes les séuences possibles fumain m MWMMMM:M Mw_m@m%m
de I'ARNM o

synthétiser | } - b nnﬁnwv
w 16 amorces ﬁﬁ_.su,.f n.»_.l. wb:s\.xw rL,m.h oeq. & GLs

ATG CAL AR TTT Aal oligonucleotides o' ADN ertlever
i ¢ : H mambrana

matquer chague oligonuciéotide ay moyen
de la polynucléotide kinase + vEPATP

[ F]
*
La¥avaN £ it
"N o L) o
A @ =
1. ngutier Ie filire avee Manticorps primae Ml
* &
. ' 2, inguber e filire avec un-anticorgs
! = les pratdines secondsita auqusl set fixde
e st fixent la phosphatase slealine &
E ; ) a la mambrane
& membreng incubde =
(i avee les oligonuciéatides ihy
radiomarquss o
P S .y
(-]
ajoutsr le substrat
pour la phosphatase alcaling ;
L un produit colaré apparait
clone hybrids &
film sensible un ofigonucléatide
aux rayons X
ay ; -
i
: & @ L
B & it

calonie hactérianne
spacifique identifide



igncage de I'ADN

Le séqu

Fiche 9

Objectif: déterminer la succession des bases dans un fragment d’ADN donné

Protocole:

* mettre I'’ADN a séquencer sous
forme simple brin , de maniére &
pouvoir realiser sa réplication in
vitro

= synthétiser le brin
complémentaire in vitro en
fournissant: une ARN Anpi
polymérase, une amorce d’ADN
(10-20 nucléotides
complémentaires du début du
fragment a séquencer) et des
dNTPs,

* gjouter des ddNTPs
(=didésoxynucléotides, cad qui
n‘ont pas de -OH en 3’} dans le
milieu réactionnel : ils sont
ajoutés normalement par I’ADN
polymeérase a 'extrémité 3’ du
brin synthétisé, mais ils ne
permettent pas I'accrochage du
nucléotide suivant —arrét de la
synthése de ce brin
definitivement aprés le premier
ddNTP incorperé par I'ADN
polymérase,

=realiser 4 tubes en paralléle pour
séquencer un fragment avec
chacun des ddNTPs.

*Dans chacun des 4 tubes, une
famille de brins complémentaires
est obtenue. Ces brins sont de
longueur variable mais ils se
terminent tous par le ddNTP
ajouté dans le tube

0 L AT QU GTANSVARS 7 30H
ADN matrice monocaténafre

hybridation
d'ung amoree nucléoiidique

§F SARIE T TR LA AR 1 TG 5401
O BT 5P
~ + AGN polvmidrass
+ + [358]dATP
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4 dNTP £ dNTP 4 dNTP
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H. o RIMGRLUI R o, 8 WL AT OB ECR SRR 3 11 hé;‘QF%&u oLy i
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ARBUARR NS £ i LI RN ¥ m CACATES =) £ v
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T N — ey T
Toules les chalngs 25 Toutes _m_m chaines Toutas las chaines
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e A
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:
#
[séquence §'-3'
du brin néosynthétis)

R

*Séparer les fragments sur gel d'électrophorése d'acrylamide, ce qui
permet de connaitre I'espacement & un nucléotide prés entre tous les
A dans la séquence (tube avec ddATP) , tous les T, les G et les C.

*Déterminer la séquence du fragment par comparaison des 4 pistes
sur le gel du bas vers le haut, des plus petits fragments vers les plus
grands.
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Southern et Northen Blot-2

ire :
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écu

Technique d’hybridation mol

Fiche 10

ﬁuo_n_m moléculaire dleve

.Mrﬁlmgm/:s_nnc_m_a bes]

S i
- 3 les fragroents d’ADN
/ 1\\u_mm séparent sejon leur taille

\
dans un champ électrique /J/; ...X\
R, préparation du
Lm, transfert Southern
i | - B
o |

[

solution saline | .ﬁs!m 1 N
gal d'agargse —J [ | meche de papier filtre
membrane de nylorn — i
empilement de serviettes ——

&n UWEHGﬂ

I'ADN sa transfére du gel vers la membrane
da nylon parce gua ta solution passs
au travers du gel et de ta membrane
en allani vers les serviettes de papier

K.ﬂ _|| membrane da nylon
(= e ———
: Vf.r membrane de nylon
mr incubéde avec une sonde
get d' wwm_dmm

d'ADNG radloactif
{hs}

Unm&

TRt — memmhrane
! de nylon exposde “
a un film sensible .

aux rayonsg X

laver s membrane
de nylon

la sonde génomigue
s'hybride a fa séquence

tomplémeantaire
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1/ Technique de transfert Southern

¥

1. Dénaturer I'ARN

2. Séparer les ARN sur un gel d’agarose dératurant
gel d'agarnse

marqueurs
de taille

3. transférer I'’ARN sur une membrane

2

4, incuber la membrane avec la sonde d’ADNc

ko

Fatats

5. autoradiographie
£
ARNm spécifique — sk
détecté par la e SEs
sonde d"ADNg oE
L2
m “a
[%4]

2/ Technique de transfert Northern

ARNm
de
CYP2B1

T

3/ Un transfert northern révéle que le géne
CYP2B1 est surexprimé chez les animaux
auxquels on donne du phéncbarbital

Extrait d'un animat

non traité



l.a PCR

Fiche 11

PCR: Polymérase Chain Reaction

Objectif: réaliser I'amplification d'un fragment d’ADN par réplication in vitro ( et non pas in vive dans une bactérie)

_uzsn__um“ . L.
* '’ADN double brin 3 amplifier est dénaturé par chauffage { povs amone 2 fj..gf F??,v

= 2 amorces sont utilisées en méme temps, elles encadrent la sequence a amplifier et s’hybrident chacune sur un brin
différent, en se faisant face,

* une ADN polymérase purifiée est ajoutée dans le tube, elle réplique les 2 brins modéles en paralléle, 3 partir des
amorces

= 2 molécules filles sont alors obtenues dans la région & amplifier

* les 4 brins d’ADN vont maintenant pouvoir servir de brin modéle pour un deuxieme cycle de réplication.

eycle 1
#
u,w..“ i g g
— y
5
_ allstye wu aimergen
AprutEr s ambre s .
cligutnighegt diges
|
 cycle 2] _— o — )
e — d
k-1l o ——
ik A s arE S e —
b i B que AR i ]
Hibs TN HEGHS § [ ol m
i RS o T by E
GeEnplimgraires slionge ey amornmey ﬂ%ﬁllm
PR
.1
 cycle 3 | L
ali s BT AL -
i -~
— e
=
[ ot ainsi de suite | —
e
-
. —
= L am——




teur-1

ene rappor

M

Etude d'un promoteur par g

I

Fiche 12

Objectif:1dentifier les facteurs de transcription specifiques et les zones du promoteur qui jouent un rdle dans le taux de
transcription du géne étudié.

Principe :

* le profil d’expression d'une protéine donnée dépend principalement de son promoteur et des facteurs de transcription

specifique présents & un moment donné dans la cellule.
= comme les protéines étudiées sont le plus souvent difficiles & détecter ou doser (proteéine mal connue, pas de protocole

by

facile,...), la séquence codante du géne a étudier est remplacée par la séquence codante d’une protéine facile a détecter
ou doser ( =protéine rapporteur):
-proteéine CAT (chioramphénicol acétyl transférase): enzyme facilement dosable in vitro
-protéine g gal (4 galactosidase): enzyme facilement dosable in vitro et facilement détectable in situ
(produit formé bleu )
-protéine GFP (green fluorescent protein) : protéine naturellement fluorescente, donc facilement détectable
in situ
* si le promoteur est inchangé, cette protéine rapporteur sera produite dans les mémes conditions que la protéine a
etudier : dans les mémes tissus, avec le méme profil d’expression en réponse & certains signaux ou durant le
développement.

Protocole

* Construire un géne recombinant : promoteur du géne & étudier + sequence codante du géne rapporteur + signaux de
fin de transcription

géne rapporteur

promoteur a caractériser
~ ¥~ signaux de fin de transcription

*Introduire ce géne dans un plasmide
=Transformer des cellules en culture ou des organismes avec ce plasmide
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L'inactivation de gé

Fiche 13

Objectif:
supprimer |'expression d’un géne particulier dans un organisme, dans un but soit d’'amélioration agronomique (géne

néfaste pour I'utilisation par ’'homme de cet organisme) soit de recherche (découvrir a quoi sert ce géne en analysant les
problémes entrainés par son absence).

Principe :

un ARN anti-sens est un ARN complémentaire de I’ARN messager du géne a inactiver

* dans la cellule, il s'apparie de maniére stable avec cet ARNm cible, ce qui empéche toute traduction au niveau du
ribosome, donc plus de synthése de la protéine codée par I'ARNm cible,

* |'expression du géne cible est ainsi trés fortement voire complétement inhibée.

normal gene X chromosome The antisense RNA
~ EEE L. LT T e strategy for generating dominant
negative mutations, Mutant genes that
have been engineered to produce
GENE ' gene X aftered 1o make antisense RNA, which is complementary in
ADDITION antisense ANA sequence to the RNA made by the normal
gene X, can cause double-stranded RNA

waiiuuS&%m:mamnmmw.mpwmﬁmﬁnﬁmo?:m
I comtateaat— L ; antisense RNA is produced, it can

. hybridize with-—and thereby inactivace—
_. Ratdas “ :womﬂ of the normal RNA produced by
g e—— G 2MISENSE gene X. Although in the future it may
R [ ) } s become possible to inactivate any gene in
this way, at present the technique seems
q to work for some genes but not others.

EReER—m—E>  RNA double helix
. _

FORMATION OF mRNA/RNA HELIX PREVENTS THE SYNTHESIS
OF A PROTEIN PRODUCT FROM NORMAL GENE X

Protocole

* Construire un gene recombinant : promoteur du géne cible + séquence du brin anti-sens (au lieu du brin sens) +
signaux de fin de transcription.

* Transformer les cellules avec ce géne recombinant

* Régénerer des individus transgéniques, mesurer le niveau d’expression du géne cible dans chaque individu ,
se¢lectionner les individus présentant une inhibition totale ou trés marqueée.
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Fiche 15

construction génigque —\
N

(e
isoler des coufs
fécondsés

—— noyau dérivé
du spermatozoide

-— novau dérivé
de ['cauf

injecter la
« construction génique »

Nl

L

implanter les czufs
dans une meére porteuss

ﬁ/ﬂﬂv souris
@ nouvelles-nées

(&)

Ex: le gene de la métallothionéine contient une
séquence activatrice pour les ions de métaux
lourds

*Les souris + portent le transgéne
*Les souris - n‘ont pas le transgéne

Principe: Un animal transgénique est produit par introduction d’un géne étranger dans le noyau d’'un ceuf fécondé.
L'ceuf est implanté dans une mére porteuse et la progéniture testée pour déterminer si elle porte le géne étranger,

.
e —cmnaagy  TECherCher
le transgéne

géng structural

séquence de 'hormone
flanquante 5° : de croissance du rat
odela N}
metallothiondine \/!a — Bam Hi
de souris N.

plasmide
h digérer avec Bgi | et Bam HI

\ Bam HI

. . . injecter fes caufs
séquence activatrice

pour les ions i ﬁm "
de métaux lourds po~~ 'Mplantation

"

pups

o~ ajouter Zn?* dans |'alimantation
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Question de génie génétigue (temps conseillé 1h00) :

Un ADNc codant pour le gene X de souris a été cloné dans le site EcoRI du vecteur pKS
(figure 1). Aprés ligation, on transforme des bactéries,( prépareées a partir d’'une souche
sensible a r’ampicilline) par le produit de cette figation, puis on étale les transformants
sur un milieu en présence d‘ampicilline et de X-gal.

Figure 1 :

Rappels : Ori :

Ampicilline

origine de réplication, MCS : site multiple de clonage.

1) Quel type de colonies contient les plasmides recombinants et pourquoi ?

On prépare I'ADN plasmidique a partir de deux colonies A et B. Les plasmides
recombinants pKSXA et pKSXB ainsi obtenus sont digérés par des enzymes de restriction.
La taille des fragments d’ADN obtenus est mesurée aprés migration électrophorétique sur

gel d'agarose.

2) A partir des résultats, établir les cartes de restriction de pKSXA et pKSXB.

Enzymes Tailles des fragments
obtenus (en kb)
A pKSXA pKSXB
~ X |[EcoRI] 4¥3 4+3
F- 0 1Scal 7 7
’\}\\ 7 “Bgl I R A
/" |fBam HIf 54T 4+2+1
Sal I 35 | 6.5+0.5
dpa > 3:7+L:7+1.6 | 4.7+1.6+0.7
Bglll'+ Sall | 3.5+2.5+1 | 44+2.540.5
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