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Le clonage moleculaire

1/ Définition

C’est la recombinaison in-vitro d’'un fragment d’ADN avec un vecteur se
réepliqguant de maniere autonome dans une cellule hote.

La culture de cette cellule contenant le vecteur recombiné permet
I'amplification et I'isolement de 'ADN inséré.

Les proprietés du vecteur :

-1l doit se répliquer de maniere episomale et active
-1l doit permettre la sélection des cellules I'ayant incorporé
-1l doit posseder au moins un site unique de restriction pour le clonage du

fragment recombinant.



2/ Utilisation d’'un vecteur

- 1* preparation du vecteur : coupure du vecteur a
I'endroit exact ou I'on desire insérer la séquence a
étudier. Y
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Phosphatase . L epr
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Traitement par la phosphatase alcaline (si digestion par une
seule enzyme de restriction)
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2* preparation de 'ADN a insérer

Taille et extremités doivent étre compatibles avec le

vecteur
Foreign DNA
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EcoRI

EcoR1
lEr:uHI

A\



3* réalisation du recombinant

Mélange du vecteur ouvert et de 'ADN a insérer en présence de ligase+ATP

=> Obtention du vecteur recombinant. - e
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4* Incorporation a I'hOte et choix de I'hote
=» Indispensable pour répliquer le vecteur

La plupart du temps : hote bactérien.

Car:
- temps de géneération tres court (30 minutes)
- utilisation de bactérie non pathogenes (E. coli res-, recA-)

(parfois choix d’un héte eucaryote cf. plus loin)

= C’est la transformation



Transformation (artificielle d’E. coli)

2 methodes :

1) chimique
Traitement des bactéries au chlorure de calcium qui
perméabilise les membranes

ou

2) physique
Traitement des bactéries par un choc électrique permettant de
rendre les membranes permeéables Bacteria l

Bactenal
cell @ chromosome
= es cellules sont rendues

competentes
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5* Sélection des bactéries recombinantes
Rendement de transformation ~ 1/ 10° - 107

=» Nécessité de sélectionner les recombinants

Culture sur milieu sélectif : le plus souvent un antibiotique

- /\
|-..:..w:.--:r|

Bactena platted on medium
A+ antibiotic

’ /\ Clone bactérien

|AA

Only bactena containing
recombinant DMA grow

Culture | APas de distinction entre
DINA .
puseation - 3 recomb!nants et non
- 00 recombinants

Bactérie résistante




Pour recapituler
Foreign DNA
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Recombinant 3
DNA

4 Tr'ansfor'ma’rion/

Eactena i Bacterial Bactena platted on medm
+ antibiotic | 5

]
Only bactena containing

recombinant DMNA grow
Culture i

DNA
£3 pu:fm_a&nn QG

OO

|I-:tl-'="='|




3/ clonage orienté et clonage non orienté

EcoR1 EcoR1
EcoR1 BamHI * ER1
. . EcoRla EcoR1b
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Phosphatase
Alcaline
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Clonage "orienté"




4/ Les differents vecteurs
A — Les plasmides
a - plasmides de 1¢® génération : ColE1 (1977)

- plasmide circulaire 9kb
-10-30 copies /cellule
- production de colicine




b - plasmides de 2°™m¢ génération : pPBR322

- Taille : 4363 pb

- 2 genes de résistance

- 20 sites uniques (11 dans
les genes de résistance)

Cloning Vector - pBR322

R1 Prumu.tur

Eco

Amp" = Ampicillin
Resistance
fene

Sal1  Te™ = Tetracycline

Resistance
R fgene
Tc

Crible néqatif:

Double résistance aux antibiotiques




Avec ce type de plasmide : clonage a différents sites du vecteur



c - plasmides de 3°me génération : la famille pUC

- taille ~ 2600 pb
- 1 polylinker
- une partie du gene lacZ

&
oni v

Cloning Vector - pUC19

Eco R1

Multiple Clone Site
{MCS)

Amp® = Ampicillin
Resistance
jene

Promotor Lac?’ = Gene for alpha-peptide of p-

galacsidase. (Specialised E. colf

used contains remaining portion)
Crible positif:

a-complémentation




Le crible blanc/bleu des clones recombinants
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L'activité de la b-galactosidase
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X-Gal

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b -galactopyranoside



Crible positif : a - complémentation
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Uliman A., Jacob F. et Monod J. (1967) Characterisation by in vitro complementation of a peptide corresponding to
an operator proximal segment of the beta-galactosidase structural gene of Escherichia coli. J. M. B. 24, 339-343.



A Le contrdle de ligation

vecteur + insert vecteur + insert
+ligase - ligase
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Amp+X-Gal plate Amp+X-Gal plate



d — Plasmides de 4™ génération : systeme Gateway®

aLlf'L mitF2
withkl wllHx Cod B
51 LT LS +
Veeteur Iﬂl‘lll-lH.'Q
-.____\ Phaee lambda T
(: s = KEéaction EP Kk
[ Imt+ HIF i
utt & allfl a2
X L
att
- = = e TR = = = LiCNIOME d K conli ek a B
L-llT iF | h1 altk] kT
Intégration Excision ’E Lo q
(Int, THF) (Int, Xis, IHF) + H -:I
'-____"r'uuur e destinal .HI:I_J_.-
—mu:-——_r;-‘—-:im—--- K & — i
attL attR Riacthon LR Amp*
[ Dl & [HF & Xiz |
- atlffl allP2
attlsl altBz d:l e :b
_x*- ' Kn?

S Chine d'expreson

Amp*
=» Transformation



Application : passage d’un vecteur a un autre

ki A
=
L L2 A1 A2
AR N L L
“fm;ﬁ' + ‘ Aam;/'
B B2 Pl P2

'

Transtorm E colt and
select Ap® transfarmants

1

=80-99% correct clones



4/ Les différents vecteurs
B — Les bactériophages

Définition : virus de bactéries munis d’'un systeéme de pénétration se multipliant de fagon
autonome dans la cellule héte.

-Trés bon rendement d’infection

-Taille de 'ADN a insérer >> aux plasmides

Sheath

- Maniement + complexe

Cell wall



Cycle lytique / lysogénique (phage 1)

E. coli genome

¥

Circularized

—(88 )
Lytic L Ly sogenic
pathway pathway
5 L Prophage
Q
O~0
{ & DNA replication and {Integration of L DNA
protain synthasis) into host-cell genomiea)
¥
f__TF‘;“\
- ) e
C{ ) =» Présence des phages objectivée
@ @ @ par des plages de lyse
Lysiz
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+9ml +9ml +9ml + 9ml

=» Titration des phages

001 stockiml 0001 stock/ml
Concentration

Full Strength Actual  1/10 1/10 01/10 001/10
Stock Smd:n (1/100) (1/1000)  (1/10000)

N/

Infection des bactéries

Titre =
plages de lyses x dilution




a — Le bacteriophage A

Basic Fesures ofBacteriopage . : 48kb Bacteriophage Cloning Vector

. OF RS il i
IIE:::II'E:r T P Cos e - =
R AR RN R |!|||!||||||I:sticky} -.-_.' : Fuad < Viral
L ends ‘-H qenmgme
F *

b2 Fec- Regulation
region genes  genes

Cos

) ends Circular
OP - DHA symthesis. RS Fom

RS - Host lysis, op

Cos (gticky) ends

Single stranced DMA (12 nudeatides). One end of
the linear form is com plem entary to the ather end
thusthe crcular form can be made.

Tail <
Regulaton

b2 region genes
Mt esserntial for survival,

Rec-genes

Invalowed in recombination. bz
i Rec-

Regulation genes et genes

Genes that switch on and off eadyin process.

-

APPLICATION Principale : Banques d'ADNg




* Le clonage par deléetion remplacement

Segment & _
Bras gauche odléter Bras droit

E— —

[ |

Formation de concatémére
par laction d'une LIGASE
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| Coupure par enzyme
de restriction

Bras droit Bras gauche

=] I
M [is:] |

N, _ .
v Ultra centritugatiion en
LRAEE gradient de saccharose

Sagment

Bras ligaturés

l\./l Prédpitrgiiun des bras ligaturés
¥
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* L'encapsidation in-vitro

Concatémere de
DNA phagique




b - phage M13

Génome : 6.4kb, ADN simple brin

Structure #gg

F Pilus
/

APPLICATION Principale : Séquengage, mutagénese,




franscripht o

_/:/*_’

= promoiers == o promoier apercior

a >
— lEFTHINGOTE /‘:_r . ‘r?fu-:' ":.’].I'm' lac &
&
= N1 3 genome
MI3mpl8
mpl§
Sac 1 S I Xba I Pal Hind 1T
atg acc alg alt acg aal tcg agc g gla Coc gog gat cclcla gag teg acTIgc agg cat gca age [g gea clg gec
EecoRT Kpnl BeanH T Sal T Sph 1

1pl9

Hp Hind IIT Pst] Xba I Stricr I Sac I

atg acc atg att acg cca agc fig cat gec fgc agg teg aclcfa gag gat ccc cgg gta ccg agc fog aat tea ctg gec
Sph I Sal I BamH I Kpnl EcoRI




4/ Les différents vecteurs
c - Systemes hybrides : Les Phagemides

Maa 13

S50 | 442
Ss0 | 2960 S5p013

: Hag | 230
Fuu | 500
g, P 625

BaszH Il 813
TF
S | BaT ‘I'

Kmn| 2645

Scal 2526

Rl 2416

pBluescript I KS (+/-)

phagemic vestor
261 bp

Fam | TEE
BiasH 1 Ta2 LEL

P || 577

AT 115S

APPLICATION Principale : clonage d'’ADNc




Consargcnon Insert (cCDNA)

recombinant

ou

p Bluescript SK- LacZ &
recombinant

Insert



4/ Les différents vecteurs
d - Systemes hybrides : Les cosmides

Basic Features of a Cosmid

EcoRI

Cos site KEY
Smal

Cos site Ory' - ongin of replication.

Cos sites - pravide blunt ends.,
F - recombinant site

Antibiotic EcoRlIl _ Restriction endanuclease
gene smal recognition sequence.

APPLICATION Principale : Banques d'ADN génomiques
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Cohasive ands (cos) : Clone cos QA

Genomic DA

o222

0 e

. ©os sites that are 35— 45 kb apart.

L

Infect E. oo,
Salect lof Tel rasstancs,

Recombinant cosmid T )
replicates a5 a plasmid. m E coff cel

Caanaie DA

= Ball] Sau 34 = compatitie)

Farly cleave with . Linearize &t Aol sie
SaudA Isolate 1
35— 45 kb fragments. El safFt
o S ¥
GoE sitas
Ligata
et Wetor DMNA H
cos sites Ganomic DMA In vitro packaging recognizes two



4/ Les différents vecteurs

— N S LA A WA R WA LA™ W et WA

llIs sont constitués :

- d’'un promoteur (SV40, CMV)

- d’'un site de polyadénylation (SV40)

- Facultatif : un gene de sélection eucaryote

- Facultatif :une origine de réplication eucaryote

- Eléments nécessaires a la sélection des transformants chez les
bactéries

=» |a construction doit étre transfectée dans des cellules en
culture



ATG BxHis Eprans ™ N fessgeiias

Epiisps Wikw

Comments for pcDNA4/HIsMax /lacZ: SP163
8321 nucleotides

CMV promoler: bases 232-819

T7 promater/priming site: bases 863-882

QBl SP163 translational enhancer: bases 917-1079
ATG initiation codon: bases 1080-1082
Polyhistidine tag: bases 1052-1109

Xpress'™ epitope: bases 1149-1172

Enterokinase recognition site: bases 1158-1172
LacZ ORF: bases 1197-4247

BGH reverse priming site: bases 4328-4345

BGH polyadenylation sequence: bases 4331-4558 \ HisMax/lacZ
f1 ongin: bases 4604-5032 3

=V40 promoter and ongin: bases 5059-5368

EM-T promoter: bases 54 16-5471

Zeocin™ resistance gene: bases 5490-5864

5V40 polyadenylation sequence: bases 5004-6124
pUC origin: bases 6507-T180

Ampicillin resistance gene: bases T325-8185




Transfection : pénétration a I'aide d’agents cationiques, lipidiques ou par
électrotransfert d’acide nucléique dans une cellule eucaryote

Ex : utilisation d'un polymeére cationique

DMNA - i complexation
%@e@ of DNA
- H g binding to the
polycation g - o Y receptor

with ligand +

— ﬁ\ﬁ@'
L
endocytosis k endosome
nucleus @
8

wﬂckmg "‘*-""'




4/ Les différents vecteurs
D — les vecteurs viraux

Un exemple : les lentivecteurs (lentivirus)

Genome map of Lentivirus

Linkage - protein. structure + function
= 3

Envelope env
- Surface projections  glycoprotein SU
Outer anvelope glycoprotein TM

Matrix gag protein MA pi7
Major Capsid 939 protein CA p24
Nucleocapsid gag protein NC p7-11

© - amm FEVErse transcriptase
. &= polymerase

tnw l tat
gag I ) / f
pif lpid [ ps | pb| | pol | _anv < l . ne
LTR (Prot RT RH INT | B | op120 |gpet]

VPr rev

CMV 5'LTR

gag
RRE
cPPT

CMV

AmpR

PUCORI = pMIF-cGFP-Zeo-miR

Cat.#MI301A-1 -
MI341A-1

copGFP
Sv40 ORI

SV40 Poly-A
3'ALTR
Pre-miRNA  WPRE

ZeoR



Yertar comstruct
LAY

»r = | h r
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Packaging comstruct
Aap .-.1..r « Hav
oy g -q-]'.g,u;-ll-L-_-' G
iz,
kRE C}% = o
Envelope constrmet e e 55"?', i
Y i polrs & o
-

Titer of physical particles:PP Titer of infectious partizlaz:IP
amount of p24 (FACS : TU/mL)
1fgp2d =12 pp @QPER : V&/mL

Transduction : infection in-vitro d’une cellule eucaryote par un vecteur viral.



5/ Les chromosomes artificiels

a — les YACs (Yeast Artificial Chromoso
Sfil - Not | DNA génomique
ARst  CEN :Sma IO ;
TRP1 \
Site de
clonage
SUP4
Amp" p YAC2 Sfi 1 - Not |
ORI Xho |
( URAS Digestion par
e Bam Hi Xho | enzyme de restriction
7eL ) 4{9 (totale au partielle)
S TEL
HIS3
Sélection des fragments
Coupure par Bam Hl de taille requise (%FGE)

Traitement a la phosphatase

Coupure par Sma |

—im-mm | -

Ligation

INSERT

150 & 1000 kb
YAC Recombinantl

Taille des inserts 150 — 2000 kb

m

e)
7/



5/ Les chromosomes artificiels
b —les BACs (BHPTPFI2| Artificial Chromos

. Naw? ey — S W e’ B = wun & v- = >

7P
O
=

(

N

« BAC vectors are similar to standard E. coli

Not | 5
plasmid vectors Hril
- Contain the origin and genes encoding the ORI-
binding proteins required for plasmid replication \ "
- derived from a naturally occurring lange plasmid, the 7 o

F-factar
- Low copy number (1-2 copies per cell) parA,parB et repE sont
des genes requis pour
la stabilité du BAC.
« OriS est une origine
de réplication
« CM : gene de
résistance au
chloramphenicol

- Low transformation efficiency overcome by
electroporating recombinant DINA into £ coli

*  Advantages of BACs compared to YACs
- Stoble
- Ease of transformation
- Speed of growth of £ colihost
- Simpler to purify
- More user-friendly

Taille des inserts 130 — 150 kb



