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Obtention de I’ ADN recombinant

Nouvelle combinaison de I' ADN d un genome donneur (qui peut etre
de n'importe quel organisme) avec 1" ADN d un vecteur qui peut étre
d’origine completement différente.



Le clonage permet l'insertion d'un fragment d’ADN dans
un vecteur permettant ainsi d'en obtenir plusieurs copies



Obtention de 'ADN recombinant
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Obtention de 'ADN de

‘'organisme donneur

A partir de I'ADN génomique (chromosomique):

L "ADN génomique est obtenu a partir de lignées cellulaires, de
tissus ou d organismes entiers en fonction de la taille de [ organisme.

Pour un organisme donne on part de n importe quel lot de cellules.
I"’ADN génomique sera le meme.



Ordre d'idée de la taille des génomes

Espece modéle ‘ Taxon b de chromosomes Tadlle du génome Hhﬁi:ﬁm
ims de l grppe ¥ims ARN simple hrin 13500 Tp 12
Bactriophase T4 Virus | (circilaize) 165000 by 200
Eacherichia col Bagtiriz | (circulaize) 471 4000
‘Sancharomyues cerevisiae Lscomycete 16 14 Mh 6000
Arsbidopsis thaliana Crucifere 5 100 Mb 25000
Caenorhabdits elegans Nirmatode ; 100 M 13500
Drosophila melinopaster Trgecte 4 165 Mb 1200016000
Mus musculus Mammifére 20 3400 M 25000-30000
Homo sapizns | Mo 2 | 300 Mb 25000-30000
Nombre de génes

Homme/Souris 3000 Mb 30 000

Nematode 97 Mb 20 000

Drosophile 160 Mb 14 000

S. cerevisiae (levure) 12 Mb 6 200

E. coli (bactérie) 4.7 Mb 4 000



Obtention de I'ADN de |'organisme donneur
A partir de I'ARN:

Principe de la "reverse transcription”:
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Informations portées par I’ADN donneur

Sur I'ADN génomique:

région codante et non codante
(régions promotrices, régulatrices)

Sur I'ADN complémentaire:

région codante,
mais 11 y a aussi les régions (5'et 3™ non traduites)
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Les enzymes de restrictions

Définition: sont des enzymes bactériennes qui reconnaissent des
sequences specifiques sur 'ADN de 4 a 8 paires de bases, et qui
clivent I"ADN sur les deux brins au niveau de ces sites. Elles
coupent I’ADN au niveau des ponts phosphodiesters.
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Les enzymes de restriction

Caractéristiques:

e ]a plupart des sites sont des séquences imnversées répétées
(palindromes) cas de EcoRl: 5 GAATTC 3°
3 CTTAAG 5°

* Coupure avec formation de bouts collants ou a bouts francs:

5 ‘rentrant 5 “sortant bout franc




Enzyme | Organism from which derived Target sequence
(cut at )
5' =31
Aval Anabaena variabilis C*CTCGA/GG
Bam HI | Bacillus amyloliquefaciens G*GATCC
Bel 1l Bacillus globigii A*GATCT
EcoRI Escherichia coli RY 13 G*AATTC
Eco RII | Escherichia coli R245 *CCATGG
Hae Il | Haemophilus aegyptius GG*CC
Hhal Haemophilus haemolyticus GCG*C
Hind Il | Haemophilus inflenzae Rd A*AGCTT
Hpal Haemophilus parainflenzae GTT*AAC
Kpnl Klebsiella pneumoniae GGTAC*C
Mbo I Moraxella bovis *GATC
Pst1 Providencia stuartii CTGCA*G
Smal Serratia marcescens CCC*GGG
Sst I Streptomyces stanford GAGCT*C
Sall Streptomyces albus G G*TCGAC
Tagl Thermophilus aquaticus T*CGA
Amal Xanthamonas malvacearum C*CCGGG




Différents vecteurs de clonage

Taille maximum approximative du fragment d"ADN qui peut etre
cloné dans chaque vecteur

Type de vecteur ADN cloné en kb

Plasnude 20
Phage lambda 25
Cosmude 45
Phage P1 100

BAC&MHMI artificial chromosome) .3 U 0

YAC (veast artificial chromosome) l O DO




Les plasmides comme vecteurs de clonage (1)

Molécule d'ADN de taille réduite, d'origine bactérienne
Molécule d"ADN circulaire

Peut ¢tre consideérée comme un minichromosome capable de
réplication autonome

Confere la résistance a un ou plusieurs antibiotiques
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Les plasmides comme vecteur de clonage (2)
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Les phages comme vecteurs de clonage
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Les cosmides comme vecteurs de clonage
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Les YACs comme vecteurs de clonage
1. Human DNA 2, YAC vector (levure)
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La ligation (ligature...)
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Introduction de 'ADN recombinant dans les cellules hotes

De type procaryotique

(bactéries):

Cas d un vecteur plasmidique: o e

1"ADN est introduit dans les 7 —
bacteries trait€es specialement le e —

plus souvent par choc thermique ou
par choc électrique.
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Identification des clones intéressants

Dans ce cas les bactéries transformées avec le vecteur ne
possédant pas ou possédant linsert sont sélectionnées --> un
criblage est nécessaire

©000 SR

Flasmid vectors DNA fragments to be cloned

Enzymatically
insert OMNA fragments
into plasmid veciors
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and select far ampicillin:
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