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Concept du clonage génétique
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Concept du clonage génétique

ORGANISME N
DONNEUR . ‘ VECTEUR I

Vecteur
Extraction et coupure de '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.

msertion individuelle de chaque
fragment d’ADN dans une molécule
de vecteur.

{ ‘2‘ 1

Obtention de I’ADN recombinant

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




Les enzymes de restrictions

Définition: Les enzymes de restrictions sont des enzymes (Endonucléase)
bactériennes qui reconnaissent des séquences spécifiques 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 ’ADN au niveau des ponts phosphodiesters.
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La ligation

- Propriétés de la ligase

- La ligase est une enzyme qui est capable
de lier de facon covalente deux

molécules d’ADN en une.

- La ligase lie de fagcon covalente deux

molécules ayant des extrémités compatibles
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Propriétés des vecteurs de clonage

- Le vecteur de clonage va « transporter » le fragment d’ADN que I’on va cloner

- Capables de réplication autonome dans une cellule hote donnée (mini chromosome)

(origine de réplication de type procaryotique et / ou eucaryotique)
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- Possede un polylinker ou site multiple de clonage

{a) Sequence of polylinker
Xbal Hindll

Sacl Smal
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
A \b\f'—’

\ \
b e s railli sl T
EcoRl Kpnl BamH| Sall Sphi

- Présenter un systéme de sé€lection : résistance aux antibiotiques




Résumé sur I’ADN recombinant

(a)

(b)

Cleavage by EcoRl
endonuclease

T Cleavage site
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Introduction de ’ADN recombinant dans les cellules hotes

- Transformation des cellules procaryotes.

Cas d’un vecteur plasmidique: I’ADN est introduit dan e
traitées spécialement le plus souvent par choc thermiqu > 2
électrique.
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Introduction de ’ADN recombinant dans les cellules hotes

- Transfection des cellules eucaryotes: Cas d’un vecteur YAC

Cell membranea

Froteoglycan

YAC -_}%‘_

DNA 1
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- LADN est introduit dans une vésicule lipidique appelée « liposome »

- Fusion de la vésicule avec I’endosome et libération de I’ADN




Identification des clones intéressants

Le vecteur L’ADN d’intérét
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Insertion de I’ADN dans le
vecteur
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Plasmid vector
j Sélection des bactéries

transformée grace au marqueur
antibiotique
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-Dans ce cas les bactéries transformées avec
le vecteur ne possédant pas ou possédant

I’insert sont --> un criblage est
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Criblage -screening- des clones intéressants

- Méthode de cartographie par restriction

Vecteur ADN recombinant

El, 8!

10Kb KD |

Digestion par EcoRI et BamHI

’ l

10 kb 10 kb

Exemple: E1 = site de coupure EcoRI
B1 = site de coupure BamHI kb
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Comment optimiser le clonage ?
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Les facteurs limitants du clonage

Objectif
Avoir a la fin de I’¢tape de s€lection un maximum de « clones positifs »

c.a.d des bactéries qui ont inséré un ADN recombinant et pourvoir les identifier

rapidement.

Comment?

- Limiter la refermeture du vecteur de clonage (plasmide)

- Utiliser des méthodes permettant de différencier directement les bactéries

ayant inséré un ADN recombinent de celles ayant insérées un vecteur
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Limiter la refermeture du vecteur de clonage

Polylinker

amp’ (m] 3]
Plasmid vector

Coupure|EcoRI BamHI

amp’ QR
Plazsmid vector
I

Ligation
v

Folylinker

&
<

\4

armp’ ORI
Plasmid vector

Sacdl Smal Xbat Psi Hindill
GAATTCGAGCTCGGTACCCGG GATCCTCTAGAG CGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
CTTAAGCTCGAGCCATGGGCCClL'TTGG TCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA

EcoRl Konl BamH| Sah Sph
CoupurelBamHI
Sadl Smal Xbal Psil Hindll
GAATTCGAGCTCGGTACCCGG GATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
CTTAAGCTCGAGCCATGGGCC&W = IGAGATC TCAGC TGGACGTCCGTACGTTCGAA
BamHI BamHl \ /
EcoRli Konl Safl Sphi
ngatlonl
Sad Smal Xbal Psi Hindll
s N GATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
GAATTCGAGCTCGGTACCCGG
CTTAAGCTCGAGCCATGGGCC&WﬁGAGATcTCAGCTGGACG CCGTACGTTCGAA
BamHI \W—J
EcoRl Kool l Sah Sphi
Sad Smal Xbal Psi Hindl
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
CTTAAGC TCGAGCCATGGGCCCC TAGGAGATC TCAGC TGGACGTCCGTACGTTCGAA

EcoRl Konl

BamHl Saf Spht

Religation du vecteur qui se referme 14




Pourquoi limiter la refermeture du vecteur de clonage

La majorité des ADN obtenue apres ligation sont des vecteurs refermés sur eux méme

0000 ra

(= s

une enzyme de
restriction

UU rrf"
Uy

Ligation J

Coupure par ‘[

ADN recombinant @ @

© © ™ Vecteurs religués
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Utilisation de deux enzymes de restrictions

Polylinker Sad Smal Xbal Psi Hindll
Polylinker r \ I N\ r \ r \ r \
» GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
CTTAAGC TCGAGCCATGGGCCCC TAGGAGATC TCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA
EcoRli Kpol BamH| Saf Sphi
ampr ORI Sact Smal Xbal Psil Hindill
Plasmid vector K_H /_M K_H K_M /_H
G%GAGCTCGGTACCCGGGE%%TCTAGAGTCGACCTGCAGGC TGCAAGCTT
c CTCGAGCCATGGGCCC AGATC TCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA
Coupure|EcoRI BamHI S
EcoRl Kpnl BamHI Sal Sphi
Coupure EcoRI BamHI
Xbal Pstl Hindll
G CTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
clTTm Ei'A'T'clzsm's.tvr TCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA
amp’ QORI | — O
EcoRl BamHI Sal Sphi
Plazmid vector
| . .
. Ligation
Ligation &
v
Hindll
GamHl Extrémités non
B,A_T_QIETCTAGAG AGGCATGCAAGCTT .
< Slrgg IBAGATC TC TCCGTACGTTCGAA compatibles
EcoRl
amp’ QORI

Plazsmid vector

Pas de religation le vecteur reste ouvert



Utilisation de deux enzymes de restrictions

La majorité des ADN obtenue apres ligation sont des vecteurs recombinés
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Coupure par
deux enzymes

de restrictions "
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Ligation l
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ADN recomblnant © \ .
Vecteurs religués

(I’insert est aussi coupé deux fois)
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Bilan

En utilisant deux enzymes ont augmente la quantité d’ADN recombinant
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Orientation du clonage

L’utilisation de deux enzymes permet d’orienter le sens du clonage de I’insert d’ADN

Cas d’une seule enzyme

Vecteur

Smal Xbal

5’ I A 3

N
ADN a cloner
GGTACCCGG GATCCTCTAGAGTCGA
CCATGGGCCg'C“rmG AGATC T

L gAGes 8 12%‘43‘@4“%5
39\_\/_} N, |

Kpnt BamHI Sal BamHI BamHI

Coupure BamHI l

Xbal
BamHI (—H 3’ BamHl

)
Smal 5’GATCCTCTAGAGTCGAC 5 ATCCACCCGTCGC GAGCATGCACG Was,

’ A 3!GAGA CTCAGCTG TGGGCAGCG CTCGTACGT!

GGTACCCGGG@ , W—’ BamHl
CCATGGGCCC 5 Sal
3 BamHi

Kpol

Ligation l

Smal Xbal

A BamHi A
5, . am 3!
GGTACCCGGQ?ATCCACCCGTCGC GAGCATGC GGATCCTCTAGAGTCGAC
3’CCATGGGCCC TGGGCAGCG CTCGTACGTCC TAGIGAGATC TCAGC TG,
W_J BamH!
Kpnl Sal
Smal ET Xbal
5, r_/H ’
GGTACCCGGdek 219J3V1IOJLY DIOVIOOOLOGATCCTCTAGAGTCGAC
3,CCATGG GCCC VOOLVIOVO 09319000V ITIVIGAGATC TCAGCTG5,
H(_J BamHI BamHI H/_J
Kpnl Sah

Le fragment peut €tre orienté dans les deux sens

Cas de deux enzymes

Sacl Smal

gy gy
G%GAGCTCGGTACC GG G%.ej_%g GAATTCACCCGTCGC GAGCATGCAG’%@%&%
Cc CTCGAGCCATGGGCCCCTA CTTAAGTGGGCAGCG CTCGTACGTC
EcoRl Konl BamH| EcoRl BamHI

Coupure BamHI etlEcoRI

BamHI
C
g IGA.T&'G

EcoRli

EcoRl

SAATTCACCCGTCGC GAGCATGCAG
GTGGGCAGCG CTCGTACGTCCTA
BamHl

Ligation l

EcoRli BamHI
G CACCCGTCGC GAGCATGCA C
C%TGGGCAGCG CTCGTACGT%
EcoRl BamHl|

Le fragment peut €tre orienté dans
un seul sens
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Les facteurs limitants du clonage

Objectif
Avoir a la fin de I’¢tape de s€lection un maximum de « clones positifs »

c.a.d des bactéries qui ont inséré un ADN recombinant et pourvoir les identifier

rapidement.

Comment?

- Limiter la refermeture du vecteur de clonage (plasmide)

- Utiliser des méthodes permettant de différencier directement les bactéries

ayant inséré un ADN recombinent de celles ayant insérées un vecteur

20



Les différentes méthodes de criblage

Le vecteur L’ADN d’intérét

0000 7,

Insertion de I’ADN dans le
vecteur

O Ooo-r

Sélection des bactéries
transformée grace au marqueur
antibiotique

- Méthode du test blanc-bleu

- Méthode de sensibilité aux antibiotiques

21




[La méthode de sélection Blanc-bleu

- La méthode de sélection blanc-bleu repose sur la présence
d’un gene particulier sur le plasmide : le gene lacZ

- Le geéne lacZ code pour une enzyme la beta galactosidase Pdimil 2641

- La beta galactosidase dégrade le X-gal en un composé bleu Scal, Tatl 2521

pBluescript Il KS/SK (+)

-l

- La séquence codant du gene lacZ

contient le site multiple de clonage (MCS ou polylinker) Sapl 1030

Aflll, Psel, Xcel 1153
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LLa méthode de sé€lection Blanc-bleu (2)

- Méthode du test blanc-bleu

Principe: L’insertion du fragment
d’ADN conduit a une interruption
du gene lacZ responsable de la
couleur bleue.

-Les bactéries ayant incorporées
un plasmide recombinant n’auront
pas le géne lacZ fonctionnel
->pas de dégradation du X-gal et
la colonie sera donc blanche.

-Les bactéries ayant incorporées
un plasmide non-recombinant
auront le gene lacZ fonctionnel
-> dégradation du X-gal et la
colonie sera donc bleue.

Bactérie ayant
insérée le vecteur

ert

amp‘"

pUC1s

Cut foreign DNA and
vector with, say, Xbal

!

Transtorm bacteria

J

Plate on ampicillin and X-Gal

I

No
insert

Insert

Bactérie ayant
insérée I’ADN
recombinant
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LLa méthode de sélection Blanc-bleu(2)

Exemple du test Blanc-bleu G C{n

ADN

vecteur recombinant

Pour que I’on puisse faire une sélection |
blanc-bleu il faut impérativement que le Transformatlon
plasmide porte le gene lacZ

vecteur
recombinant

Selectlon

24
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Les différentes méthodes de criblage

Le vecteur L’ADN d’intérét
0000 7,

L= o=

|

O Ooo -

Sélection des bactéries transformée
grace au marqueur antibiotique
du vecteur

Insertion de ’ADN dans le vecteur

o e

" Milieu sélectif - &
(5 O LRLEC ' - Méthode du test blanc-bleu

o -

- Méthode de sensibilité aux antibiotiques
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M¢éthode de sensibilité aux antibiotiques

- La méthode de sé€lection par sensibilité aux antibiotiques
repose sur la présence d’un geéne supplémentaire

de résistance aux antibiotiques

- La séquence codant de ce second gene
de résistance aux antibiotiques le site

multiple de clonage

26



M¢éthode de sensibilité aux antibiotiques

- Méthode de sensibilité aux antibiotiques

Principe: L’insertion du fragment d’ADN conduit a une
interruption d’un gene de résistance a un antibiotique ici le
gene fet responsable la résistance a la tétracycline

-Les bactéries ayant incorporées un plasmide recombinant
n’auront pas le gene fet fonctionnel

-> elles seront sensibles a la tétracycline

-Les bactéries ayant incorporées un plasmide non-
recombinant auront le géne fet fonctionnel
-> elle seront résistantes a la tétracycline




M¢éthode de sensibilité aux antibiotiques

- Exemple méthode de sensibilit€ aux antibiotiques

Dans cette méthode il y a deux sélections
successives sur antibiotique:

—» | ére sélection sur ampicilline

Les bactéries ayant incorporées le vecteur

vide ou le plasmide recombinant vont
pousser

— 2 éme sélection sur tétracycline

Les bactéries ayant incorporées le vecteur
vide vont pousser pas les autres

On va déterminer les bactéries ayant

incorporées le plasmide recombinant par
identification

¢ A ;e ) ADN
vecteur || { )
N/ =" recombinant

&2

Transformation

- -
[ % e

“:.‘-"

vecteur | ADN

Sélection recombinant

Sélection sur Amp

\ £
| "‘J. (’B 40 A4 19 '{j
) — UL~ g0

i (s 16 e =
R 2¢ 26
94

| i

Identification

Sélection sur Amp  Sélection sur Amp + Tet
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Les différents vecteurs de clonage
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Différents vecteurs de clonage

Taille maximum approximative du fragment d’ADN qui peut étre cloné dans chaque vecteur

Type de vecteur ADN cloné en kb

Plasmide 20
Phage lambda 25
Cosmide 45
Phage P1 100

B AC(bacterial artificial chromosome) 3 OO
YAC (yeast artificial chromosome) 1 OOO
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Propriétés des vecteurs de clonage

- Capables de réplication autonome dans une cellule hote donnée

(origine de réplication de type procaryotique et/ ou eucaryotique)

Growing L~

1
R fork g [
. ||q"' - ; \M
& \_,\,B-A\-'\ % % N ({.\ ~
Oy ¢ e sa bV
~ " .6"’"9 / Vg T -] ..\ \ )

_— /‘-;\ P Daughter plasmids

© o T 7y
< \ [ />
%3'\. K \.::-’J E—.‘(‘,/
£ K

Plasmid

- Possede un polylinker ou site multiple de clonage

{a) Sequence of polylinker
Smal Xbal Hindl|

Sacl

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT
E LOR| Konl BamH| Sall Spht

- Présenter un systeme de sélection : résistance aux antibiotiques
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Phages: Virus pour bactérie

Le bactériophage lambda est un virus d'E. coli

Le phage lambda posseéde au niveau de sa té€te un génome de sous forme d'ADN
double brin linéaire de 48,5kb

H Ead I W 4 Regulation Reznlation

N EC;( — \‘ LM A R eplication
C{:II Ia r s e == Eecombina tdon Immun (g Ly=iz

Sheath

. Kildhazes
Tail
fiber
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Le bactériophage lambda

o Occasionally, the prophage may

i ik Phage attaches excise from the bacterial chromosome
(@ 89‘; AT to host cell and by another recombination event,
ouble stranded) in,ects DNA initiating a lytic cycle

/‘ S G=e ) z".::z::;'
7\ /[
Ap = B0 — o3

@ Cell lyses, releasing Ph-age DNA circularizes and enters Lysogenic bacterium
phage virions lytic cycle or lysogenic cycle reproduces normally

o fonlon
NS \c =

@ New phage DNA and Phage DNA integrates within the
proteins are synthesized bacterial chromosome by recombination,
and assembled into virions becoming a prophage

Copyright € 2004 Pearson Education, Ine | publishing as Beryamin Cumemings.
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Les phages comme vecteurs de clonage

Preassembled
2 head

) Preassembled
Ldka /. tail

@

Phage = virus de bactéries

{b} & Phage genome
o Head | Tall \ Replaceable region ) Lytic lunctions

Concatomer of L DNA

L%

. | +—— , | cos , V' cos
' Nu T and A proteins
COS \\\\\\ i COS l prl:m‘:?:e ﬁllir?:g of";. head
L with DNA between COS
. 2 sites
0 10 [2 B \ sk

Nul A J N cro Q @7 .
sgenome (1 capy)

l- A tail attaches anly

Les extrémités de cet ADN sont simples brins  [© flled head

Viral
genome

sur une longueur réduite, et complémentaires
I’une de I’autre et surtout formant des

extrémités cohésives. -
Complete A virion

Ces séquences sont appelées séquences cos

(pour cohésives).

Molecular Cell Biology

34



Les phages comme vecteurs de clonage

OFC g Sl T

Eﬂl‘ﬂ.ﬁ’t DA,

“?ﬁt‘:‘i"m?‘“'&um Préparation de I' ADN phagique : Destruction des
Cloave protéines de capside et extraction de I'ADN

"'".".-F — ___ Ligate — _...'!'-..,__. -\-_-""E'-‘. o

___h...—— L L

i R o, ] __'_.,.—.
= —T = = Recombinant DNA
i —— T

T%????????T???? Encapsidation in vitro ou packaging de maniere a
produire des particules phagiques infectieuses

Ici on a cloné I’ADN dans le but de multiplier la
séquence (notion de banque d’ADN voir prochain
cours)

Library of phage clonaes

PRTTIPITTIRTITY?
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Les cosmides comme vecteurs de clonage

COS site

lyl inker
o

amp’ ? o

O\ 7 35- to 45-kb genomic
s ﬁﬁl restriction fragments

Cosmid vector

(=5 kb long}
Cut cosmid vector in polylinker
with restriction enzyme
Ligate cut vector to
I DNA fragments
X
/,‘-I "M'-M’ltM//N—

Subject to 2 phage in vitro
packaging to insert DNA
between adjacent

COS sites into A heads

g
Recombinant
cosmid virions

Infect E. colicells

E. coli chromosome Cloned genomic fragment
in reconstituted plasmid

l,

Select for ampicillin-
resistant colonies

- Les cosmides sont des plasmides dans lesquels a été inséré le site
cos du phage lambda. Le site cos rend possible I'empaquetage
(in vitro) du plasmide dans la téte du phage lambda.

- Les cosmides sont coupés en un site de restriction unique par
l'action d'une enzyme de restriction

- On mélange alors les molécules linéaris€ées avec les fragments
d'ADN constituant I'insert coupés avec la méme enzyme

- Cosmides et fragments s'unissent au hasard et, dans certains cas, un
fragment sera flanqué de deux cosmides

- Un clivage enzymatique aux sites cos crée des bouts collants et, en
présence des composants du phage, I'empaquetage des molécules
recombinantes s'effectue.

- Apres addition de la queue, la particule peut injecter son ADN
recombinant dans une bactérie (exactement comme un phage lambda
ordinaire). L'ADN injecté se circularise, via les sites cos, et se
réplique comme un plasmide.

- On sélection comme pour un plasmide
36



Les YACs comme vecteurs de clonage

Télomere (TEL)

. <+ Centromere (CEN)

T

Télomere (TEL)

1. Human DNA 2. YAC vector (levure)

; EcoRi
: | A “\\.CEN
Chromosome (A :
| B
| ORI
|
EcoRl | L
parial digesion |
“"_’ o EcoRlI
Large chro moso mal | + Bam HI
fragments
. "’-&s\ I
f/' { r | TEL ORI & stoky ends
‘fmzj l Sil.‘.ky ends:' + )
¥ D — -
Recombination CEN B TEL
+ DNA ligase

3. Yeast artificial chromosome with inserted human DNA
L e,

l —— TEN; B TEL
up to 1000000 nuclecides pairs
yeast cell
transformation

B =
0’.—‘*’\- * P
‘“....‘(’“\._a-\-“—b W N0~ Clone
B T s
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