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Un plasmide désigne en microbiologie ou en biologie
moléculaire une molécule d'ADN disctincte de [I'ADN
chromosomique, capable de réplication autonome. Le
terme plasmide fut introduit par le biologiste moléculaire
américain Joshua Lederberg en 1952.Les plasmides sont
généralement circulaires. lls se trouvent quasi-exclusivement
dans les bactéries, a I'exception notable du plasmide 2Mu que
l'on trouve hébergé par le microorganisme eucaryote
Saccharomyces cerevisiae (levure du boulanger).

Une cellule bactérienne peut en contenir une copie, pour les
grands plasmides, ou des centaines pour des plasmides
artificiels (construits par génie génétigue a des fins
de clonage de genes). Les bactéries en comportent
généralement 5 a 30 copies, les levures entre 50 et 100
exemplaires par cellule.

Figure i |2 Schéma
représentant une bactérie
contenant des plasmides.
1 ADN chromosomique
(bactérien). 2 Plasmides.


https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Molecule.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Biologiste.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Joshua-Lederberg.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Genie-genetique.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Clonage.html

Résistance aux antibiotiques

Les plasmides bactériens codent des fonctions généralement non-vitales pour
le micro-organisme les hébergeant. Toutefois, ils contiennent souvent des
génes conférant un avantage sélectif a la bactérie porteuse, comme la
propriété de rendre la bactérie résistante aux antibiotiques.

Réplication et transmission

Chaque plasmide contient au moins une séquence d'ADN qui sert d'origine de
réplication, ou ori (un point de départ de réplication de I'ADN), permettant
I'ADN plasmidique d'étre dupliqué indépendamment du chromosome bactérien
ou saccharomycien (Figure 2), en utilisant la " machinerie " de la cellule héte.
Les plasmides peuvent étre circulaires, ou parfois linéaires, présentant une
ressemblance superficielle avec les chromosomes eucaryotes.
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Figure 2: Schéma d'un
plasmide codant la
résistance a un
antibiotique donné. 1 & 2
Geéne(s) codant la (les)
résistance(s). 3 Ori.



Les plasmides

Les plasmides sont des petits fragments d'ADN circulaire présents dans la
cellule bactérienne et independants du genome bactérien.

Propriétés générales des plasmides

Les plasmides présentent les caractéristigues suivantes :Leur ADN est
bicaténaire, circulaire avec un nombre de nucléotides inférieur a 10 kb (1
kilobase = kb = 1000 nucléotides).

Le nombre de plasmides dans une cellule bactérienne peut étre considerable
(plusieurs centaines).

Les plasmides portent normalement des génes qui leur conferent un avantage
sélectif, par exemple une résistance a un antibiotique.

Leur réplication est indéependante de celle du géenome bactérien.



Préparation des plasmides

Les bacteries contenant les plasmides sont mises en culture dans un grand
volume (jusqu'a 2 litres de milieu de culture). Quand la concentration bactérienne
atteint une valeur suffisante, on traite par un antibiotigue (comme Ile
chloramphénicol) qui empéche Ila croissance bactéerienne sans affecter Ia
replication des plasmides. On récupére les bactéries par centrifugation.

Puis, on permeéabilise la paroi bactérienne par un traitement doux permettant
d'obtenir un passage en solution des plasmides qui sont plus legers que I'ADN
bactérien. La purification des plasmides peut étre ensuite réalisée par
chromatographie liquide a haute performance ou ultra-centrifugation en gradient
de densite.
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Technologie des protéines
recombinantes

A a O

le géne d’intérét

| géne d’intérét vecteur sauvage
protéine
d’intérét A

* Protéine recombinante: organisme exprimant
produite par des cellules naturellement la protéine

dont I’ADN a été modifié d’intérét

par recombinaison
génétique l

vecteur d’expression

organisme génétiquement
modifié exprimant la protéine
d’intérét
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Construction d’un vecteur d’expression:

1. Isoler la séquence a exprimer = préparation d’'un ADNc

Cellules ou tissu producteurs de la protéine d’intérét

Extraction des ARN totaux

Purification des ARNm (1 a 2%): possédent une queue polyA
chromatographie sur colonne oligo-dT
(cellulose/sépharose/billes magnétiques)

Synthése d’un ensemble ADNc par transcription inverse:

¥ AAAAA 3
ARNm TITTT Amorce oligo d-T
Synthése du 1er brin l Transcriptase inverse
D’ADNc + dNTP
AAAAA
TITTT
Destruction de ’ARN l Rnase Il

) ADN polymérase |
Synthése du 2d brin d’ADNc + dNTP +T4 ADN polymérase

) TTTTIT
ADNc double brin AAAAA




Construction d’un vecteur d’expression:

1. Isoler la séquence a exprimer = préparation d’un ADNc

Cellules ou tissu producteurs de la protéine d’intérét

Extraction des ARN totaux

Purification des ARNm (1 a 2%): possédent une queue polyA
chromatographie sur colonne oligo-dT
(cellulose/sépharose/billes magnétiques)

v

Synthése d’un ensemble ADNc par transcription inverse:

v

PCR d’amplification de ’ADNc ciblé: importance du choix des amorces

EcoR1- ATG TGA-Xba1




Construction d’un vecteur d’expression:

2. Insersion dans le vecteur d’expression

Digestion de ’ADNc amplifié et du vecteur par une enzyme de restriction

EcoR1 Xbat

ECOR1- ATG wes TGA-Xba1 X EcoR1

Recombinaison chimique: ADN ligase ADN recombinant

Controle qualite de ’ADN recombinant: Transformation dans E. Coli
Sélection des clones recombinants
et extraction du vecteur d’expression (mini-prep)

- snbimnm i varntaiir niirié A
Restriction du vecteur purifie

3. Préparation de grandes quantités de vecteur

Incorporation dans la cellule hote
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Vecteurs d’expression: les plasmides (1)
Caractéristiques communes

ADN circulaire extra chromosomique
(226 kb)
Réplication indépendante/ chromosome bactérien
Nombre de copies controlé (géne rop)
ADN exogéne: 8 a 9 kb
Possibilité de co-transformer plusieurs plasmides
différents

Promoteur (constitutif ou inductible)
Site de fixation des ribosomes
Polylinker / Multiple cloning site (MCS)

Origine de réplication dans les bactéries
Géne de résistance a un antibiotique
(marqueur de sélection)
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P L'électrotransfert du gene de la myostatine induit une augmentation
de I'expression de la myostatine

(Durieux et coll., Endocrinol 2007) (Amirouche et coll., Endocrinol 2009)



Day 7
O pcDNA3.1 Zeo Area: 2,600 + 97 pm?
@ pcDNA-Myostatin Area: 2,203 + 32 um? **
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Savoir-faire Concepts AT

Rechercher un motif dans - Site de restriction. ] Repérage de sites d’enzymes de
une seéquence a l'aide d'un - Amorces.

: i . 2 s restriction sur un géne ou un plasmide.
outil numérique adapte. - Complémentarité




Il existe de nombreux outils permettant d’établir une carte de restriction et de réaliser un profil
de digestion in silico.

L'outil présenté dans cette fiche est le logiciel gratuit SerialCloner, téléchargeable en cliquant
sur le lien suivant. |l suffit ensuite de l'installer sur le poste informatique.

Serial cloner permet d’ouvrir également des fichiers générés avec d’autres logiciels comme
ApE, pDRAW32, Vector NTI, MacVector ...

Carte de restriction, pourquoi faire ?

Vérifier une construction aprés un clonage ou sous-clonage (par exemple plasmidique).

Essayer de discriminer deux séquences d'un méme fragment d'ADN (ex : deux alléles, une
version mutée ou non lors d’un criblage d’'amplicons de PCR ou d'un criblage de différents clones
apres realisation de mutagenese dirigée...).



— Deux options : ouvrir le fichier contenant la séquence plasmidique d’intérét ou coller |la séquence

dans la fenétre prévue.

File Edit Sequence Features Restriction Protein Function Window F

(N

A

o
1
a2

i b 4 e | BOST . e

Graph Mg Seq. Map Site Usage Virt

Ve « -
=

. =

1 ==
‘ ]

Avall 1 1
Avell - |
Mol !
Baax:
BaA:

Cliquer sur « Open » pour ouvrir le
fichier contenant la séquence du
plasmide a étudier

3 Untitled Sequence #1

e |

Fos Nanes Serial Cloner Format

Untitled Sequence #1

Total length Type DpO0TY

0 DNA Linear
[]Locked

Show features

Sequence Comments Extremities Features

Ne pas oublier de préciser si la
séquence collée est linéaire ou
circulaire (effectuer un « clic

droit » et choisir la bonne

Coller dans cette fenétre la
séquence du plasmide a étudier.
Voir fiche sur la « recherche de
séquence » pour récupérer la
séquence du plasmide.




Une fois la séquence chargée, on peut annoter la séquence en sélectionnant I'onglet
« Features ». Si non, il suffit de sélectionner l'outil « Graph Map » pour obtenir le profil de
restriction.

-

Ne pas oublier de nommer la séquence.

o - Dans notre cas, ce sera pBR322.
43¢l DNA Circular
(] Locked —
Show features 0
— Features

4

785 |CTCAT T T TCGECGAGGACCECTTITCGCTGGAGCGCGACGATGATCOGECC

834 |TCTCGECTTGCGETATTCGEAAT CTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGRT

883 |CACTGETCCCGCCACCARACCTTTCGECGAGAAGCAGGCCATTATCGCC

832 |GECATGEOGECCCACGOGCTGEECTACGTICTTGCTGEOGTTOGCGACGET -

881 |GAGGCT AT GO T TOCCCATTATGATTCTITCTICGLTTCCGGOGECAT
1030 |CGEEATGCCCECETTGCAGGCCATGCTICT CCAGGCAGETAGATGACGAC




LAttention : pour afficher les sites sélectionnés, il faut cliquer sur « Particular sites » et décocher

« Unique site».
Show: Features [ |Unique Sites [ | Double Site [/] Particular sites | Choose site '

Pour continuer, seuls les sites de . | i
restnctuon-des enzy./mes BamH |, mx:: : s /
EcoR |, Hind lll, Hinc Il, Sal | et

Pst | seront sélectionnés. Voici ce
que I'on obtient :

pBR322 xdna - 4261 nt

_|_




2. Obtention du profil de restriction aprés digestion virtuelle

I suffit de cliquer sur le bouton « Virtual cut » pour afficher la fenétre de digestion
virtuelle.

Il faut alors : kscancics
— Sélectionner la séquence a digérer et ne pas oublier de préciser si elle est circulaire.
- — Sélectionner les ER. l \
[ HaiJll pBR322xdna » [ACircular
‘ S Hhal Selected enzymes
Hin1l : :
‘ ] Hintl BamHlI, Hindlll, Hincll
[] Hindl ' ' ]
| 0o e e o
[] Hinél 0000 s—
‘ [ Hincll 4 fragments generated. 10000  emm—
[] Hindll 20
‘ 4] Hindlll ks 3 254 bp - From HincII[&51] To HincII[3905] ﬁ S —
[tk 2: 485 bp - From HincII[3905] To HindIII[29 S —
‘ D HinP1l - g P rom HincII| ] o in [29] e
] Hpal 3: 346 bp - From HindIII[29] To BamHI[375] e
] Hphl 4: 276 bp - From BamHI[375] To HincII[6S1] B o
| O Heytesl Le nombre et la taille des fragments obtenus, la position des s
L] Hpy17ai sites de coupure ainsi que le profil de digestion apparaissent.

1
Print Report Copy Text Report Copy Graphic Report Save Graphic Report I DNALadder ~ I

Current |ladder : GeneRuler 1kb Plus [Fermentas]

Options de sauvegarde ou

il Possibilité de changer le profil du

marauer de taille
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ApE - A plasmid Editor Logiciels alternatifs et similaires - ProgSoft.net ApE- A plasmid Editor

ApE
A plasmid Editor
by M. Wayne Davis

\ / ’\

. 5
)\ Windows

Download Download
OSX 10.11+
Click the icons above to download the latest ApE (v3.0.8, October 13, 2021)
A list of updates and bug fixes.
Slides from a series of presentations describing some of the features of ApE
See the instructions below for installing open source programs on a Mac.
Some Windows systems will need to temporarily disable Windows Defender to install.

I
Click here |_cevame_| to make a voluntary donation

in support of ApE.

Important note for OSX users:

A short video of installing ApE on a Mac:



., ApE - A plasmid Editor

Y, Logiciel de visualisation, d'édition et d'analyse de séquences plasmidiques.

v2 Libre| [Windows | | Mac

Liens vers les sites officiels de
% Site officiel f Facebook

Mots clés

dna-sequences dna-editor plasmid dna biology




AmpR 8900..9559

unc-47 1446..19198

Kan/neoR 7893..8684_

424 (pKS4.1 u47GFPntx)
10506 bp ﬁ

unc-47 3342..5257




1362 SacI 1419 Tthll1lX
1362 BanIlI 1416 DrdI
| .
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

* * * * * * * * * * * * * * * *
1361 agagctcttttccacgaaatttgctccatctttccacaatctgtctttcctgtgagacgacagegtcacatttatttcat
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unc-47 promoter
SO>>>>

transsplice acceptor

1491 NlaIIX

1490 NspI
1452 Taql 1490 BspLUllI
1448 Acyl 1471 BpyCEH4V 1490 Af1IYIY
|- | |
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
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M:A--8§ N R:P:OQ: N L Q. N. W -B.N K H V. P §-NG. e DX W
IO DIDDODIDIDDODDODIDDDIDIDODIDDDDIDIDDDOODD>

unc-47
3-5-5-5-8

unc-47 promoter
S>>>>

transsplice acceptor

1531 Msel
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| l l !
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1521 EEECHCERCC ARG COATCCTATCACARCCARCCTCACRCEEEAANTERG t yagaaactcaaatttttttyg
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f_j’ " ! Saved Sequence insert@ { circular )
1482 4762 1<0> M Dam/Dem

CmR
* 10 * 20 * 30 * 40 * 50 * 60 * 70 * 80

1 TGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGCGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTCACTCATAGTGACCTGTTCGTTGCAACA M)
81 CATTGATCAGCAATGCTTTTTTATAATCCCAACTTTCTACAAAAAACCTCAACCACGAAACCTAAAATCATATARATATCA
161 ATATATTAAATTACATTTTCCATAAAAAACAGACTACATAATACTCTAAAACACAACATATCCAGTCACTATCGAATCAAC
241 TACTTAGATGGTATTAGTGACCTCTARNEENECCACACCCTTCCAMATGTTCTTCGGGTCATGCTCGCCAACTTANNEEEE
321 CGACAGCCTTCCAAATGTTCTTCTCAAACGGAATCGTCGTATCCAGCCTACTCGCTATTGTCCTCAATGCCGTATTAAAT
401 CATAAAAAGAAATAACAAAAAGAGGTGCGAGCCTCTTTTTTCTGTCACAAAATAAAAACATCTACCTATTCATATACGCT
481 AGTGTCATAGTCCTGAAAATCATCTGCATCAAGAACAATTTCACAACTCTTATACTTTTCTCTTACAAGTCGTTCGGCTT |4
561 CATCTGGATTTTCAGCCTCTATACTTACTAAACGTCGATAAAGTTTCTGTAATTTCTACTGTATCGACCTGCAGACTGGCT i-
641 GTGTATAAGGGAGCCTGACATTTATATTCCCCAGAACATCAGCGTTAATCCCGTTTTTCATCTCATTTTCGCGGTGCCTCGA
721 GATCAGCCACTTCTTCCCCGATAACGGAGACCGGCACACTGGCCATATCGGTGCGTCATCATCGCGCCAGCTTTCATCCCCG
801 ATATGCACCACCGGGTAAAGTTCACGGGAGACTTTATCTCACAGCAGACCTGCACTCGCCAGGGGGATCACCATCCGTCC
881 CCCGGGCGTGTCAATAATATCACTCTGTACATCCACAAACAGACGATAACGGCTCTCTCTTTTATAGGTGTAAACCTTAA
961 ACTGCATTTCACCAGCCCCTGTTCTCGTCAGCAAAAGAGCCGTTCATTTCAATAAACCGGGCGACCTCAGCCATCCCTTC
1041 CTGATTTTCCGCTTTCCAGCGTTCGGCACGCAGACCGACGGGCTTCATTCTGCATGCTTGTGCTTACCAGACCGCGAGATAT
1121 TGACATCATATATGCCTTGAGCAACTCATAGCTCTCCCTTCTCACTGTAATACGCTGCTTCATAGCATACCTCT
1201 TTTTGACATACTTCGGGTATACATATCAGTATATATTCTTATACCCCAAAAATCAGCGCGCAAATACGCATACTGTTATC
1281 TGGCTTTTAGTAAGCCGGATCCACGCGGCGTTTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGC
1361 ATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAGACGGCATCGATCGAACCTGAATCCCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGT
1441 ATAATATTTGCCCATGCTCGAAAACGGCCGCCCAACGAACTTGTCCATATTGCGCCACGTTTAAATCAAAACTCGGTGAAACTCA
1521 CCCAGGGATTGGCTGACGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGCGGAAATACCCCAGCTTTTCACCCTAACACGCC
1601 ACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTCCCCGAAATCCTCCTCCTATTCACTCCAGAGCCATCAAAACGTTTCAGTTTG
1681 CTCATGCAAAACGGTCTAACAAGCCTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCCTCTTTCATTGCCATACGCGAATTCCE
1761 GATGAGCATTCATCAGGCCGCCAAGAATCTCAATAAAGCCCGCATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGCGTCTTTAAA 4
1841 AAGGCCGTAATATCCAGCTGAACCGTCTCCTTATAGCTACATTGACGCAACTCACTCAAATCGCCTCAAAATGTTCTTTACG

OX R s e R TG e (R R S SR e e

pDonr221 1-2 destination vector






