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S6: biologie moléculaire

Chapitre 9:

Partie technique (3)
Génie génétique
Procédures et applications:
Du gene a la protéine



Génie géneétique
Définition
Science appliquéee basée sur un ensemble de connaissances et
de techniques issues de la biologie moléculaire.

Objet central : I'étude de 'ADN ; ARN et produire les Protéines

Finalité : creer ou améliorer des applications, surtout bio-

medicales, végeétales et agro-industrielles...(Biotechnologies...)



Génie génétique

Quelques dates clés

« découverte de la premiere

enzyme de restriction en 1970
(Nathans, Arber & Smith
- P.N. de médecine en 1978)




Génie génétique - Introduction

Matériel de base : 'ADN des étres vivants++++ADNCc.

Manipulations génétiques a 'aide d'outils enzymatiques
specifigues (issus de découvertes en microbiologie).

Modele et outil essentiel : Escherichia coli et autres bactéries
faciles a cultiver...+ les levures pour les cellules eycaryotes



Analyse de la qualité de I’'ADN
2. Taille des fragments

Bromure d’éthidium
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1- choix de la cible: ADNc ou gene (PCR + RT PCR)
Gene
2- Clonage: vecteur de type PLASMIDE ou autres
3- Séquencage (vérifier la séquence du gene)

4- Transformation bactérienne (2 méthodes)

5- Criblage des clones (sélection)

6- Expression du gene ou du CDNA: transcription + traduction
(Plasmides ou vecteur d’expression)

7- Production et purification :

‘V'

Protéine= Fonction???? Biotechnologies
Diverses... 6

Protéine




Strategie generale pour le clonage d'un gene

Organisme
initial

Banque d’ADN Génique

|

Extraction et|\+++++++++ARNM
purification i
de son AD

ranscription inverse: ADNC
et banque d’ADNC

Spectro UV 260nm

U s -f- t- \
erification Fragmentation I A
de la qualite contrélée de Ou PCR ciblee
de I'ADN I'ADN
Banque d’ADN Génomique
Ouverture
Séparation d'un
des plasmide de
fragments clonage




Stratégie geéneérale pour le clonage d'un gene

Organisme
initial

Extraction et

purification
de son ADN
, e - - B ~ ~
Vérification / Fragmentation “\
de la qualité contrélée de )
de I'ADN I'ADN ’
7
1 Ouverture
Séparation d'un
des plasmide de
fragments clonage




Analyse de la qualité de I’'ADN

2. Taille des fragments
- Electrophorese en gel d’agarose Etalons

de taille

kilobases |
ESRENS |

21,226

— Continuum de fragments casseés
mécaniquement de maniéere aléatoire



Stratégie genérale pour le clonage d'un gene

Séparation

f

des
ragments

Ligation des fragments + Plasmide

Constitution d'une
bibliotheque de
clones

Transformation
d'un organisme
hote

Criblage de la
bibliotheque de
clones

Ouverture
d'un
plasmide de
clonage

10



Fragmentation controlée de I’ADN

Double hélice
de ’ADN

Enzyme de
restriction
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Fragmentation controlée de I’ADN
Digestion par une enzyme de restriction

1. Reconnaissance d’'une sequence specifique
(palindrome — enzyme = homodimere)

2. Coupure bicatéenaire

GAATTC
CTTAAG

Site de restriction de 'enzyme Eco RI

12



Fragmentation controlée de I’ADN
Digestion par une enzyme de restriction

Séparation des deux extrémites

Eco RI

G - AATTC
CTTAA 6
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Fragmentation controlée de I’ADN

Digestion par une enzyme de restriction

ADN
génomique

de toutes tailles x
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Fragmentation controlée de I’ADN
Digestion par une enzyme de restriction

Etalons
de taille

kilobases |
anenananad

21,226

— Continuum de fragments coupés
enzymatiqguement dont les extrémités sont
de nature connue et uniforme
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Digestion du plasmide par la méme enzyme
de restriction

Eco RI
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Ligation de I’/ADN hétérologue et du plasmide
Ligation par une ligase

A ADN hétérologue

Appariement des U(. iﬁﬁ
extfemltes_ L4 L
complémentaires

h NPT
GG
' Insert \

ﬁ[‘.@

plasmide (vecteur)
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Ligation de I’/ADN hétérologue et du plasmide
Ligation par une ligase

MOLECULE A MOLECULE B
s,_ G"G“ﬂ""T“C"C_3, 5"_ G-G—H-T-c-c _3’
Y e P Lo N}~ e §° 3° c-C-T-A-6-6 ——5°

Digest each with same restriction
endonuclease, BamHI

e Sticky éndS ——————pp O6-A-T-C-C ——
: a“a o :
M X AR r—
Mix
PR t’;-n-T-c-c e

SRR Seal with DNA ligase (#)
C-C-T-A-Ggb ——

Nouveaux liens
covalents
e [y = =T =C = e
T s oo o:o: Recombinant DNA
s = T = = = = 18



Ligation de I’/ADN hétérologue et du plasmide

P
=\ /i . OH igase
Eviter que le plasmide @ s
ne se referme sur lui-méme &
+ dimeéres, efc.
J Phosphatase
2Pi « alcaline
OHOH Ligase
@33
Pas de réaction

&
HO P .
5P HO! Ligase
Fragment d’ADN
‘étranger

/Coupure

‘ Transformation

Coupure

19
L’héte ferme les coupures

a chaque jonction




Ligation de I’/ADN hétérologue et du plasmide

Le résultat de la ligation est un meélange de plasmides
contenant des inserts différents

20



Stratégie genérale pour le clonage d'un gene

Ouverture
d'un

Séparation .
des plasmide de
fragments clonage

7/ . \
¢ [ Transformation 1\,
. | d'unorganisme !
\ hote /

Constitution d'une
bibliotheque de
clones

Criblage de la
bibliotheque de
clones
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Transformation d’un organisme hote

Transformation a froid en présence de Ca**

PLASMID

ANTIBIOTIC :

RESISTANCE
GENE

BACTERIAL TRANSFORMATION

CaC|2 l 0°C

22



Transformation d’un organisme hote

Transformation par électroporation

pulse power supply

_— lid
L— cuvette

Enveloppe cellulaire (M.P. + P.G. + M.E.)

_— electrodes

electrical contacts
23
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cells in suspension




Obtention d'une bibliotheque génomique

Chaque plasmide difféerent entre dans une cellule
bactérienne et constitue un clone différent

--""' —
. 22N
CLEAVE WITH  \\ ) ,{
RESTRICTION \ __,..
(__? NUCLEASE ) ‘J
. millions of dlfferent genomic
genomic DNA DNA fragments

DNA FRAGMENTS
l INSERTED INTO PLASMIDS
USING LIGASE
'%.) ~~  recombinant
C “:.', " DNA molecules

INTRODUCTION OF
PLASMIDS INTO BACTERIA

genomigc library

Essential Cell Biology, 2/e. (£ 2004 Garland Science)
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Criblage d'une bibliotheque génomique
Eliminer les cellules non transformées : sélection a I'aide d’un
gene marqueur conférant la résistance a un antibiotique

PLASMID

O

ANTIBIOTIC
- RESISTANCE
GENE

BACTERIAL TRANSFORMATION
1 ]

SELECTION
CaC|2 0°C 25




Criblage d'une bibliotheque génomique
Eliminer les cellules non transformées : sélection a I'aide d’un
gene marqueur conférant la résistance a un antibiotique
situe sur le plasmide de clonage (ex. : pUC18)

Fco01091 2674 Pfol 46 IBs‘u‘nF’I 179

Aatll 2617 ‘ / Ndel 183
Sspl 2501 \

Gene bla de

résistance a

I'ampicilline -
(code pour une
béta-lactamase)

__Bsax] 659
Sapl 683

Alllll, Psel 806

Geul 1784
Ciriol 17739

Eco31l 1766
Eami105] 1594

\Cail 1217
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Criblage d'une bibliotheque génomique
Eliminer les cellules possédant un plasmide « vide » :
sélection par la méthode « blanc/bleu » (a-complémentation)

Eco0109] 2874  Pfol 46 IBsta'nPI 170
Aatll 2617 { Ndel 133

Sspl 2501 \ ‘ [ " ’
Pdml 2294 ,

__Bsaxl 659
Sapl 683

Afll, Psel 205 Site de restriction
Gsul 1784.- ECO RI

Cfriol 1773

Eco31l 1766

Eam11051 1694

BsgYl 1110

\Cail 1217
Sequence du site de clonage multiple (MCS) : Psﬂ Hinell
— Sall
MRz soqurcing primerc 20y 17mer 3 Mindll  paer _ Sdal_ Bvel  yoy Xbal

5¢ G TAA AAC GAC GGC CaG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG

C ATT TTG CTG CCG &TC neG GTT COGA ACG TACL GGA CGT CCA GCT GAG ATC
LacZ «<— Val Val Ala Leu Ala Leu Ser Ala His Arg Cys Thr

Ser Glu
Cirol Ecl136II
Eco88l  AccbSl Eco24)

. BamHWl __Smal___ Kpnl  gqy

AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT
TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA
Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser

hr lle Met Thr Met
m:smu?: reverse ssouencig peimer (-24), 17-mar




Criblage d'une bibliotheque génomique
Eliminer les cellules posseédant un plasmide « vide » :
sélection par la méthode « blanc/bleu » (a-complémentation)

aa 1-42
Chromosome deleted
P Laci P O ¢ LacZ
O Of |
ol -
I[:?cc::,::essor‘ Inactive
bound with B-galactosidase
IPTG l
. — éi
LacZ actlve
Fragment B-galactosidase
Plasmide X-gal —» Blue
Product




Ce qu'il faut retenir

Gene

‘V'

Protéine

1- choix de la cible: ADNc ou gene (PCR + RT PCR)
2- Clonage: vecteur de type PLASMIDE ou autres
3- Séquencage (vérifier la séquence du gene)

4- Transformation bactérienne (2 méthodes)

5- Criblage des clones (sélection)

6- Expression du gene ou du CDNA: transcription + traduction
(Plasmides ou vecteur d’expression)

7- Production et purification :

Protéine= Fonction???? Biotechnologies
Diverses... 29






