Cours de Génie Génétique

Licence biologie moléculaire
Chapitre I
Clonage moléculaire

Dr. Fathi Berrabah
Faculté des Sciences de la nature et de la vie
Département de biologie

Université Ziane Achour Djelfa
2016/2017



Principe du clonage moléculaire

Il s’agit d’intégrer un fragment d’ADN d’intérét dans un vecteur.
Il existe différents type de vecteur associée a différents organisme.

ADN
— recombinant
7 Insert Transformation sélection
Vecteur O O
Clonage > -

Micro/Organisme
transformé
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récepteur



Structure minimal d’un vecteur de clonage

Site de colonage

Origine de réplication



Vecteur bactérien

Petite molécule d’ADN bicaténaire de 3
a 10 kb capable de se repligue dans
une cellules bactérienne

Le gene de seélection est généralement
une gene de résistance a un Site de clonage
antibiotique (exemple : ampicilline)

L'organisme hoéte est une bacterie,

généralement E.Coli, dont le temps de

génération est de 20 min.

Plasmid
cloning vector

La taille de I'insert (ADN inseré) est de 0.1 a
10 Kb.

Généralement utilisé pour stocké, multiplier
de 'ADN.
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Mix E. coli with plasmids
in presence of CaCl,; heat

Colony of cells, each containing copies
of the same recombinant plasmid



Clonage dans un plasmide

Dépot des bactéries transformées

+ DNA fragment
to be cloned

l Enzymatically insert
Milieux solide riche + ampicilline

DNA into plasmid vector
Rec?mbi%ant
i 37°C, Over night
‘ Mix E. coli with plasmids
v @

in presence of CaCl,; haat
No growth

pulse

Culture on nutrient agar
plates containing ampicillin

E coli
chromosome

Clone
: O

bactérien ) =
Transformed cell Cells that do not

survives take up plasmid die
l on ampicillin plates

Plasmid replication

|BY

l Call multiplication

_ BYmo
&0 @001@00
8o @®P)

Colony of cells, each containing copies
of the same recombinant plasmid

L

e



Clonage dans un plasmide bacterien

+ DNA fragment
to be cloned

Enzymatically insert
DNA into plasmid vector

Mix E. coli with plasmids
in presence of CaCl,; heat

pulse
Culture on nutrient agar

E coli plates containing ampicillin
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Clonage via Phage A

» Molécule d’ADN bicaténaire de 50 kb,
dont 'organisme de réception est un
phage (virus infectant les bactéries).

» La construction du vecteur recombinant
est des milliers de fois plus efficace que
celle d’'un plasmide.

» Utilisé pour générer des bibliotheques
d’ADN et peut contenir une séquence
de 10 a 20 kb.



Exposure to
stress such as

UV light triggers
excision from host




Exposure to
stress such as

UV light triggers
excision from host




Etape de production d’un phage contenant P’insert
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Etape de production d’un phage contenant P’insert
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Etape de production d’un phage contenant ’insert
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Etape de production d’un phage contenant ’insert

Phage recombinant

Multiplication

(a) Confluent layer of susceptible host cells
Lysisirelease % Adsorption/injection growing on surface of a plate

E. coli
Free virion chroyosome

gﬁ}é 3 j§

YRR

Add dilute suspension containing virus; (c)

Pr DNA after infection, cover layer of cells
with agar; incubate
Expression
Assembly of viral early
proteins
é By ‘& F
i ,ﬁqd 45 8
% Y
/ Each plaque represents cell Iysis initiated by one viral
I particle (agar restricts movement so that virus can
Viral infect only contiguous cells)

proteins

Replication of viral DNA
Expression of viral late proteins



Clonage via Yeast Artificial Kromosomes (YAK)

Origine de
Molécule d’ADN bicaténaire dont Geéne d’auxotrophie Jépt'if?tion
'organisme de réception est une levure pour IUracile  gjta d’insertion el”enne
Utilisé pour générer des bibliotheques l

d’ADNg et peut contenir une séquence
de 200 a 1000kb.

Shuttle vector

La méthode de clonage suit le méme
principe que le clonage dans un

plasmide.

Le vecteur peut étre amplifier /

rapidement dans E Coli ou sauvegarder  Originede \ N

d la | réplication de la [ Gene de résistance
ans la levure levure a 'ampicilline

Centromere de
levure



Clonage via Bacterial Artificial Kromosomes (BAK)

Chromosome modifié de bactérie

Utilisé pour générer des bibliotheques
d’ADNg et peut contenir une séquence
de 100 a 500kb.

La méthode de clonage suit le méme
principe que le clonage dans un
plasmide.

Le vecteur peut étre conservé dans des
bactérie, des levures et des phage mais
se conserve plus long temps dans les
bactéries.




Les differents types de vecteurs et leurs caracteristiques associés

Table 173 Recombinant DNA Cloning Vectors

Insert Size

Vector (kb, 1kb =1,000 bp) Example Characteristics

Plasmid <20kb pBR322, pUC19 Replicates independently of microbial chromosome so marny
copies may be maintained in a single cell

Bacteriophage 9-25kb A 1059, A gtl1, Packaged into lambda phage particles; single-stranded DNA

M13mp18, EMBL3 viruses such as M13 have been modified (e.g.,, M13mp18) to

generate either double- or single-stranded DNA in the host

Cosmids 30-47 kb pJC720, pSupercos Can be packaged into lambda phage particles for efficient
introduction into bacteria, then replicates as a plasmid

BACs (bacterial artificial 75-300 kb pBAC108L Modified F plasmid that can carry large DNA inserts; very stable

chromosomes) within the cell

YACs (yeast artificial 100-1,000 kb pYAC Can carry largest DNA inserts; replicates in Saccharomyces

chromosomes) cerevisiae



Les stratégies de clonage d’insert dans les vecteurs

DA fragmmient
? to be cloned
[ ]

1- Clonage par restriction-ligation
2- Clonage par recombinaison
3- Clonage par PCR (Lic-PCR)

Recombinant
plasmid




Clonage par restriction-ligation

Kpnl
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Les enzymes de restriction

Endonucléase | & Il Site de clivage
Site de reconnaissance

Exonucléase @ ADN
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€
(b 'ADN o
<

Site de reconnaissance &
de clivage




Les enzymes de restriction

Endonucléase | & Il Site de clivage
Site de reconnaissance

Exonucléase @ ADN

Endonucléase Il

Site de reconnaissance &
de clivage



Les enzymes de restriction

Les enzymes reconnaisse des séquences palindromique, selon 'enzyme peuvent libérer des
extrémités a bout franc ou a bout cohésifs

M M

ATTAGCCGTAAT ATTAGCCGTAAT
TAATCGGCATTA TAATCGGCATTA
ATTAG CCGTAAT AT  TAGCCGTAAT
TAATC GGCATTA TAATCGGCAT TA

Bout franc Bout cohésif



Les enzymes de restriction

Enzyme

Source Microorganizm

Recognition Site”

Ends Produced

BamHI

EcaRl

Hindlll

Kpnl

Psil

Sacl

Sall

Bacills amyloliguelaciens

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Klehsialla pnenmaonia

Providencia stuartii

Streptomyces achromogenes

Streptomyces albue

T
G-G-A-T-C-C-
C-C-T-AG-C-

T

C-T-C-G-AC-

Sticky

Sticky

Sticky

Sticky

Sticky

Sticky

Sticky

Smal

Serratia marcescers

Blunt

Sphl

Xhal

Streptomyres phacochromogenes

Xanthomonas badrii

C-C-T-A-CC-

il
T-C-T-A-G-A-
-A-G-AT-C-T-

Sticky

Sticky

T

Bout cohésif

Bout franc



La restriction et la ligation

. . Doror DNA
Restriction du | | I
vecteur et de aaTe__omme e
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g 3 .‘I""" Ve Cte ur et i nse rt ,,-':fv""":'("{'(:":'
digérés

Mécanisme
d’action de
’endonucléase

ADN



La restriction et la ligation

Plasmid wector / Doror DNA

v Y Y
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111 T R LI111
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t {
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K e
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(10 —
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La restriction et la ligation

Doror DNA

v Y Y

Plasmid wector

GAATTC GAATTC GAATTC
PIEET Rl 1111 S V111

A
i 1
Doror DNA
Y cut with EcoRt
G AATTC
il
C TTAA G

Donar DNA fragmerts

/7

Complementary base
paidng folowed
by ligation

ra Recombirant DNA molscule
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{
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C TTAA



Stratégie de clonage par restriction-ligation

AATTC=—— ! EcoRl EcoRl
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Stratégie de clonage par restriction-ligation

ECORl = =  s==——mmmmmmmmm———- ’:
I AATTC— 1 EcoRl ECOR
G— | ﬂ ﬂ
________________ !
Extrémité ADN a cloné
cohésive . .
l Digestion
(AATTC G L,
G cmaag  Insertdigeré

Vecteur

circularisé Vecteur

/ recombinant

|gat|on

Vecteur
linéarisé

Vecteur re-

circularisé
Comment discriminé entre les clone ayant le

vecteur avec l'insert et ceux sans l'insert ?




Cas 1 : re-digestion des plasmide recombinant

@ @

Extraction plasmide

lo¥e

Restriction avec une
enzyme qui coupe
dans le vecteur et dans
I'insert une fois

=




Cas 1 : re-digestion des plasmide recombinant

DNA restriction fragments

@ @*

Extraction plasmide
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Cas 1 : re-digestion des plasmide recombinant

DMA restriction fragments

S
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N\

Flace mitkture in the well of
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Cas 1 : re-digestion des plasmide recombinant

@ @*

Extraction plasmide

Q0

Restriction avec une
enzyme qui coupe
dans le vecteur et dans
I'insert une fois

\J

2 8145

Y

a— Size markers

~

-— Wells

~ Agarose gel

i + BET

DNA migrates
toward positive

electrode.

|

LADN migre du (-) vers (+),
les fragment sont séparer
selon leur poids

Observation des
bandes grace au BET
a la lumiere UV

PEERREY

=,

Vecteur vide

Marquer de poids

Vecteur + insert moléculaire



Cas 1 : re-digestion des plasmide recombinant

@ @
¥ Size markers
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(=) A

Extraction plasmide < Wells
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electrode.  |'ADN migre du (-) vers (+),
les fragment sont séparer

Restriction avec une ;
enzyme qui coupe leur poids
dans le vecteur et dans
I'insert une fois

/ Observation des

bandes grace au BET
ala lumiere UV

—
—
_




Cas 2 : criblage bleu blanc

{ o E. coli
Le polylinker contient

une séquence qui

| P
: £ 3 \- Galactose
= =
¢ ‘5, = Plasma membrane

En changeant le lactose par X-gal

NH
CH,OH ||
OH)—0 O
OH
Cl Br
OH

Structure du X-gal.



Cas 2 : criblage bleu blanc

| a E. coli
Le polylinker contient
une séquence qui

Galactoside
permease

‘i-Galacfosidase 4 Glucose

o e
& P 25m R
Vaalons : % E Galactose
S ;1 ‘= Plasma membrane
La Galactosidase hydrolyse le
X-gal et donne un produit
coloré
Cl
CHQGH p-Galactosidase H R
0 0 — N #’ o 1
= N Br
H
OH
K -gal

Cl
5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindole  5,5-Dibromo-4,4'-Dichloro indigo




Cas 2 : criblage bleu blanc

Le polylinker contient

une séquence qui

permease

I /

\
Lactoss Galactose
— Plasma membrane

La Galactosidase hydrolyse le

X-gal et donne un produit
coloré

\

=
—

24 hours

Cl
Q, Br = H
N, |
= N Br
| | H
9L/lacZ cell lysate

findole

5,5"-Dibromo-4,4"-Dichloro indigof




Cas 2 : criblage bleu blanc

Le polylinker contient
une séquence qui

Ajout photo LacZ +
équiation



Cas 2 : criblage bleu blanc

Les clones ayant des
vecteur recombinant
ne produisent pas

LacZ et son blanc

Le polylinker contient

une séquence qui
@

Ajout du substrat de |
LacZ dans le milieu

\©_>©

Les clones ayant des 1

. 1 1
AJout’ ph.otc.J LacZ + vecteur vide : . i
equiation produisent LacZet | l

son bleu



Cas 3 : double digestion avec enzymes difféerentes au cours du
clonage
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Cas 3 : double digestion avec enzymes difféerentes au cours du

clonage

EcoRl BamHI
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l Digestion
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Cas 3 : double digestion avec enzymes difféerentes au cours du

clonage

EcoRl BamHI

l

|

I—

|

| =— CTTAA Commm | ﬂ
1 1

1

BamHI

i

ADN a cloné

xtrémité non
cohésive

l Digestion

(AATTC
G

C . s
cearc) |nsertdigeré

Vecteur
circularisé

Vecteur
linéarisé

Fragment de
polylinker

Q

Vecteur
recombinant

Vecteur re-
circularisé



Genérer des sites de restriction par ligation
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Genérer des sites de restriction par ligation

Extra bouts possédant

des sites de restriction : Amorce directe

AI Gene cible |7

Amorce reverse SO

Enz
V.
Amplification ' e de lesty;
Y 4 Ctiop,

‘ Geéne cible ‘

Ligation ' Extra bouts possédar
des sites de restrictio

(a)
P—A AT T— e 3

Vector DNA OH———=1¥'
(a’) b)
5' —OH + P CG-Em=l Y N .
3 T TAA-P Ho————1%' Gene C|b|e
SR —
HO-—=15'

Complementary
ends base-pair

OH P
ay N\ / (a)
5 DN A AT T 3 Unpaired genomi

omic
1 +
3T TAA =% fragments (b) and (c)
P

FHO

2 ATP
T4 DNA ligase
2 AMP +2 PP,

(a") (a)
5 _—ﬁl\ ATI‘!:I 3
3 =TTAA 15"




Genérer des sites de restriction par ligation

Extra bouts possédant
des sites de restriction

N Amorce directe

AI Gene cible

|7

Amorce reverse SO

Amplification '

EnZyme de

L

regt,.:
estr/Ctl-On

Extra bouts possédar
des sites de restrictia

‘ Gene cible ‘
Ligation '
- Gene cible
digestion '

Geéne cible




Genérer des sites de restriction par PCR

Extra bouts possédant

des sites de restriction “\ : Amorce directe

AI Gene cible |7

Amorce reverse SO N\
Extra bouts possédant

L des sites de restriction
Amplification




Genérer des sites de restriction par PCR

Extra bouts possédant

des sites de restriction “\ : Amorce directe

AI Gene cible |7

Amorce reverse SO \\

Extra bouts possédant
des sites de restriction

Amplification l
Enzyme de restriction ‘ ‘ Enzyme de restriction

digestion l
‘ poneche I'




DA fragmmient
‘) to be cloned
[ ]

1- Clonage par restriction-ligation
2- Clonage par recombinaison
3- Clonage par PCR (Lic-PCR)

Fecombinant
plasmid



L_e clonage par recombinaison Getway

Cassette
Toxique (ex inhibiteur de
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Site de Site de
recombinaison recombinaison

Origine de
réplication



L_e clonage par recombinaison Getway

Cassette
Toxique (ex inhibiteur de

gyrase)

Site de
recombinaison

Site de
recombinaison

Origine de
réplication

Extra bouts de

recombinaison Amorce directe

—
Amorce reverse < ‘

Amplification l

I Geéne cible I

Geéne cible

Extra bouts de
recombinaison




Le clonage par recombinaison Getway

Cassette
Toxique (ex inhibiteur de

gyrase)

Site de Site de
recombinaison recombinaison

Origine de
réplication

Extra bouts de
recombinaison

N Amorce directe
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Amplification l

Extra bouts de
recombinaison
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L_e clonage par recombinaison Getway

Extra bouts de
recombinaison

N Amorce directe

_I Geéne cible I_

Amorce reverse <

Extra bouts de

Site de Site de l recombinaison
. . Amplification
recombinaison recombinaison
Geéne cible I Géne cible I
. |
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\\ Recombinase
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Stratégie de clonage de gene bactérien

Opéron
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Clonage d’un opéron
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Sites restrictions



Stratégie de clonage de gene bacteérien

Opéron

THT T
=

Clonage d’un géne
1A

Sites restrictions

A
v




Stratégie de clonage de gene bacteérien

Opéron

& »
<« »

DT

c ‘
Clonage d’une combinaison de génes
successifs

Fo

Sites restrictions



Stratégie de clonage de gene bacteérien

Clonage d’une combinaison de genes éloignés
Opéron

NN ~\

oD -

PCR/v\ \T-PC\R




Stratégie de clonage de gene bacteérien

Clonage d’une combinaison de genes éloignés

Opéron
NN Séguences

- g

=<1 i complémentaires §

Al B C D o 5
_ood-f-— ATTAGC—

/ \: ~ —GCTAAT
PCR

----------------------------------------------




Stratégie de clonage de gene bacteérien

Clonage d’une combinaison de genes éloignés
Opéron

Séquences

__-==="""" complémentaires
c J— ——D———‘ "I——
i

PCR, dénaturation hybridation

La DNA polymerase utilise les sites
d’hybridation en temps gu’amorces




Stratégie de clonage de gene bactérien

Clonage d’une combinaison de genes éloignés
Opéron

Séquences

complémentaires

7’

—\

—
—

PCR, amplification

PCR, dénaturation hybridation

La DNA polymerase utilise les sites
d’hybridation en temps gu’amorces

1 PCR, 1¢" cycle d’amplification

T

I



Stratégie de clonage d’un geéne eucaryote

Clonage d’un geéne entier

Sites restrictions



Stratégie de clonage d’un gene eucaryote, épissage par PCR

Cas d’exon avec over lape
(régions complémentaires)

\A —_ N\

11 > 12 13
2 B &
N N N NN\ Les régions

complémentaire se
PCR 1 + PCR 2 dénaturation recouvre et servent
hybridation d’amorce pour 'ADN pol

PCR 2 amplification

[[el=]o]=] |



Stratégie de clonage d’un gene eucaryote, épissage par PCR

Cas d’exon sans over lape

N : N : (régions complémentaires)

S N \ S N N\ Ajout d’extra bouts

complémentaire
PCR 1 + PCR 2 dénaturation
hybridation

PCR 2 amplification

[[el=]o]=] |






