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génétique
Fiche 1 tut rentrée

Clonage moléculaire

But : Obtenir un grand nombre de copies identiques absolument pures d'une
séquence donnée d’ADN. Permet donc de séparer 2 populations d’ADN
(ADNc WT et ADNc muté = les 2 alléles de la mére)

Principe :

1- Intégrer un fragment d’ADN (=Insert) dans un vecteur

2- Introduire le vecteur dans une cellule hote (bactéries)

3- Sélectionner, isoler et amplifier les clones bactériens

4- Obtenir un fragment d’ADN PUR en grande quantité pour le séquencer

1) Préparation de I'’ADN recombinant

- ADN recombinant = vecteur + insert

Vecteur =
ADN circulaire double brin capable de réplication autonome
indépendante de 'ADN de la cellule hote (= réplication épisomale)
ADN de taille réduite qui permet I'insertion d’un fragment d’ADN
étranger
ADN qui possede des génes de sélection permettant de sélectionner
les cellules hotes qui ont intégré le vecteur

2 grandes catégories de vecteurs :

v’ les vecteurs de clonage : destinés a ISOLER physiquement un
fragment d’ADN d’intérét et a amplifier le nombre de copies de cet
ADN (que nous allons détailler ci-apres).
les vecteurs d’expression : destinés a transférer un géne dans une
cellule héte eucaryote pour étudier la pathogénicité d’'une mutation,
par exemple.

" Ils existent différents vecteurs qui varient en fonction de la taille de
I'insert qu’on souhaite y insérer.

3 caractéristiques du vecteur :
Site de multiclonage =

Polylinker = site multiple de clonage  polylinker dont on connait
parfaitement la séquence,
« on sait ou coupe
précisément chaque enzyme
Plasmide | « Ori = Origine de réplicaion € restriction» ,
} Origine de réplication = qui
lui permet de se multiplier
dans la bactérie et
‘5\ indépendamment de celle-ci

Gane de =élection Geéne de sélection = de

(ex. résistance a 'ampicilline) :ist'i;tii‘t'icsuiun
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- préparation du vecteur (ici un plasmide) + de l'insert digérés par des
enzymes de restrictions

Digestion
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Le vecteur est
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recombinant

—> Ligation vecteur + insert par la T4 DNA ligase

- ’ADN n’est pas fait pour étre simple brin ; hybridation par complémentarité
lorsque le vecteur ET l'insert présentent des extrémités cohésives (contraire
d’extrémités franches), et ceux avant I'action de la ligase.

- de préférence, on utilise le méme type d’enzymes de restrictions sur le
vecteur et sur I'insert pour avoir les mémes extrémités franches ou cohésives
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Probléme : La ligase referme indifféremment le vecteur avec ou sans insert
Solutions : Etape de déphosphorylation du P en 5’ nécessaire avant la
ligation de fragments d’ADN clivés par des d’enzymes de restriction qui
génerent des extrémités franches
But : que la ligase n ‘est plus le choix entre refermer le vecteur sur lui-méme
ou avec l'insert,

—> Stratégie de clonage sile vecteur et l'insert ne présente pas le méme

type d’extrémités : (action de la nucléase S1 ou la Klenow + dNTP)
o N
H,
Clivage des extemités

Nucléase S1 - - )
simples brins & sortants

Activite

Insert , 53 exonucléasique

B F

3, o . 5,
Extrémités cohésives

\Vecteur

Extrémités franches

Au final : on considére qu'un seul produit PCR a été incorporé dans le vecteur
> soit I'alléle sauvage (WT)
> soit I'allele muté (variant d’épissage)

2) Introduire le vecteur dans une cellule hote

Si la cellule hote est une bactérie, on appelle ca une TRANSFORMATION :

- PERMEABILISATION de la membrane par choc thermique, électrique, ou
chimique

Au final : on obtient des bactéries avec un seul type d’ADN recombinant = un
seul produit PCR et également des bactéries non transformées (n’ayant pas
intégré de plasmides et qui sont par conséquent sensibles a 'antibiotique)

o
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Colonies -Galactosidase
3 Ampicilline p-Gal ... Négatives (avec insert)
Choc - Résistante ST /-
%E Thermliue . .
+ -
O
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ou Choc

Neg
Electrique | Ampicilline Ligation I

ADN Bactéries Résistante
:combinant compétentes : Transformation
(E. Coli) p-Galactosidase  Bacterienne poal_
paroi bacférienne Pos.
perméabilisée
) LB-Agar
Plasmide B + ampicilline
+IPTG +X-Gal

Colonies fi-Galactosidase
Positives (sans insert)

Ampicilline

- AmpF
Sensible P

3) Sélection des clones bactériens :

IPTG : Induit I'expression de la -galactosidase

Etalement sur boite de pétri contenant une gélose (=substance

nutritive) et un antibiotique (ex : ampicilline) X-Gal (Incolore)
L’antibiotique permet de discriminer les bactéries ayant intégrées

notre ADN recombinant (vecteur + insert) des autres mi > s—— | Hydrolyse

En effet, le vecteur posséde un géne de résistance a 'antibiotique sy du x-Gal

Au final : seul les bactéries ayant intégrées notre vecteur avec ou sans insert p-galactosidase LB-Agar

pourra proliférer et faire des colonies . + ampicilline
Coloration Bleue +IPTG +X-Gal

Probléme : on n’a jamais 100 % d’insertion de l'insert, certains vecteurs se

sont refermés sans l'insert malgré I'étape de déphosphorylation.

Solution : sélection blanc-bleue

Polylinker en plein milieu d'un gene qui code pour la B-Galactosidase
Si insertion de I'insert = coupure du géne en 2 = pas d’expression de la
B-Galactosidase

Sile vecteur se referme sur lui-méme = gene de 'enzyme continue = géne B-Galactosidase inactivé géne B-Galactosidase fonctionnel
expression de la B-Galactosidase

X-Gal incolore non hydrolysé X-Gal incolore hydrolysé colorant le
milieu en bleu

= COLONIES BLANCHES COLONIES BLEUES
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3) Amplification clonale des clones bactériens (2) :

-> Chaque colonie est mise en culture dans un milieu liquide de culture afin de
récupérer ’ADN pure dans chaque tube et 'amplifier par prolifération
bactérienne.

Une colonie est mise en culture dans un milieu liguide de culture
adapté a la croissance bactérienne

Incubation 16h
=2 J N e [\

Centrifugation
des bactéries

Multiplication
des bactéries

— [ == [

LB Liquide Incubation 16h
+ Amp aarc

4) Séquencage des fragments d’ADN PURE :

v On obtient un fragment d’ADN pur en grande quantité qu’on va
pouvoir séquencer individuellement
v" Pour cela, on procéde d’abord a:
- al'extraction de 'ADN recombinant
- les ADN recombinants purifiés sont analysés par digestion enzymatique =
réalisation de sa CARTE DE RESTRICTION afin de VERIFIER QUE LE
PLASMIDE CONTIENT L’INSERT.

Carte de restriction = cartographie d'un vecteur dont on connait
parfaitement la séquence

MCS = site de multiclonage = polylinker = lieu d’'insertion de
I'insert
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Les ADN recombinants purifiés sont analysés par digestion enzymatique: Digestion Pvull:
réalisation de sa carte de restriction.

A- Plasmide sans insert:

ssplassp 0119 977-529 = 448 bp

Xrn | 2645 . .
B- Plasmide avec insert:

$oal 2528 % . 977-529 = 448 bp
Py | 2418 B + 500bp= 948bp

oBluescript Il SK (+/-) [F

261 bp

@ SAlagEne

1- Manqueur de taille

Application sous forme de QCM :

QCM 1 : Vous réalisez une carte de restriction pour différencier les plasmides contenant un insert de ceux ne
contenant pas d'insert. La carte de restriction est schématisée ci-dessous.

Pyy 11(4000)

% _ liazi(00)

Plasmide
4800 ph

e

Nael (3500)

Pyy 1(1500)

/
EcoRl (2650)

Apreés digestion enzymatique avec I'enzyme Nae |, quels sont les fragments obtenus aprés migration
électrophorétique sur gel d’agarose ? Donner la ou les réponse(s) exacte(s) :

A) Plasmide avec insert : 2700pb + 2100pb

B) Plasmide avec insert : 2700pb + 2400pb

C) Plasmide sans insert : 3000pb + 2100pb

D) Plasmide sans insert : 2700pb + 2400pb

E) Aucune de ces réponses n'est correcte

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.




Tut'rentrée 2014/2015
Méthode de résolution :

CONCLUSION: :
Taille du fragment entre Nae I et Nae [ sans l'insert :
3500 -800=2700 pb v
Taille du reste du plasmide :
4800 -2700=2100 pb v
Taille du premier fragment avec l'insert :
2700 + 300 =3000pb

Au départ, on avait un séquencage illisible car superposition du
séquencage de I'allele sauvage et du variant d’épissage

Apres clonage, on a séparé nos 2 produits PCR qui venaient des 2
alleles de lamere (WT=sauvage et variant d’épissage=muté)

Apreés séquencage de nos alléles, on a identifié tres clairement la partie
de l'intron insérée = variant d’épissage = impact sur ’ARNm et donc
sur la protéine

Donc une mutation dans une région introniques peut avoir un impact
Plasmide avec insert : 3000pb + 2100pb sur la protéine qui est alors dysfonctionnelle

Plasmide sans insert : 2700pb + 2100pb Tandis que dans le séquengage wild type on retrouve la jonction
exon6-exon? (pas d’intron inséré entre ces 2 exons)

Correction : E

- Vérification de l'insert par séquencage :

Clonage %
Séquencgage %
3CAGGGCCGT CGCEAGECT GAGCCGT C6 CGAGG €T G[6GAA GCT GCTT CGCCG G] [scacaeccar cocaacacT decanGerGCTTCOCCG G

) 181 170 REL)

Variant d'épissage
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