Deuxieme partie: Génie Génétique

Geénie géneéetique : ensemble des outils et des techniques qui
permettent de manipuler TADN et ’'ARN in vivo ou in vitro.

> But : identifier, isoler et étudier les genes

» Enrecherche fondamentale :
étude de la structure des genes
« eétude de leur expression

« eétude de leur fonction

» Applications :

« production de protéines recombinantes (vaccins, medicaments, etc)
» production dOGM

» diagnostic de maladies

» recherche de cibles thérapeutiques



Deuxieme partie: Génie Génétique

Principales étapes du développement du génie génétique:
1953: Watson et Crick proposent le modele double-hélice de 'ADN

1955: A. Kornberg découvre la DNA polymerase

1962: Arber montre la premiére preuve de I'existence des endonucléases de
restriction

1967: Gellert découvre la DNA ligase

1970: Temin, Mitzutani, Baltimore découvrent la transcriptase reverse

1970: Smith et Nathan utilisent les nucléases de restriction pour préparer de
I’ADN recombinant (démarrage de la technologie de 'ADN recombinant)
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Deuxieme partie: Génie Génétique

Principales étapes du développement du génie génétique (continuation):

1972-1973: Boyer, Cohen, Berg développent des techniques de clonage de
| ’ADN

1975-1977 Sanger, Barrell, Maxam et Gilbert développent des méthodes
rapides de ségquencage de 'ADN

1981-1982 Palmiter et Brinster produisent des souris_transgéniqgues; Spradling
et Rubin produisent des mouches du fruit (Drosophila) transgéniques

1985 Mullis et collaborateurs inventent la réaction en chaine de la polymérase
(PCR).
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Deuxieme partie: Génie Génétique

Principales étapes du développement du génie genétique (continuation):

1990 Le US Department of Energy et les National Institutes of Health lancent
le Projet Génome Humain

1995 Venter et collegues séquencent le premier ggénome complet (Haemophilus

1970 ..@

influenzae) oo %o,
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;.é)%. ° X ﬁo«; -

1998 Fire et Mello découvrent le mécanisme d’interférence a '’ARN (RNAI)

2003 Un consortium de chercheurs publient la séquence du génome humain
(fin du projet HGP)

2009-2011 Programme 1000 génomes humains

2004-présent: Programme ENCODE (Encyclopedia of DNA elements). pwsens
Premiers résultats 2012

2000-présent: découverte et développement du systeme CRISPR-Cas9



Deuxieme partie: Génie Génétique

2eme partie : Génie Génétique
Préparation de 'ARN et de ’'ADN (LE MATERIEL)
Les outils du génie génétique (LES OUTILS)
L’amplification sélective d’ADN in vitro (PCR)
Le clonage des genes
LES TECHNIQUES

Etude de la structure d’'un gene cloné

Etude de I'expression et fonction des genes




Deuxieme partie: Génie Génétique

1. Préparation de 'ARN et de 'ADN (LE MATERIEL)
 ADN géenomique et ARN
« ADN plasmidigue

« Hybridation moléculaire



1. Préparation de ’ADN génomique et de ’ARN

1-Matériel de départ : Cellules ou organes

2-Homogénéisation en conditions dénaturantes
(lyse, broyage addition de

phenol/chloroforme) «— (P:F?ﬁlef:][l)ﬁ;se
3-Séparation '
(centrifugation) "
traitement DNAse ou RNAse +RNAse +DNAse )
2232 =

4-Collecte / \A

précipitation par I'éthanol

ADN ARN
lgramme tissu 1mg 1-10mg
107 cellules 100ug 1mg

E. coli
Séparation sur gel d’agarose

Before After
Adding Ethanol



1. Préparation de ’ADN plasmidique

2 types d’ADN
génomique (associé a des protéines)
plasmidique (nu)

pactéries

circulaire ouvert

Lyse alcaline :
NaOH, SDS, +Acétate de K*
Lysat
RNAse Lysal 7 Phénol/Chloroforme
Centrifugation
- Protéine
N génomique

Lysat clair{plasmides)

i Echange d’ions
Phénol/Chloroforme _

\ Ethanol précipitation /

Plasmides



1. Hybridation moléculaire

ADN Héteroduplex ADN-ARN
Dénaturation \ Hybridation

ou déshybridation ou renaturation

+ !
ADN ARN

Hybridation moléculaire : Association de deux chaines d’acides nucléiques
(ARN ou ADN)
par appariements de leurs bases complémentaires.

L’hybridation moléculaire repose sur :

» La complémentarité de bases

» Laréversibilité du processus de separation des deux brins (dénaturation/
renaturation)



1. Hybridation moléculaire

Hétéroduplex ADN-ARN

Dénaturation \ Hybridation
ou déshybridation ou renaturation

' -
ADN

ARN

ADN

Dénaturation obtenue en
-augmentant la température
-en changeant le milieu
-diminuant la concentration en sels
-ajoutant des agents dénaturants : urée, formamide,
formaldéhyde



1. Hybridation moléculaire

Hybridation : association de deux brins (ADN ou ARN) par des liaisons
hydrogénes entre leurs bases complémentaires.

Température de fusion de I'hybride (Tm) : Température a laquelle 50% des
molécules passent de I'état double brin a I'état simple brin.

Cette température correspond au point d’inflexion de la courbe D.O. a 260 nm
de 'ADN en solution en fonction de la température. La température de fusion
dépend:

- de la taille de la séquence (n)

- du % de bases complémentaires (% homologie)

- de la composition en nucléotides (% G+C)

- de la concentration en sel (ex. Na+)

- de la présence d'agents dénaturants (ex. formamide).

% ADN simple brin
|

s0f
J Température




1. Hybridation moléculaire

Pour deux séquences ADN de taille supérieure a 50 nucléotides et 100% homologues le
Tm peut étre calculé par la formule :

Tm =81.5°C + 16.6 (log Na+ ) + 0.41 (% de G+C)- 0.63 (% Formamide)-600/n.

Dans le cas de séequences partiellement homologues, il faut enlever 1°C par % de
divergence.

Si la taille est inférieure a 14 nucléotides, la taille et la composition en bases sont les
facteurs déterminants; on utilise alors la formule simplifiée :

Tm =4°C (C+G) + 2°C (A+T).

Cette formule donne aussi une bonne approximation du Tm jusqu’a 25 nucléotides. Entre
25 et 50 nucléotides d’autres formules sont utilisées.

% ADN simple brin
|

100

J Température

S0




1. Hybridation moléculaire

Stringence : degré d'empéchement des hybridations non spécifiques. Elle
est définie par l'ensemble des conditions utilisées pour [I'hybridation
(température, concentration en sels, concentration en agents dénaturants)

A forte stringence (température proche du Tm) seules les séquences
homologues sont appariées (hybridation spécifique).

A faible stringence (température inférieure au Tm) appariement de
séquences qui sont seulement partiellement homologues (hybridation peu
spécifique).

Réalisation d'une hybridation:
- en solution ( ex:amorces PCR)
- sur membrane (Southern blot, Northern blot, Dot blot)
- sur coupe de tissus (hybridation in situ).



Deuxieme partie: Génie Génétique

2. Les outils du génie génétique

 Les enzymes
* Endonucléases de restriction
 DNAse pancréatique
* Nucléase S1
* RNAseH
 DNA polymérases
 RNA polymérases
« Autres

» Electrophorése d’acides nucléiques
« En gel non dénaturant
* En gel dénaturant

* Le blotting

* Les sondes nucléotidiques
« Marquage
* Hybridation

» Les vecteurs de clonage
* Plasmides
 Phages



2. Les enzymes: endonucléases de restriction

ENDONUCLEASES de RESTRICTION
(origine bactérienne)

Type 1 Coupure des 2 brins d 'ADN a 10 pb de |la séquence reconnue
Type 2 Coupure des 2 brins d 'ADN a l'interieur de |la sequence reconnue

Type 3 Coupure des 2 brins d 'ADN a 1 kb de la séquence reconnue

CARACTERISTIQUES des MOTIFS RECONNUS par les ENZYMES de TYPE 2

Motif reconnu de 4 a 6 nucleotides
La séquence du motif est PALINDROMIQUE (GAATTC, GGCC...)

Motif est spéecifique d’'une enzyme / d’'une bactérie

PAR BACTERIE: UN COUPLE ENDONUCLEASE | METHYLASE de RESTRICTION

Motif commun a la méthylase et a la nucléase
Motif est methyle sur une base par la méthylase
Motif méthylé est non coupé par a la nucléase




2. Les enzymes: endonucléases de restriction

Types de coupures

EcoRlI : Extrémités dépassantes en 5’ (a bouts collants)

Pstl . Extréemités dépassantes en 3’

Les extrémités depassantes genérees par une enzyme de restriction sont complémentaires.
Elles peuvent s’hybrider. On dit qu’elles sont cohésives

Pvu Il : Extrémités franches non cohésives complémentaires.

Toutes sont 5'P et 3'OH peuvent étre réassociées par une DNA ligase (liaison covalente

stable): compatibles

TYPES de COUPURES GEMEREES par les ENZYMES de TYPE 2

A BOUTS FRANCS (BLUNT)

§p==eGGCC-von LI e @Gy 5CC----30
3'0H ----CGTGG----E'F 30H ====CC & 3G G----5P
A BOUTS COLLANTS (STICKY ENDS)
Eco R1
=)=
5P --GLAATTC--S'DH 5P--G.3o8  5P-AATTC--30H
FOH --GTTAAF-:-- 5P ¥oH--CTTAA 5p 308 G--5P
1 Pst1
5P -=CTGCAG--30H sP==CTGCA 301 sp- (G-=3'0H
30H -=(G 5'p s ACGTC--57

3'0H --GtACGTC--S’F



2. Les enzymes: endonucléases de restriction

Coupures franches

Pvull Smal
5P.uass. CAC!CTG .............. CCCVGGG ........ 3'0OH
3’0OH...... GTCEAC .............. GGGLCC........ 5P
Coupure au milieu du
palindrome

5P../A..CAG3°0OH 5P-CTG... l ..CCC3°0H  5P- GGG."OH
3'OH.....GTC5P 3'OH-GAC........ ... GGG5P  3'OH-CCC.......5P

Génere 3 fragments A B C et des extrémités franches
(non dépassantes) qui ne peuvent pas s’hybrider
entre elles : Extremités non cohésives

Ces extremités peuvent-&tre associees entre elles par
une DNA ligase (liaison phospho-ester) Elles sont
compatibles



2. Les enzymes: endonucléases de restriction

Coupures franches

/\
5 CAG 3. oif . op.cTe.. Bl _cccaon sPGGGRE pon
3OH....GTC5P  FOH-GAC...o...... GGG5P_  3OH-CCC......5P
\/ \/

Réassociation des 3 fragments et reconstitution du fragment de départ avec les site Pvu Il ou Smal |

/\ -
5’P.CAG-3-’OH 5P-GGG....n..... GAC 3- ’OH 5P- GGG 3’OH
3°0H.....GTC-5P  3°0OH-CCC............... CTG 5P 3°’0OH-CCC........

Réassociation différente donnant un nouveau fragment d’ADN recombiné (B inversé)
sans reformation des sites de restriction. D’autres combinaisons sont possibles car
toutes les extrémités franches sont équivalentes pour la ligase

Toutes les extrémités franches sont compatibles :peuvent étre associées par une
liaison covalente par une ligase



2. Les enzymes: endonucléases de restriction

Coupures décalees (depassantes, cohésives)

EcoR1 EcoR1 Kpnl
5P...... JAATTCuunnn. GAATTCeeenn. GGTACC.......30H
3'0H......CTTAAG........ CTTAAG e e, GCATGG........5P

Coupures decalees (5’dépassantes ou 3’ dépassantes) mais identiques sur les 2 brins

Digestion par EcoRlI

sp I on spAATTC. G.3-'0H 5’pAATTC...GGG ........ 3'0H

3°0H........ CTTAA-sP 3’0OH-G................ CTTAA-5> P3-OH G....... CCC......5°P

Génere 3 fragments A B C et des extrémités dépassantes en 5’ qui
peuvent se réhybrider entre elles Extrémités cohésives qui peuvent-étre
réassociees entre elles de facon stable par une DNA ligase (liaison
phospho-ester covalente). Ces extrémités cohésives sont donc
compatibles



2. Les enzymes: endonucléases de restriction

Coupures déecalees

Ligation par DNA ligase

A — B T
........ (-3-°0OH 5°P-AATTC..coev ......G3-°OH 5pAATTC.. GGG.......3°0OH
3’0H........ CTTAA-spP 3OH-G.ueen, CTTAA -5°P 3’-OH G....... CCcC........ 5’p
\/ \/

Réassociation des 3 fragments et reconstitution du fragment de depart
avec les sites EcoRI

0
........ (-3-°0OH 5°P-AATTC........ .....G3-°0H 5pAATTC.. GGG.......3°0H

Réassociation donnant un nouveau fragment d’ADN recombiné (B inversé)
avec reformation des sites de restriction.

Toutes les extrémités cohésives genérees par la méme enzyme sont compatibles
(ligase)



2. Les enzymes: endonucléases de restriction

Autres nucléases

Autres ADN endonucleases | Ex: DNAse | pancréatique

ADNdb ADNdb + ruptures de chaine
5P messssssssss—————— 3'0OH :> 5P s s s s 3'OH
3’0OH —————————— &' P 3'0H e e e — 5P
(pas de spécificité)
Nucléase S1
ADN db & sb
> 5P 3'0OH ADN db i
3'OH E—————————— 5P :> 5P eossssseeeeeees 3'0H

3'OH =—————— 5P

(Activité endo ou exo sur ADN ou ARN simple brin)

RNase H

Heteroduplex ADN-ARN Heteroduplex ADN-ARN
yon [

5°p 5P

Activité endonucléase sur heteroduplex



2. Les enzymes: DNA polymérases

Pour synthétiser de I’ADN il faut

« une DNA Pol
» les 4 desoxyribonucleotides (ANTP)
* une matrice et :
« une amorce (ADN ou ARN) qui a une extréemité 3'OH libre e

DNA Pol Il alpha subunit
L’activité 5’-3’ polymérase est 'activité de synthese J. Mol. Biol. 382, 859-869

L’activité 3’-5’ exonucléase permet une correction des nucléotides non
appariés

L’activité 5’°-3’ exonucléase (présente seulement chez la Pol |
bactérienne) catalyse une dégradation des extrémités 5’



2. Les enzymes: DNA polymérases

Rappel : DNA polymérases in vivo

Procaryotes Eucaryotes
Pol | Pol Il Pol Il Pola | Polp Poly | Pold

Fonction Réplication| Réparation | Réplication |Réplication| Réparation | Réplication [Réplication

5’-3’Pol +
=
S| 3’-5’Exo -
5]
U 53Ex0 | + - - - - - -




2. Les enzymes: DNA polymérases

Les DNA polymeérases utilisées in vitro

ADN Polymérase Klenow

Transcriptase Inverse| Accepte une matrice ARN ouapN

~
ARN sb hétéroduplex
5P 1T0H »—m 5F s ssssssssssseeeesssees 3'0OH
'O — 5 +0OH 5'P
@ amorce
ADN (ou ARN) , 1

Terminal-Transférase

Tagq DNA pol
Pfu DNA pol

ADN polvmeérases thermo-résistantes :



2. Les enzymes: RNA polymérases

RNA polymérases utilisées in vitro

Rappel : Synthése d’ARN : il faut une enzyme (ARN polymérase), un promoteur (ADN dbrin reconnu par
I’ARN polymérase),

des ribonucléotides triphosphates (NTP : ATP,UTP,GTP,CTP) mais pas d’amorce

Bactéries : ARN Polymérase | ( 5sous-unités)
Eucaryotes : ARN Polymérase I, II, Ill ( plus de 12 sous-unités)

Geénie génétigue : RNA polymérases de bactériophages
plus simple : une seule unité a ajouter pour faire une transcription in vitro pas
besoin de facteurs accessoires
plus spécifique: reconnaissent des séquences tres précises (promoteurs)
ex : SP6 RNA Pol : 5-ATTTA
ex: T7 RNA Pol: 5-TAATA

/

Promoteur 3’ UAC ARN antl-senSAlcu <_5’
5 SPO ATG TGA RNA Pol ) 5
ATTTA

3 AT 5’
Spo AUG TGA 3 Promoteur
RNA Pol® : : T7

ARN sens ion : A
mmmm, Traduction : protéine

Ribosonde pour détecter I’ARN (sens)

En placant un fragment d’ADN entre les promoteurs SP6 et T7, orientés pour avoir une
transcription en sens opposeés, on peut obtenir par transcription des ARN sens (ici en utilisant
la RNA pol SP6) et des ARN anti-sens (ici en utilisant la RNA Pol T7).



2. Les enzymes: autres activités

ADNdb

Phosphatase @ Déphosphoryle les extrémité 5°

ADNdb

0y m———————on,

P

Polynucléotide-Kinase | Phosphoryle les extrémités 5’-OH

@D

ADN L.igase |Forme des liaisons phospho-esters entre 5°-OH et 3°P
ADNdb t de chai sur ADN double brin
+ ruptures de chaine
5P e meees s s 3'OH |::> 5P ADNdb 2 OH
3'0H I I N 5!P 3’0H S’F

Topoisomérase |

Coupe PADN superenroulé sur un brin en libérant
des extrémité 5°0OH et 3°P et les réassocie la forme relachée

.—-"'3,P |:‘>
< e E =




2. Les enzymes: synthese

POLYMERASES T

ADN Pol |

Fragment de Klenow

Taq polymérase

ARN Pol T3, T7, SP6

Terminale transférase

Reverse transcriptase

T4 ADN ligase

T4 ARN ligase

T4 polynucléotide kinase

PHOSPHATASE
Phosphatase alcaline

Pol 5°-3’
Exo 3’ 5’
Exo 5’ 3’
Méme que I’ADN Pol |
Dépourvue d’Exo 5’-3’

Pol 5°-3’

Synthétisent un brin d’ARN a
partir d’'un promoteur
spécifique et d’'une matrice
d’ADN

Ajoute des nucléotides a
I’extrémité 3’ d’'un monobrin

Synthétise un brin d’ADN a

partir d’'une matrice d’ARN

3’0OH-P5’

3’0OH-P5’

Synthése d’ADN

Séquencgage, synthese de
sondes

PCR
Syntheése de ribosondes

Sondes oligonucléotidiques

Préparation d’une banque
d’ADNc

LIGASES - ]

Liaisons phosphate au niveau
de I’ADN (bouts francs ou
cohésifs). Sous-clonage

Idem au niveau de I’ARN

OH5’--—-P5’

Marquage P terminal

Sous-clonage



2. Electrophorese des acides nucléiques

Séparation des ARN et des ADN par migration dans un gel placé dans un champ
électrique

2 types de gel : Agarose (polymere d’agarobiose)
polymérisation par refroidissement
Séparation de molécules ou de fragments de 100 a 50 000
nucléotides

Polyacrylamide (polymere d’acrylamide)
polymérisation induite par des catalyseurs
Séparation de molécules ou de fragments de taille inférieure a 1000
nucléotides

Conditions non dénaturantes
I’ADN migre sous la forme double brin et est linéaire
I’ARN, simple brin, a une structure non linéaire (auto-
appariemments)

Conditions dénaturantes
ARN et ADN migrent sous la forme « simple brin » linéaire




2. Electrophorese des acides nucléiques

GEL non dénaturant :
-I’ADN double brin (non dénaturé)linéaire migre en fonction de sataille (1)

-I’ADN simple brin (dénaturé) et I’ARN migrent en fonction de leur taille et de leur conformation (2).
Deux brins de méme taille mais de séquence différente pourront étre séparés

1

(ex : analyse de
fragments de
restriction)

Non dénaturé

5! 5, 5! /

Fragment d’ADN >

dénaturé , Gels non
5’ 3 .
dénaturant
ARN gl &~~° 3
— /

1w

(ex : analyse du
polymorphisme par
SSCP)

SSCP (single strand conformation polymorphism)

GEL dénaturant
-chacun des brins d’ADN ou chaque ARN migre en fonction de sa taille

ADN

+
5 * 5 5
5
ARN _
5!“/\3, * e s s s = Gel
- dénaturant

Ex : -Electrophorése pour séquencer ’ADN
-Electrophorése pour séparer les ARN en fonction de leur taille (northern blot)




2. Electrophorese des acides nucléiques

Electrophorese dans un gel non dénaturant

Ex : Analyse de la taille de fragments d’ADN

1- Digestion et migration (ex : Plasmide circulaire)

Séparation en
fonction de la taille

————D

i —

Une traction aliquote des produits de digestion d'un ADN circulaire est déposée
sur un gel d'agarose 1% avec des fragments d’ADN de taille connue (marqueurs de
tallle). Apres migration le gel est coloré par le bromure d'éthidium et les fragments
d"ADN Huorescents sont révélés par édlairage aux Ultra violets.




2. Electrophorese des acides nucléiques

Electrophorese dans un gel non dénaturant

2- Révélation des fragments apres coloration avec un agent intercalant
a'b‘g’—' - L)
> ..\f;\‘ _f_,}‘ y
N NS 0
: @

-
~

d(‘p\'\t--
Taille des fragments :
8454 bp .
& Bl I : 8000 (un fragment donc un site pour cette
3678 Pou I1: 2 700, 2200, 1900 . 1200 enzyme) (4 fragments donc 4 sites pour
2323 Bl 1/ Pow 11 : 2700, 2200, 1200, CELLE €nZyme)
TEN900 (5 fragments donc 5 sites pour ces 2
1371 Bgl 1T/ Sac I : 2900, 2500, 2300 ]
2% enzymes) (3 fragments donc 3 sites pour ces
2 enzymes)
702

Conclusion : C et ADN
contient un site Bgl 11, 2 sites
Sac et d sites Pva 1l

Le fragment Pvull de 2200bp contient le site Bgl2



2. Electrophorese des acides nucléiques

Electrophorese dans un gel non dénaturant

En conditions non dénaturantes, les fragments d’ADN double brin linéaires
migrent en fonction de leur taille.

Les ADN circulaires migrent en fonction de leur taille et de leur conformation
(relachée ou surenroulée) (voir témoin 0)

Applications

« Carte de restriction : position des sites de restriction sur un fragment d'ADN
* Analyse du polymorphisme des séquences satellites (tailles difféerentes)

« Analyse de polymorphisme de conformation (SSCP)




2. Electrophorese des acides nucléiques

Electrophorese dans un gel non dénaturant

Calcul de la taille des fragments : établissement d’une carte de restriction (ADN non dénaturé)

CATHODE
paires de bases
&

1000

200

F00

600
500

400
300
200

100

ATJODE

FIGURE DE GAUCHE:

- PISTE 1: Marqueurs de taille (en paires de bases). . Courbe d’étalonnage en abscisses, les distances par rapport
- PISTE 2: Echantillon d’ADN dont |a taille est a

déterminer.

4+ poids moléculaire (échelle logarithmiogque)

migration et mm
(par rapport au puits ' inclusion)

FIGURE DE DROITE:

au puits d’inclusion:
et en ordonnées les poids moléculaires (échelle logarithmique).



2. Electrophorese des acides nucléiques

Electrophorese dans un gel non dénaturant

Ex : Recherche de polymorphisme allélique par SSCP

1-Echantillon d’ADN provenant d’un individu (2 alléles A? 2 alléles B ? ou 1 alléle A et un alléle B)?

B =

C

2-Dénaturation de I'’ADN SU ou 2 ou
=L ™ — >
AA

+ renaturation partielle
P BB AB

| >

A

3-Migration sur un gel non dénaturant. ,
Chacun des brins des deux alléles migre suivant sa (gel non denaturant)

conformation qui est liée a sa séquence nucléotidique A AB B

1 et3 :2bandes donc 1 allele
individus homozygotes avec deux alleles difféerents 1 2 3
2 . 4 bandes donc deux alleles
individu hétérozygote




2. Electrophorese des acides nucléiques

Electrophorése dans un gel dénaturant

Applications

» Recherche de polymorphisme de séquence entre deux alleles
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

« Séquencage de 'ADN

» Analyse des ARNSs en fonction de leur taille (northern blot)

1 2 3 4

‘‘‘‘

http://genepath.med.harvard.edu/~cepko/lineage/



2. Blotting

Blotting: transfert du contenu du gel sur un support solide

1. TRAITEMENT DE L'ADN DANS LE GEL D'AGAROSE
» Deépurination : HCI

» Dénaturation : NaOH (+NacCl)

* Neutralisation : Tris-HCI IM pH 7.8 (+NaCl)

Pour ’ARN (simple brin) pas de traitement du gel Sr Edwin Southern

2. TRANSFERT DE L'ADN SUR MEMBRANE DE NYLON (Southern blot)

3 papiers
absorbants

Solution
Saline r /
concentrée

= _ T ——>




2. Blotting

Blotting: transfert du contenu du gel sur un support solide

3. FIXATION DE L'ADN SUR LE NYLON
Ultra-violet, +80°C

4. REVELATION D'UNE SEQUENCE SPECIFIQUE
Hybridation a une sonde nucléique

Etapes de I'hybridation ————
» Préhybridation

» Hybridation —
. La,va,ge. - » 9
« Révélation -

Applications et types du blotting:

 |dentification de fragments d’ADN par hybridation (Southern blot ou Dot blot)
 |dentification d’ARNm par hybridation (Northern blot)

» ldentification de colonies bactériennes par hybridation de leur ADN

» Autres types de blotting: Western, Far Eastern



2. Blotting de colonies bactériennes (criblage de banque)

Comment identifier par blotting une colonie de bactéries ayant incorporé un ADN

étranger
Replica plate onto
nitrocellulose disk
placed on agar in dish

N

Transformant colonies

I Nitrocellulose growing on agar surface

disk removed Retain
master
plate

Reference set of colonies
(Mote: red colony has DMNA
complementary to the probe)

Break open bacteria

with NaOH, neutralize,
Blotting + hybridation {ng}{f“ggk%“gﬁegg%

to immobilize DNA on disk

.........
-
i

Hybridize with o
radioactive probe, B
autoradiography :

DMNA print of colonies X-ray film



2. Sondes nucléotidiques

Sondes nucléotidiques : fragment d’ADN ou d’ARN bien caractérisé utilisé pour
identifier par hybridation des fragments des molécules d’ARN ou d’ADN (cibles).

3‘ 5’

Principe de I'identification des cibles
H
, ADN S | 3535
e oL
N HH 3
) y 2 RE sonde
z b~ Fa 3

== Denaturation E i E i Hyb“datICh

)

/

<t

5y____ ¥
2'0 ARN T3 —— 3 %/*5; //%:L@\ﬂ

Cibles marquées W
Les différents types de sonde

ADN : oligosondes : petits fragments ADN simple brin (15-30 nt) synthétiques. fragments d’ADN
double-brin (100a 1000bp)
ARN : ribosondes. ARN synthétisé in vitro par transcription d’un fragment d’ADN




2. Sondes nucléotidigues: marquage

Les marqueurs
 radioactifs : nucléotides radioactifs (32P, 35S, 3H) enaoueny
 froids : ligand couplé sur la base d’un nucléotide biotine, digoxygénine,

fluorochrome i
il
Les techniques de marquage des sondes ADN i .
* Aux extrémités 5’ s

Transfert d’'un phosphate R* a un nucléotide (y-NTP) par la T4 kinase
* Aux extremités 3’ de la sonde

Incorporation, par la T.Transférase (DNA polL), d’un nucléotide marqué
ex : dNTP marqué sur le PO4 en a ou avec base couplée a un ligand
» Uniforme (multiamorcage aléatoire)

Incorporation, par une DNA polymérase, de nucléotides marqués

ex : dNTP marqué sur le PO4 en a ou avec base couplée a un ligand

Les techniques de marquage des sondes ARN

« Uniforme : transcription in vitro d’'un ARN a partir d'un fragment d’ADN
Synthese d’'un ARN par une RNA Pol avec incorporation de ribonucléotides
marqués (sur le PO4 en a ou base couplée a un ligand)



2. Sondes nucléotidiques

FREPARATION DES SOMDES MUCLEIQUES

I- LEE IFFERENTS TYPFES DE SCHNDE.

- SONDE2ADN : fragment d'adn clone {Insert)
ollgonuclécotide obtenu par sy nth&se chimigue

- SONDE2ARHN D arntranscrit 8 partir d'un adn clone dansun vecteur d'expression.

II- LES TECHHIZQUES DE MARQUAGE.

- Marguagedun fragment dA DM par multl-amorgage algatolre (Random-priming).

EI
ADM linearlse et denature
S'0OH
- - 5 p—— —-— S
Hybridation awec des hexamersae e
= - S —-— S —
Sla.a.a. 5' e e e 5' e — 5'
Extenslon des amorces
SOH
SI - 5' g e e 5' ER
- Marguage dun ollgonucléotide
Terminaltransferase 5’ ——
- S0OH

P olynuclaotlde kinaese



2. Sondes nucléotidiques

- Marguage d'une s&gquence ARM partranscription

= pis
5'_ — —
SpE ATS TG4
1 1
F o O— — — son
AU =A
S | w e | o F'OCH
Zonde E2NE
ATS T4,
1 [
s— — —F -
LAs TCT
ST H — .

Zonde antl-e2ne



2. Sondes nucléotidiques: random priming

Marguage par randor priynang

1 Sonde Amiarguer
57 30
s LD 5
. Séparation des dens brine de la sonde
chanffagze a 100° L pais
refroidiss ervent haountal
ST I T =
Cadre de texte|
LI Ity 5.
o A 1-1—"5'|-'|'L'|:-|'LIF + Ajorter wm cobtail d7olizorawcléotides (hezoarorcléctides)
hyhridation ave Exc cprthétiques dovt 4096 céquences covt poseibles. Chael-
Les amnerces | LLLLLL ques s s Fobrideront avec la sonde am hasard.
3 5'I|:|!!!||||||||||||||||3’
TAACHT
3 D TTIT T 5

fragment de Klenow Les olizewpicléotides bobridés 4 la sorde serwert d7a-
+ dHTPs + TP {act. pohymnérasique) morce poirr le fragment de FElenowr de 1" 4D pol] qui
Tecohetinie le secorud brir.

4 5'!l:”!!l!,lu!.ll;!ll””l3’
Le brin néosyrdhiétizé est hattemert radioactif Bafi e
3 LTI Ffﬁﬂﬁ'ﬁﬂ_m1 e 50 Elamm -:IlTeTIﬂm-:-w ect Tethplace par 1" ATH polymérace

Deux copies Tnarpuies
dela sende http://www.inrp.fr/Acces/biotic/biomol/techgen/html/marg4.htm




2. Sondes nucléotidiques: étapes de I’hybridation

Le but : reconnaissance par la sonde de la séquence cible et que de la séquence cible

1- Préhybridation

Etape de saturation de sites de fixations non spécifiques par addition d’ADN de
sperme de saumon dans le milieu de prehybridation

Température 15-20°C < Tm

2- Hybridation

Ajout de la sonde préalablement dénaturée (linéaire et simple brin) soit par
chauffage soit par la soude (si ADN). Mémes conditions de stringence que la
préhybridation

3- Lavages

Eliminer les fixations non spécifiques de la sonde : augmenter la stringence

Deux parametres : on augmente la température et/ou on diminue la concentration en
sel

4-Revélation des hybrides

Dépendante du systeme de marquage et de I'objet hybridé

En général, pour un Southern blot ou Northern blot hybridé avec une sonde
radioactive :

soit par autoradiographie , soit appareil de détection Storm)



2. Sondes nucléotidiques: révelation des hybrides

La révélation peut étre directe ou indirecte

-Révélation directe

Mucléotide
-Sondes radioactives : autoradiographie 2@

-Sondes Fluorescentes : fluorimétrie




2. Sondes nucléotidiques: révelation des hybrides

-Révélation Indirecte :

-Sondes marquees a la digoxygenine
Anticorps -fluorescent
-couplé a une enzyme

-substrat S donne P

-dosage du produit P

-Sondes marquées a la biotine
Streptavidine -couplée a une enzyme
-substrat S donne P

-dosage du produit P

Iucleotide

Ay
| 3
P»'A
Colorimétrie
Fluorescence
Luminométrie
AcC
oy A
FMucléotide }@—}‘1
FYA
Ac S
Fentose A

vA¢




2. Sondes nucléotidiques: applications

Southern blot : carte de restriction, RFLP, identification de
bandes

Northern blot : appréciation de la distribution d’'un ARN dans un
tissu, son abondance, sa taille, les intermédiaires d’épissage et
de maturation

Dot blot : dépdt en dot d’ARN ou d’ADN , qualitatif

Criblage de banque : isolement d’un clone contenant la
séguence recherchée

FISH : hybridation in situ en fluorescence, localisation d’'un géne
sur les chromosomes

HIS : hybridation in situ, localisation du site de synthese de la
protéine dans un tissu

Microarrays : analyse quantitative de I'expression d’un grand
nombre de genes. La sonde (séguence connue) est immobilisée
sur un support et c’est la cible qui est marquée

Northern Blot

uw
o |
5]
w
2
=
=
< e |
=<
w
—
a
X
@

KIDNEY
PANCREAS
TESTIS

— ‘;iuﬁ !"f



2. Vecteurs de clonage

Vecteur : Molécule d’ADN capable de se répliquer utilisée pour transporter un fragment d’ADN

Talle maximum approximative du fragment d” ADN qui peut étre
cloné dans chagque vecteur

Type de vecteur  [ADN cloné en kb

Plasmude 10
i
Ehage_dlzmbda 1'2 (Plasmide avec des séquences cos pouvant
o5 2 étre empaquetté pour former un bactériophage)
Phage P1 100

EI:'L.C-.’:-HT:IIJ. A Sedal e s ome) 3-[]":'
TAC ea areneta cxoemesomey | 1000

Ex : utilisation d’'un plasmide pour introduire un ADN étranger dans une bactérie

: bactérie bactérie
ADN X (insert) hote recombinante

" Iﬂ:l\> plasmide & = ‘

chimére ou
recombinant

plasmide

(vecteur)




2. Vecteurs de clonage: plasmides

Plasmide : ADN double brin circulaire pouvant se répliquer de facon
autonome dans une bactérie et contenant un ou plusieurs genes

Caractéristiques d’'un plasmide utilisé comme vecteur de clonage

« Une origine de réplication (ori)

* Un site d’insertion pour 'ADN étranger : polylinker ou MCS
(Multiple Cloning Site)

* Un gene de résistance aux antibiotiques pour sélectionner les
bactéries avec le plasmide(ex : ampicilline : amp)

* Un géne d’identification interrompu par 'ADN étranger pour
identifier les plasmides recombinants



2. Vecteurs de clonage: plasmides

Plasmide : ADN double brin circulaire pouvant se répliquer de facon
autonome dans une bactérie et contenant un ou plusieurs genes

Caracteristiques specifigues du plasmide pGEM

» - (Géne de résistance a I'ampicilline

« - Géne d'identification des recombinants :une partie de I'opéron
lactose (LacZa) interrompu par le MCS

* - Un promoteur T7 et un promoteur Sp6 de part et d’autre du site
de clonage

MCS
, | ™ Pt | 17 lacZa
Opéron lactose incomplet -E T7 +

. Gene LacZ (fragment a)

£f1 owi

FSELI-1121+ (ori) ()
223 b




2. Vecteurs de clonage: plasmides

Identification des bactéries avec le plasmide pGEM sauvage

MCS
P s | T lacZa

Transcription du promoteur donne un ARN contenant la
séquence codant pour le fragment a

57 ' 5 3’ mMRNA

PGEM- L 121+ (ori) () NH2 COOH
3223 bp

—143 aalacZa #n#aa—rfraigment modifiE mais
fonctionnel

Lacl

| , l Bactérie

transformée

AlacZ + lacZa

Bactéries sans plasmide : géne Lac Z déficient, expriment une B-galactosidase inactive ALacZ.
Elles sont sensibles a 'ampicilline et ne se multiplient pas
Bactéries avec plasmide sauvage : expriment la résistance a I'ampicilline (B-lactamase) et Al acZ +
lacZa (a partir du plasmide).
Complémentation : Activité B-galactosidase si I’inhibiteur lacl est bloqué par du
lactose ou un analogue du lactose (IPTG)
Activité révélée par un substrat X-Gal transformé en X (coloré en bleu) et galactose.
Les bactéries, résistantes a I'ampicilline, sont bleues




2. Vecteurs de clonage: plasmides

Identification des bactéries avec le plasmide pGEM recombinant

| ] ADN étranger

MCs— ) Transcription du promoteur donne un ARN contenant la
r s | 17 lacZa Séquence codant pour I’ARNm a interrompu

AUG Stop StOp
5’ : | s 3 ARNM
< nt(XS??‘
NH2 COOH
CENM-1 121+ = ! [
E 3223 bp (orl) . : aa(x) ;I i

10 aa lacZa + x aa (lacZa incomplet non fonctionnel)

Clones bactériens [-—:--] Bactérie
avec plasmide recombinant : transformée
A/ AlacZ + lacZa

X : délétion du fragment a lacZa inactif (décalage de lecture
dans le génome et/ou codon STOP dans I’ADN ajouté)

Bactéries avec plasmide recombinant : expriment la résistance a "'ampicilline (B-lactamase) et AlacZ +
lacZa incomplet (a partir du plasmide).

Pas de Complémentation : Pas d’ activité 3-galactosidase méme si I'inhibiteurlacl est bloqué . En
présence du substrat X-Gal : les bactéries, résistantes a I'ampicilline, sont blanches (beta-gal
négatives)




2. Vecteurs de clonage: plasmides

Les vecteurs de clonage TA

POR Produc

voH o JoH

MIS preverse
priming site

M13

Particularité et intérét :

l-extrémités 3’T dépassantes : ne peut pas se
refermer sur lui-méme; insertion efficace de produits
de PCR (avec un A dépassant en 3’) catalysée par la
ligase. La ligase catalyse la formation d’une liaison
covalente entre les extrémités 5°P du vecteur et les
extrémités 3’0OH du produit de PCR . Le vecteur

est livré ouvert avec des extrémités 5°P et 3’OH.

http://www.invitrogen.com/

Version Topo

Topoisomerase

¢

Topoisamerase

Particularité et intérét:

1l-extrémités 3T dépassantes

2-Latopoisomérase a été couplée a chaque T dépassant et
phosphorylée, aux extrémités 3’ du vecteur ouvert.

La Topoismérase est une autre enzyme qui peut former des
liaisons phosphodiesters. Quelgues minutes suffisent pour
catalyser la formation d’une liaison covalente entre les
extréemités T 3’P du vecteur et les extrémités 5°0OH du produit

dePCR.



2. Vecteurs de clonage: plasmides

Le plasmide pENTER

attR :séquence de

ADN 3 insérer recombinaison

1 | | | |
attR1 attR2

Ce plasmide a deux caractéristiques spécifiques
« 2 séquences de recombinaison pour l'insertion de 'ADN étranger par

recombinaison (recombinase)
« 1 géne d’identification des recombinants (ccdB) qui est un gene de toxicité



2. Vecteurs de clonage: plasmides

L'insertion de 'ADN étranger se fait par quatre mécanismes
difféerents:

PGEM : ouverture par des enzymes de restriction et fermeture par
une ligase

TA: insertion directe et recircularisation du plasmide. Fermeture
par ligase.

PCR-TOPO : Une topoisomérase est couplée aux extrémités 3'P
du plasmide, elle va catalyser la formation de liaison entre les
extrémités 3'P du vecteur et celles (5°-OH) de 'ADN

PENTR : Les séquences de recombinaisons attll et attl2 pourront
recombiner avec les sequences de recombinaison attrl et attr2
présentes aux extrémités de 'ADN a insérer. Cette réaction est
catalysée par une ADN recombinase



2. Vecteurs de clonage: le phage lambda

Cycle du phage lambda

bhactaerial call

oat chro o R o v e E ]

Iu-*ﬁh—d-u
i ATTACHMENT TO HOST CELL
ARD IRIECTICNN OF LapdBEDd Do

l‘ LabAB Do Db
CIRCULARIZES

D o
IR TEGHRATICF LR
LeaPaBias s IT O -
HOS T CHRCORPADY SO MNME [

. SYNTHESIS OF VIRAL
ESQ'_;’,-# } &R& 2. ] PROTEINS NEEDED FOR
— - = =-1] FoRMATION OF
| N S— } ] A

MNEWY WIRLUISES
F\_@ } vrvd] L ey

mrmrul
CELL DMWISMII

RAFD REPLICATION OF
LAMBDS DNA AMND ITS
FPACKAGING INTOD

Z ) &)

‘_’,l.".L “_,l.,_. CELL LYSIS RELEASES

A h /{_‘ ‘}\h \T}HEW VIRUSES

IMTEGRATELRD LARMMBILDSA DDMNG REFLICATES
Bl LI VI T I O T OO S VR

PROPHAGE PATHWAY LY TIC PATHAMWMSAY

Voie lysogénique Voie lytique



2. Vecteurs de clonage: le phage lambda

»  Génome du phage A

Phage lambda Bras gauche Bras droit

- A ~| — A — A \
Région Région

: Téte . Queue remplacable lytique :

i D > «—»

20kb 20kb 8kb
« >
48 kb

» Les séquences cos : extrémités simples brins cohésives (12n)

* Le bras gauche contient les genes indispensables de structure

» Le bras droit contient les génes indispensables a la lyse des bactéries

« La réegion remplacable contient les genes nécessaires a la lysogeénie,
recombinaison et excision : région cible pour insérer un ADN étranger

Pour que 'ADN du phage soit «encapsidée » (dans la téte du phage), il faut une
distance d’au moins 36 kbp et d’au plus 51 kbp entre les 2 COS.



2. Vecteurs de clonage: le phage lambda

* Cycle lysogénique : insertion dans le génome bactérien
par recombinaison entre des séquences d’attachement (attP et attB)
L’'Intégration est assuree par 2 protéines,

Intégrase (Int) produite par le phage et

IHF (facteur d’intégration de I'héte)
catalysent I'insertion de 'ADN dans le chromosome bactérien par recombinaison
spécifique entre des sites (att) du génome du phage et de I'héte.

Cycle lythique: réplication et excision par recombinaison entre les séguences
attL et attR.

L’excision est assurée par 3 protéines (Xis, Int, IHF). La présence de Xis
controle le sens de la recombinaison.

Les protéines de recombinaison reconnaissent 4 types de séquences de
recombinaison

attB et attP pour l'insertion

attL et attR pour 'excision

La coupure se fait dans la partie centrale palindromique et identique pour les 4
sites



2. Vecteurs de clonage: le phage lambda

Schéma de recombinaison

Phage Lambda

attP
(245 bp

E. coll Genome 2
ra
4 az23 <

attB 2sbp)

(Int, IHF) {Int,Xis IHF)

Integration l ] Excision
425 (attL) 12 3 (attR)

E. wmome iﬁl i‘ii o /6

4 2 5

Bactériophage

*
ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT

TATTGAAGCAT&AT‘)GATATGCTTCAATA
attP

L’ ADN du phage est intégré dans le chromosome
bactérien.




2. Vecteurs de clonage: le phage lambda

Vecteurs dérivés du phage A

Phage d’insertion : ex : lambda GT10 (42 kbp)

Délétion de 8 kb dans la partie centrale
Insertion de ’ADN étranger (jusqu’a 9kb) dans la région remplacable par ligation

Bras gauche - Bras droit

— —
Région remplacable

Phage de remplacement : ex : EMBL (28 kbp)

Délétion de la partie centrale
Insertion de ’ADN étranger (jusqu’a 23 kb) dans la région remplacable par ligation

Bras gauche

gy S —

Génome du bactériophage recombiné



2. Vecteurs de clonage: le phage lambda

Encapsidation de PADN du phage et formation des particules virales

Bactériophage vide
+ ADN du phage recombinant

Bactériophage recombinant

Le + : taux d’infection et la taille de I'insert
Le - : maniement complexe des phages

Infection des bactéries ©

— -}

E Multiplication et lyse

/V * - ADN
Production de bactériophages @ @ —)y i recombiné

Pour que 'ADN du phage soit «encapsidé » (dans la téte du phage), il faut une distance
d’au moins 36 kbp et d’au plus 51 kbp entre les 2 COS (sélection de recombinants)



2. Vecteurs de clonage: YAC

pYAC3

YAC: pour transformation de levures. Se comporte comme un chromosome eucaryote
(>2000kpb)

BAC: pour transformation de bactéries se comporte comme un plasmide (300kpb)
Cosmide: plasmide avec des sequences cos. Il est encapsidé (45kpb)





