Chapitre 1 : Eléments de biotechnologie

1.1. Synthese des proteines par genie
genetigue




Deéefinition du genie genetigue
ou technologie de PADN recombinant

Recombiner signifie introduire un gene additionnel dans un nano ADN c’est-a-
dire dans un plasmide, tous d’abord le généticien a besoin du morceau d’ADN
contenant le gene gu’il veut I'étudier.



@

Il commence alors par isoler I’ADN a partir d’'une cellule humaine, en
suit il extrait un nano d’ADN appelé plasmide d’'une bactérie, le
plasmide comme le gene humain se compose d’ADN.



Tous deux doive étre couper de maniere est ce que le morceau dADN
contenant le gene d’intérét puisse étre introduit dans le plasmide
bactérien.



L'ADN humain est coupé en petits morceaux a |'aide des ciseaux
(enzymes des restrictions), les mémes enzymes coupent également le
plasmide, le généticien isole le morceau d’ADN contenant le géne
d’intérét des autres morceaux d’ADN.



Les extrémités du gene humain ainsi que celle du plasmide ouvert se
complimente étant donné gu’ils ont était coupé avec les mémes
ciseaux (enzymes de restrictions).

La colle a ADN (les ligases) joint les deux bouts d’ADN ensemble, c’est
ainsi que le généticien obtient de 'ADN recombinant, un gene humain
dans un plasmide bactérien.



Afin de pouvoir continuer a travaillé avec le gene maintenant intégré
dans le plasmide bactérien, ce dernier doit étre réintroduit dans une
bactérie, le généticien place bactérie et plasmide dans un tube
contenant une solution nutritive.



Les bactéries n'absorbent les plasmides que quand elles sont traitées avec de la

chaleur, c’est pour quoi on plonge le tube pour un instant dans I'eau chaude, en

raison de la chaleur les bactéries subissent un choc, de petits trous se forment

au niveau de leurs paroi cellulaires a travers des gu’elles le plasmide peut alors
étre absorbé.



Comment le généticien reconnait -il les bactéries portant le plasmide de celles
ne le portant pas ?

Le plasmide contient un gene protecteur, grace a ce gene la bactérie produit une
protéine lui permettant de se protéger d’un poison anti bactérien.



Le poison anti bactérien est déposé sur une boite de pétri recouvert
de milieu de culture, les bactéries sont alors ensemencées sur cette
boite, apres quelques heures passées a 37°c seuls les bactéries
possedent le plasmide contenant le gene protecteur sont capable de
se multiplier.



Sur le boite il ne reste donc que les bactéries qui portent un plasmide
recombinant. Le généticien préleve une colonie et la place dans une solution
nutritive pour plusieurs heures dans une couveuse (incubateur), les bactéries se
multiplie.



Etant donné que les bactéries possédent toute le plasmide recombinant
contenant le géene humain, elles produisent la protéine correspondante, cette
derniere peut en suit isoler des bactéries et étre utiliser par exemple comme un
médicament.



Technologie de ’ADN
recombinant



Principe

ORGANISME VECTEUR
DONNEUR : (fragment d'ADN
Extraction d'un Cc'flpa_lble_ de
fragment d'ADN replication
d'intérét autonome)

Exemple : gene associé a _
une maladie Insertion du fragment

d'intérét dans le vecteur

l

Obtention d'un ADN Recombinant

l

Amplification de cet ADN, expression des protéines
correspondantes...




Définitions

« L'ADN recombinant provient d'une combinaison entre I'ADN d'un
organisme donneur et celui d’un vecteur (qui peut étre d'une espéce
totalement différente).

« Génie Génétique ou technologie de ’ADN recombinant : ensemble des
techniques de construction d’'un ADN recombinant et ses utilisations.

Les cellules modifiees (ayant intégré un ADN recombinant) peuvent exprimer la
protéine recombinante (par exemple une protéine d’'une espece différente, une
protéine modifiee (mutée, fusionnée a une étiquette...)).

« Le clonage désigne plusieurs choses :

- Une multiplication a l'identique (conservation parfaite de I'information
génétique) : a I'échelle cellulaire (clonage cellulaire) ou a I'échelle de
I'organisme entier (clonage reproductif).

- Lamplification d’'un fragment d’ADN par des micro-organismes apres
son insertion dans un vecteur
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Plan

« A/ Les principales techniques du genie
genetique

« B/ La diversité des technigues du genie
genetique

« C/ Les applications de la technologie de
I’ADN recombinant
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A/ Les principales techniques du
genie genétique
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Principe de la technologie de I’ADN recombinant

I1) Utilisation de

I) Obtention de ’ADN recombinant

’ADN recombinant

—

)

ORGANISME VECTEUR
DONNEUR : (fragment d'ADN
Extraction d'un Cc’ilqule_ de
fragment d'ADN replication
d'interét autonome)

Insertion du fragment
d'intérét dans le vecteur

l

Obtention d'un ADN Recombinant

|

Expression et purification des protéines correspondantes,
étude du niveau d’expression et des fonctions des
protéines...
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I) Obtention de I’ADN recombinant

1) Origine de

I’ADN de
I’organisme
donneur

2) Amplification
du fragment

d’ADN du
donneur

4) Insertion de I’ADN dans le

vecteur :

5) Amplification de I’ADN recombinant obtenu

ORGANISME
DONNEUR :
Extraction d'un
fragment d'ADN
d'intérét

3) Présentation
d’un vecteur

VECTEUR
(fragment d'ADN
capable de
réplication
autonome)

- Digestion
- Ligation

Insertion du fragment
d'intérét dans le vecteur

l

Obtention d'un ADN Recombinant

6) Verification de la construction
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I) Obtention de I’ADN recombinant

ORGANISME
DONNEUR :
Extraction d'un
fragment d'ADN
d'intérét

1) Origine de ’ADN de ’organisme donneur
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1) Origine de I’ADN de I’organisme donneur

L'ADN de l'organisme donneur peut étre :

- de 'ADN génomique (extrait a partir d'une culture
cellulaire...)

- de TADN complémentaire (ADNc) obtenu par
transcription réverse sur des ARN messagers

(L'ADNc comporte une information sur les régions 5' et 3'
non traduites, et ne contient pas d'introns)
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1) Origine de ’ADN de I’organisme donneur

b,

% ARNmM avec queue polyA 5 AAAAAA 3
\E B, TTTTT

- 2) Elongation de T

o , o
= I'amorce par la 1) Hybridation
S transcriptase reverse avec un

2 oligonucléotide
© => Obtention d'un brin d’ADN complémentaire complémentaire
c:é de la queue
) polyA

yo)

8_ Pour obtenir le deuxiéme brin d’ADNc, une PCR est réalisée sur ’ADN obtenu
g avec une ADN polymeérase (voir principe diapo 12). LARN peut étre éliminé

E par un traitement la RNase.

On peut obtenir une banque d'ADNc : clonage de tous les ADNc (cela dépend
des ARNm exprimés par une cellule a un moment donné dans des conditions
données)

On peut aussi cloner un ADNc spécifique en choisissant une amorce a cheval sur

la queue polyA et le 3' du transcrit
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I) Obtention de I’ADN recombinant

ORGANISME
DONNEUR :
Extraction d'un
fragment d'ADN
d'intérét

1) Origine de ’ADN de ’organisme donneur
2) Amplification du fragment d’ADN d’interét
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2) Amplification du fragment d’ADN d'intérét :
la PCR

« Amplification du fragment d'ADN d'intérét (gene entier ou
tronqué) par PCR : Polymerase Chain Reaction
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2) Amplification du fragment d’ADN d'intérét :

s'T A T C
3'A T A G

la PCR

CCATGCG

G
C

T C
A G

GGAAT
CCTTAGGTACGLC

Séquence a amplifier

T A C G 3
AT G C 5
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2) Amplification du fragment d’ADN :
la PCR

5'T T CGTCGG T C C T GCGT C G 3
3'A T G C GCCTT GG T C G C T G C s

S 95—

g 12 1ére étape : dénaturation

2 de I'ADN & 95°C

L Tm— (séparation des brins
complémentaires)

Temps
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2) Amplification du fragment d’ADN :
la PCR

50T TCGTCGG

3'

Température (°C)

< Amorce

T C C T GCGT C G 3

3 C G C s

< Amorce

GGT C G C T G C s

s G T C 3
T G C GCCTT
95—
(2——
Tm— —

Temps

2eme étape : hybridation des
amorces (séquence de nucléotides
complémentaires de I'extrémité de la région a

amplifier) & une température Tm
(spécifique de I'amorce)

(en général amorces de 15-25 nucléotides)
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2) Amplification du fragment d’ADN :
la PCR

50T TCGTCGG T C C T GCGT C G 3
T G C G C C T T G G T C G C s

5'G T C G G T C C T G C G T C G
3'A T G C GCCTT GG T C G C T G C s

3eme étape : élongation (synthese du brin
complémentaire a partir des amorces grace a
'enzyme ADN polymeérase et aux nucléotides

[
»

g 95~ présents dans le milieu réactionnel).

2 Fonctionnement de I'enzyme a 72°C.

o

S / Fin du premier cycle de PCR : aucune

E Tm- - molécule obtenue ne correspond au produit

desiré (souligné). Un nouveau cycle de PCR
(dénaturation-hybridation-élongation)
commence.

Temps
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2) Amplification du fragment d’ADN : la PCR

Produits du 18" cycle de PCR :

5'T ATCGTCGGAATCCAT
3'A T AGCAGCCTTAGGTA

Produit PCR formé a
partir du brin 1

Produit PCR formé a
partir du brin 2
Produit PCR formé a
partir du brin 3

Produit PCR formé a
partir du brin 4

GCGTACG 3" Brinl
C GC 5' Brin 2
GGAATCCATGCGTACG23" Brin3
CCTTAGGTACGCA-ATGCS5' Brin4d

Produits du 2¢™e cycle de PCR : (les amorces sont en magenta)

S'TATCGTCGGAATCCATGCGTACG 3"
S'ANTAGCAGCCTTAGGTACGCYS!

5'cTCGGAATCCATGCG3'
S'"AW T AGCAGCCTTAGGTACGCYS!

TCGGAATCCATGCGTACG 3"
AGCCTTAGGTACGCHS!

5'GTCGGAATCCATGCGTACG 3"
3'A TAGCAGCCTTAGGTACGCATGTC D5
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2) Amplification du fragment d’ADN : la PCR

Température (°C)

T

» Temps

T CGTCGG T C T GC G T C G 3
G C G CC T T G C G C 5
5' G T C G G T C T G C G 3
G C G C C T T G C G C 5
st G T C G G T C T G C G T C G 3
3'C G C C T T G C G C 5
5G T C G G T C T GC G T C G 3
G C GCCTT G C G C T G C 5
ler cycle 2eme cycle

Molécules obtenues a la
fin du second cycle de
PCR. Aucune ne
représente le produit
d'intérét (souligné).



2) Amplification du fragment d’ADN : la PCR

Molécules d’ADN obtenues a la fin du 3¢Me cycle de PCR :

Fin du troisieme cycle :
deux produits PCR

C G

T G C G T

C
G

C
G

T CGTCGG T

5'T

C GC g

T

G CCTT

G C

attendus apparaissent.

T G CG

C
G

C
G

T

5'Cc T C G G

C GC g

T

G CCTT

G C

T G CG

T C C

5S'G T C G G

C G C g5

G G T

G CCTT

C

T G C G

T C C

5'G T C G G

Ces produits vont

ensuite se multiplier de
facon exponentielle par
rapport aux produits
non souhaités.

C G C 5

G G T

G CCTT

G C

C G

C T GC G T

T C

5'G T C G G

C G C g

G G T

G CCTT

C

T G CG

T C C

5'G T C G G

CGC g

G G T

G CCTT

C

C G

T G C G T

C
G

C
G

T

5'G T C GG

C G C g

T

G CCTT

C

G

C
T G C gt

T G C G T

C
G

C
G

T

5'¢ T C G G
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2) Amplification du fragment d’ADN : la PCR

5'T A TCGTCGG TCCATGCGT
TAGCAGCCTTAGGTACGC 5°'
=) 5'G T CGG TCCATGC CG
TAGCAGCCTTAGGTACGC 5

5'G T C GG TCCATGCG

m—) CAGCCTTAGGTACGC 5"
E=) 5'G T C GG TCCATGC CG
TAGCAGCCTTAGGTACGC 5°'

5'G T CGG TCCATGOCGT
|:> C G CcCCTT G G T CGC51
5'G T C GG TCCATGCG

—> CAGCCTTAGGTACGC 5"

5S'TG T C GG TCCATGCGT

=) CAGCCTTAGGTACGC 5

5'G T C GG TCCATGCGT
TAGCAGCCTTAGGTACGLC

C G

mmm)> | es deux molécules d'intérét
obtenues au 3¢ cycle donnent
chacune deux molécules dADN
d’intérét au 4¢me cycle.

m==) 4 fragments simple brin des

autres molécules pourront donner

un produit PCR souhaité au 4¢me

cycle.

C G
T G C 5¢

Quatrieme cycle de

PCR :

8 fragments d'ADN
d'intérét

Cinquieme cycle de

PCR:

22 fragments
d'interét

32
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2) Amplification du fragment d’ADN : la PCR

« Repétition des 3 etapes . dénaturation-hybridation-
élongation (la machine a PCR fait des cycles de
température) => Amplification du fragment d'intérét de
facon exponentielle a partir du troisieme cycle

33



I) Obtention de I’ADN recombinant

ORGANISME
DONNEUR :
Extraction d'un
fragment d'ADN
d'interét

VECTEUR
(fragment d'ADN
capable de
replication
autonome)

Le clonage repose sur l'insertion
d'un fragment d’ADN exogene dans
un vecteur, ce gui permet ensuite
d'exprimer I'ADN dans des cellules

3) Présentation d’un vecteur
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3) Présentation d’un vecteur de clonage

« Grande diversité des vecteurs : (dstailée en B)
« Cosmides
« Bactéeriophages
« Chromosomes artificiels de levure (YAC) et de bactérie (BAC)

« Plasmides : tres souvent utilises, réplication dans les
bactéries (exemple choisi)

« Les vecteurs utilisés en génie génétique ont souvent une

origine naturelle (plasmides, bactériophages) mais ont été
largement modifiés
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3) Présentation d’un vecteur : Proprietés du vecteur

« Capacite de replication autonome dans une cellule hote
donnée
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3) Présentation d’un vecteur : Exemple du plasmide

Promoteur (pour pouvoir

exprimer la protéine d'interét
il faut cloner la séquence
d'ADN en phase avec le
promoteur (cf. cadre de
lecture de la traduction)

Origine de
replicatio
dans la
bactérie

3654 ApalLl (1)

ColE1 origin 3248...3930
3147 Drall (1)

vecteur-vide.str
4026 bp

—> Promoteur 233...596

Karrxinret;R

19

25..2716

Site de clonage multiple :
nombreux sites de restriction
(voir 4)) uniques permettant
I'insertion de I'ADN apres le
promoteur

Plasmide : petite molécule
extrachromosomique, d'ADN
double brin circulaire, de 3 a 10
kilobases. Capable de se
réepliquer indépendamment du
chromosome bactérien et
pouvant étre transféré d'une
cellule a une autre.
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I) Obtention de I’ADN recombinant

ORGANISME VECTEUR
DONNEUR : (fragment d'ADN
Extraction d'un Cc"itpa_lble_ de
fragment d'ADN replication
d'interét autonome)

Insertion du fragment
d'intérét dans le vecteur

4) Insertion de ’ADN dans le vecteur :



4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur :
Définition des enzymes de restriction

« Une enzyme de restriction est une protéine capable de
couper un fragment d'ADN au niveau d'une sequence de
nucleotides caractéristique appelée site de restriction. C'est

une endonucléase (coupure a lintérieur du brin d'ADN au niveau des

liaisons phosphoesters).

39



4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur :
Exemple d’une enzyme de restriction

Exemple : site de restriction de I'enzyme EcoRI

(provenant de la bactérie Escherichia coli)

\ J
|

GAATTC 3
CTTAAG 5
\ Coupure par
EcoRl
G 5'AATTCI
CTTAA® G

Formation d'extrémités dites cohésives, ou bouts collants

Rq : Certaines
enzymes donnent
des bouts francs
apres coupure.
Exemple : Smal :

CCC |GGG
GGG |CCC

3 Rq : Certains sites
de restriction sont

S des séquences
palindromiques

40
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4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur : Principe

Digestion 1 heure dans le tampon adapté a

I'enzyme (cf. quantité de sels...) a la température
optimale de I'enzyme

Vecteur

. Digestion par les enzymes 1 et 2
(plasmide) J b y

Création de 2 extrémités cohésives (ou
franches) 1 et

Site de
—N\

restriction Si I'on digere le fragment d’ADN par les

Enzymel A
deux mémes enzymes 1 et 2, donnant des
bouts collants, on obtient des extrémités
cohésives complémentaires avec celles du
Ve.0t,elfr vecteur. Ceci permet l'insertion du fragment
digere d’ADN dans le vecteur.
[T T 1T 111 AATT Fragmenta cloner
+ — Vecteur TTAA \L EEEEEEE
Petit fragment d’ADN dégagé ARTT
lors de I'ouverture du plasmide HENEEEE [ TTTTTT]
TTAA
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4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur :
Digestion du fragment d’ADN

Le fragment d’ADN d’intérét ne contient pas forcement les bons sites de restriction.

Comment peut-on les ajouter aux extrémités de 'ADN a cloner ? Cela se fait par
PCR avec des amorces speéciales :

55T A TCGTCGGAATCCATGCGTATCG 3
5'

3'CGC\
\GTCB' 51

3 AT AGICAGCCTTAGGTACGCATGC s
ADN d'intérét
\ \

Amorce avec une partie Amorce avec une partie
s'hybridant sur 'ADN a amplifier et  s’hybridant sur TADN a amplifier et
une partie qui ne s'hybride pas une partie qui ne s’hybride pas

comportant la sequence d'un site comportant la sequence d'un site

de restriction 1 de restriction 2
42



4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur :
Digestion du fragment d’ADN

Voici I'ADN obtenu apres PCR, avec les sites de restriction a
ses extremités. Il pourra étre utilisé pour le clonage.

o' 3

GTCGGAATCCATGCSG

CAGCCTTAGGTACGLC )

ADN d'intérét

A

Séguence du Séguence du
site de site de

restriction de restriction de
I'enzyme 1 I'enzyme 2
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4) Insertion de I’ADN dans le vecteur

Vecteur
(plasmide)

Site de
restriction
Enzymel
Vecteur
digéré
-+

Petit fragment d’ADN dégagé
lors de 'ouverture du plasmide

Digestion par les
enzymes 1 et 2

Création de 2 extrémités
cohésives (ou franches)
1 et

Le fragment d’ADN doit étre cloné
dans le vecteur digere. Le petit
fragment dégagé peut se réinserer
dans le vecteur digeré a la place du
fragment d’ADN a cloner. Il est donc
nécessaire de separer les deux
produits de la digestion du vecteur et
de purifier le vecteur digéré pour la
suite du clonage.
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4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du
vecteur : Purification du vecteur digere

« L’électrophorese est une methode de séparation des
particules chargées électriguement par migration
différentielle sous l'action d'un champ électrique. Elle
s'applique aux : proteines, peptides, acides aminés, acides
nucléiques, nucléotides

45



4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur : Purification
du vecteur digéré : Electrophoreése sur gel d’agarose

Les fragments de restriction

Dépbt des échantillons sont visualisés sur gel
Gel dans les puits du gel d'agarose par
d'agarose électrophorese :
ci-contre |le dispositif utilise
/® Principe :
N\ migration des
- = K4 fragments d'ADN
&
N dans un champ
/| oY —— | electrique,
/ & Sséparation en
o ® .
/ ) & fontion de leur
Solution d'électrolyte Générateur taille
qui recouvre le gel électrique

(assure la conduction
électrique)



4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur : Purification
du vecteur digéré : Electrophoreése sur gel d’agarose

Principe de I’électrophoreése : I
- o0 o0
e Fragments de restriction : 00 00
vecteur digéré et bout D) RO 9
Nﬁ degageé par la restriction QL\&O —
Dépdt dans le/\ OOO C@O
puits du gel 5 0 OO OO
@_I_l_ o U
O 1
‘%ﬁ%gﬁ Les fragments d’ADN
%\05600 Migration des fragments migrent de facon
39 =20 d'ADN entre les particules Inversement
200 de gel selon le gradient proportionnelle a leur
@ QQDOOOQOO électrique taille : les plus gros
() .
(les acides nucléiques sont fragments migrent peu
globalement négatifs, ;and|s qltje les pettlts
Particule déplacement vers le pole +) ragrments migren

de gel beaucoup



4) Insertion de I’ADN dans le vecteur
a) Digestion du fragment d’ADN et du vecteur : Purification

du vecteur digéré : Electrophoreése sur gel d’agarose

| ] ] Marqueur de poids
Révélation du gel par — moléculaire : fragments de
incubation avec un 1 — / taille connue (obtenus par
intercalant d'ADN ) _/ exemple apres digestion
(fluorescent) enzymatique de I'ADN du
— bactériophage Lambda) =>
2 cela permet de déterminer la
— — taille des bandes d'intérét par

., comparaison au marqueur
1 : bande du vecteur digére

2 . petit fragment extrait du vecteur lors de la digestion

Il est possible de récupérer la bande 1 : on découpe la bande sur le gel, on extrait
I'’ADN de 'agarose et on le purifie sur une colonne (fixation de I'ADN sur la colonne,
lavage, puis élution de I'ADN purifié) => on récupeére ainsi I'ADN du vecteur digére,
utilisé pour le clonage.

Cette purification sur gel permet aussi d’éliminer en partie les traces de vecteur non
digéré. Si le fragment d’ADN dégagé a éliminer est tres petit, une purification sur
colonne peut étre suffisante.
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4) Insertion de I’ADN dans le vecteur

Vecteur
(plasmide)

Fragment
d‘’ADN a cloner
5' N O
3 G

Site de . :
restrictioF Digestion du vecteur
Enzymel et du fragment d’ADN
a cloner par les
enzymes 1 et 2
Vecteur 5 — 3
digere 3 O
=> Creation d'extrémités collantes
+ complémentaires. Insertion du fragment d’ADN

Petit fragment d’ADN dégagé
lors de I'ouverture du plasmide

dans le vecteur ouvert purifie, hybridation au
niveau des extrémités complémentaires. |I
reste a lier ces deux morceaux d’ADN de facon
covalente.
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4) Insertion de I’ADN dans le vecteur

OH 3 . Laligase est une enzyme
-—/ E—— capable de former des liaisons
covalentes (formation de liaisons
W N N — mui phosphoester) entre deux
Ligasel 3' OH molécules d'ADN (au niveau d'une
zone d'hybridation des molécules

d'’ADN)

« Intérét d'utiliser deux enzymes
différentes lors de la digestion :

Fragment d’ADN » insertion orientée de
d’intérét inséré dans ’ADN a cloner dans le
le vecteur

vecteur

« limitation de la religation
du vecteur sur lui-méme

Apres ligation, on obtient

. } un plasmide recombineé
Liaison phosphoester




I) Obtention de I’ADN recombinant

ORGANISME VECTEUR
DONNEUR : (fragment d'ADN
Extraction d'un Cgpz_ible_ de
fragment d'ADN replication
d'interét autonome)

Insertion du fragment
d'interét dans le vecteur

l

Obtention d'un ADN Recombinant

5 ) Amplification de ’ADN recombinant obtenu



5 ) Amplification de I’ADN recombinant obtenu :
Transformation des bactéries

!

]

- 4) Etalement

N

1) Mélange de plasmides
et de bacteéries
compétentes sur glace

(les bactéries compétentes ont
éte traitées pour faciliter I'entrée
d'ADN : leur paroi a éte fragilisée
par un traitement au chlorure de
calcium)

(utilisation de Escherichia coli en
général : utilisation facile,
croissance rapide)

N

2) Choc thermique a
42°C : les plasmides
vont pénétrer dans les

— sur boite (pour
la selection)

N ———~

3) Ajout de milieu
nutritif aux bactéries,
croissance 1h a 37°C
(cela permet I'expression des
protéines de résistance aux
antibiotiques pour la sélection
ultérieure)
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5 ) Amplification de I’ADN recombinant obtenu :
Selection des bacteéries transformees

Il faut sélectionner les bactéries transformeées (celles

| comportant le plasmide recombiné)

v

Mélange de bactéries
transformées contenant le
plasmide d'intérét et de
bactéries non transformées

Colonie de
bactéries
transformées

Etalement des bactéries sur une boite contenant
un milieu gélosé et un antibiotique : seules les
bactéries transformées pourront se multiplier
car le plasmide porte un gene de résistance
contre I'antibiotique
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5 ) Amplification de I’ADN recombinant obtenu :
Extraction du plasmide recombineé

« Ensemencement d’'une colonie de bactéries transformées
dans du milieu liquide + antibiotique une nuit a 37°C

=> Multiplication des bacteéries et donc amplification du

nombre de plasmides recombinés (cf. présence d'une origine
de réplication bacterienne sur le plasmide, I'antibiotique assure une
pression de sélection pour que les bactéries conservent le plasmide)

« |l faut ensuite recupérer le plasmide
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5 ) Amplification de I’ADN recombinant obtenu :

Extraction du plasmide recombineé

« Les bacteries sont lysées par un déetergent en milieu
alcalin afin de libérer 'ADN genomique et plasmidique.
L'ADN génomiqgue et les protéines sont précipités par de
I'acétate de sodium. Le précipité est separé par
centrifugation, le surnageant contient 'ADN plasmidique.
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I) Obtention de I’ADN recombinant

ORGANISME
DONNEUR :
Extraction d'un
fragment d'ADN
d'interét

VECTEUR
(fragment d'ADN
capable de
replication
autonome)

Insertion du fragment
d'intérét dans le vecteur

Les bactéries poussant sur le
milieu+antibiotique
possedent un plasmide avec

l

le géne de résistance a
I'antibiotique. Mais ce

plasmide contient-il I'insert

Obtention d'un ADN Recombinant amplifi€ | cioné 2 Il peut y avoir

religation du vecteur sur lui-
méme. Néecessité d’un crible
pour trouver les clones

6 ) Vérification de la construction i ayant intsgré raon a

cloner. 56



6 ) Vérification de la construction

Les bactéries transformées peuvent contenir
(1) ou le vecteur referme sur lui-
méme (2) => il faut distinguer ces deux populations

Promoteur 233...596
Promoteur 233...596

amorce PCR 1 652..677
Séquence d'ADN de la protéine clonée 661...1632
stop* 703...705
ColE1 origin 3248...3930

4026 bp

2

ColE1 origin 4196...4878

4974 bp

1/

Kan/neoR 2873...3664 Kan/neoR 1925..2716

amorce PCR 2 1615...1638
stop* 1651...1653

PCR avec les amorces ayant servi a |'obtention de l'insert, observation des
produits formés sur gel d'agarose



1) Production de proteines recombinantes

_es protéines sont dans le cytoplasme des
pacteéries, qui ont aussi une paroi.

| est donc nécessaire de lyser les bactéries pour
récuperer les protéines.

Etape de sonication (destruction mécanique par
des ultrasons) et ajout d'un détergent (lyse
chimique)
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1) Production de protéines recombinantes
d) Vérification de I’expression des protéines :
Electrophorese sur gel de polyacrylamide SDS

Prélevement d’'un échantillon
de I'extrait _bacterlen,,s_,uppose Le gel de polyacrylamide est une
contenir nos proteines . .
matrice inerte formant beaucoup de
liaisons croisees a travers lesquelles
migrent les protéines. Il joue le rble
d'un tamis moléculaire. La taille des
pores peut étre ajustée suivant la
Electrophorese sur gel de taille d i 1 hait
bolyacrylamide aille des proteines que I'on souhaite
dénaturant visualiser.
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1) Production de protéines recombinantes

Prélevement d’'un échantillon
de I'extrait bactérien, supposé
contenir nos protéines

|

Dénaturation des
protéines par mélange
avec du tampon de
charge, et chauffage
5min a 95°C

|

Electrophorese sur gel de
polyacrylamide déenaturant

Le tampon de charge (Laemmli) contient
notamment :

- du glycérol qui augmente la densité de
I’échantillon et facilite son dépot dans les puits
du gel
- un colorant, qui facilite le suivi de la migration
des échantillons sur gel
ET SURTOUT :

- des agents réducteurs : destruction des
ponts disulfures des protéines,

- un détergent anionique SDS (sodium
dodécylsulfate) : fixation sur les régions
hydrophobes de la protéine, cela provoque alors
son dépliement => la protéine est soluble dans
la solution de détergent
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1) Production de protéines recombinantes

Prélevement d’'un échantillon
de I'extrait bactérien, supposé contenir
nos protéines

|

Dénaturation des protéines

|

Electrophorése sur gel de
polyacrylamide dénaturant

La charge intrinseque de la protéine
est masquée par les charges négatives
du SDS. Les protéines vont donc
migrer vers le pole positif lors de
I'application d'une tension. Les
grandes proteines, quoi que plus
chargées négativement migrent moins
loin car elles sont davantage retenues
par le maillage du gel. Les protéines
sont alors fractionnées selon leur
masse moléculaire.

Rq : Cette méthode est tres puissante : elle permet d'analyser des protéines insolubles
dans l'eau, protéines membranaires, protéines de gros agrégats... Elle apporte des
informations sur la composition des sous-unités d'un complexe protéique.
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1) Production de protéines recombinantes
d) Vérification de 1’expression des protéines :
Electrophorese sur gel de polyacrylamide SDS

Gel d’acrylamide
dénaturant

=

M}@@
d
protéines

selon leur
taille

Solution d'électrolyte

|

Solution d'électrolyte Dépobt des échantillons
/ dans les puits du gel

Electrophorése en
conditions
dénaturantes
(destruction des
structures tertiaires et

guaternaires),
migration des
proteines
Inversement
proportionnelle a
]
o leur masse
Générateur
électrique



1) Production de protéines recombinantes

 Toutes les protéines fortement exprimées peuvent étre
détectées par leur coloration dans le gel (au bleu de
Coomassie ou avec du nitrate d'argent pour des protéines
moins concentrées). C’est une détection globale de toutes
les protéines fortement exprimees.

« Des protéines en plus faibles quantités peuvent étre
detectées par Western Blot apres transfert sur membrane
(ex : membrane de nitrocellulose). Cette détection est
specifique.
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1) Production de protéines recombinantes
d) Vérification de I’expression des protéines :
Transfert sur membrane

Principe du transfert sur membrane :

Papiers buvard |
imbibés de s |
e |\ le mbrane

fampon  Ge| —»| p— |
]
=———— |\

Papiers buvard {
imbibés de

tampon Générateur
électrique

Les protéines se déplacent selon le champ électrique, elles passent du gel a la
membrane. Le transfert se déroule pendant une a 2 heures.

Le méme principe est utilisé pour le transfert des acides nucléiques (qui peuvent
aussi étre transférés en une nuit par capillarité, en absence de champ électrique)
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1) Production de protéines recombinantes
d) Vérification de I’expression des protéines :
Détection des protéines par Western blot

Détection des protéines sur la membrane par WESTERN BLOT
reconnaissance spécifique de la protéine qui nous intéresse a l'aide
d'un anticorps dirigé contre cette protéine.

1) Saturation des sites non
spécifiques par incubation avec du

lait (les protéines du lait vont se fixer sur la
membrane, ce qui limite la liaison des
anticorps sur des sites non spécifiques)

l

2) Incubation avec

I'anticorps primaire -
Spécifique dela protéine:_%_%_ emprane
Reconnaissance de la Proteine

.. e hovdle
protéine par l'anticorps intéré

Anticorps primaire
spécifique de la protéine
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1) Production de protéines recombinantes
d) Vérification de I’expression des protéines :
Deétection des protéines par Western blot

3) Lavages de la membrane (les

anticorps non fixés sont éliminés) Enzyme fixée

sur l'anticorps

l Anticorps secondaire
spécifique du premier
4) Incubation avec anticorps

I'anticorps secondaire,
qui reconnait l'anticorps
primaire. Une enzyme
est fixée sur 'anticorps

Seconda”‘e % Membrane
Protéine

d'intérét

Anticorps primaire
spécifique de la protéine
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1) Production de protéines recombinantes
d) Vérification de I’expression des protéines :
Détection des protéines par Western blot

5) Lavages de la membrane (les
anticorps non fixés sont eliminés)

|

6) Révélation du Western Blot :
le substrat de I'enzyme est
ajouté. La réaction
enzymatique transforme ce
substrat en un produit
luminescent

La lumiere émise peut étre détectée sur
un film photosensible, ou par une
cameéra

A

QSubstrat de I'enzyme

La réaction
* enzymatique

donne un
produit
luminescent
Membrane
Protéine |
d'intérét Marqueur de poids
moléculaire (kDa)
-
. -
Exemple dimage 60 /™ o < Signal de
obtenue sur film 40 = : notre proteine
67
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1) Production de protéines recombinantes

Les électrophoreses sur gel d'acrylamide sont aussi utilisées pour la
séparation des acides nucléigues de petite taille ; pour des fragments

plus grands, un gel d’'agarose est utilisé. La révelation se fait apres
transfert sur membrane :

 Pour les ADN : on revele les ADN sur la membrane a l'aide de
sondes ADN complémentaires marquees radioactivement (ou
chimiqguement). On parle de SOUTHERN BLOT.

Le Southern Blot a été inventé par Edward M. Southern en 1975.
Cette méthode a ensuite été appliquée a d'autres molécules que les
ADN (Western Blot pour les protéines et Northern Blot pour les ARN)

« Pour les ARN : on réevele les ARN sur la membrane a l'aide de
sondes ADN complémentaires de la séquence de I'ARN étudie,

marquees radioactivement (ou chimiguement). On parle de
NORTHERN BLOT.
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1) Production de protéines recombinantes

Remarque : Comment marquer une molécule d’ADN pour obtenir une

SIS

Fragment d’ADN de restriction purifié

sonde ?

5’

3’
5,|||||||||||||||3’
Ll LIl LIl Il 1] s
S=TTTTTTTTTT T S

5’

5 5 :

oy T A A A T

}

Dénaturation et hybridation avec un meélange
d’oligonucléotides de 6 nucléotides

PCR avec ADN polymérase en présence de
nucléotides marqués : soit radioativement, soit
chimiquement (détection avec un anticorps
spécifigue du groupement chimique)

Obtention de petits ADN marqués, complémentaires
de différentes zones sur les 2 brins de 'ADN
consideré 69



IT) Utilisation de I’ADN recombinant

Les protéines recombinantes sont exprimées en grandes
guantités, mais sont melangées avec les protéines
bactériennes. Il est donc nécessaire de purifier la protéine

d’intérét.

2) Purification des protéines
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2) Purification des protéines
a) Chromatographie

Une technique de séparation des proteines est la chromatographie. Elle
nécessite une phase stationnaire et une phase mobile, la séparation se fait en
fonction de l'affinité des protéines pour chacune des phases. Exemple d’'une
chromatographie sur colonne :

1) Solutés
(melange) | 2) Passage
continu d’'une
phase mobile

Phase (solvant)

stationnaire

Vv

3) Séparation des composants de
I’échantillon suivant leur affinité pour
la phase mobile et la phase
stationnaire
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2) Purification des protéines

a) Chromatographie

- Chromatographie de partage (en phase
Inverse) : phase stationnaire apolaire et phase
mobile polaire. Séparation selon le degré de
polarité des composeés.

- Chromatographie d’échange d’ions : _~
phase stationnaire chargée positivement ou
négativement. Séparation suivant la charge des

l l Flux de solvant

ﬁq?é A

Molécules chargées
négativement retenues sur les
billes chargées positivement

COMpPOSEés.

- Chromatographie d’exclusion : support_ |
poreux. Séparation en fonction de la taille : les
grosses molécules sortent tres vite de la colonne
tandis que les plus petites, qui peuvent traverser
les pores sont retardées et sortent plus tard.

- Chromatographie d’affinité . séparation
selon des propriétés de forme. C’est la technique
la plus puissante car elle repose sur des
Interactions spécifigues.

l l Flux de solvant

Petites molécules retardées
par la traversée des billes
poreuses ; grosses
molécules non retardées
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2) Purification des protéines

Chromatographie d’affinité :
- Immunopuirification : utilisation de l'interaction Anticorps/Ligand

Cette technique est spécifique de la protéine étudiee. Des anticorps
reconnaissant la protéine sont fixés a des billes (phase stationnaire).

Dépbt de l'extrait cellulaire sur la
colonne (phase d’accrochage sur les

K. \(A anticorps)

Apres lavages (élimination des

molécules interagissant de facon
peu specifique), les protéines
\ d’'intérét peuvent étre éluées (par

Protéine d'intérét exempl_e avec un peptide
compétiteur).

anticorps

b|IIes
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2) Purification des protéines
b) Chromatographie d’affinité

L'immunopurification permet de purifier une protéine spécifique, mais il faut
disposer d’un anticorps suffisamment efficace et spécifique. De plus, on n’a
pas toujours de systemes d’elution efficaces.

On utilise aussi d’autres systemes de chromatographie d’affinité reposant
sur des interactions ligand/récepteur du ligand et l'utilisation d’'une
protéine recombinante fusionnée a une étiquette.

Etiquette (molécule de

.. Protéine .
Protglrje dintérét fuspn, par exgmple
d'intérét peptide de fusion)
fusionnée a
e

une étiquett
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2) Purification des protéines
b) Chromatographie d’affinité

Dépot de I'extrait cellulaire sur

Protéine Peptide de la colonne
Protéine . dinterét fusion l
d'intérét , )

J Rétention
avec une ‘“} de |
étiquette € 6}.

~ proteine

e h‘ } d'intérét

_
& |:|
Protéines 2
bactériennes
-
DI Protéines non

Des groupements (récepteurs du retenues sur la

ligand) fixés sur la colonne colonne
Interagissent avec le peptide de

fusion. Toutes les autres proteines, Lavages pour éliminer les
non retenues sur la colonne sont éventuels contaminants

A -
eliminées.



2) Purification des protéines
b) Chromatographie d’affinité

Ajout d'un agent permettant
I'élution (un compétiteur)

fusionnées.

C @
i‘-‘E

de la

protéine de
Protéines d'intérét fusion sur la
eluées colonne

h‘ Rétention
-

G )
&= )

\_._

Apres élution on obtient les protéines d'intérét

Un clivage peut étre effectué entre la protéine
d'intérét et le peptide de fusion. Un nouveau
passage sur colonne d'affinité permet de
retenir les peptides de fusion et de récupérer
les protéines purifiees

Y

Clivage
spécifique

Protéine
d'intérét
purifiée
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Conclusion : Utilisation des proteines recombinantes :

- Avec de grandes quantités de protéine purifiee, possibilité d’analyser la
structure 3D par diffraction des rayons X ; possibilité d’analyser les
modifications post-traductionnelles de la protéine au spectrometre de
masse

- Possibilité de co-purifier des protéines associées a la proteine
étudiée si les lavages ne sont pas trop stringents

Protéines ) _ 3
., Séparation des protéines sur gel ;
associées

\( études par Western blot pour des
— protéines connues ou par spectrometre
'\ de masse pour des molécules
: : A inconnues
Anticorps Protéine d’intérét
Billes

La protéine est digérée pour obtenir un ensemble de peptides. Dans le spectrometre
de masse, les peptides sont fragmentés, et la masse des fragments obtenus est
mesurée. L'ensemble des masses des différents fragments est caractéristique d’'une
molécule donnée. Cette technique permet d’identifier des molécules, mais aussi de

détecter des modifications sur une protéine connue
77



IT) Utilisation de I’ADN recombinant

Différents types cellulaires sont caractérisés par I'expression de protéines
différentes.

L'expression différente des genes (codant notamment pour des protéines
homeotiqgues) dans un embryon joue un role clé dans la mise en place du
plan d'organisation de 'organisme.

Suivant les conditions, les besoins en differentes proteines changent
(exemple du stress).

Comment étudier I'expression des genes, a la fois d’un point de vue
quantitatif et qualitatif, et d’un point de vue spatial et temporel ?

3) Etude de ’expression des genes
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3) Etude de ’expression des genes

- Par Western blot : pas de quantification absolue. On peut
obtenir des données comparatives qualitatives entre
differentes conditions. Un gene de ménage est souvent utilisé
comme reférence.

- Par dosage : méthodes spectroscopigues, immunologiques,
enzymatigues

- Indirectement par Northern blot : information sur la quantité

d’ARN messager correspondant a la proteine (Rq: une
augmentation des ARNm peut provenir d'une augmentation de la

transcription ou d'une augmentation de la stabilité des ARNm). Le
Northern blot fournit des informations plus quantitatives qu’un
Western blot (moins de probléme de saturation du signal)
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