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Option: Introduction ala biologie moléculaire

Clonage et-vecteur'geiclonage
ou
Technologiedel’ADN
recombinant




Principes

ORGANISME
VECTEUR
DONNEUR
Extraction et coupure de I’ADN Ou transporteur d’ ADN.
en fragment contenant de um a C’ esh fragment d’ ADN
plusieurs fragmentsd’ interét. capé@bleMe réplication autonome.

AW N

Insertion individuelle de chague
fragment d’ADN dans une molécule
de vecteur.

}

Obtention de I’

Nouvelle combinaison de I’ADN d’un génome donneur (qui peut étre
de n’importe quel organisme) avec I’ADN d’un vecteur qui peut étre
d’ origine compl étement différente.



L e clonage permet |'insertion d’un fragment d’ ADN dans
un vecteur permettant ainsi d’ en obtenir plusieurs copies



Obtention de |’ ADN recombinant

Plasmid
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Plasmid chimera An Introduction to Genetic Analysis




Procédure complete

DA, Tragrmaent

ter b clomid
Plasmld vector

Enzymaticalby insart
DA into plasmid vector

Recombinant plasmid

| Wi E coli calls with

plasmids in preséngd of
CaCly

Biactarial

Culture o nutrlent agar
chromosome

plates contalning ampecillin
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-
Transformed Calls that do mot
E. coli cell survives take up plasrmid die
on ampicillin plates
Indepandent
plasmid replication

¥

Cell multiplication

Colony of cells each contalning coples
of the sarme recomblnant plasmid
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Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de I’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner le fragment d"ADN/oulu?

*Qu’est 'ce qu'une'enzyme:de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

«Comment I’ADN d’intérét et le vecteur sont-ils liés?
oLes cellules hotes

Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbéte
et comment celle-ci se multiplie?

o[_es intéréts du clonage?



Questions?

«Comment obtenir ’ADN de |’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Caomment selectionner lefragment d"ADNMoulu?

*Qu’est 'ce qu'une'enzyme:de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

«Comment I’ADN d’intérét et le vecteur sont-ils liés?
oLes cellules hotes

Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbéte
et comment celle-ci se multiplie?

o[_es intéréts du clonage?



Obtention de|’ADN de |’ organisme donneur

A partir de!l’ADN génomique:

L ADN génomique est obtenu a partir de lighées cellulaires, de
tissus-ou d’ organismes entiers'en fonction delataille de I’ organisme.

Pour un organisme donné on part de n’importe quel lot de cellules,
I’ADN génomique sera le méme.



{Eapéce modéle

Ordre d’idée de la taille des génomes

Taxomn b de chromosomes Taille du génome

[Virms de 13 grippe Vims i AR simple brin i 13500 bp
[Bactérophaze T4 Vims [ 1 {circulaire) [ 165 000 bp
[Ezcherichia coli Bactére [ 1 {circulaire) [ 4.7 Mh

| @accharomyces cerevisiae Azcomycéte ' 16 ‘_ 14 Mb
|Arahilopaiz thalisns ' Crucifére ' 5 \/ 100 Mh
[Zaennrhahditis elesans Mématnde ' & p A 100 Ib
[Dosophils melanosaster [ Insect: [ 4 P> 165 Mb
Muz musculus Manumifére ' 20 SO, 3400 Mb
[Homo sapiens Manumitere 73 D e s

Homme/Souris 3,000 Mb
N ematode 97 Mb
Drosophile 160 Mb
S. cerevisiae 12 Mb

Nombre de genes
Homme /Souris 30 000
Nematode 20 000
Drosophile 14 000
S. cerevisiae 6 200

Hb de génes
eatime

1z
200

4000

&000

25000

13500
12000-16000
25000-30000
ZE000-30000



Obtention de|’ADN de |’ organisme donneur

A partir del’ ARN:

Principe de |la reverse transcription:

RNA Foly(A) tail
v g ORI
AAAAAA DA,
| TTTI
Viral reverse ' S
transcriptase OligofdT) primer
RMA
5 }
2 ANALAANA
e S TTTI
‘ | cDMA
Hairpinogp |
MNaOH
TTTI
DA puly:rne rase |
cDMA
1
51 nuclease

(single-strand-spacific)

Double-strandead cDNA

An Introduction to Genetic Analysis

Dans ce casla, quel matériel de départ prendriez-vous?

Toutes les cellules expriment-elles le méme gene?




Obtention de|’ADN de |’ organisme donneur

A partir del’ ARN:

Comme pour I"’ADN génomique, I’ ARN  est'@btenu a partir de lignées
cellulaires, de tissus ou d’ organismes entiers. Mais chaque type
cellulaire exprime un lot donné de genes donc pour un organisme donné
on part d’un lot judicieux de cellules; I’ ARN est différent pour chaque

type cellulaire.

Donnez un exemple.



Informations portées par I’ADN donneur

Queélles sont cesinformations?




Informations portées par I’ADN donneur

Sur I’ ADN génomique: e
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Sélection du fragment d ADN voulu

Différentes possibilités sont envisageables; |’ une
d’ entre elles est |e criblage de banque.



Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de I’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner le fragment d"ADN/oulu?

*Qu*est 'ce.qu uhe'enzyme:de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

«Comment I’ADN d’intérét et le vecteur sont-ils liés?
oLes cellules hotes

Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbéte
et comment celle-ci se multiplie?

o[_es intéréts du clonage?



L es enzymes de restrictions

Définition: les enzymes de restriction sont des enzymes bactériennes

qui reconnaissent des sequences specifiques sur I’ADN de 4 a 8
paires debases, et qui clivent I"ADN sur lesdeux brins au niveau de
ces sites. Elles coupent I'ADN au niveau des\ponts phosphodiesters.

[5"end] 5 and

|3'en-:|| |5'en-:||




Visualisation
des fragments
de restriction

PoWwer sourca

Sample wells in gsl
Gel slab

-
=y
'-'

Electrolyie
soluticn

DNA restriction fragments

Flace mixture in the well of
an agarosa or palyacrylamide
gel. Apply electric field

Gel particle

Molecules move through pores
in gel at a rate inversaly
proportional to their chain langth

.......

@ =

00,00

&,
g

Subject to auteradiography
or incubate with fluorescent dye

| Signal corresponding
ta DNA band

_l—]_
.
==
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Linear DMNA

Cul with
il

u LL %‘\'3 Enzyme 1

Enzyme 1 Enzyme 2  and angyme 2

Gal —

1 | L | | |
1|— 1 [ T T I;

Enzyme 1

Enzyme 2

Enzyme 1
and

Bnsyme 2

Comtrined
map

@@ @

RE1 RE2 RE1
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L es enzymes de restriction

Caractéristiques:

0

o la plupart des sites sont des séguences inversees repetées:

cas de EcoRI:  5° GAAT“ 3
3" CTTAA
» Coupure avec formation de bouts collants ou a bouts francs:

5 "rentrant 5 ’"sortant bout franc

EcoRI Pstl Smal



ERCE
51
[oTE

\ Dh4 Tragments join /

st sticky ends
Stickyend

C
Sticky end l

Reconmbinant DN,

Restriction Enzyme
Action of EcoRI



Enzyme

Aval
Bam HI
Bal 11
EcoRI
Eco RI1
Hae Ll
Hhal
Hind I11
Hpall
Kpn |
Mbo |
Mbo |
Pst |
Smal
Ssil

S |
Tag |
Xmal

Organism from which derived

Anabaenavariabilis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus globigii
Escherichia coli RY 13
Escherichia coli R245
Haemophilus-aegyptius
Haemophilus haemolyticus
Haemophilus inflenzae Rd
Haemophilus parainflenzae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella bovis

Moraxella bovis
Providencia stuartii
Serratia marcescens
Streptomyces stanford
Streptomyces albus G
Thermophilus aquaticus
Xanthamonas malvacearum

Target sequence
(cut at *)
5 -->3

C*CITCGAIGG

G*GATCC
A*GATCT

GAATTC
*CECAITGG

A*AGCTT
GTT*AAC
GGTAC*C
*GATC
*GATC
CTGCA*G
CCC*GGG
GAGCT*C
G*TCGAC
T*CGA
C*CCGGG



Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de | organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner le fragment d"ADN/oulu?

*Qu’est 'ce qu'une'enzyme:de restriction?

*Quels sont |les vecteurs de clonage?

«Comment I’ADN d’intérét et le vecteur sont-ils liés?
oLes cellules hotes

Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbéte
et comment celle-ci se multiplie?

o[_es intéréts du clonage?



Proprietées des vecteurs de clonage

scapables de réplication autonome dans une cellule héte donnée

(origine de réplication de type procaryotique et/ ou eucaryotique)

v i.
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) GErowing :.'...'f '-:3'
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Molecular Cell Biology

epossede un polylinker ou site multiple de clonage

(a) Sequence of polylinker
Sad Smal Abal Hindll

s F i r—"“‘—w R

G.ﬂ.ATTCGAGCTCGGTACECGG GGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT

EcoRl Kpnl EamHI Sall Sphl Molecular Cell Biology

ssupporte I'insertion d’un fragment d ADN plus ou moins grand



Différents vecteurs de clonage

Taille maximum approximative du fragment d ADN qui peut étre
cloné dans chaque vecteudr

Type de vecteur ADN¢cloné en kb

Plasmide 20
Phage lambda 25
Cosmide 45
Phage P1 100

BA C(bacterial artificiad chromo some) 300
YA C (yesst artificiad chromo some) 1000




L es plasmides comme vecteurs de clonage

Molécule d ADN de taille réduite
Molécule d ADN circulaire

Peut étre considérée comme un minichromesome capable de
réeplication autonome

Permet la résistance a un antibiotique

Folylinkar

amp’ 2Rl
Plasmid vector

Molecular Cell Biology

Quel type d origine de réplication choisiriez vous?




L es plasmides comme vecteur de clonage

<i;);,EcoRI

DAt e
j,psarled

y EcoRI
1“:-"

DS cutwith
EooR| at arroes,

Mismatch Recombinant Mismatch
DNA +

Quelles molécules sont capables de se repliquer?




L es phages comme vecteurs de clonage

Preassembled

A hiead
b Preassermnbled

A tail

Concatlomear of L DNA

A
cos ﬂ:ﬂ{@&s
(k) CPhage gerdatme (M@ andA prateins
:I : 8=3 Tl R S o f . p{qn‘f???ﬁmﬁa of L head
,  Head | al I eplaceable rveeg_ju-::nrl= Lyt functions | with DNA between COS
; sites
p— Agenome |1 copy)
0 10 5\ 49kb @7
Nul A a

A tail attaches only
to filled head

Viral
gename

Complete & virion

Molecular Cell Biology




L es cosmides comme vecteurs de clonage

COS site

,\’F’olvlinker

e T e e e Tl

T ———

ampt

35- to 45-kb gafiomic
ﬁm restriction fragments

C(JH[T”(] weclor
{~ & kb longl
Cut cosmid vector thEJIMF

P

with restriction afiFyme,
Ligate cul veclsrig
DMA fragmelits S

Subject to A phage in vitro
packaging to insert DNA
hmween Bd]a(][—!ll‘

COS sites inta A heads

Recombinant
cosmid virions

Infect E. colicells

E. coli chromosome Cloned genomic fragment
in reconstituted plasmid

Molecular Cell Biology

Select for ampicillin-
resistant colonies




Les Y ACs comme vecteurs de clonage

2 YAC vector

1. Human DNA
i IE‘I:I:IF'|

i

|
I
A
Chromosome : e
| B
| ORI
™ | : :
A TOTEL
EcoRl | NEW
parial digeston |
ket EcoRl
Large chramasomal ) | +Bam Hi
fragments |
| e -
shcky Emd&\ % }
e e
Recombination CEN B TEL
+ DMA ligase

3. Yeast artificial chromosome with inserted human DA

TEL QR _A . "
R : e
I ' . CEN B TEL
up to 1000000 nuclecides pairs
yeast cell
transformation

o e _—

s e 8= | Clone
A el




Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de I’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner le fragment d"ADN/oulu?

*Qu’est 'ce qu'une'enzyme:de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

sComment I’"’ADN d’intérét et le vecteur sont-ils liés?
oLes cellules hotes

Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbéte
et comment celle-ci se multiplie?

o[_es intéréts du clonage?



Laligation

DA I DA T

o A= =TT 3
E—
HC
oM
5 m— _-C—G- RN 3
a ju]

{a)

@' QaaX’ .
HC
- A—G—C— T 3
P )
. i
Une enzyme, laligase, est capable Ho””
Complermentary
. ends base-pair
de lier de facon covalente deux ﬂ ‘
o' .’ .ﬂ-:—-A—T—T—:I 3 lfanaire-:I
7 y ; P P + fragments
mol ecul es d ADN en une. 3 :I—T—T_.-'-iﬂ::!i;jf: 5 (b)andic)
2 ATE
DMA
ligase

= 2 AMP + 2 FF,

4T T
I T T A A
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Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de I’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner |efragment.d’ADN#A/Oulu?

*Qu’est ce qu’ une enzyme de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

«Comment I’ADN d’intérét et le vecteur sont-ilsliés?
[_es cellules hotes

Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbte
et comment celle-ci se multiplie?

oL_es intéréts du clonage?



| es cellules hotes

Quelles typesdecellules connaissezZ vous?



Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de I’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner |efragment.d’ADN#A/Oulu?

*Qu’est ce qu’ une enzyme de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

«Comment I’ADN d’intérét et le vecteur sont-ilsliés?
oL es cellules hotes

cComment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hbte
et comment celle-ci se multiplie?

oL_es intéréts du clonage?



| ntroduction de|’ADN recombinant dans les cellules hotes

De type procaryotique:

Cas-d'unwvecteur plasmidigue: I"ABN_est introduit dans les
bactéries traitéesspécialement |le plus souvent par choc thermique
ou par choc électrique.



| ntroduction de|’ADN recombinant dans les cellules hotes

De type procaryotique:

Cas-d’'univecteur plasmidigue:




Sélection des clones intéressants

Dans ce cas les bactéries transfor mées avec le vecteur ne possédant pas et possédant I’insert sont

0000 e\

Flasmid vectors =y, o DINA, fragmentsfﬁ‘ be cloned

Enzyimatically

insart DNA fpagménts

into plasmidwectors
ol

Transform E. coli calls

and salect for ampicillin-
resistant colonmeas

Molecular Cell Biology



Sélection des clones intéressants

Dans ces deux cas pouvez vous différencier les clones intéressants?

pBR322
vector
EcoRV 185
Whel 229
Seal 3846 . BamHI 375
L Sphi 562
- Sah 651
- Eagl 939
— R
——— BspMl 1063
| |
Cut foreign DMNA and Cut foreign DMA and
wector with, say, Sall wector with, say, Xbal
| J
Translorm bacteria Transtorm bacteria
| J
Plate on ampicillin Plate on ampicilin and X-Gal

w, “Insarl

_ N

Ho
msert Insert Insert Insert

An Introduction to Genetic Analysis



Procédure complete

Foreign DNA

regionof interest

Hybridization
+ DA ligase

Recombinant
DNMNA
DNA inserIDn/

Bactera Bacterial Bactena platted on medinm
=3 chromosome + antibiotic
e, =) Only bacteria containing
= recombinant DA grow
@ E@mz g; E %; CUIIIIJI'E;
DIVA
punﬁc_a:lmn O )

O
Cloning into a plasmid



| ntroduction de|’ADN recombinant dans les cellules hotes

De type procaryotique:

Cas-dunvecteur'plasmidigue

Cas d’ un vecteur phagique:



| ntroduction de|’ADN recombinant dans les cellules hotes

Cellular f ’f %‘ Q?mﬁ‘ Bacteriophages
& g ¥

genome
Cleave with Extract DMA,
restriction enzymea —~ o
= e——
Cleave
i " .
Ligate — o i
B Il & — i — il —
D8 = &
h = S T e e
~— %7 = = RecombinantDNA
e SR —— T ——

Hybrid phages

i~ i iy ~ - —

= Jis E Ly f i .'x'\.\ ¥ ) ks g DY
00100

<3
Bacterium , ] R
’ i o * ¢
Infesction Lysis Plague
Lawn of
bactarium
Phage clone
in plague

Library of phage clones

- ——y ~ — —
LS R (:_,_ n’? (_- ad /1./ '\_\ ¥ ‘P L S: 0 p2| L
r ¥ ¥ X gl gl i ol R R Y o
1 1
| : W | | (0 O |

(a)
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| ntroduction de|’ADN recombinant dans les cellules hotes

De type procaryotique:

Cas-dunvecteur'plasmidigue

Cas d’ un vecteur phagique

De type eucaryotique:

A votre avis?



Questions?

«Comment obtenir I’ ADN de I’ organisme donneur ?

Quelles informations porte cet ADN?
Comment sélectionner lefragment d°ADNsoulu?

*Qu’est ce gqu'une enzyme de restriction?

*Quels sont les vecteurs de clonage?

eComment I’"’ADN d’intérét et |le vecteur sont-ils liés?

oL es cellules hotes

«Comment I’ADN recombinant est introduit dans une cellule hote
et comment celle-ci se multiplie?

[_es interéts du clonage, quelques exemples?



Production de protéines
Utilisation de vecteur d’ expression

lae

r-:rmc:-tn:-r L

ez mHNA'
gene [3- gala r"tosurlase

- IFTG

G-CSF
cOMA

|'.=:r.'£"
gene

T ransform
E coli

G CSF S C:SF
“D”ﬂ mANA
G CSF
Plasmid expression vector pratein

Molecular Cell Biology

-IPTG +IFTG

Quelles types de protéines chercheriez vous a produire?



Exemple del’insuline

Bacterial promaetar
. . lacd gy
(
\ / Insulin _/,/J Insulin
_— A chain — B chain
=
ar
v Transtorm inta £, ool
g '“J = ,:!'::,
f: C:_k_"‘\ vy ==n
) ¥
1l
Cultura calls
Amine
Purify Lac Z—insulin lerminus
lusion proleins I of matura
_ _ B chain
lacZ ——{ ) {'{.ﬂ
L —
=" A chain —al MetBhe
B chain T
Treat with CNBr CHNEr cleaves
the peptide
Lact W / bond after
peptides 1 A~ A methionine
I.' ) ) Ij/‘l
([[/]/ v
LW I | I,
v,r .

-~ Purify A and B chains
A chain .--\_I_\I B chain

Refold and oxidize cysteines

MH.; COOH
MNHy == COOH
Disulfide bond

Active insulin




Probleme de |a maturation protéigue

(@) Signal sequance (mammalian)

EcoRIl

Hiredlll

First aminog acid

Cloned hGH cDMNA

Stop codon

of mature hGH

|| Cleave with EcoRl
Remove codons for
amino acids 1-24

L —
R -———— P ——
Hindlll EcoRl !l [solate DNA fragment
————— — i encoding amino acids 24-191
Synthetic oligonucleatide |\

far aming acids 1-24

Ligate

_ EcoRl L Hindil Hindlll
Hindlll

———————— ——— F
Iniliater | ? \
mathioning Cleave || ] 1 |

with L7
Himdill |/ '- /I

i Ligate Expression vector
Il

Initiator Growth hormone

methioning <, -coding sequence

Promoter

Transform E. coli || Growth hormone
| accumulales ingide
bacterial cell

|| hGEH isolaled fram
| bacterial exiract

Initiator v
methionine - _—
Ml |‘f€5}}
2 ;.,g__:) >
S COOH

(b} Baclarial@innal séguancea

N Gipgwth hormone
Initiator cading sequence
miethicrine ' \
.\ !
Gircasdh hormone
Transform sacreted into
E. ol periplasmic space
'..\. | .-
_— p—
i - #
. . ] #
- —_— .lll.
hGH rel d Periplasmic
released by protease cleaves

penplasmic "shock” off signal peptide

“Met-less” hGH

NH;@L
S==—CO0OH

Sequancea ol pralein idantical
with natural growth hormana
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Probleme de |a maturation protéigue

Que-suggeriez'vous pour-passer outre eeprableme?



Création de plantes transgénigues

Tumor Nopaline (nos)
T A

Ti plasmid Disarmead Ti plasmid
R mos s A
T —
Intermadiate _‘ml‘hs;rrt of
vector interest
- fan™
Disarmed L
Ti plasmid
Coinlegrals Insert of
plasmid ir'![?n?s;[l spe i =]
kan ____u—_w

Transgemc plant chromosome

Inserl ) spen nos
kan™ b
(a)
Cointegrate
li plasmid
Tobacco-plant
call
aﬁ;‘\\ Transtormed
e cell
A s
m
= = Cultured Plantiet ~ Transgenic Cell of
cells lobacca lransgenic
plant plant

he. =

®) An Introduction to Genetic Analysis




Création d’ animaux transgéniques

Gene
\. extraction

'{E
45

Transgenic Mice
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Banques d’ADN




Banques d’ADN

Que chercheriez-vous acloner.?



Banque d ADN génomique

Bacteriophage & DMNA
Human DMNA fe A9 kb ]
(= 22 10%p) [ | RN | ]
[ T ]
Replaceable
region

Cut with BarnH!

Rernovalfeplaceable
Partial digestion BPrepia o

with Sau3A into e
20-kb fragments B
{Discard}
=
——1 | F— | ==
| || = == ==
20-kb fragment A Wactor arms
with sticky ends with sticky ends
% &
Mix human DMNA fragments
and i arms
Seal with DNA ligasea
[ N SN |
) | . ]

Racombinant A DMNA of sira
that can be packaged

Packages with in vitro

phage-assembly system

Recombinant
owirion containing
human genomic DMNA

Molecular Cell Biology




Comment définir si une banque est suffisamment grande
pour esperer trouver un fragment d’intérét?

Calcul afin.dedetinirla probabilité-de trouver.une sequence donnée
en-fonction-de:

Quels peuvent-étre a votre avis les facteurs a prendre en
compte pour ce calcul?




Comment définir si une banque est suffisamment grande
pour esperer trouver un fragment d’intérét?

Calcul afin de définir la probabilité de trouver_une seéquence donnée
dans une banque.

P=1-(1-F)N

f est fonction de lataille du génome, de sa complexité et de lataille
du fragment cloné.

N est le nombre de colonies

Cette formule n’est valable que si lataille du fragment x aisoler est
petite en comparaison de lataille L du fragment qui est cloné dans
|le vecteur de clonage.

Sinon il faut utiliser une valeur corrigéee

f*=f(1-x/L))



Taille de difféerentes banques

N:nombre de colonie

Talle

Source moyemedes | P=0.90 WA P=095  P=0.99
dADN fragments

d ADN donés
E.coli 8,5 10° 720 940 1440
Yeadt 110 2300 3000 4600

Drosophile | 1 10 23000 | 30000 46 000




Criblage d’ une banque phagique

Mitrocellulose

Cellular B w'ﬁ‘ Bacteriophages filter /
genomse i 2 ﬁ
Cleave with || Extract DNA,
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2 poly(A) taill
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Exemples de demarches a suivre afin d’isoler un gene

Que proposeriez-vous?



Exemples de demarches a suivre afin d’isoler un gene

Dépend du matériel de départ:

*SI sequenceregulatrice: criblaged“une bangue d ADN
genomique puis une banque d ADNc

*Si seguence codante: criblage directement d’ une banque
d ADNc
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