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PRINCIPE GENERAL DE LA METHODE.

RECOMBINAISON GENETIQUE IN YITRO.

sont des manipulations destinges 3 créer -
cellulaires avec de nouvelles
— manipulations génétiques
recombinaisons in-vitro,
génie génstique.

ISULER ET AMPLIFIER UN GENE
= CLONAGE D’'UN GENE.

T

l=s

—sinclyurs=

fragments

de nouvelles
potentialités. On utilise
( un peu péjoratif)

L+fr&gmﬁﬂtﬁr le génomes

dans un veoctsur

intégrer l= vecteur & un geénome cellulaire
pour obtenir un nouveau clons cellulaire,

nouveau clone csllulaire grécs 3
racdioactive,

ASRICATION DE LA SONDE
ADIOACTIVE

repérer le
()= _1
un= sonds=
I3
E.
ATIM

CLONAGE D° UM

preéparaticn d’un fragment 4°
ADH corresvondant au Eene,

—samplification de ¢
- inclusion d

s fragment

Cans un vecteur

- intégration dans cellule
c'est un clonase d’ADN.

s 2}

INTEGRATION DU GENE A
U VECTEUR

‘%a

INTRODUCTION DU VECTEUR

DANS LA SQUCHE CELLULAIRE

CHOISIE. :
‘%ﬂ_—:

—-marquags. * de 1°'ADN sonde.




Préparation d’une sonde moléculaire d’un géne & partir de son ARN messager.

1 a) Synthése du géne.

A PARN messager initial vecteur de son segment poly A 2 l'extrémite 3', on ajoute des segments poly dT

qui s'associent au poly A et servent d’amorce pour la transcriptase inverse (A). Cette derniére polymérise

un brin &’ ADN complémentaire de I'ARN messager (B). On obtient une molécule bicaténaire hybride

ARN-ADN. L’ARN est ensuite hvdrolysé par la transeriptase elle-méme qui se comporte comme une endo-
nucléase. Par ailleurs, cette enzyme forme 2 I'extrémité 3’ du brin d’ADN un court segment auto-
complémentaire qui se-reploie en crochet (C). L'extrémité de ce crochet constitue une amorce pour la poly-
mérase I de 'ADN de E. coli qui achéve la synthése du géne en polymérisant le deuxiéme brin d'ADN (D).
Une endonucléase spécifique appelée S1 ouvre I'extrémité en épingle & cheveu, d'autres endonucléases coupent
les extrémités non appariées et éliminent quelques nucléotides aux extrémités 5° des doubles brins, libérant
ainsi les extrémités 3' (E). Ces derniéres servent d'amorce & une traniférase.terminale qui leur ajoute une
séquence poly dC (F).
1 b) Purification de 'ADN d'un plasmide (épisome) de E. coli.
On utilise des plasmides portant des facteurs de résistance & des antibiotiques et possédant un site de
coupure par une endonucléase de restriction, dans une région non essentielle ce qui permet d'ouvrir le
plasmide circulaire en une molécule linéaire.

2) Confection d'un plasmide hybride.

Dees extrémités monocatenaires poly dG sont ajoutées par une transférase aux extrémités 3" de I'ADN du
plasmide (A). Les extrémités cohésives poly dC du géne et poly dG du plasmide se reconnaissent et
_s'apparient (B).

La continuité entre ces deux segments d'ADN est rétablie par des liaisons covalentes réalisées

par une ligase (C).
Lorsqu'on utilise un phage » comme véhicule moléculaire, on purifie les deux extrémités de 'ADN du

phage dont on a éliminé la région moyenne. En mélangeant ces extrémités & de 'ADN du géne on obtient
des recombinants avec le géne inséré entre les deux bras ' ADN du phage,

3) Transformation d’une bactérie, amplification du plasmide hybride, isolement du plasmide amplifié.

En plagant des bactéries (E. coli) dépourvues de plasmides dans une solution de CaCl® et & basse
température (0°C), leurs parois cellulaires fragilisées deviennent perméables au passage d'ADN étrangers.
On intkgre ainsi des plasmides hybrides aux bactéries (A). Le péne est donc multiplié avec la bactérie ; il
est ensuite amplifié avec le plasmide qui, vecteur d'un facteur de résistance au chioramphénicol, se
répligue en présence de cet agent qui blogue au contraire la réplication du chromosome bactérien (B).
Isolement du plasmide hybride (C).

4) Marqguage isotopique de I'ADN du géne par coupure-substitution {« nick translation =).

Ce marquage est basé sur I'activité exonucléasique 3° — 3' propre 4 la polymérase de TADN 1 de E. coli.
Dans une premiére étape on réalise des coupures haplotomiques (fleches) par une DNase dans les deux
chaines du plasmide hybride qui a été ouvert (A). Aprés élimination de la DNase, des
désoxyribonucléosides triphosphates radioactifs et la polymérase I sont ajoutés au milieu. La polymérase
'associe aux extrémités 3" des incisions et allonge la chaine en direction 5° — 3’ en polymérisant

des précurseurs tadioactifs, tout en excisant devant elle les nucléotides froids du bord 5' des incisions. Il y
2 substitution des nucléotides radioactifs aux nucléotides froids sur chaque brin et le marquage de 'ADN
est trés uniforme (B). Par des enzymes de restriction appropriées on peut éliminer les parties du plasmide
qui ne correspondent pas au géne inséré. Les sondes ainsi obtenues sont trés pures, fortement amplifiées et
hautement radicactives.

Un fragment de géne ou un géne entier, voire un ensemble de génes, sont initialement insérés dans la
bactérie ou le phage, la population moléculaire finale dérive de ce seul segment initial qui a €té
rigoureusement reproduit en des millions d’exemplaires. On a rézlisé un clone moléculaire.
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