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Avant-propos
Cet ouvrage présente les principales techniques utilisées dans les laboratoires pour étudier le fonctionnement du vivant via les acides nucléiques.
Pour commencer, sont exposées quelques définitions et généralités sur ce que sont les gènes dans l’optique de cet ouvrage (il existe de nombreuses définitions, descriptions de gènes).
Les techniques de base consistent à pouvoir extraire les acides nucléiques, à les découper, en récupérer des fragments d’intérêt et les visualiser. Il s’agit également de les manipuler par les techniques de clonage et de Polymerase Chain Reaction (PCR). Une des applications très utilisées est le séquençage, dont les techniques ont grandement évolué en ces 15 dernières années et ne sont toujours pas stabilisées. Nous présentons dans cet ouvrage les techniques actuelles de séquençage commercialisées et accessibles via des plateformes publiques ou privées. Une autre grande application consiste à la manipulation des gènes par transformation génétique et mutagenèse afin d’étudier finement leur fonctionnement. Ces techniques évoluent également rapidement et nous présentons ici les techniques majeures de transformation génétique dont la technique d’édition des génomes (CRISPR-Cas9) qui est de plus en plus utilisée. Enfin, la plupart des approches font maintenant appel à des stratégies dites « haut débit » et l’analyse des données ainsi générées nécessite de la bioanalyse et de la bioinformatique : cet ouvrage ne vise pas à donner toutes les bases de ces analyses, mais quelques-unes des applications y sont décrites.
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    Partie 1

    Les bases

    
      

      Fiche 1


      Structure et expression d’un gène eucaryote codant un ARNm et une protéine


      Denis Tagu & Stéphanie Jaubert-Possamai


      Un gène eucaryote à ARNm (ARN messager) est codé par une séquence d’ADN double brin dont chaque brin est orienté (5’ → 3’). Un des deux brins de cette séquence d’ADN servira de matrice afin d’être transcrit en ARNm simple brin par l’ARN polymérase II. Ces gènes comportent une séquence codante bordée de séquences de régulation. La séquence codante est constituée d’exons et d’introns. Ces deux types de séquences sont transcrites (transcrit primaire), mais les introns sont éliminés lors de l’épissage. L’ARN est d’abord modifié en 5’-P (addition d’une coiffe) et en 3’-OH (addition de nucléotides à adénine), puis épissé (élimination des introns) avant d’être transporté dans le cytoplasme. Là, les ribosomes se fixent sur l’ARNm et, par l’intermédiaire des ARNt (ARN de transfert), l’ARNm est traduit en le polypeptide correspondant.


      Les séquences de régulation servent de signaux de début ou de fin de transcription du gène par l’ARN polymérase II. Certaines de ces séquences (par exemple la TATA box du promoteur) sont reconnues par des protéines appelées « facteurs de transcription généraux » qui guident l’ARN polymérase II dans les étapes d’initiation et d’élongation de la transcription.


      
        [image: F01_TAGU_Corr01-01.jpg]

      


      D’autres séquences d’ADN[1] sont reconnues par des « facteurs de transcription spécifiques » qui modulent l’expression des gènes dans l’espace (selon le type de cellule), dans le temps (au cours du développement) et/ou sous l’effet de stress. L’agencement de ces protéines sur l’ADN déclenchera ou réprimera la transcription du gène.

    


    
      

      Fiche 2


      Définition des ARN non codants


      Agnès Méreau


      Un ARN non codant est un ARN qui est transcrit mais qui n’est pas traduit. La fonction de ces ARN repose sur leur séquence et leur structure. On compte actuellement plusieurs familles d’ARN non codants parmi lesquelles figurent :


      
        	
          Les ARN ribosomiques associés au ribosome (ARNr 5S, 5,8S, 18S et 28S chez les eucaryotes) peuvent être de grande taille (plusieurs milliers de nucléotides) et représentent environ 80 % de l’ARN total contenu dans une cellule eucaryote.

        


        	
          Les ARN de transfert (ARNt) permettent d’associer spécifiquement un acide aminé à un codon — sur l’ARNm — selon le code génétique lors de la traduction. Ils représentent environ 15 % de l’ARN total contenu dans une cellule eucaryote.

        


        	
          Les petits ARN nucléaires (snARN pour small nuclear, et ARN7SK) et nucléolaires (snoARN pour small nucleolar) sont présents dans le noyau des cellules eucaryotes et interviennent dans l’épissage des ARN pré-messagers (snARN) et dans la maturation des ARN ribosomiques (snoARN) ou dans la transcription (ARN7SK).

        


        	
          Les ARN non codants régulateurs représentent une grande famille et interviennent à chaque étape de l’expression des gènes. Cette dernière classe a émergé dans les années 1990 avec la découverte du mécanisme d’ARN interférence et les petits ARN interférants (siARN) chez les plantes et les nématodes. Depuis, cette famille ne cesse de s’agrandir et actuellement plus de 600 classes d’ARN régulateurs sont décrites chez les eucaryotes, parmi lesquelles se trouvent notamment les siARN, les microARN (miARN), les ARN qui sont associés aux protéines piwi (piARN) et les ARN longs non codants (lncARN). Les ARN non codants régulateurs sont impliqués dans diverses fonctions cellulaires comme la défense antivirale (siARN), les modifications épigénétiques et le contrôle de la mobilité des éléments transposables dans le génome (siARN, piARN, lncARN), le contrôle de l’expression des gènes et de leur coordination au cours du développement au niveau de la transcription, de la stabilité et de la traduction des ARN (miARN, lncARN), le contrôle de la charge énergétique des cellules en intervenant dans la biogenèse des mitochondries (miARN). Ces ARN régulateurs permettent donc à la cellule d’adapter rapidement son programme d’expression génétique à un changement d’environnement cellulaire.
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      Même si leur taille est très variable (de 20 à 300 nucléotides) et leurs structures différentes (simple brin ou double brin), les ARN non codants agissent de manière similaire. Ils peuvent guider l’action d’un complexe modificateur vers une cible qui est un acide nucléique (ADN ou ARN), comme illustré dans la figure A où l’ARN régulateur (en rouge) va servir de plateforme d’arrimage d’un complexe qui va alors agir spécifiquement sur l’acide nucléique ciblé et en modifier l’état (modification épigénétique, dégradation, stabilisation, blocage de la traduction, etc.). Les ARN régulateurs peuvent aussi agir en masquant les éléments de reconnaissance du complexe modificateur sur sa cible, comme illustré dans la figure B où l’ARN régulateur (en rouge) va masquer le site d’interaction du complexe sur sa cible (en gris). La figure C illustre un troisième mode d’action de ces ARN régulateurs qui peuvent séquestrer ou « titrer » les complexes modificateurs et les empêcher d’agir sur leur cible par l’intermédiaire de séquences similaires aux éléments de reconnaissance du complexe modificateur sur sa cible.


      Le complexe modificateur peut être de nature ARN, protéique ou d’un ensemble de protéine et d’ARN.

    


    
      

      Fiche 3


      Paramètres de description d’un génome


      Denis Tagu


      
        

        Paramètres[2]



        
          	
            Quantité d’ADN par noyau 2C : de l’ordre du picogramme (1 pg = 10– 12 g).

          


          	
            Longueur totale de l’ADN : exprimée en nombre de nucléotides (nt), en paires de bases (pb), en kilopb (kpb), en mégabases (1 Mb = 106 pb), en gigabases (1 Gb = 109 pb) (les unités mm, cm et m sont peu utilisées).

          


          	
            Pourcentage en G + C : pourcentage de bases cytosines et guanines dans une séquence d’ADN connue.

          


          	
            Diamètre de l’ADN : 20 Å. Un morceau d’ADN de 1 Å de longueur a une masse de 193/6 ∙ 1023 g.

          


          	
            1 paire de bases a une masse de 660/N, soit 660/6 ∙ 1023 g.

          


          	
            Virus (ADN ou ARN) : de 103 à 105 pb, soit de 1 à 100 µm déroulé.

          


          	
            Bactéries : 106 à 107 pb, soit environ 1 mm.

          


          	
            Levure : 1,2 ∙ 107 pb.

          


          	
            Plantes supérieures :

          

        


        
          	
            
              	
                Noyau : de 108 à 1010 pb, soit environ 1 m. La ploïdie est généralement de 2 (mais beaucoup de plantes domestiquées sont polyploïdes) et l’hérédité de type mendélienne.

              


              	
                Mitochondries : de 1,8 à 6 ∙ 105 pb. La longueur est très variable. La ploïdie est non déterminée et l’hérédité est de type cytoplasmique, maternelle.

              


              	
                Chloroplastes : 1,5 ∙ 105 pb, soit 50 µm. La ploïdie est de l’ordre de 10x par chloroplaste et il y a de 10 à 100 chloroplastes par cellule. L’hérédité est de type cytoplasmique, maternelle.

              

            

          

        


        
          	
            Homme :

          

        


        
          	
            
              	
                Noyau : 3 ∙ 109 pb, soit 1 m.

              


              	
                Mitochondries : 16 à 20 ∙ 103 pb.

              

            

          

        

      


      
        

        Brin codant, brin sens : quelques définitions


        L’ADN est constitué de deux brins orientés antiparallèles et complémentaires. Lors de sa transcription en ARN messager (ARNm), seul un des deux brins est lu et copié par l’ARN polymérase. Le brin d’ARN obtenu est donc complémentaire du brin d’ADN matrice qui a servi de copie. Par définition, ce brin d’ADN matrice est appelé antisens ; l’autre brin, qui a la même séquence que l’ARNm, est le brin sens.
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        L’ARNm est ensuite lu et décrypté en protéine : c’est la traduction. Par convention, la séquence d’ADN identique à l’ARN (donc le brin sens) est appelé brin codant ; l’écriture d’un gène sur le papier correspond au brin codant dans son orientation 5’-P vers l’extrémité 3’-OH.

      

    


    
      

      Fiche 4


      Enzymes de restriction


      Denis Tagu[3]


      Les enzymes de restriction sont d’origine bactérienne. Elles ont la particularité de couper les molécules d’ADN bicaténaire (ou double brin) à des sites spécifiques de la séquence : ce sont des endonucléases. Chaque enzyme de restriction reconnaît et coupe une séquence nucléotidique donnée. Le nom des enzymes de restriction provient du nom de genre et d’espèce de la bactérie dont elles ont été isolées.
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      Il existe trois types d’enzymes de restriction. Les types I et III sont des protéines complexes coupant l’ADN bicaténaire en dehors de leur site de reconnaissance. Les enzymes de restriction de type II sont les outils indispensables au génie génétique. Elles reconnaissent une séquence spécifique de 4, 6 ou 8 pb et coupent à l’intérieur de cette séquence, appelée site de restriction. Ces sites sont généralement palindromiques, c’est-à-dire que la même séquence peut être lue sur les deux brins, mais en sens inverse.


      De très nombreuses enzymes de restriction sont disponibles dans le commerce. Elles sont fournies avec leur tampon de réaction et la température optimale d’activité est indiquée. Il est possible de digérer un même fragment d’ADN par deux enzymes de restriction différentes. Si elles fonctionnent dans des conditions analogues (concentration en sels, pH, température...), les deux digestions se déroulent simultanément. Sinon, le fragment d’ADN doit être digéré par les deux enzymes successivement, en changeant les conditions d’expérience entre les réactions enzymatiques.


      Les enzymes de restriction utilisées coupent dans la séquence nucléotidique selon deux modes :


      
        	
          coupure franche : sont obtenues des extrémités franches par coupure au même endroit sur les deux brins. Exemple : l’enzyme Hae III isolée de Haemophilus aegyptius coupe l’ADN double brin au niveau de la séquence GG/CC.
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          coupure décalée sur les deux brins : sont générées des extrémités monocaténaires (simple brin) ayant des séquences complémentaires appelées extrémités cohésives ou bouts collants. Exemples :

        

      


      
        	
          
            	
              l’enzyme de restriction Eco RI isolée de la bactérie Escherichia coli coupe l’ADN bicaténaire dans la séquence palindromique G/AATTC.
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              l’enzyme de restriction Pst I isolée de la bactérie Providencia stuarti coupe l’ADN bicaténaire dans la séquence palindromique CTGCA/G.
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      Fiche 5


      Électrophorèse des acides nucléiques


      Denis Tagu


      Des fragments d’acides nucléiques peuvent être séparés suivant leur taille sur un gel d’agarose ou d’acrylamide. Le mélange contenant les acides nucléiques (ARN ou ADN, provenant de purification, de l’action d’enzymes de restriction, de réaction PCR…) est déposé à une extrémité du gel qui est ensuite soumis à un champ électrique.
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      Les échantillons sont déposés dans les puits. Après migration des fragments d’ADN, leur taille est déterminée par comparaison de leur distance de migration avec celle de fragments de taille connue (marqueurs de poids moléculaire, puits 1). La taille des marqueurs de poids moléculaire est indiquée à gauche (ADN du phage λ digéré par l’enzyme de restriction Hind III). Abréviation : kb, kilobase.


      Les molécules d’acides nucléiques (chargées négativement) migrent dans le champ électrique vers l’anode. En passant au travers des mailles de l’agarose ou de l’acrylamide, elles se séparent selon leur taille : les molécules les plus grandes sont davantage retenues que les molécules plus petites et migrent moins vite et donc moins loin dans le gel. L’acrylamide a un pouvoir séparateur plus important que l’agarose. Cependant, la réalisation des gels d’acrylamide est moins aisée et ce produit est toxique.


      Afin de visualiser les fragments d’acides nucléiques après électrophorèse, le gel est trempé dans une solution contenant des molécules qui s’intercalent entre les brins d’ADN et qui ont des propriétés de coloration. C’est le cas du bromure d’éthidium[4] qui émet une fluorescence rouge orange lorsqu’il est excité par la lumière ultraviolette. Le gel est alors observé sous une lampe à UV afin de permettre de visualiser les molécules d’ADN ou d’ARN complexées au bromure d’éthidium. Comme la distance de migration est proportionnelle au logarithme du nombre de bases, il est possible de déterminer la taille des fragments des acides nucléiques en comparant leur mobilité électrophorétique à celle de fragments d’ADN de taille déterminée (marqueurs de taille). Il existe également des marqueurs permettant d’estimer la quantité d’ADN bicaténaire pour chaque fragment.


      Le bromure d’éthidium est de plus en plus souvent remplacé par des molécules moins dangereuses comme le bleu de méthylène, bleu de nile, l’azure-A ou le SyberSafe.


      Dans certains cas, les molécules à séparer ont été préalablement marquées par l’incorporation d’un isotope radioactif, ce qui permet une détection facile par autoradiographie : les particules énergétiques émises par le radio-isotope impressionnent un film photographique placé sur le gel. Il suffit ensuite de développer le film comme un film photographique ordinaire pour voir apparaître des signaux (bandes) noirs correspondant aux molécules radioactives.

    


    
      

      Fiche 6


      PCR (Polymerase Chain Reaction)


      Stéphanie Jaubert-Possamai[5]


      La PCR (Polymerase Chain Reaction) découverte en 1986 par Kary Mullis (prix Nobel de chimie en 1993) est une technique utilisant une ADN polymérase afin d’amplifier in vitro des séquences d’ADN par répétition de réactions d’élongation en présence d’amorces nucléotidiques de quelques dizaines de nucléotides (ou oligonucléotides ou primers). La découverte d’une eubactérie thermophile, Thermus aquaticus, dans les sources chaudes du Yellowstone National Park et la production et l’utilisation par la suite de son ADN polymérase — stable jusqu’à des températures proches de 100 °C — est à l’origine du développement de cette technique.


      
        

        Principe


        Le principe de l’amplification in vitro repose sur la répétition d’un cycle constitué de trois étapes : (i) la dénaturation des deux brins de la molécule d’ADN ; (ii) l’hybridation (annealing) des amorces oligonucléotidiques complémentaires d’une séquence de l’ADN simple brin cible ; (iii) la réaction d’élongation par une ADN polymérase thermostable (la Taq polymérase). L’étape de dénaturation est réalisée à une température avoisinant les 95 °C et permet de séparer les deux brins de la molécule d’ADN et d’obtenir des molécules d’ADN simple brin. À la suite de la dénaturation, l’étape d’hybridation ou annealing des amorces oligonucléotidiques est réalisée à une température comprise entre 40 °C et 65 °C ; cette température est calculée en fonction de la séquence de ces amorces afin de permettre une fixation spécifique et optimale des amorces sur la séquence d’ADN cible. Enfin, l’étape d’élongation par l’ADN polymérase à partir des amorces hybridées est réalisée à la température de 72 °C, optimale pour la Taq polymérase extraite des bactéries thermophiles.
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        L’ensemble de ce cycle est répété plusieurs fois. La Taq polymérase des bactéries thermophiles étant résistante aux fortes températures, elle reste fonctionnelle après plusieurs passages à 100 °C (étape de dénaturation) ce qui évite d’en rajouter à chaque phase d’élongation. Les produits d’amplification du premier cycle sont ensuite dénaturés par la chaleur. Les amorces sont à nouveau hybridées avec les brins d’ADN provenant du premier cycle d’amplification, chaque brin servant de matrice à la polymérase. À chaque cycle, le nombre de copies du fragment d’ADN est doublé : 2n molécules sont ainsi obtenues après n cycles, soit par exemple 1 048 576 molécules après 20 cycles. Ainsi, ces étapes sont automatisées et ce sont des dizaines de cycles de ces trois étapes qui s’enchaînent dans des robots de PCR que l’on appelle thermocycleurs dont on peut régler pour chacune des étapes la durée et la température. Plusieurs centaines d’échantillons différents peuvent être manipulés simultanément. Cette technique de PCR a littéralement révolutionné les recherches en biologie moléculaire et trouve de nombreuses applications aussi bien dans le clonage et l’étude de l’expression des gènes que dans la recherche d’un polymorphisme génétique.


        La Taq polymérase peut cependant faire des erreurs de réplication. Si l’expérience réalisée requiert une réplication sans erreur, on alors peut utiliser un mélange dit « haute fidélité » constitué d’une Taq et d’une polymérase à activité corrective (activité exonucléase 3’-5’).

      

    


    
      

      Fiche 7


      Description d’un plasmide et d’un phagemide


      Denis Tagu[6]


      Les plasmides et les phagemides, qui se développent dans les bactéries, sont très largement utilisés pour manipuler des fragments de gènes de n’importe quel organisme, grâce à l’utilisation des enzymes de restriction (voir Fiche 4), de la PCR (voir Fiche 6) et du clonage moléculaire (voir Fiche 9). Les plasmides sont d’origine bactérienne alors que les phagemides dérivent de virus.
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        Plasmide (type pUC)


        Un plasmide est une petite molécule d’ADN bicaténaire (de 3 à 10 kb) circulaire extra-chromosomique capable de se répliquer (indépendamment du chromosome bactérien) dans une cellule bactérienne et d’être transférée dans une autre. Il est possible de purifier les plasmides en grande quantité car ils se multiplient dans les bactéries hôtes.


        Les plasmides utilisés en génie génétique sont des plasmides naturels qui ont été largement modifiés. Leur génome comprend notamment : (i) une origine de réplication ; (ii) des marqueurs génétiques de sélection (comme une résistance à un antibiotique) des bactéries transformées et des bactéries recombinantes ; (iii) un site de polyclonage. Un site de polyclonage (ou polylinker) est une séquence constituée d’une succession de séquences reconnues et coupées par différentes enzymes de restriction. Ces sites sont uniques (ils n’apparaissent qu’à cet endroit dans toute la séquence du plasmide) et sont destinés à recevoir l’ADN étranger.


        Des molécules d’ADN exogènes de l’ordre de 4 kb peuvent facilement être intégrées dans ces vecteurs plasmidiques. Par contre, des molécules de taille plus importante sont difficilement acceptées.

      


      
        

        Phagemide (type Bluescript)


        Les phagemides sont des molécules hybrides entre un plasmide et un phage. Ce sont des molécules d’ADN bicaténaire, circulaires, qui peuvent être obtenues sous forme monocaténaire dans certaines conditions. Ils possèdent une origine de réplication, au moins un gène de résistance à un antibiotique, un site de polyclonage et une séquence provenant du phage M13 contenant l’origine de réplication qui permet d’obtenir la forme monocaténaire (par co-infection avec un phage helper). En général, des promoteurs reconnus par des ARN polymérases ont été introduits en amont et/ou en aval du site de polyclonage, afin de pouvoir produire des ARN par transcription in vitro (voir Fiche 23).


        Des fragments d’ADN de l’ordre de 4 kb peuvent être introduits dans ces vecteurs, mais il est parfois possible d’intégrer des inserts de l’ordre de 10 kb.

      


      
        

        Un système intégré : « Gateway »


        Souvent, il est nécessaire de transférer (ou cloner) l’insert d’ADN d’un plasmide vers un autre plasmide, en fonction des usages que l’on veut faire de cet insert (voir Fiche 9). Plutôt que d’extraire l’insert par des enzymes de restriction et de le recloner ensuite dans un autre vecteur plasmidique, il est possible d’utiliser la panoplie de plasmides compatibles développés par exemple par Invitrogen dans le système Gateway (que l’on peut traduire par « passerelle » en français). Le principe de ce système repose sur l’utilisation de deux séquences particulières nommées « att » par Invitrogen, et qui bornent la séquence d’intérêt. Ces séquences « att » sont introduites par PCR avec des amorces spécifiques du fragment d’ADN. Ces fragments d’ADN bordés par les « att » sont ensuite mélangés à un plasmide Invitrogen de type « Gateway vecteur donneur » qui, en présence de plusieurs enzymes du système Gateway (mélange appelé « BP clonase », un nom propre inventé par Invitrogen), va intégrer les fragments d’ADN par recombinaison grâce aux séquences « att ». Une fois ce premier plasmide recombinant créé, il est aisé de recombiner à loisir le fragment d’ADN dans les autres plasmides de la gamme du système Gateway par ce jeu de recombinaisons.


        Les bactériophages et les cosmides sont utilisés, de même que les plasmides, comme vecteurs de clonage, notamment pour la réalisation de banques. Ils peuvent intégrer des fragments d’ADN de plus grande taille que les plasmides.

      


      
        

        Bactériophage


        Un bactériophage (ou phage) est un virus bactérien. Le plus utilisé est le bactériophage λ. Son ADN bicaténaire linéaire, d’environ 50 kb, présente des extrémités cohésives (séquence cos) lui permettant de se circulariser dans la bactérie infectée. L’ADN phagique est enveloppé dans une coque protéique. Lors de l’infection d’une bactérie, la particule phagique se fixe à l’extérieur de la bactérie et libère alors sa molécule d’ADN à l’intérieur de la cellule bactérienne. La machinerie enzymatique de la bactérie est alors utilisée pour transcrire et traduire les protéines codées par l’ADN du phage λ, notamment les polypeptides constituant sa coque protéique. L’ADN phagique va également se répliquer un très grand nombre de fois.


        Les molécules d’ADN nouvellement synthétisées seront encapsidées dans les nouvelles coques phagiques à l’intérieur de la cellule bactérienne. On parle alors de virions. Puis la cellule bactérienne se lyse et libère ainsi des milliers de particules phagiques identiques au phage qui a infecté la bactérie. Ces nouveaux phages vont à leur tour infecter des bactéries avoisinantes.


        L’avantage d’un vecteur phagique sur un vecteur plasmidique est que son ADN accepte de plus grands fragments d’ADN exogène (20 kb en moyenne contre 4 kb pour un plasmide). Cependant, à cause de la grande taille de l’ADN, il est plus difficile de le manipuler in vitro.


        Dans la pratique, les phages sont utilisés comme vecteurs de construction de banques (voir Fiche 11). Lorsque les clones d’intérêt ont été repérés, l’ADN phagique est purifié et les inserts extraits sont intégrés dans un vecteur plasmidique de manipulation plus aisée, et/ou directement séquencés.

      


      
        

        Cosmide


        Un cosmide est un plasmide (avec son origine de réplication, ses gènes de sélection et son site de polyclonage) dans lequel on a inséré les séquences cos nécessaires à l’encapsidation dans des particules de bactériophage λ. Les fragments d’ADN exogène introduits dans les cosmides doivent avoir une taille comprise entre 35 et 45 kb. Ainsi, après ligature d’un cosmide préalablement linéarisé et d’un fragment d’ADN étranger de taille convenable (voir Fiche 9), l’ADN recombinant peut être encapsidé comme celui d’un phage, puis utilisé pour « infecter » des bactéries. Une fois dans la bactérie, le cosmide se réplique comme un plasmide, car il ne possède pas les gènes du phage nécessaires à la production de nouvelles particules phagiques. Les cosmides sont des vecteurs utilisés pour construire des banques d’ADN génomique (voir Fiche 11).

      

    


    
      

      Fiche 8


      Description d’un YAC et autres grands vecteurs


      Denis Tagu[7]


      Les recherches visant à caractériser la structure de génomes entiers nécessitent l’utilisation de vecteurs de clonage permettant l’insertion de grands fragments d’ADN. Cela permet de manipuler un nombre restreint de vecteurs recombinants tout en couvrant le génome entier. Les YACs et les BACs font partie de ces vecteurs acceptant de grands fragments.


      Les YACs (Yeast Artificial Chromosome ou chromosome artificiel de levure, Saccharomyces cerevisiae) sont des vecteurs construits à partir de séquences d’ADN chromosomique de levure. Ils possèdent une origine de réplication (ARS, Autonomous Replicating Sequence), un site centromérique (CEN) et des séquences télomériques (TEL) leur permettant de se comporter comme un chromosome une fois introduit sous forme linéarisée dans la levure. Plusieurs gènes de sélection codent pour des enzymes permettant de sélectionner les levures ayant incorporé un vecteur viable (par exemple TRP1 et URA3[8]). Un site de clonage unique, situé dans le gène SUP4[9], permet l’introduction d’ADN étranger ainsi que la sélection des vecteurs recombinants. En effet, l’insertion d’un fragment d’ADN interrompt le gène SUP4, ce qui permet la détection des colonies ayant incorporé un vecteur recombinant par apparition d’une coloration rose. Ces vecteurs sont propagés dans la levure (voir Fiche 10).
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      De très grands fragments d’ADN exogène (de 150 à 1 000 kb) peuvent être introduits dans les YACs. Actuellement, le plus grand insert cloné a une taille de 2 900 kb. Ces vecteurs sont donc de bons outils pour l’analyse des génomes complexes mais sont sujets à des instabilités. D’autres vecteurs permettent également le clonage de grands fragments d’ADN : les Bacterial Artificial Chromosome (BAC) ou les P1-derived Artificial Chromosome (PAC).


      Ces vecteurs sont capables, tout comme les YACs, d’incorporer de grands fragments d’ADN. Les BACs se comportent comme des plasmides de très grande taille alors que les PACs se manipulent comme des bactériophages de type λ. Les BACs sont plus utilisés : par rapport aux YACs, le clonage de l’ADN y est plus aisé et efficace, et les clones sont plus stables dans E. coli que dans la levure. Cependant, la taille des fragments intégrés ne dépasse pas 300 kb.


      
        

        
          
            	Vecteurs

            	Forme du vecteur

            	Hôte

            	Taille de l’insert

            	Usage majeur
          


          
            	Plasmides

            	ADN db circulaire

            	E. coli

            	0,1 à 10 kb

            	Banque d’ADNc, sous clonage
          


          
            	Bactériophages

            	Virus, ADN db linéaire

            	E. coli

            	10 à 20 kb

            	Banque génomique et d’ADNc
          


          
            	Cosmides

            	ADN db circulaire

            	E. coli

            	40 kb

            	Banque génomique
          


          
            	Phagemides

            	Hybride plasmide/phage

            	E. coli

            	4 à 10 kb

            	Banque d’ADNc, sous clonage
          


          
            	YACs

            	Levure, chromosome artificiel

            	Levure

            	200 à 1 000 kb

            	Banque génomique
          


          
            	BACs

            	Bactérie, chromosome artificiel

            	E. coli

            	100 à 150 kb

            	Banque génomique
          

        

      

    


    
      Fiche 9


      Clonage moléculaire


      Denis Tagu[10]


      Le clonage repose sur l’insertion d’un fragment d’ADN exogène dans un vecteur (plasmide, phagemide, bactériophage, cosmide, YAC, BAC, PAC...). Le vecteur de clonage (par exemple un plasmide) est coupé par une enzyme de restriction qui reconnaît un site unique généralement placé à un site appelé « site de polyclonage ». Un site de polyclonage est un endroit dans le vecteur où sont regroupées des séquences correspondant à des sites de restrictions pour plusieurs enzymes, ces sites n’étant tous représentés qu’une seule fois dans la séquence du vecteur. Ce site étant unique, le vecteur est donc linéarisé et possède à chaque extrémité une partie de la séquence d’ADN reconnue par l’enzyme de restriction.
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      L’ADN exogène de l’organisme donneur est digéré par la même enzyme de restriction que celle utilisée pour la linéarisation du vecteur : les différents fragments obtenus possèdent donc également à leurs extrémités une partie de la séquence d’ADN reconnue par l’enzyme de restriction. Lorsque le plasmide ouvert, linéarisé, et les fragments de l’ADN donneur sont confrontés, il y a hybridation (formation de liaisons hydrogène) des extrémités cohésives complémentaires, suivant les lois de complémentarité des bases (A/T, G/C). Une enzyme, une ligase, permettant la formation d’une liaison covalente entre ces fragments d’ADN hybridés, est alors ajoutée pour ligaturer le fragment d’ADN étranger au plasmide. L’action de la ligase est de créer des liaisons phosphodiester entre les extrémités 5’-P et 3’-OH rendues adjacentes par l’hybridation des extrémités cohésives du fragment et du plasmide. Le plasmide obtenu, de nouveau circulaire, est dit recombinant s’il a intégré un insert.


      Lorsque l’ADN plasmidique et l’insert sont digérés par une seule enzyme de restriction, l’insert peut s’intégrer au hasard dans les deux orientations. Il faut alors déterminer le sens d’insertion du fragment en séquençant par exemple le plasmide recombinant.


      La PCR génère des fragments d’ADN bicaténaire avec une base A protubérante en 5’-P. Il existe donc des vecteurs de clonage adaptés, linéarisés...
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