Le genie
genetique

Dr. ZEGHIB Khaoula

Faculté des sciences de la
nature et de la vie

Université de El-oued

07 Auvril




Table des matieres

Obijectifs
I - Theme1 : Les outils enzymatiques du génie génétique
1. LES POIYIMEIASES ....euveeieiiiiiiei ettt A e E e st e et b b et

1.1. ADN polymérase | et fragment A KIBNOW ............cccoooueeiieieieeeeeee ettt sttt enenanens
L2 I To I oo 1= T SO S
1.8, TTANSCHIDIASE FEVEISE ...ttt ettt ettt ettt a ettt et et e s ekt e st et e s n et nae et e en e et enenanene

1.4, ARN DOIYIMEIASE ...ttt ettt ettt ettt e et e st et s et e st et et e e e st e st e s e ane et e s ae e st e s e nneenennnene
P = TcR 010 o (== 1T =Y TR

2.1, LES EXONUCIBASES ...ttt e et e e et e et e e n ettt e e
2.2. LS ENUONUCIBASES ...ttt ettt ettt ettt e kst et t e e et ettt e e n e nneenes
2.3 BEMARQUE ...ttt et et a 22t e 2t 22t a2 22222 s 22 et e At e Rt ARt ARt AR AR e AR e A e et e a e eaneat e At e Rt e aeeneeneaneas e nenennn
B (- (o] ol OSSPSR

2.5, EXCICICE ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt
N L=TS 3 IR = 1= OSSOSO OT TP

BT ADN IGASE ...ttt ettt ettt ettt n ettt ettt ettt enes
B.2. TA ADN IGASE ...tttk s ettt ettt n e a et at ettt et n e eene e n



Objectifs

® Traiter des notions théoriques de génie génétique en abordant les techniques
d'analyse des acides nucléiques, des protéines et de leur expression.

® Assimiler I'utilité des outils et des techniques du Génie génétique dans le
diagnostic et le traitement (thérapie génique) des maladies infectieuses et
génétiques et dans le génotypage.

® Faire comprendre les multiples applications du génie génétique et leurs

applications biotechnologiques.



Theme1 : Les outils enzymatiques du génie génétique

|  Theme1 : Les outils
enzymatiques du génie
géenetique

1. Les polymérases

Les polymérases d'acides nucléiques sont des enzymes qui synthétisent un nouveau brin d'ADN
complémentaire a une matrice d'ADN ou ARN.

La plupart des polymérases ne peuvent fonctionner que si la matrice d'’ADN ou d'ARN posséde une région
double brin qui agit comme amorce pour l'initiation de la polymérisation. Quatre types de polymérases sont

couramment utilisées en génie génétique :

1.1. ADN polymérase | et fragment de Klenow

Comme toutes les ADN polymérases, I'ADN polymérase | synthétise une chaine d'ADN dans le sens 5'-3' a partir
d'une matrice posséde aussi deux activités exonucléasiques,
I'une dans le sens 3' des erreurs), l'autre dans le sens 5 * Klenow qui a perdu (par clivage protéolytique) I'activité
exonucléasique 5' I'activité polymérasique ainsi que I'activité exonucléasique 3'

1.2. Taq polymérase

Il s'agit d'une ADN polymérase isolée de bactérie (Thermus aquaticus) dans les sources d'eau chaude. Son avantage
réside en sa tres grande thermostabilité (jusqu'a 95 °C) et son fonctionnement optimal a température élevée (70°C).
Cette enzyme ne posséde que la fonction polymérase. Toutefois elle peut synthétiser en continue et a haute
température sans étre dénaturée.

1.3. Transcriptase réverse

Codée par les génes pol des rétrovirus, cette enzyme transcrit ARN en ADN complémentaire (CADN). Comme toutes
les polymérases, elle travaille dans le sens 5' vers 3'. Elle peut aussi utiliser 'TADN comme matrice.

1.4. ARN polymérase

Cet enzyme transcrit I'un des brins de I'ADN double brin en ARN. La synthése s'effectue dans le sens 5'-3' en
I'absence d'amorce. Par contre, chaque type d'ARN polymérase ne fonctionne qu'en présence de son promoteur,



Les nucléases

c'est-a-dire qu'une séquence spécifique d'’ADN reconnue par I'enzyme, sur laquelle ce dernier se fixe et initie la

transcription.

2. Les nucléases

Les nucléases dégradent les molécules d'ADN en rompant les liaisons phosphodiesters liant un nucléotide au
suivant. Il existe 2 types de nucléases :

2.1. Les exonucléases

Ces enzymes éliminent des nucléotides un a un a partir d'une extrémité de I'ADN. Dans le sens 5'vers 3'ou l'inverse.
Exemple: Exonucléase Il catalyse I'hydrolyse séquentielle des nucléotides d'un ADN a partir d'une extrémité 3' libre
(dans le sens 3' vers 5').

2.2. Les endonucléases

Ces enzymes sont capables de rompre des liaisons phosphodiesters internes

2.2.1. LES ENZYMES DE RESTRICTION

&, Définition : Définition

Ce sont des enzymes, principalement d'origine bactérienne, capables de couper I'ADN double brin (et ce quel que
soit son origine) a des endroits spécifiques (séquences nucléotidiques) appelés sites de restriction généralement de
4 a 6 paires de bases.

Ces enzymes protegent les bactéries contre I'invasion par de I'ADN étranger qu'elles coupent en petits morceaux.

Les séquences de nucléotides reconnues par les enzymes de restriction sont habituellement des séquences dites
palindromiques. Les séquences palindromiques sont des séquences ou la succession des nucléotides lue dans le
sens 5'- 3' (gauche-droite) pour le premier brin est identique a la séquence lue dans le sens droite-gauche pour le
second brin (sens 5'- 3'). Ces séquences palindromiques sont le plus souvent constituées de 4 ou 6 paires de bases.
5'GAATTC 3'3'CTTAAG 5'

Nomenclature des enzymes de restriction

- La premiere lettre, en majuscule, représente l'initiale du genre bactérien.

- Les deux lettres, minuscules, qui suivent la premiére sont représentatives de I'espéce.

- Le chiffre romain qui suit ces trois lettres est le numéro d'ordre de découverte de I'enzyme pour la méme
bactérie source.

- La derniere letire majuscule n'est pas obligatoire pour toutes les endonucléases de restriction. Elle est
représentative de la souche de la bactérie d'ou I'enzyme a été isolée.



REMARQUE
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Exemple
Types de coupures réalisées par les enzymes de restriction

- La coupure a bouts francs aboutit a une coupure au milieu de la séquence palindromique, il ne peut donc pas y
avoir d'association spontanée entre les fragments résultant de la coupure.

- La coupure a bouts collants (ou a extrémités adhésives) correspond a une coupure qui se fait de part et d'autre
du centre de symétrie. Aprés une coupure de ce type les parties simple-brin complémentaires peuvent

s'apparier.
- Extrémités franches
5’| GATATC ¥ 5 GAT | ¥ 5’| ATC £
EcoRV > ,
3 CTATTAG 5 3 CTA|s 3 [TAG 5
- Extrémités cohésives
l 5’ sortantes
Ecorl L GAATIC |3 s 6|3 slaatic |2
_— _
37 CTTAﬂG 5 3 CTTAA | 5 |6 |5
3’ sortantes
Pstl S‘ACTGCAG 3 5 CTGCA | 3 5@ e
3 ACGTC |5 6]y ¥ 4
Types de coupures réalisées par les enzymes de restriction

&, Définition

Il existe trois types d'endonucléases classés en fonction des sites qu'elles reconnaissent

enzymes de type |

I'enzyme reconnait un site particulier qui n'a aucune symétrie, ne coupe pas I'ADN a ce niveau mais a environ 1000
jusqu'a 5000 nucléotides plus loin et libére plusieurs dizaines de nucléotides.



Exercice

enzymes de type Il

ce sont les plus nombreuses et les plus utilisées aux laboratoires de génie génétique. Leurs sites de restrictions de 4
a 8 paires de bases sont des séquences palindromiques (se lisent de droite a gauche et inversement, comme le mot
radar et la phrase "esope reste ici et se repose"). Elles coupent au niveau de leurs sites de restriction.

enzymes de type Il

L'enzyme reconnait une séquence mais coupe a une vingtaine de paires de bases plus loin.

2.4. Exercice

Qu'est ce qu'une enzyme de restriction ?

O

Une enzyme spécifique qui limite I'amplification du DNA par diminution du nombre des génes qui peuvent étre clonés
O

Une enzyme qui détruit une séquence de DNA par rupture de toutes les liaisons entre les nucléotides d'un brin de
DNA.

0

Une enzyme spécifique qui fait la lecture des séquences nucléotidiques du DNA, reconnait des séquences
spécifiques et coupe le DNA par rupture des liaisons entre les nucléotides d'un brin de DNA.

2.5. Exercice

La digestion d'un DNA par une enzyme de restriction a permis |'obtention de 3 fragments A, B et C de tailles
différentes -voir figure-. Séparés par électrophorése sur gel d'agarose 1,5%, le profile attendu correspondra a:

A+B¢ C
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3. les Ligases



ADN ligase

Elles assurent la formation d'une liaison phosphodiester entre une extrémité 3'-OH d'un fragment d'ADN et une
extrémité 5'P d'un autre fragment adjacent. L'ADN ligase agit spécifiquement sur I'ADN double brin et I'ARN
ligase sur 'ARN et I'ADN simple brin.

3.1. ADN ligase

L'enzyme n'agit que si les 2 ADN sont associés par des extrémités cohésives.

3.2. T4 ADN ligase

Elle est capable d'effectuer des ligations entre 2 ADN a bouts francs.

EcoRl 3.0
._ -~
INONE —— YRR

y‘b EcoRI

5
Extrémité cohésive
—| F AATTC
ﬁw‘ eriaa .G:W

Extrémité cohésive

LIGASE Q
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