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Plasmides et Vecteurs de clonage

1/ Caracteéristiques des plasmides :

Les plasmides sont :
- des ADN extra chromosomiques circulaires (appelés également génomes
extranucléaires)
- leur réplication est indépendante du chromosome bactérien.
- plusieurs copies peuvent exister dans une méme bactérie (le nombre varie
d’une copie a 20 de copies par cellule).
- la molécule est double brin, sa taille est trés variable, elle varie de 1 kb a 200
ou 300 kb (a noter que la taille du chromosome d’Escherichia coli est de 3000 kb).
- les plasmides contiennent des génes codant pour des protéines qui donnent un
avantage pour la bactérie hote. Il peut s’agir soit de la résistance a un ou plusieurs
antibiotiques, soit de la production d’antibiotiques, soit de la production de toxines ou
encore la résistance a des métaux lourds.

- leur présence dans la cellule est facultative.

Bactenal DNA Plasmids
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Cell replication

Comportement des plasmides lors de la division cellulaire

2/ Structure des plasmides

Plasmides naturels

A L’état naturel, on reconnait trois types de cas qui peuvent étre définis comme

étant des plasmides :

- le facteur F (responsable du phénomene de conjugaison chez les bactéries).

- les plasmides conférant la résistance aux antibiotiques.

- les plasmides codant pour des protéines appelées colicines qui tuent
spécifiqguement les colibacilles. Ces bactéries porteuses de ces plasmides a
colicines synthétisent simultanément des protéines d’immunité a ces
molécules ce qui les rend insensibles a leur effet.
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A ces trois exemples précités, on peut ajouter le cas de I'épisome, défini comme étant

une molécule d'ADN circulaire extrachromosomique, qui peut se répliquer de maniére
autonome comme un plasmide. Cependant les épisomes possédent certains genes
supplémentaires encodant les enzymes de restriction qui permettent leur intégration au
chromosome de la bactérie par recombinaison épisomale : ils ne font pourtant pas
partie du génome bactérien.

Plasmides construits

Pour étre utilisés comme vecteurs en génie génétiqgue, de nombreuses
constructions plasmidiques ont été construites a partir des plasmides naturels dont la
structure était profondément modifiée afin de faciliter les techniques de clonage et
d’en améliorer le rendement.

Caractéristiques d'un vecteur plasmidique idéal :

Le vecteur plasmidique idéal doit présenter les caractéristiques suivantes :

- il doit étre de petite taille,

- il doit conférer a [I’hote des caractéristiques phénotypiques facilement
sélectionnables (le plus souvent, il s’agit de vecteurs contenant un géne de résistance a
un antibiotique),

- il doit contenir un certains nombres de sites de restriction uniques de clonage de
préférence dans les genes codant pour les caractéres phénotypiques et en dehors de sa
séquence « Ori »
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Représentation schématique du plasmide pBR322 et la disposition de vingt sites de restriction
uniques qu’il comporte. Six d’entre eux (EcoRV, BamHI, Sphl, Sall, Xmalll et Nrul) sont situés
au niveau du gene de résistance a la tétracycline, deux (Clal et Hind I11) au niveau du promoteur
de ce gene, et trois (Pstl, Pvul et Scal) au niveau du géne de résistance a ’ampicilline
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Représentation schématique détaillée du plasmide pUC18/19 (Plasmide
construit).

a.
b. Multiple cloning sites of pUC19
EcoRI Egcé;ﬁ',' AcctH E((':\:g‘al

M3 sencing pime (204, 17-
.;;sm%(f}ml o M_”, Xapl Sacl Kpnl Smal BamHl Xbal
5’ G TAA AAC GAC GGC CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAG A

3' C ATT TTG CTG CCG GTC ACT TAA GCT CGA GCC ATG GGC CCC TAG GAG ATC T
LacZ «— Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Glu Leu
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GT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT TGG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 3/
CA GCT GGA CGT CCG TAC GTT CGA ACC GCA TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5*
Thr Ser Arg Cys Ala His Leu Ser Pro Thr lle Met Thr Met

MAVDUC fevirse Seouencing pomer (-26), 17-mer (#50101)

MCS (Multiple Cloning Sites): Site multiple de clonage de fragments d'ADN étrangers (inserts)
au niveau du gene LacZ. A noter que les sites de restriction sont uniques au niveau du MCS.

La taille du plasmide est de 2686 pb (paires de bases)

Présence d'un géne de résistance a I'Ampicilline.
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Etapes de clonage d’un insert (géne ou fragment d’ADN) au niveau d’un vecteur

plasmidique.
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Fic. 12-10. — Association d’ADN & un vecteur.
A — Le plasmide vecteur est linéarisé a la suite de la coupure par un
enzyme de restriction spécifique (le site de restriction est symbolisé en
rouge).
B — L'ADN a cloner est coupé par le méme enzyme de restriction en de
nombreux fragments.
C — Le vecteur et les fragments d’ADN s'associent par l'intermédiaire de
bouts collants.
D — La continuite des brins est rétablie grace a I'action d’une polynucléo
tide ligase.

Etapes de Construction d’un plasmide mixte (Recombinant).
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Fic. 12-11. — Sélection d’un clone cellulaire contenant un plasmide mixte.
Le plasmide porte deux genes de résistance a8 A et a T. Le site de
restriction est situé dans le gene T. 1 — la cellule réceptrice ASTS n’a pas
recu de plasmide. 2, 3 — les cellules ont regu un plasmide (AR); en 2 les
cellules sont aussi TR : le plasmide n’'a pas inséré I’ADN étranger; en 3 les
cellules sont TS : le plasmide a inséré un morceau d’ADN étranger.
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Autres exemples de vecteurs : Les vecteurs phagiques EMBL

Les vecteurs de la serie EMBL* (on distingue EMBL1, EMBL2, EMBL3 et
EMBL4) font parti des phages A de remplacement, qui possedent la capacité
d’insertion proche de 23 Kb. Le vecteur phagique EMBL est constitué de deux bras,
un bras gauche et un bras droit au milieu desquels on peut insérer les fragments
d’ADN étrangers. Pour EMBL3 et EMBLA4, le site de clonage le plus utilisé est le site
BamHlI.
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Figure du vecteur EMBL3 apreés digestion par BamHI
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Fragment de clonage multiple en position 5° du segment central du phage
EMBL3.

*: EMBL (European Molecular Biology Laboratory) est une structure internationale de recherche
composée de 24 pays ayant pour vocation le développement de recherches en biologie structurale
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