
M1 Biotechnologies : TD Stratégie de Clonage 
 

 
Le but de ce TD est de vous faire réfléchir sur une stratégie de Clonage (anciennement réalisée en 
TP). Cette stratégie, n’est pas forcémént la meilleure, chaque « cloneur » ayant ses habitudes et sa 
manière de travailler. 
 
 

 
Clonage de la Green Fluorescent Protein (GFP) dans le vecteur 

d'expression pTATHA 
 

 
Stratégie générale  

 
Le projet de recherche auquel vous participez dans ce TD concerne l'étude d'un peptide perméant le 
peptide TAT. Ce peptide de 11 Acides Aminés est issu de la protéine TAT du virus HIV. Ce 
peptide lorsqu'il est en fusion avec une protéine permet à celle-ci de pénétrer dans les cellules, par 
diffusion à travers la membrane plasmique sans intervention de transporteur.  
 
Afin de produire une protéine chimère TAT-GFP pour mesurer la vitesse de pénétration à l'intérieur 
des cellules que permet le peptide TAT, vous allez sous cloner la GFP (ou Green Fluorescent 
Protein) dans un vecteur d'expression : le vecteur pTAT-HA qui nous a été fourni par le laboratoire 
du Dr Dowdy (Nagahara, et coll. Nature medecine 1999 : 4, 1449-1452) Ce vecteur pTAT-HA dont 
la carte est donnée en annexe a été construit par ce laboratoire à partir du vecteur pRSET 
(commercialié par Invitrogen) qui permet l’expression de protéines recombinantes dans un système 
procaryote sous le contrôle d’un promoteur T7. 
 
La première étape de ce sous clonage consiste à obtenir l’ADNc de la GFP de manière à pouvoir le 
cloner dans pTAT-HA en respectant le cadre de lecture pour obtenir le peptide TAT en fusion avec 
la GFP. L'ADNc de la GFP est amplifié par PCR à l'aide des oligonucléotides (amorces GFPs et 
GFPas) dont la séquence vous est donnée en annexe, en utilisant le plasmide pGFPUV comme 
matrice (plasmide commercialisé par Clonetch).  
 
Le produit PCR est ensuite sous cloné dans un plasmide intermédiaire pGEMTeasy par le système 
TA-Cloning (kit de clonage des fragments PCR commercialisé par la société Proméga). Le 
plasmide pGEMTeasy-GFP obtenu est amplifié. 

 
Dans une deuxième étape, l’ADNc de la GFP sera récupéré par digestion à partir du plasmide 
pGEMTeasy-GFP par les enzymes KpnI et EcoRI et après purification pourra être sous cloné dans 
le vecteur d'expression pTATHA.  
 
 
Question : 
Faire un schéma récapitulatif de la stratégie de clonage 
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Nous allons maitenant reprendre les différentes étapes, et utiliser les différents, 
documents donnés en annexe pour analyser cette statégie. 
 
 
1° étape : obtention de l’insert GFP 
Quel est l'intérêt d'utiliser le système du TA-Cloning pour cloner un fragment PCR ? 
 
Retrouvez la position des amorces sur la séquence de la GFP, et retrouver la phase du cadre de 
lecture par rapport à la GFP et par rapport au vecteur de clonage.  
 
Pourquoi n’utilise t’on pas directement les sites présents sur le vecteur pGFPUV  ? 
 
Comment vont être sélectionnées les bactéries contenant le vecteur recombinant pGEMTeasy-
GFP ? Ces bactéries seront elles fluorescentes ?  
 
 
2° étape : Digestion de pGEMTeasyGFP et du vecteur pTAT-HA 
 
Après digestion des deux vecteurs par les enzymes KpnI et EcoRI, il est nécessaire de purifier les 
fragments d’intérêt, pourquoi ? Si oui comment réalisez vous cette purification ? 

 
Avant de lancer la ligation entre l’insert et le vecteur linéarisé, il est nécessaire de vérifier la qualité 
et d’estimer la quantité d’ADN (vecteur linéarisé et insert) digéré et purifié. Cette vérification se 
fait par migration en gel d’agarose. Par comparaison avec une quantité connue de marqueur, la 
quantité d’ADN sera déterminée sur le gel et sera ensuite étendue à la concentration de chaque 
élution. Imaginez le type d’image que vous pourriez obtenir après coloration d’un gel au BET 
 
3° étape : ligation  
 
Pour que la ligation se fasse dans des conditions optimales, il faut mélanger dix fois plus 
d'extrémités d'insert que d'extrémités de vecteur.   
 
Calculez la quantité d’insert et de vecteur linéarisé à melanger dans le cas où vous avez obtenu une 
concentration de 15ng/µl pour l’insert et 40ng/µl pour le vecteur linéarisé.  
 
Lors d’une ligation, deux tubes témoins sont réalisés, le premier correspondant au témoin de 
ligation ne contenant pas d'insert, le deuxième correspondant au témoin de ligation contenant que 
l'insert, et le troisième ne contenant pas de ligase. A quoi servent ces témoins ?  
 
4° étape : Transformation des bactéries 
 
Après ligation, les témoins et la ligation vont être utilisés pour transformer des bactéries 
chimiocompétentes (Bactéries DH5α). Après transformation, les bactéries sont incubées 1h à 37°C 
pour l’expression phénotypique du gène de resistance à l’antibiotique de séléction, ensuite étalées 
sur boite et incubées la nuit à 37°C. 
 
Représentez les résultats que vous attendez à obtenir sur les boites, et donnez un représentation 
schématique des différents vecteurs que vous pouvez obtenir. 
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5° étape : Analyse des colonies obtenues 
 
Deux méthodes peuvent être utilisées pour analyser l’ADN recombinant contenu dans les bactéries, 
soit par une une PCR de criblage directement sur les colonies soit par digestion enzymatique après 
miniculture, et extraction de l’ADN plasmidique. 
 
Si vous utilisez la PCR, quelles amorces est il interessant de choisir ? 
 
Si vous utilisez la méthode par les enzymes de restriction, quelles enzymes est il interessant de 
choisir ? 
 
Si vous utilisez BamH1, calculer la taille des fragments obtenus avec les deux enzymes, pour le 
vecteur que vous cherchez à obtenir, mais aussi les autres vecteurs utilisés (pGFPUv, 
pGEMTeasyGFP, pTATHA).  
 
Si vous analysez, directement les boites de bactéries sous les UV, et par rapport à ce que vous 
connaissez sur les promoteurs des différents plasmides utilisés, pensez vous obtenir des bactéries 
fluorescentes ou pas dans les différentes conditions que vous allez étaler sur boite ?  
 
 
6° étape : utilisation de pTAT-HA -GFP 
 
Si vous regardez les différentes séquences contenues dans la vecteur pTaT-HA, vous pouvez voir 
que le vecteur contient :  
- un promoteur T7 
- la séquence codant pour un tag Histidine 
- la séquence du « tag HA »  

 
Quel est l’intérêt de chacune de ces séquences ? 
Imaginez maitenant comment réaliser la suite des manipulations , production, purification et 
utilisation de la TAT-GFP. 
 
 

Annexes 
 
- Séquence des oligonucléotides GFPs et GFPas utilisés pour amplifier par PCR, la GFP à 
partir du vecteur pGFPuv 
 

 
GFPs 
5’-GATCCCCGGGTACC CCATGGGAAAAAATGAG-3’ 
    KpnI         NcoI 
 
GFPas 
5’-GGTAATGGTAGCGACGCATGCTCAGTTGGAATTCA-3’ 
         SpHI   EcoRI 
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Séquence et Carte de restriction de la GFP  
 
 
GFPuv (717bp) 
 
1   ATGAGTAAAG GAGAAGAACT TTTCACTGGA GTTGTCCCAA TTCTTGTTGA 
    ATTAGATGGT GATGTTAATG GGCACAAATT TTCTGTCAGT GGAGAGGGTG 100    
101 AAGGTGATGC AACATACGGA AAACTTACCC TTAAATTTAT TTGCACTACT  
    GGAAAACTAC CTGTTCCATG GCCAACACTT GTCACTACTT TCTCTTATGG 200    
201 TGTTCAATGC TTTTCCCGTT ATCCGGATCA TATGAAACGG CATGACTTTT  
    TCAAGAGTGC CATGCCCGAA GGTTATGTAC AGGAACGCAC TATATCTTTC 300    
301 AAAGATGACG GGAACTACAA GACGCGTGCT GAAGTCAAGT TTGAAGGTGA  
    TACCCTTGTT AATCGTATCG AGTTAAAAGG TATTGATTTT AAAGAAGATG 400    
401 GAAACATTCT CGGACACAAA CTCGAGTACA ACTATAACTC ACACAATGTA 
    TACATCACGG CAGACAAACA AAAGAATGGA ATCAAAGCTA ACTTCAAAAT 500    
501 TCGCCACAAC ATTGAAGATG GATCCGTTCA ACTAGCAGAC CATTATCAAC 
    AAAATACTCC AATTGGCGAT GGCCCTGTCC TTTTACCAGA CAACCATTAC 600    
601 CTGTCGACAC AATCTGCCCT TTCGAAAGAT CCCAACGAAA AGCGTGACCA  
    CATGGTCCTT CTTGAGTTTG TAACTGCTGC TGGGATTACA CATGGCATGG 700    
701 ATGAGCTCTA CAAATAA 717    
 
 

26  Bpm I
34  Bsm FI

94  Mnl I
106  Bsc AI
106  Sfa NI

166  Bsa JI
166  Bst DSI

166  Nco I
166  Sty I
169  Eae I
169  Hae I
169  Msc I

216  Bsl I
222  Bsa WI
222  Bsp EI

223  Hpa II
229  Nde I

276  Bsr GI
321  Hga I
322  Afl III

322  Mlu I
323  Bst UI

323  Sel I
324  Cac 8I
329  Eco 57I

349  Bae I

388  Dra I
421  Ava I
421  Nli 387/7I
421  Sci I
421  Xho I

448  Bst Z17I
465  Tth 111II

479  Hin fI

479  Tfi I

520  Bam HI

520  Nla IV
532  Bfa I

560  Mfe I

603  Hin cII

603  Sal I

621  Bst BI

646  Drd I
654  Ava II

654  Vpa K11AI

661  Bce 83I
676  Bbv I
676  Fnu 4HI
676  Tse I

699  Bst F5I

699  Fok I
699  Sts I

703  Ban II

703  Bsi HKAI
703  Ecl 136II
703  Sac I

GFPuv 717 base pairs Unique Sites Mode: Global

 
 
 
 
 
 
Vecteur pGEM-T Easy (vecteur utilisé pour le clonage du fragment PCR) 
Ce vecteur ne contient pas de site BamH1 (séquence compléte disponible en TP) 
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Séquences des amorces pour la PCR de criblage des colonies :  
 
CriblagePCRsens  (séquence dans promoteur T7) 
5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 
 
CriblagePCR antisens (séquence dans la GFP) 
5’ TTTGTAGAGCTCATCCATGCC 3’ 
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Vecteur utilisé comme matrice pour amplifier la GFP  
 
Sites EcoR1 position 1006 ; BamH1 position 265 et 809 
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Vecteur pTAT-HA fourni par le docteur Dowdy 
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