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
maniére 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 I'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 a celle-ci de pénétrer dans les cellules, par
diffusion a travers la membrane plasmique sans intervention de transporteur.

Afin de produire une protéine chimére TAT-GFP pour mesurer la vitesse de pénétration a 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 a partir du vecteur pRSET
(commercialié par Invitrogen) qui permet I’expression de protéines recombinantes dans un systeme
procaryote sous le contrdle d’un promoteur T7.

La premiere étape de ce sous clonage consiste a obtenir I’ADNCc de la GFP de maniere a 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 a l'aide des oligonucléotides (amorces GFPs et
GFPas) dont la séquence vous est donnée en annexe, en utilisant le plasmide pGFPyy comme
matrice (plasmide commercialisé par Clonetch).

Le produit PCR est ensuite sous cloné dans un plasmide intermédiaire pGEMTeasy par le systeme
TA-Cloning (kit de clonage des fragments PCR commercialisé par la société Proméga). Le
plasmide pGEMTeasy-GFP obtenu est amplifie.

Dans une deuxiéme étape, I’ADNc de la GFP sera récupéré par digestion a partir du plasmide

PGEMTeasy-GFP par les enzymes Kpnl et EcoRI et apres purification pourra étre 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 stategie.

1° étape : obtention de I’insert GFP
Quel est I'intérét d'utiliser le systéme 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 a la GFP et par rapport au vecteur de clonage.

Pourquoi n’utilise t’on pas directement les sites présents sur le vecteur pGFPyy ?

Comment vont étre sélectionnées les bactéries contenant le vecteur recombinant pGEMTeasy-
GFP ? Ces bactéries seront elles fluorescentes ?

2° etape : Digestion de pGEMTeasyGFP et du vecteur pTAT-HA

Apreés digestion des deux vecteurs par les enzymes Kpnl et EcoRl, il est nécessaire de purifier les
fragments d’intérét, pourquoi ? Si oui comment réalisez vous cette purification ?

Avant de lancer la ligation entre I’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 a la concentration de chaque
élution. Imaginez le type d’image que vous pourriez obtenir aprés 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 a melanger dans le cas ou vous avez obtenu une
concentration de 15ng/ul pour I’insert et 40ng/pl 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 deuxieme correspondant au témoin de ligation contenant que
I'insert, et le troisieme ne contenant pas de ligase. A quoi servent ces témoins ?

4° étape : Transformation des bactéries

Aprés ligation, les témoins et la ligation vont étre utilisés pour transformer des bactéries
chimiocompétentes (Bactéries DH5a). Aprés transformation, les bactéries sont incubées 1h a 37°C
pour I’expression phénotypique du géne de resistance a I’antibiotique de séléction, ensuite étalées
sur boite et incubées la nuit & 37°C.

Représentez les résultats que vous attendez a obtenir sur les boites, et donnez un représentation
schematique des différents vecteurs que vous pouvez obtenir.
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5° étape : Analyse des colonies obtenues

Deux méthodes peuvent étre utilisées pour analyser I’ADN recombinant contenu dans les bactéries,
soit par une une PCR de criblage directement sur les colonies soit par digestion enzymatique apres
miniculture, et extraction de I’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 BamHL1, calculer la taille des fragments obtenus avec les deux enzymes, pour le
vecteur que vous cherchez a obtenir, mais aussi les autres vecteurs utilisés (pGFPUyv,
pPpGEMTeasyGFP, pTATHA).

Si vous analysez, directement les boites de bactéries sous les UV, et par rapport a 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

- laséquence du « tag HA »

Quel est I’intérét 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 a
partir du vecteur pGFPuv

GFPs
5’-GATCCCCGGGTACC CCATGGGAAAAAATGAG-3
Kpnl Ncol

GFPas
5-GGTAATGGTAGCGACGCATGCTCAGTTGGAATTCA-3’
SpHI EcoRlI
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Séquence et Carte de restriction de la GFP

GFPuv (717bp)

1

101

201

301

401

501

601

701

ATGAGTAAAG
ATTAGATGGT
AAGGTGATGC
GGAAAACTAC
TGTTCAATGC
TCAAGAGTGC
AAAGATGACG
TACCCTTGTT
GAAACATTCT
TACATCACGG
TCGCCACAAC
AAAATACTCC
CTGTCGACAC
CATGGTCCTT
ATGAGCTCTA

GAGAAGAACT
GATGTTAATG
AACATACGGA
CTGTTCCATG
TTTTCCCGTT
CATGCCCGAA
GGAACTACAA
AATCGTATCG
CGGACACAAA
CAGACAAACA
ATTGAAGATG
AATTGGCGAT
AATCTGCCCT
CTTGAGTTTG

TTTCACTGGA
GGCACAAATT
AAACTTACCC
GCCAACACTT
ATCCGGATCA
GGTTATGTAC
GACGCGTGCT
AGTTAAAAGG
CTCGAGTACA
AAAGAATGGA
GATCCGTTCA
GGCCCTGTCC
TTCGAAAGAT
TAACTGCTGC

CAAATAA 717

GTTGTCCCAA
TTCTGTCAGT
TTAAATTTAT
GTCACTACTT
TATGAAACGG
AGGAACGCAC
GAAGTCAAGT
TATTGATTTT
ACTATAACTC
ATCAAAGCTA
ACTAGCAGAC
TTTTACCAGA
CCCAACGAAA
TGGGATTACA

TTCTTGTTGA
GGAGAGGGTG
TTGCACTACT
TCTCTTATGG
CATGACTTTT
TATATCTTTC
TTGAAGGTGA
AAAGAAGATG
ACACAATGTA
ACTTCAAAAT
CATTATCAAC
CAACCATTAC
AGCGTGACCA
CATGGCATGG

100

200

300

400

500

600

700

703 Sac |

703 Ecl 136lI
703 Bsi HKAI
699 Sts |
699 Fok |
676 Tsel
676 Fnu4HI
676 Bbv |
661 Bce 83l
603 Sal | 699 Bst F5I
654 VpaK11Al
621 Bst BI
654 Avall
646 Drd|
603 Hincll 703 Banll

I .
|

229 Ndel
223 Hpall
169 Msc |
169 Hael
169 Eael
166 Sty |
166 Ncoll
222 Bsp EI
222 Bsa WI
216 Bsl |

349 Bael
329 Eco 571
324 Cac 8l
323 Sell
322 Mlul
323 Bst Ul
322 Afl Il

479 Tfil
465 Tth 11111

448 Bst Z171
421 Xhol
421 Sci

106 Sfa NI
106 Bsc Al
94 Mnll

532 Bfal
520 NlalVv
421 NIi387/71 560 Mfe |

34 BsmFl 166 Bst DSI 321 Hoal 421 Aval 520 BamHI
26 Bpml| 166 Bsa Jl 276 Bsr Gl 388 Dral 479 Hinfl

L Ll Il [ | 11 1 111 L1

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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Xmn | 2009
Scal 1820

Amp

'\hur.- | 2707,
11 ori

pGEM*-T Easy lacZ
Vector T T
(3015bp)

T7 1

Apa |
Aatll
BslL |
Neal
BatZ |
Norl
Saell
EcaR |

Spa |
EcaR |
e
BstZ |
Fsr |l
Sall
MNde |
Sac
BstX |
Mail

T sps

14 TIVALG EA

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

TD Biotech2 2007

pGFPuv Vector Information PT3055-5
GenBank Accession #UE2635 Catalog #6073-1

Sapl smes
{234-281)

AlwN | 4 Neo | jas5

BsrG | i565)
Miu | g1

Xho 1 mo

pGFPuv
3.3 kb

BsiB | m1
Sac =)

3'MCS
{1007-1091)

Puu | Aatl 1405)
{1956)

5 MCS
m 0 o o a0
laod . GFPuw

- - - - - —
ATG ACC ATGATT ACG CCAAGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT LTA GAG GAT CCC CGG GTA CLG GTA GAA AAA ATG AGT

g

]

Himd Il Sphl Pstl Xbal Xmal Kpnl Agel
Smal AspTigl
3 Mcs
gTFE'F' ||:l|n 1r:m |n:m 1040 10'511 ||::sn m.'-'n |[:m |r:qn
TAATGAATTCCAACTGAGCGLCGGTCGCTACCATTACCAACTTGTCTGETGTCAAAAATAATAGGCCTACTAGTCGGLLGTACGEGCLL
EcoR 1 Sl Spel Eagl f: Bspl20 1
BsiW1 Apal

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pGFPuv Vector. Unique restriction sites are in bold.

Description:

pGFPuy carries the “cycle 3" variant of GFP described by Crameri et a/. (1). This gene was cloned
between the two MCSs of the pUC19 dernvative pPD16.43 (2). The GFPuv gene can be easily
excised from pGFPuv. Alternatively, the GFPuv coding sequence can be amplified by PCR. The
GFPuv gene was inserted in frame with the facZ initiation codon from pUC19 so that a
p-galactosidase-GFPuv fusion protein is expressed from the lac promoter in £. coli . Note, however,
that if you excise the GFPuv coding sequence using a restriction site in the &' MCS, the resulting
fragment will encede the native (i.e., non-fusion}) GFPuv protein. The pUC backbone of pGFPuv
provides a high copy number origin of replication and ampicillin resistance gene for propagation in
E. coli

page 6



Vecteur pTAT-HA fourni par le docteur Dowdy

B ﬂ«%.:fig 73
A XA m

17 =9 ATG-6His-TAT-MCS-Ts term.

—

/

pTAT/pTAT-HA
~3 Kb
AmpT

T7 promdter

| 1
ATCTCGRTCCCGCGAAAT%%ATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGATAATTTTGTT
TAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

ATG CGG GGT TCT|CAT CAT CAT CAT CAT CAT|
M R G S H H H

GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA
H H H G M A S M T G G

BamHI
CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC QAT AAG CGAT CGA TGE GRA TCC
Q Q M G

‘ARG

R D L ¥ D D D D K D R W @ S K -
Eagl TAT-domain BamHI

CTT GGC TAC GGC CGC AAG AAA CGC CGC CAG CGC CGC CGC GGT GGA TCC

L. 66 ¥ 6 R K XK R R Q@ R R R G @

S
Ncol KpnT Agel XhoI SphI EcoRI BstBI

ACC ATG GCC GGT ACC GGT CTC GAG GTG CAT GCG QTG AAT TCG AAG CTT...

T M

A G T G L B v H A V N S K

S L
W
HA insertion
original NEW
NeoI-{inactive) RatIT Neol
CC ATG TCC GGC TAT CCA TAT GAC GTC CCA GAC TAT GCT GGC TCC ATG GGEC .
M 3 G Y B Y

D v. P D Y A G S

M G
HA-tag
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