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Plan et objectifs du cours

Comment étudier la fonction ou l’expression d’un gène ?

Introduction

Le clonage moléculaire

Analyse des éléments régulant la transcription

Modulation expérimentale de l’expression d’un gène



Introduction

Fonction

Gènes
Protéines

Biologie moléculaire

Manipuler le produit d un gène Manipuler l’expression d’un gène



III. Le clonage
obtenir une population de bactéries, de cellules ou d’organismes qui contiennent le même matériel génétique

population homogène de cellules identiques (population clonale) 

organisme vivant identique à un organisme d’origine

clonage - pour amplifier et conserver une séquence d’ADN

- pour exprimer une séquence d’intérêt 

- pour introduire un gène dans des cellules ou des organismes 

- pour produire une protéine d’intérêt

- …

Le clonage moléculaire



1. préparation de l’insert à cloner (fragment d’ADN d’intérêt) et du vecteur

2. intégration-ligation de l’insert dans le vecteur

3. transformation de l ’hôte par le vecteur recombiné  

4. sélection des hôtes recombinants

principales étapes du clonage

Le clonage moléculaire



Le clonage moléculaire

L’insert

Tout fragment d’ADN d’intérêt manipulable :

ADN génomique fragmenté par des enzymes de restriction

produit de PCR

ADNc

…



➢ les plasmides

origine de réplication

gène de résistance 

à un antibiotique

site de clonage

multiple

gène de

sélection (lac Z)

Vecteurs

➢ propriétés générales

Le clonage moléculaire



coupure du vecteur et de l’ADN 

à intégrer avec le même enzyme 

de restriction

ligation des extrémités libres du 

vecteur et de l’insert

plasmide recombinant chimère

contenant l’insert d’ADN

plasmide natif

recircularisé

Intégration

Le clonage moléculaire



Transformation et sélection des bactéries hôtes

milieu nutritif   

+  ampicilline

+ Xgal

colonie bleue: vecteur seul colonie blanche: vecteur recombiné

chromosome chromosome

insert

bactérie avec plasmide natif recircularisé bactérie avec plasmide recombinant

➢ les plasmides sont introduits dans les bactéries : la transformation

➢ les bactéries ayant intégré un plasmide sont sélectionnées grâce aux 2 gènes de sélection

présents dans le vecteur (ex choisi : gène de résistance à l’ampicilline et gène permettant 

l’expression de la -galactosidase)

Le clonage moléculaire

chromosome

bactérie sans plasmide



IV. Amplifier l’ADN

clonage - pour amplifier et conserver une séquence d’ADN

- pour exprimer une séquence d’intérêt 

- pour introduire un gène dans des cellules ou des organismes 

- pour produire une protéine d’intérêt

- …

Le clonage moléculaire



3. Analyse des éléments de régulation de la 

transcription

traitement par la DNAse

et électrophorèse 

analyse par électrophorèse

des complexes ADN/protéines

Analyse de l’interaction entre facteurs protéiques trans et séquences ADN cis 

+

facteurs de 

transcription

séquence d’ADN

« foot-printing » retardement sur gel

zone d’interaction

Analyse des éléments de régulation de la transcription



fragments d ’ADN contenant 

des séquences régulatrices potentielles

intégration de la construction dans un vecteur,  transfection cellulaire et

mesure de l’expression du gène « reporter » dans la cellule modifiée

expression du gène = (f) protéine = (f) ARNm ) = (f) rôle de la séquence testée 

Caractérisation de séquences régulatrices

5’
5’

promoteur

séquences régulatrices ?

gène d’intérêt

insertion de ces séquences devant le promoteur d’un gène « reporter » 

gène reporter dont l’activité 

est facilement mesurable

promoteur du gène reporter
fragment d’ADN à tester

Analyse des éléments de régulation de la transcription



5. Analyse du rôle d’un gène
Expression

Modulation de l’expression d’un gène

Cellules en culture

Organe, dans un organisme modèle



5. Analyse du rôle d’un gène

Extinction

Expression

- hybride ARNm normal / ARN anti-sens :        bloquer l’épissage=>  expression   

- hybride ARNm normal / ARNsi : dégradation des ARNm =>              expression 

- utilisation d’ARN anti-sens et d’ARN interférents  

Modulation de l’expression d’un gène

m7G AAAAAAAAARN hn

prise en charge par RISC  

miARN



5. Analyse du rôle d’un gène

Extinction

Expression

- invalidation génique 

- remplacement du gène ciblé par recombinaison homologue dans une cellule 

souche embryonnaire par :  

- un gène inactivé (KO constitutif, KO conditionnel)

- un gène modifié (K-In) 

- animaux chimériques et sélection des homozygotes par croisement

- hybride ARNm normal / ARN anti-sens :          expression   

- hybride ARNm normal / ARNsi : dégradation des ARNm =              expression 

- utilisation de  anti-sens et d’ARN interférents  

Modulation de l’expression d’un gène



souris grise

gène mutégène sain

blastocyste

a/a; MM

injection de cellules ES 

transfectées dans le 

blastocyste de l’autre 

type de souris

4

embryon a/a; MM + A/A; M/m 

préparation d’un vecteur

contenant le gène d’intérêt inactivé

gène 

normal

M 

gène 

inactivé

m 

1

cellules ES

souris brune

A/A; MM

2

transfection et 

sélection 

de cellules ES

contenant le gène 

d’intérêt inactivé

3

embryon chimère

5

réimplantation

souriceau chimère formé 

de cellules provenant des

deux souches de souris

6

Modulation de l’expression d’un gène



Messages essentiels du cours

• Le clonage permet de manipuler un gène

• On peut étudier les facteurs régulant la transcription

• On peut manipuler l’expression d’un gène

• Il existe des méthodes d’analyse globales de l’expression 

des génomes

➢ analyse du transcriptome

➢ analyse du protéome

➢ analyse du métabolome

analyses simultanées du produit (ARN, 

protéine, activité) de l’expression d’une 

grande population de gènes
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