Chapitre 05:

Phénomene de
restriction /modification



Introduction

Les nucléases sont des enzymes spécialisées dans la dégradation des acides.

|l existe deux grandes catégories de nucléases caracterisées selon leur mode d'action:

(i) Les exonucléases qui déegradent par excision du nucléotide situé en extremité de chaine a
partir de I’extrémité 3’ ;

(if) Les endonucléases qui coupent des liaisons phosphodiester a I’intérieur méme de la chaine
d’ADN.

Enzymes de restriction

Une enzyme de restriction est une endonucléase spécifique d'un site codée par des bactéries et
des archées qui reconnait une séquence nucléotidigue courte et specifique et coupe I'ADN
uniguement a ce site spécifigue, c'est-a-dire le site de restriction.

[l fournit un mécanisme de défense a la bactérie contre les bactériophages.



I'’ADN de I'nOte est protége de ses propres enzymes de restriction par l'activité d'une enzyme de
modification (methyltransférase ou méthylase), qui détecte le méme site de restriction que I'enzyme
de restriction et methyle un nucléotide spécifigue.

Site de restriction

Chague enzyme de restriction identifie une ségquence spécifique de nucléotides (entre quatre et huit
bases) et coupe les deux brins de 'ADN double brin.

De nombreux sites de restriction sont de nature palindromique, c'est-a-dire qu'ils se lisent de la
méme facon sur les deux brins.

Site de restriction palindromique
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La position a laguelle I'enzyme de restriction coupe est généralement représenté par le symbole

"M

Une fois que I'enzyme de restriction reconnait le site de restriction, elle peut générer soit des
extremités collantes (par exemple, EcoRI, BamHI, Hindlll, etc.) ou des extrémités franches (par
exemple, Smal, ECoRYV, etc.) selon le type d'enzyme de restriction.

(A). Sticky end digestion

5GAATTC3, .
3'CTTAAGS' %=

(B). Blunt end digestion
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Types d’enzymes de restriction

Type |I: Coupe sur des sites éloignés du site de reconnaissance (de nature asymétrique) et
nécessite a la fois de I'ATP et de la S-adénosyl L-méthionine (AdoMet) comme cofacteur pour
fonctionner. Il présente a la fois une caractéristique de digestion par restriction et de
méthylase.

Type Il: Coupe a l'intérieur ou a de courtes distances d'un site de reconnaissance (de nature
palindromique) et a principalement besoin de magnésium pour fonctionner. Il présente
uniquement la caractéristique d'une digestion par restriction indépendante de la méthylase.

Type llI: Il reconnait deux séquences distinctes non palindromiques et orientées inversement
et se clive a 20-30 paires de bases d'un site de reconnaissance. Il contient plus d'une sous-
unité et nécessite de I'ATP pour la digestion par restriction et de la S-adénosyl-L méthionine
pour la méthylation de I’ADN.

Types IV: Il reconnait I'ADN modifié (méthylé, hydroxyméthylé et glucosyl-hydroxyméthylé).
Des exemples sont les systemes McrBC et Mrr d'E. coli.



Application des enzymes
de restriction

Clonage de genes et expression de
proteines

Les enzymes de restriction associées a
I'ADN ligase aident a [l'insertion de
genes dans des vecteurs plasmidiques
pendant le clonage de genes et
I'expression de protéines. Pour cela,
I'’ADN plasmidique contenant plusieurs
sites de clonage et les inserts genetiques
sont traites avec les mémes enzymes de
restriction, puis collés ensemble a l'aide
de I'ADN ligase
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Cartographie de restriction

Une carte d'ADN geéenéree par digestion par les enzymes de restriction peut étre utilisee pour
trouver les positions relatives des genes.

La digestion par restriction génere différentes longueurs d'ADN qui donnent un motif
spécifique de bandes apres electrophorese sur gel.

Ces bandes sont comparés avec un marqueur de taille lorsqu’il s’agit de déterminer les
fragments d’un gene donné ou avec les produits de digestion de I’ADN.

Cela peut étre utilise pour les empreintes geéenetiqgues. De plus, il aide au diagnostic des
polymorphismes mononucléotidiques (SNP) et des insertions/déeletions, a I'évaluation de la
diversité genetique des populations et aux tests parentaux.
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