Enzymes de Restriction
1. Définition
Ce sont des enzymes, principalement d’origine bactérienne, capables de couper |'ADN
double brin (et ce quelque soit son origine) 3 des endroits spécifiques (séquences nucléotidiques)

appelés sites de restriction généralement de 4 3 6 paires de bases.

2. La coupure ou phénoméne de restriction

Le phénoméne de restriction a été observé bien avant que les enzymes de restriction ne fussent
mises en évidence. En effet, lorsqu’un bactériophage colonise une bactérie, le phénoméne de lyse
bactérienne, aprés multiplication du phage par le biais de la machinerie enzymatique de la bactérie
hote peut ne pas avoir lieu.

Ceci est expliqué par le fait que:

1. 'ADN phagique est intégre, sous forme silencieuse, dans celui de la bactérie : cycle lysogénique.
2. 'ADN phagique est complétement détruit (hydrolysé) par les enzymes de la bactérie hote : les
enzymes de restriction (Werner Arber),
1. Nomenclature des enzymes de restriction
# La premiére lettre, en majuscule, représente l'initiale du genre bactérien.
> Les deux lettres, minuscules, qui suivent la premiére sont représentatives de I'espéce.
# Le chiffre romain qui suit ces trois lettres est le numéra d’ordre de découverte de I'enzyme pour

la méme bactérie source.
> La derniére lettre majuscule n’est pas obligatoire pour toutes les endonucléases de restriction.

Elle est représentative de la souche de la bactérie d’oti 'enzyme a été isolée.

A - NOMENCLATURE
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Eco R1 1° enzyme trouvée chez E coli
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Eco RV 5°™ enzyme trouvée chez E coli
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B - LES SEQUENCES RECONNUES ; palindromiques
COUPURES A BOUTS COHESIFS Ex:EcoRl

!

5'..GAATTC.....3’ 5 i G AATTC.....3"
3"..CTTAAG...... 5’ 3 " CTTAR G....5"

COUPURES A BOUTS FRANCS (BLUNT ENDS) ex:Smal

5%..CCCE6G...3" R, o of GGG..3’
3...06 ic C L5 3'..GGG CLL....5"

DEA fraaments join
2t sticky ends
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Recomvinant DA

Restriction Enzyme
Action of EcoRli



SITES METHYLES

ADN des eucaryotes peut étre méthylé au niveau des cytosines CpG. Certaines
enzymes ne reconnaissent pas I'ADN méthylé
Mspl ne coupe pas Hpa Il coupe
o cl,o
CCGG CGG
a L]
GGCC GGC 1C
MsplI et Hpall sont appelés des isoschizomers
SITES INCLUS
Sau 3A site contenu dans Bam HI : sites compatibles
ll.l..G A T CII.-III 'l.lllG G A T c CII.II.'
weetslCT A Goravins ... CCTAGG......
HEonzyme O sganism from which dexnved Tarzet sequence
{cut at ¥)
5" >3
Avzal A mabacna varmabilis CECFT CGAJG
Barr TIE Baciffas am yifolgoefaciens G*EAATTC
eIl Bacilffos gfobigii ARG AT CE
EcaeRI Fecherichia coli XY 15 # G AT CC
FEFeco RIT Fschermchiz colfi RZES5 X C CAST GG
Ffae 11T Ffacmophilos aegypiaies G GH*ECCOC
FFhal Faemophifos haem olyticss G C G *C
Fiznnd Faemophilos infenzae Rd A¥xAGCTT
Hﬁ% I Fraem ophilus parainffenzae G T T*AAC
Kpnl KFebsielfa preom oniac GG TAC*C
ATbal AForavellfa bovis =2 G ATC
PFPsel Providencia staartii CTGCA G
Seral Serratist M aArcCesSCens CcCCC®*¥Gc GG
SseT Streprom yces stanford GAGCT*C
Safl Serepromyces albos G®* T CG A C
Tagl Thermophilos agEatices T*EC GA
Xmal XNan tham onas o alvacear e CH*sCC GGG

Sites = 4 4 6 pbases Coupure fréquente ~ 3kb

Sites = 8 pbases Coupure rare ~ 100 - 200kb
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Nombre de kb

(échelle Log)

CARTE DE RESTRICTION Migration mm
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