
Etape 1 : Identification de la protéine par comparaison à la base de données 
 
Résultats du « protein blast » : 
 
• Identification d’un domaine fonctionnel conservé « Toxin 15 » dans la région N terminale de la 
protéine. Le motif a une longueur d’environ 275 acides aminés (sur les 560 de la protéine 
étudiée) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
En survolant la zone avec le curseur, on est redirigé vers la page du NCBI dédiée aux 
« Domaines conservés », on peut alors obtenir une fenêtre d’informations : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En résumé, on y apprend que le motif « Toxin 15 » est retrouvé chez E.coli et Shigella flexneri. Il 
s’agit d’un polypeptide hydrophobe à effet entérotoxique. 
 
• En retournant sur la page de résultats de Blast, on constate que les séquences alignées les plus 
significatives figurent en haut de classement, soit sous forme de graphique, soit sont directement 
recensées sous forme de liste : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



On constate que la protéine analysée semble correspondre à une entérotoxine ShET2 d’E.coli 
avec un score de 1127. En cliquant sur le lien, on peut alors visualiser l’alignement : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La séquence de notre protéine (Query) présente 554 acides aminés identiques par rapport aux 
560 de l’entérotoxine ShET2 de la base de donnée (subject). Il y a donc 554 match, on constate 
également un gap de 5 acides aminés (-----). 554 match + 5 gap = 559 : il n’y a donc aucun 
mismatch. 
 
Etape 2 : Traduction de la séquence protéique en séquence nucléotidique 
 
Résultats du « tBlastN » : 
 
Après traduction à partir de la séquence protéique, tBlastN retourne en tête de liste, une 
correspondance avec une séquence nucléotidique : le plasmide p53638-226 de E.coli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cliquant sur le lien du numéro d’accession, Blast redirige vers la fiche Genbank du plasmide : 
 
 
Extrait de la fiche :  



 
En début de fiche (ligne LOCUS) on constate que le plasmide représente 225.683 paires de 
bases. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
… fin de la fiche : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Remarque : en parcourant la fiche dans la longueur (bon courage, elle est longue !), on constate 
qu’il y a bien un ORF correspondant au gène codant l’entérotoxine ShET2. Celui-ci est localisé 
entre les paires de base 154687 à 156384 : 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pour manipuler plus simplement la séquence de ce long plasmide de 225 kbp, on retourne en 
début de fiche pour convertir la fiche en format FASTA : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Après conversion, on obtient une séquence simplifiée plus facilement gérable par copier – coller : 
 
Extrait en format FASTA : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Pour récupérer la séquence, procéder soit par copier- coller du contenu dans un document texte 
(avec le bloc notes ou le wordpad dans les accessoires du système d’exploitation), soit utiliser 
plus simplement le générateur de fichier de NCBI qui est en entête de fiche (outil « send » en 
haut à droite) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cliquant sur « Create file », le fichier texte au format FASTA sera immédiatement uploadé sur 
votre ordinateur sous le nom « sequence ». Ce fichier pourra alors être utilisé ultérieurement 
pour interroger d’autres outils !! 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Etape 3 : Recherche des amorces pour l’amplification du plasmide 
 
Dans le logiciel Primer3 accessible en ligne, coller la séquence du plasmide et rechercher les 
amorces les plus intéressantes en cliquant sur « Pick primers » : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 



Le logiciel retourne alors les 2 amorces sens / antisens à utiliser pour l’amplification par PCR : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Remarque : pour personnaliser le design des amorces, il est possible d’utiliser les fonctions 
avancées de Primer 3. Sur la page du logiciel, il est possible de paramétrer certains paramètres 
supplémentaires (GC%, Tm, longueur souhaitée pour les amorces…) afin de pouvoir améliorer la 
spécificité des amorces : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A ce stade, les amorces étant définies, il « suffit » de les commander afin de réaliser 
l’amplification du plasmide. 
 
Etape 4 : Recherche des sites de restriction 
 
Le plasmide portant le gène codant notre protéine vient d’être amplifié. On réalise maintenant la 
digestion du plasmide à l’aide d’enzyme de restriction afin d’isoler une séquence contenant le 
gène d’intérêt. 
 
Ecran du logiciel Nebcutter :  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Remarques :  
-Au lieu de copier – coller la séquence du plasmide, on utilise le fichier « sequence.txt » créé 
précédemment en le chargeant dans « Local sequence file ». 
-Le réglage « sequence » est sur « circular » car le plasmide est circulaire. 
-Le réglage « Minimum ORF length to display » est réglé sur 550 AA par exemple, car on sait que 
la protéine que l’on étudie et pour laquelle on recherche le gène, mesure 554 acides aminés. 
-On utilise les enzymes de toutes spécificités. 
 
Pendant le traitement des données… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Résultats obtenus : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les différents ORF repérés sont listés dans un tableau et sont légendés sous forme de flèches 
grises à l’intérieur de la carte du plasmide. 
Le repérage de l’ORF correspond à notre protéine n’est pas très aisé sur cette carte circulaire, on 
affichera donc une représentation linéaire (menu Display > Linear) : 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le plasmide apparaît sous forme linéarisée avec chaque ORF désigné par le nombre d’AA du 
produit d’expression, et entouré par un couple d’enzyme de restriction permettant de couper 
l’ORF. 
 
Le repérage n’étant toujours pas très aisé, on peut utiliser la fonction « Zoom, More… » 
permettant d’afficher seulement une zone du plasmide. Puisque nous avons précédemment 
repéré dans la fiche Genbank que l’ORF était localisé entre les pb 154687 et 156384, on réglera 
par exemple le zoom entre les paires de bases 153000 et 158000 : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Une fois le zoom effectué, on obtient une séquence plus facile à lire dans laquelle on repère 
l’ORF : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



On constate que l’ORF peut être coupé à l’aide des enzymes de restriction BssSI et HgaI. Pour 
avoir d’autres options, on peut survoler l’ORF avec le pointeur et cliquer dessus : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La fonction « Locate multiple cutters that excise this ORF » permet de trouver d’autres enzymes 
de restriction (une fois la fenêtre obtenue, cliquer sur Linear pour mieux voir les résultats) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
On constate que 21 enzymes de restriction peuvent être utilisées : en pratique Nebcutter avait 
sélectionné en première intention les 2 enzymes les plus adaptées (BssSI et HgaI) car réalisant la 
coupure le plus prêt possible de la séquence nucléotidique d’intérêt. 
 
Remarque : à côté de chaque enzyme de restriction on trouve le nombre total de point de 
coupure que chaque enzyme est susceptible de réaliser sur la séquence proposée. En pratique, 
plus ce nombre est élevé, plus le nombre de fragments obtenus après digestion sera élevé. 
 
 
On retourne sur la page précédente à l’aide du lien « Back to main display » en haut de page à 
gauche. En cliquant sur le nom de deux enzymes de restriction, on obtient la position des points 
de restriction sur le plasmide : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
On constate que BssSI coupe au nucléotide 154674 et HgaI au nucléotide 156424. 
à le fragment digéré contenant notre gène d’intérêt a donc une longueur de 156424 – 154674 
soit 1750 bp. 
 
 
 



Etape 5 : Prévision des conditions électrophorétiques 
 
 
Dans le menu inférieur « Main options », on réalise une digestion personnalisée du plasmide avec 
« Custom digest » : 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
Dans la liste de choix d’enzymes de restriction proposée, cocher les deux enzymes BssSI et 
HgaI : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
…puis en bas d’écran, cliquer sur « Digest » :  
 
 
 
 
 
Après digestion, cliquer sur « View gel » dans le menu inférieur « Main options » : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Le logiciel propose alors une fenêtre de simulation de profil électrophorétique comportant toutes 
les bandes prévisibles après digestion : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La bande correspondant à notre gène d’intérêt est repérée par rapport à sa longueur connue de 
1750 pb : elle porte le numéro 25. Il est possible en survolant le visuel de la piste 
d’électrophorèse de repérer la bande correspondante. 
 
On constate dans ce cas que suite à l’action des 2 enzymes de restriction retenues, un nombre 
très important de fragments est obtenu : notre fragment d’intérêt serait impossible à différencier 
d’autres fragments proches.  
 
On devra donc réenvisager le protocole en choisissant d’autres enzymes de restriction adaptées 
mais produisant moins de fragments et simuler les meilleures conditions électrophorétiques afin 
de séparer le fragment d’intérêt. 
 
Exemple à re-simuler :  en conservant BssSI, mais en remplaçant HgaI par XmnI, le 
fragment d’intérêt obtenu aurait une longueur de 1897 pb. Le nombre de points de coupure 
de XmnI étant inférieur à celui de HgaI, moins de fragments seront produits. En simulant de 
bonnes conditions électrophorétiques (gel type Clearose, 38 Volts/cm, gel de 87 mm, 100 
min par exemple), la bande devient plus facile à isoler : 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


