MANIPULATION DE L’ADN
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Jouer avec les brins

— double — simple : casser les liaisons hydrogene
dénaturation (par chaleur ou agents chimiques)

— simple — double
1. hybridation appariement de deux brins complémentaires

2. enzymes (polymeérase) pour complémenter un brin (dans la présence de nucléotides

a incorporer)
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Brins 2

hybridation : température de fusion (melting temperature) — 50% de ADN dénaturé
Tm dépend de la séquence [G-C plus fort que A-T], et conditions experimentales
(agents chimiques)

approximation par formule de Wallace T, = 2{ A, T} + 4{C, G} [en Celsius]

polymérase : construit le brin 5 — 3’ A partir d’une région déja complémentée

(primer)

primer aléatoire (tous 6mers) ou sélectionné
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Comment couper ’ADN en petits morceaux ?

1. au hasard (p.e., sonication — par ondes de haute fréquence,

cisaillement/shearing)

2. moins hasard (répétable) : enzymes de restriction
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Cisaillement

/

cisaillement hydrodynamique : les molécules s’accélerent en approchant la région

etroite : les forces d’allongation brise les molécules

GeneMachines
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http://www.genemachines.com/hydroshear/hstech.html

Enzymes de restriction

endonucléase — coupe ’ADN a un site spécifique (4—8 pb typiquement)

Nom Site

Alul AG.CT
EcoRI G.AATTC
HindIII A.AGCTT
centaines d’autres. . .
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ER 2

site d’'un ER est un palindrome : le complément inverse a la méme séquence

—V———>
5" GAATTC
CTTAAG 3’

A

<___ —

sticky ends
=> hybridation d’amorces compatibles (d’origines diftérentes)

+ enzyme de ligase pour les liaisons covalentes
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ER 3

Site reconnu et point de clivage
Nom | Site
Kasl | G.GCGCC
Narl | GG.CGCC
Ehel | GGC.GCC
Bbel | GGCGC.C
Haell | RGCGC.Y

(R={A,G}Y = {C,T}

Kasl — Bbel sont isoschisomeres)

Haell et Bbel sont compatibles : v. sticky end GGCGC
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Clonage : idée
Pour créer des copies de fragments ’ADN (amplification in vivo)

1. fragments ’ADN (apres coupure par ER)

2. insertion dans vecteur d’une cellule hote (bactérienne ou virale)

3. culture et purification
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Clonage

Foreigzmn IDMNA
] finterest
SEELE fc,r IBE:I.'D'I'I r
antibiotic % - EeoRl
resistance EcoR.1
EcoBREL
‘l_ EcoRT l EcoRI
ﬁ _— Sticky ends fﬁ\
Hybridization
+ DIMA ligase
Recombinant
DDMNA
DINA insertion
I E—3 E—3 [=1 — — I
Bacteria Bacterial Bacterna platted on medium
chromosorne + antibiotic

| I
Only Bactera containing
recombinant DA growr

Gf’@ @@ Culture |

Clone DT A
é purification
——

Cloning into a plasmid

@@Q

Lodish et al. Molecular Cell Biology, 4th ed., W. H. Freeman 1999 ; Access Excellence
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http://http://www.accessexcellence.org/AB/GG/plasmid.html

Plasmid

Caractéristiques nécessaires :

(Ins) site de restriction (avec sticky ends) pour insertion
(Pla) criblage pour cellules avec plasmids

(Frg) criblage pour plasmids avec fragments insérés

Theme général de (Frg) : fonction d’un gene interrompue par I'insertion
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pBRJ322

Bainsl &3
Ecofl, Xopl 0 |1 o s
Astll 420 | Il.-' el =x
Sspl 458, |||| ..',r' /ﬂsmlil 7
Seal Juad \ /Sl am Pael cez géne dE.
PP / " Xagl 6z
N e e résistance
e e a tetracycline
lspl m.e__::x cychin
Eoodll % __Ecoti2l 93
Eamii0sl TE_ —Hepesl 972
sl nas géne de
résistance
Mretzsel s Q ampiciline:
% . Ecol30l 1350
Cail 36 % 2 Foossl 1425
i e s 1444
“ ; 2 Fpail 1540

\agl 1850
\\fpwzl 165

jﬁ.—ﬂa:;; ( | -Pjarlull 4 el e gene.s de
= \ 212
pstia7l 22l oy 0 contréle de

réplication

(Ins) : site de BamHI (375), (Pla) : bla, (Frg) : copie + tet

Fermentas Life Sciences
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http://www.fermentas.com/techinfo/NucleicAcids/mappbr322.htm

pUC18

Eco01090 2674 SstAPl 179
Aafll 2617
Sspl 2501

Pdml 2294

Begl 2215

MCS
Scal 2177

Sapl 683

Afll, BspLUTTI 806

Gsul 1734

Ccfr10l 1779
Eco31l 1766
Eanm105] 1694

Cail 1217

(Ins) : Multiple Cloning Site, (Pla) : bla, (Frg) : lacZ (colonies bleues en présence

de X-gal sans insertion, blanches avec)
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Fermentas Life Sciences
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http://www.fermentas.com/techinfo/NucleicAcids/mappuc1819.htm

Multiple Cloning Site

ofral . Psil
Eci13sll Hirte 1 -
EcoRl Ecozal Acces)  Eroesl Sall 452
M1.3/plC sequencing primer - 203,17 - mer Xapl Sael Konl___Smal  gamu) Xhal Xmil BspM| Sl Pael Hird il

5f GTTGTAAAAC GAC GGC CAGTGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAGAGT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT Tcc
37 CAACATT TTGCTGCCE GTC ACT TAA GCT CGAGCCATG GGC CCC TAG GAGATC TCAGCT GGA CGT CCG TAC GTT CGA Acc
LacZ ==—— Leu Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Glu Lew Thr Ser Arg Cys Ala His Leu Ser Pro

CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 37
SCATTASTA CCAGTATCS ACA ARG GAD 5
Thr lle Met Thr Met

h3/pUC reverse sequencing primer (- 26), 17- mer

Fermentas Life Sciences
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http://www.fermentas.com/techinfo/NucleicAcids/mappuc1819.htm

Vecteurs

Vecteur Hote Taille d’insert (X 1000 pb)
M13 E. coli 1—4

Plasmid E. coli 1-5

Phage A E. coli 2-25

Cosmid E. coli 35—45

BAC E. coli 50-300

YAC S. cerevisiae  100-2000
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BAC

AL S S LErE Er nCker
i | Zan= 1l
L " 1 reckILT

1" e
e Rt "‘-.__ l. _Ir

et A 2 sites
//__."II.I“ Jde BamHI

gene de
résistance

SIIGEIE

Link remplacé
lors de
l'insertion

-z géne
de SacB

promoteur
de SacB

(Ins) : LINK remplacé (paires de sites de restriction), (Pla) : CMR, (Frg) : SacB

(produit une toxine)

CHORI BACPAC
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http://bacpac.chori.org/pbace36.htm

Electrophorese

mesure la taille d’'un fragment ADN

Gel

electric charge —
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tagged DNA

came7

time
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Polymerase Chain Reaction

POLYMERASE CHRAIN REACTION

1.

DA is denatured. Pritners attach
ta each strand. & new DA strand
R L T R e e is svnthesized behind prirmers on
each termplate strand.

o e = e L = =

Eniniai s e
prirmer
L 3 L J ¥
2. 3. =,
Another round: DRA is Another round: Db Another round: DA is
denatured, primers are is denatured, primers denatured, primers
attached, and the are attached, and the are attached. and the
nurmiber of Dk, niurniber of Dk, nurmiber of DikA
strands are doubled. strands are doubled. strands are doubled.

5.

Continued rounds of armplification s« produce
large nurmbers of identical fragrments. Each
fragrment contains the DA region of interest.

Access Excellence
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http://www.accessexcellence.org/AB/GG/polymerase.html

Sequencage — meéthode Sanger
ADN & seguencer (brin transcrit) % * %
‘"ATGGTAGGTCAACTA

TACCAT @ C A @T T Gy * = nucléotides a Cylosing

TACCAT@CA Gu

TACCAT Gu \Es‘!’ét de la synthése,

. par utilisation d'un ddGTP

synthése du brin

d'/ADN () utilisation d'un dGTP :
complémentaire la synthése continue
JATP Conclusion :
dCTP | de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
dGTP g4GTP de fragments (de différentes tailles), arrétes au

unpew) dTTP | niveau des Cytosines (complémentaires de G)
du brin transcrit de ['ADN (donc des Guanines
du brin codant).

Lodish et al. Molecular Cell Biology, 4th ed., W. H. Freeman 1999 ; Delarue et Furelaud, Jussieu
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http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/sequencage/sequence.htm

Séquencage automatique

— marquers fluorescents, multiplexage, capillaires, cycleurs thermiques

tailles jusqu’a 1000 pb (typiquement 600 pb)
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Electrophorese en séquencage
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http://www.megabace.com/

Clone-by-clone
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Whole-genome shotgun

E. Green. Nature Reviews Genetics 2:573 (2001)
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Approche hiérarchique

#— |50 kbp —»

x —
XX —
X ——
—
—
copies du génome inserts (BAC)
ke
i — W
aFFaLce - - - -

ACGTTTCAMGGAAD -
= ==

- ﬂ -—

/ - - -

librairie de sous-clones

(shotgun)

assemnblage de séquences
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carte physique
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