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
I'm dépend de la séquence [G-C plus fort que A-T], et conditions experimentales

(agents chimiques)

approximation par formule de Wallace 17, = 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

Biotechnologie x IFT3290 H2006 x UdeM x Miklos Csliros 3



COMMENT COUPER L’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’

<——="=
sticky ends

= hybridation d’amorces compatibles (d’origines différentes)

+ 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 : IDEE

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
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antibiotic EeoRl
resistance
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

EF@ @@ 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

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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ELECTROPHORESE

mesure la taille d’'un fragment ADN

Gel

electric charge —
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tagged DNA
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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 — METHODE SANGER
ADHésEquencer[brin transcrit) % * %
ATGGTACGTCAACTA

TACCAT @C h@T T Gy * = nucléotides a Cytosine

TACCATE@C A Gu

TACCAT Gu \aﬁétdeia 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), arrétés au

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

Lodish et al. Molecular Cell Biology, 4th ed., W. H. Freeman 1999 ; Delarue et Furelaud, Jussieu

Biotechnologie x IFT3290 H2006 x UdeM x Miklos Csliros

14


http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/sequencage/sequence.htm

SEQUENCAGE AUTOMATIQUE

— marquers fluorescents, multiplexage, capillaires, cycleurs thermiques

tailles jusqu’a 1000 pb (typiquement 600 pb en Sanger; 100pb en pyroséquencage)
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ELECTROPHORESE EN SEQUENCAGE
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1 fragment (insert de M13): «voie» (lane)
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3 MegaBACE Sequence Analyzer
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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 HIERARCHIQUE
& +200 kpb —.
K

K

I
copies du inserts (BAC)
genome
acgtttc
ttcaagg ccttgg
aggaacc o o o o
ACGTTTCAAGGAACC 0000
, , 0000
0000
asser?blage librairie de sous-clones
de la séquence
(shotgun)
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0000
0000
Q000
0000

librairie de
clones

quelques clones sont
choisis pour
séquengage complet
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