Les paires de bases 2 lizison hydrogéne de I'ADN
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LA MOLECULE D'ADN: STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE ET LIAISONS
INTERCATENAIRES.

“csphats ‘.ﬁ

32

Vars
Iinterisur

3

Sillon majeur

Sillon H

N—{#_
il

Sillan
majeur

gumtiir—MN

\ ‘,’ \H___.HHHHN

N
Nﬁ\
p——HINNO
/

H

Sillon
mirneur

/

cH,

mineur Adenln '\N____ MO
e w
’{\H“mm_,w

N

A

M

N

Thymin

Cytosin
e




TRANSFORMATION DE LiINFORMATION GENETIQUE EN ACTIVITE
FONCTIONNELLE.

Notion du codon: fa plus petite unité d'information d'un géne. Le codon est composé
de trols nucléotides adjacents, il code pour un acide aminé de la pratéine ancodée

par le géne considérs.
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Baze RibpAuelensids 16" minnansarphace)
Adenine (A] Adenasing sdenyloe (AMP)
Guaning (G} Gunnosine ‘Guanylate (GMP)
Lracil (W) Uridine Uritdylate (UMP)
Cyrosine (0 Cytidine Cytidylate (CMP)

3 iban, olide

Base Deoxyribgnucieoside gs?r;g:m‘:m?:hfm
Adenine {4} Deoxyadenssine Deosyadenylate (daMP)
Guanine |G} Deoxyguanosing Deaxyguanylats (dGMF)
Thymine (T) Deonythymidine Dearythymidyiate (dTMP)
Cytonine () Deoxycviidine Deoxycyiidylaty (dCMF]

Figurs 22.2
Siructure of part of
2 DNA ehain.
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LE CODE GENETIQUE

qul est la carrespondance quasl-universelle entre 'ordre des trois nucleotides d'yn
codon et l'acide aminé ainsi codé.
On notera que le premier codon d'une phase codante ast toujours ATG, ce qui

correspend a une méthionine; Je dernier codon est toujours 1!

STOP,

Amino Acid Symbols

=

The Genetic Code

un des trois codons

[ 1‘1‘!1»“- One- Three- |One-
Letter | Lotter Letter |Letter
Amino Acld | Symbol | Symbol Amina Acld | Symbal | Symbol
Alanine Afa A lealeucing e t
Argiriine Arg R Leucing Lay L
Asparagine Asn N Lsing Lys 4
Aspattlc acld Asp 2] Methioaing Met M
Asn andior Asp | Asx B Phenylalerine | Phe E
Cysteing Cys c Proline Pra P
Gluamine Lin o Serins Ser s
Glulamic acld Glu E Threaning Thr T
Gin andior Glu | Glx z Tryptophan Tip W
Glyeine Gly G Tyrosine Tyt Y
Histidine His H J [Vanna Val 1 Y j
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Figuor 205

L'orpaniation du gioe d'ovalbumine de
pouler. On 3 [ait s hybrider TADN consenant
le pene aver du mARN Fovalbumine dans
des conditions de formation de boucks R Les
huit exons (L. 1-7) du péne s'wppariess avec
les régions eomplémentaires de TARN ot des
spt introns (A-G) forment tine boucle exié-
rieure & Ihybride ADN-ARN. Les extromités
4 et 3' du mARN sont indiquéss sinsi que ls
queue poly A. [Daprés P. Chambon. Seb
Amaer, 244 (190]) : 6071
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DE NOMBREUX GENES SONT CONSTITUES
DE PLUS D'INTRONS QUE D'EXONS™**

Ewl_dg_mwmh.mm-rhndu .
Eiace ains que Ia mature de o3 dincontiswitds dans bes gines

ﬂrv?muhh}ﬂoﬁnnuﬁmmw

tées dans le mARN sont appelées introns ow séquences inferca-

laires. Les segments qui spécifient Je mARN sont appelés des

exons (parcy qu'lls son( exprimés). Les exons ne comprennent

pas sculement kes séquences de codage de protéines d'un géne,

mais également les extrémités 5° et 3" non traduites du mARN. -
11 faut se rappeler que la quéue poly A du mARN n'est pas

codée dans Je génome mais ajoutde aprés la transcription

(chapitm 13).



L'ORGANISATION D'UNE CELLULE PROCARYOTE.

Chromosome (probablement
siteche # la membrane cellulaire)

Polyribosome

, Ribozome P i
Enzymes raspiraloires

Petites molécules

Erzyme libre

Molécule de tARN

Mermbrane cyloplasmique

Couche de peplidaghveane\l e cone ealiulaire

Cauche lipopolysaccharide
() {membrane exiems)

{a) Photographie au microscope tlectronique
d'une cellule d'E. coli B préparée par substi-
tution en congélation sans trailement préala-
ble (gracicusement fourni par LA, Hobot et
al,, J. Bacteriol 162 (1985) : 964). (b) Schéma
de cette cellule faisant ressortir les régions
nucléoides (couleur) et montrant divers gu-
tres composants cellulaires (pas & I'échelle).
La plus grande partie de I'ADN se trouve
dans la région nucléoide relativement libre
de ribpsomes, qui se (rouve en élroite associa-
tion avec les ribosomes, théoriquement pour

1 2/0 1/2 O 09 :ﬁ;?;;unc efficacité optimale dans la tra-



L'ORGANISATION D'UNE CELLULE EUCARYOTE

Epveloppe nucléaire Mucléale

Pore nucléaire Chromatine condenseée

Réticulum endoplasmique lisse

Aéticulum endoplasmique

granulaire Chloroplaste

Appareil de Golal

Mitechondne

Gouttelette lipidique

_ —
Membrane plasmique Paroi cellulaire

" Microtubules
‘ Gyiopsmo Vacuole
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es enz ) & riction

BamHI

5 - -TCCCGGGTEGATCC CTGCAGbCTT———s'
3 1--AGGGCOCACCTAGGIGACGTCCGAA-~~5"

Smal l Pstl

BamHI

5'--TCCCGGGTG GATCCACTGCAGGCTT---3'

3'--AGGGCCCACCTAG GTGACGTCCGAA---5'
!

Smal

5'—-TCCC GGGTGGATCCACTGCAGGCTT---3'
31 --AGGG CCCACCTAGGTGACGTCCGAA---5'

Pstl
5'-—TCCCGGGTGGATCCACTGCA GGCTT---3'
3'--AGGGCCCACCTAGGTG ACGTCCGAA---5"




Enzymes de
restriction

Purification
(électrophorése)
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## DNA Strider™ 1.2 ### Jeudi 12 Novembre 1992 20:25:22

P1.cod -> Graphic Map -
HA  eegquence 15581 b.p. GAATCCATGCIT ... TCTTAGOGTACC linear
410 Mari
133 Sty | 410 Kas|
133 Ncol 410 Haa li
133 EcoTt141i 410 Ehs i
133 BssT1 | 410 Bbal
124 Xcm | 410 Ban| 1211 Sty |
120 THi [ 410 Acyt 1144 Earl
120 Hint | 386 Bspq | 1123 Gsul
115 Ecos71 382 Miy | 1112 Stul
111 Stu 382 Hinft t1i2 Pmes5 1 1547 Asal
111 Pmas5 | 379 Van911 658 Hind Il 1076 Ncil 1547 Csp6 |
103 Finl 379 PiM | 658 Hing Il 1076 Bcn | 1441 Fsl|
97 Bsuls | 372 Ecos57i 648 BpuliGz ! 1071 Mwo ) 1441 EcoR)
97 Bse21 | 319 Fsel 620 Hae ll 1068 Bcef | 1322 Taq!l 1546 Kpn |
90 Sic| 271 BspQ | 615 Gdi ll 987 Gsul 1211 EcaTi4| 1546 Ban |
29 Eael 261 BputiGz ! G515 Eas! 964 Tth111) 1211 BssT1) 1455 Bsr)
20 Cfrl 245 Xcm | 588 Psha | B840 Ncl 1021 Rsal 1270 Hind W 1546 Acc65 )
1 BamH | 226 Pstl 406 SqrA | 6§15 Cir| 840 Bcnl 1021 Csp6 | 1270 Hinc Ul 1503 Sphi
1 Aiwi 221 Mae it 523 Mas i 750 Bsm! 964 Asp! 1150 Fia) 1413 Ear)
1 t i { i o BRI B o |
E 23
HPl.cod 1551 base pairs Sitas <=2
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nzvmes de restriction et méthylations
chez E. coli.

i

Dam méthylase ] site reconnu : GATC

Activité : N (6) méthylation de l'adénine pouvant modifier la
reconnaissance de I'ADN par certains enzymes de restriction.

Clal : ATCGAT |aatcgateat Ne coupe pas
aatcgattta Coupe

Bell : TGATCA aatgatcagc Ne coupe pas

Dcm méthylase :(site reconnu : CC (LT) GG

Activité : Méthylation du C (5) de la cytosine.

EcoRII : CC(A/T)GG Ne coupe pas
_ BstNI :CC(A/T)GG Coupe
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5' HO of 3
3' HO or 5 +ATP

* La T4 polynucléotide kinase

5 pi O 3'
3' HO : FL 5
% La phosphatase alcaline
5' HO '
0
3' HO QII:II g

La T4 DNA ligase

oH ; & p s * ATP
ou
———————— P % ATP
————————— HO
- BFGATCTGGC-
/7 1

= CCG=
TTCTAGP E%
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Propri¢tés comparées des DNA polymérases

. coit

; DNAPol!l | T4DNA IT7DNA I T. aqu Rev.
Activités DNA Pol. | {(Klenow) { Pol.  {Po. DNA Pol.| Transe
Polymeérase
) + + |+ |+ |+ |+
EXOonucliéase
Simple brin "+ s 5 -+ - ? —
(3'~>57)

Doyble brin + + |+ 4+ - ik -
(3'~>5")

Double brin — i s~

(5'~»3) + 3 i
Dépiacement + +

de brin - - -
RNAseH ] 4 —_— — o = 7




Activités des DNA polvmeérases

e 2
= - g Bagte b

. Polymérase

s 5 (5'->3")

1 {“ .
S FRECLCg = Exonucléase
3 —— 5 (3'->5") DS

<.-.—

5 C<< 3 Exonucléase
3 S (359 8sS

. o4 : Exonucléase
3 S (5'-33") DS

-u) .

5 R 3 Déplacement de
3 ' 5 brin
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5' - —TCCCGGGIGGATCCQACTGCAGGCTT——--3"
3'--AGGGCCC CCTAGGTGACGTCCGAA———S'

\ BamHI

5'--TCCCGGGTG GRATCCACTG—~—~23"
3'--AGGGCCCACCTAG GTGAC—~-5'

DNA pol | (Klenow fragment)
+d NTP

i
5' ——TCCCGGGTGGATC GATCCACTG---3'
3'——AGGGCCCACCTAG CTAGGTGAC---5'

5' ——TCCCGGGTGGATCCACTGCAGGCTT~~--3"
31" ——AGGGCCCACCTAGGTGACGTOCGAA-—--5"

Pstl

—--ATCCACTGCA GGCTT——-3'
--TAGGTG ACGTCCGAA---5"
DNA pol | (klenow fragment)
+ dNTP
-=TCCACTGCA GGCTT~——-3"
-—-AGGTG ACGTCCGAA---5"
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Synthése d'ADN double brin a partir d'ARN

Syp— AAA(A JAAAA 3' ARN messager
3 TTHTITIT S Amorge poly (A)
Hybridation
i 5 AAALA IAAAA 3
TTHTOTIT 5
Reverse transcriptase
+ dATP, dTTP, dGTP, dCTP
5 ARA(A JAAAA 3'
X — TTT(T.)TTT S
l RNAse H
5I

S mwoncunm wmssswsnns ssnessmms AAA(A L JAAAA 5
3

TTHT.OTTT 5
l DNA pol. |
-

3'”

l T4 DNA pol

5" e

3
5!

.5. —————————————————— 3
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Les nucleases

DNAse | -
RNAse A e
RNAse H p T ———
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pUCI8, pUC19

These vectors are identical except that they contain polycloning sites ar-
ranged in opposite orientations. pUC plasmids lack the rop gene (see page
1.3), which normally is located close to the origin of DNA replication and is
involved in the control of copy number. As a result, these plasmids replicate
to a much higher copy number than do other plasmids that carry a pMBL (or
ColE1) origin. pUC vectors express the amino-terminal fragment of the lacZ
gene product (B-galactosidase) and display a-complementation in appropriate
hosts (see pages 1.8-1.9). Recombinants can therefore be identified by
histochemical screening. 5 =

References: Messing (1983), Norrander et al. (1983), and Yanisch-Perron et al. (1985).
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LE VECTEUR

Un vecteur est une molécule d'ADN circulaire artificielle.

Si n'importe quelle molécule d'ADN double-brin peut transformer une bactérie {ou une cellule de
levure), il faut nécessairement divers éléments d'information sur cette molécule pour que le clone issu
de la bactérie transformée :

- contienne le vecteur amplifié,

- soit facilement repéré.

Un vecteur contient toujours au moins frois régions informatives qui sont essentielles pour son
utilisation dans un clonage :

1/ une origine de réplication
Qui va permettre au vecteur d'étre répliqué en méme temps que la bactérie-hdte se divise. Cette origine
de réplication doit bien sdr étre spécifique de I'héte utilisé.

i 2/ un marqueur de sélection

qui procure & la cellule transformée un avantage metabolique décisif par rapport au large excés de
cellules présentes qui ne sont pas transformées. En effet, la transformation est un processus a trés bas
rendement : sur 1000 bactéries présentes dans un mélange de transformation, seule 1 bactérie sera
réellement transformées | Il faut DONC pouvoir la repérer facilement en éliminant si possible les
bactéries qui n'ont pas été transformées.
Le marqueur de sélection est, le plus souvent, un géne de résistance 4 un antibiotique dans le cas des
bactéries (exemple : I'ampicilline), ou chez la levure un géne dont le produit rétablit une voie de
biosynthése normale d'une substance clé du métabolisme (exemple : biosynthése de I'uracile, de la
leucine, de 'adénine, du tryptophane, etc ...).

exemple : le géne BLA qui code pour une béta-lactamase qui détruit I'ampicilline et donc
confére 4 la bactérie trasnformée par le vecteur qui le porte le phénotype de résistance & I'ampicilline ou
AmpR.

3/ un site de polyclonage
qui contient de trés nombreux sites de restriction spécifiques d'enzymes rares qui permettent des
clonages plus faciles (comme un jeu de Lego ...)
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Clonage

Jphosphatase
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SEPARATION DE FRAGMENTS D'ADN
SUR GELS D'AGAROSE®¥

Digestion d’ADN
de Lambda par Hin dlll

Paires de bases
f— 23 130
f— 3 419

D — - - - §

p——— 4 371

e 2322
)

Séparation de fragments de restriction
d'ADN par électrophorese sur gel d'agarose.
Les fragments plus petits se déplacent plus
rapidement que les fragments plus grands;
ainsi les tailles des fragments de restriction
peuvent étre estimées en comparant leur
distance de déplacement dans le gel avec

"+ celle de molécules d’ADN de taille connue.

(Aimablement communiqué par D. Helf-
man.) .

Fig. 2.1-7. Structure of ethidium bromide
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Principe de la réaction de PCR

Matrice ADN double brin

( L L b e b 1 & b b 3 ¢ 0 3 ¢ 1. 1.1

Dénaturation thermique

e

Hybridation des amorces

€T
g
Elongation 1
<
<
Cycle 2
<
<
= >
= >
Cyclen

1 cycle
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Criteres de choix des séquences d’amorces

- Sommes ( 2*nombre de A/T + 3* nombre de G/C) similaires pour les deux
amorces.

. Pas de large région en A/T exclusif.

. Pas de self-complémentarité sur elle-méme ou avec I’autre amorce

- Pas plus de 5 bases consécutives de I’extrémité 3’- de I’amorce
complémentaires 2 des positions non souhaitées d’hybridation de la matrice.

. “Verrou CG” aux extrémités.

. Eloigner les sites de restriction d’au moins quatre bases des extrémités.
g

Polymérases thermostables

- taq polymérase :
- marche en général bien

- fait des erreurs

-nucléotide supplémentaire aux extrémités

- pfu polymérase :
- fonctionnement fantaisiste
- fait moins d’erreurs

- extrémités « bout franc »

Conditions optimales : 72-74 °C et environ 1000 bp par minute
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PCR simple
>

) <

PCR mutation

PCR avec bouts flottants

=> >

-—

I /

PCR fusion
= >
<
== = =>
i <
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i
0 0
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i" T
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RysRy==CHICHyl; = dinopeopyl
R, =Ry=~CH, — denathl : = "
Ryt ) = morphoim Figure 1 — Matiéres premiéres
i ™ nécessaires i la synthése chimique
Ry=-Ci, == Qaathyl d’oligonucléotides.
tuRy==ICHyl, N = Scpsnontyl
Figure 2 — Détritylation
et addition. S0

B,  CHy-OH

Figure 3 — Capping.
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