l , ek TTTAGTCCCGGTTCGAA
()
mnaine C¥CGETTGATAACACCAACE

Al TR

TTCAAAATTTCTTCAAAAAAGAGGGGAG

CTCE MCARCAIIN TGCCTA
@"r CATAENC A\ TATGTTTT

TTTGCTAAACAAGGTTTTATAAAATAGTTG
AAATAATAGAAAACAAACTAAAATGAAAAT
TATTACTTAACAAATAGTTTTTAAGAAT TAT
PATAABAATATSTTATAK TAT) YTA) ';Ac]

ACGGTTTTTTTGACTCATGTAGATGGATC
AGAGTTTATTGACGGCGTGCACTATTTTT
TTTTATTTGTTGTCCATGCAATAAGTGTAA
I TATTCATTTCCACTTGTTTGAGTCGGGGT

s —



Définition S
Le séquencage de 'ADN, consiste {2 s
a déterminer 'ordre §5
d'enchainement des |
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activité)

radiomare
par du °°P en




Neosynthese du brin
complémentaire

au brin & séquencer :

omaine déja connu

3’OH

Domaine a s




ADN polymérase

ADN dépendante '\

radiomare
par du *°P en

>




par du *°P en




Substrats nécessaires

L’enzyme (I’ADN polymérase ADN dépendante) polymérise’
le brin complémentaig iy brin a séquencer.

liSe comme subs

1des triphosphates :

NH,

Pour se faire, elle quatre

dAT ;—m,

° o . </N | XN
I I | N _
HO—IID—O—IID—O—IT’—O 0 N
OH OH OH
dATP
dGTP . b dC

IIs assurent ¢gale I’apport d’énergie,cessaire a la synthese



Conditions operatoires
supplementaires

On ajoute un pseudo-substrat qui bloquera 1’¢longation
de cette' polymerisation :

ddATP ddTTP

ddGTP ddCTP

Le 3’0OH n’exigte plus. Il est donc impossible de
créerune liaison nucléotidique.

Les didesoxyribonucléotides s’ inserent a la place de leur homologue
naturel.ce qui bloque la synthese du brin néoformé.



Justification des conditions
operatoires suppléementaires




Fractionnement de |I'échantillon
ADN + + Enzyme

+ dATP + dGTP + dCTP + dTTP




ATTENTION :

Le pseudo-substrat e
pour 1nhiber la s

res faible quantité
Ire.

, statistiq

utes les
fragments de brins '

les.






P5’-A-A-G-T-C onnu- 3°’OH 2
BN marquée-5’°>°P




Exemple pour le tube 1 (ddATP)
avec inhibition

L’enzyme utilise de facon aleatoire le dATP ou le ddATP. 3

Ainsi la synt g

P5’-A-A-G-T-C-T-C-4 J‘I =dc DNNU-

BQ3 - T-T-Cad RC-T-G B dio N

la 1a

vloquée ...

OH

otient :
H3’-dA-G-A-G-T-(
H3’-dA ¢ &

A-C-T-G
-G-A-C-T-G
H3’-dA-C-T-G

14

AT




Exemple pour le tube 1 (ddATP)
bilan des syntheses possibles

G-T-C-dA-3’H
_G-T-C-ANGE.

-G- dA-3’H

e
ct

synthese normale)

On réalise une PAG
Seuls les frag
Sur.

une autoradiographie.
ad1o marqués seront localisables
el. Ainsi1 on i1dentifiera :




Les fragments les plus petits migreront
plus loin vers I'anode (+)| ddATP

Pour ce cas on aura : 3

-G-T-C-A-G-4 III 3’ OH
‘

~A-U-dA-3’H

Néobrin complet

-G-T-G-dA-3’H

-G-T-(

€S




Exemple pour le tube 2 (ddGTP)

L’enzyme utilise de fa¢on aleatoire le dGTP ou le ddGTP. §

Ainsi la synthes e bloquée ...
P5’-A-A-G-T-C-T-C-4 J‘I ~-doma onnu- 3°OH
HE3 - T-T-C.2 A -C-T-G 2d10 ma

la la E la ptient :

H3’-dG-A-G-T-GAPA- », L mard

H3’-dG-T #FG-A-C-T-G 0
MG-G-A-C-T-G

13°-dG-A-C-T-G
H3’-dG |




Exemple pour le tube 2 (ddGTP)
bilan des syntheses possibles

dG-3’H
“G-T-C-A-dG-3’H
_G-T-C-A'GEE
_G-T-CHANG

-A-dG-3’H
ct

synthese normale)

On réalise une PAG
Seuls les frag
sur

“une autoradiographie.
ad1o marqués seront localisables
el. Ainsi1 on i1dentifiera :




Les fragments les plus petits migreront les
plus loin vers I'anode (+) |ddGTP

Pour ce cas on aura : i

-G-T-C-A-&4 - -3’0OH
» -~

2P5’ o -G-G-T-G-A-dG-3’H

Néobrin complet

G TdG




Bilan des deux co-migrations :
tubes 1 (ddATP) et 2 (ddGTP)

Les deux €lectrophoreses sont
faites en parallele

< I Q
“-dA-3’H
T-G-A-dG-3’H

;- 1-G-dA-3’H
-dG-3’H

Néobrin complet -G-T-C-A-G-G-

—

32P5 _ ]
=5 G-I

-G-T-C-A-G-dG-3"%
-G-T-C-A-dG-3’
-G-T-C-dA-3’

ddATP

ddGTP




L’enzyme utili
Ain

P5’-A-A-G-T-




Exemple pour le tube 3 (ddCTP)
bilan des syntheses possibles

-G-T-dC-3’H

_G-T-CoANGE /’

_G-T-C-A-G-GENGUASGEAS

et

-3 OH (synthese normale)

On réalise une PAGE'Suivie d une autoradiographice.
Seuls les fragments’tadio marqués seront localisables
sur/le gel. Ainsi on i1dentifiera :




Les fragments les plus petits migreront les
plus loin vers I'anode (+) [ddCTP

Pour ce cas on aura : i

G-T-C-A . 3’ (O)H
G-T- »

Néobrin complet




Les trois électropg

Néobrin
complet

Bilan des trois co-migrations :
tubes 1 (ddATP), 2 (ddGTP) et 3

d

dCTP)

oreses sont

faites en parallele

-G-T-C-A-G-G-IEC RN

-G-T-C-A-G-GRISE.

-G-T-C-A G
-G -

G-T-C-A-G-dG-3’H
-G-T-C-A-dG-3’H

-G-T-C-dA-3’H

-G-T-dC-3’H

-dG-3[H

ddATP

ddGTP

ddCTP

PR C-ANG-3°H
-G-T-C-A-G-G-T-GAIAR3 T




Exemple pour le tube 4 (ddTTP)

L’enzyme utilise de fagon aléatoire le dTTP ou le ddTTP. §

Ainsi la synthes e bloquée ...
P5’-A-A-G-T-C-T-C-4 J‘! -doma onnu- 3°OH
HE3 - T-T-C.2 A -C-T-G 2d10 m?

e

a la a 13 otient :

H3’-dT-T-C-A-G-A-G-T-G@F-A-C- TG}  marg
H3’-dT-C-A-G-AG-T#-G-A-C-T-G :
W-G-G-A-C-T-G
H3’-dT-C

111




Exemple pour le tube 3 (ddTTP)
bilan des syntheses possibles

G-dT-3’H
"G-T-C-A-G-G-dT-

- : , 2 normale)

f’ these normale)

On réalise une PAG
Seuls les frag
sur

“une autoradiographie.
ad1o marqués seront localisables
el. Ainsi1 on 1dentifiera :




Les fragments les plus petits migreront les
plus loin vers I'anode (+) |ddTTP

Pour ce cas on aura : i

-G-T-C-A-G ) - i) T-3°(O)H L.
-G-T-C-A m“

_—

Néobrin complet

Ce nucléotide
n’est pa
1nable




Autoradiographie des quatre pistes de la
PAGE

ddATP | ddGTP | ddCTP | ddTTP

-G-T-C-A-G-G-T-G-ASC AT
-G-T-C-A-G-G-T-C-ASCHAREIE.
-G-T-C-A-G-G-T-GASC N,
G-T-C-A-G-G-IEC .

G-T-C-A-G -
-G-T-C-A-G-C- O i AN
-G-T-C-A-GIC .

-0 1-

-( 'H
#5-1-C-A-G-dG-3°’"H
-G-T-C-A-dG-3’H
-G-T-C-dA-3’H
-G-T-dC-3’H
-G-dT-3’H
-dG-3LH

+,+




Lecture de la PAGE

ddATP

ddGTP

ddCTP

ddTTP

La séquence du brin
neoformeé d’ADN se lie

horizontalement : I

- de I’anode (+)
orrespondant au coté 5°P)

’ a cathode (-)

(corre¢ au coté 3°OH)

T.C-A-G-G- T EEE C-T-
X_3°OH

S brin a séquc B8t donc:

P5°-X-A-G-T-C-T-C-A-C=C-T-
G-A-C-3°’0OH




Length of ' Temination by
fragment dideoxy-
30 GACGCTGCGA
29 GACGCTGCG
28 GACGCTGC
27 GACGCTG
26 GACGCT
26 GACGC
24 GACG
23 GAC
22

21

This sequence

is complement
1o DNA template
strand

léere STL-BGB Cours de Biochimie






Exem

Donner la s€quence du
nucléotide dont
I’autoradiographie d’une PAGE
suivant la méthode enzymatig

de Sanger donne le profil

gTplementaire
PA-C-T-G-C-T-G-G AN

ll'

Brin séquence (dete :
“G-T-3’0OH

P5™XA. G-C-T-C-C-A-

ple

ddATP

ddGTP

ddCTP

ddTTP

Y




TAAGC | GGGCA
TAAGCTTGGGC
TAAGCTTGGG
TAAGCT1TGG
TAAGCTTG
TAAGCTT
TAAGCT

TAAGC

TAAG
TAA
TA

-

» Les didésoxyx
sont né $Specifiquement p

-

SEP T i oo
e s - s

TENL 1 1L TR

I ity e e

’ = T

it &y

Séquencage d'ADN

RS NRIE R Y T TN

Automatisation de la méthode :
— Ajout sur les ddNTP de fluorochrome de différentes couleurs.
— 1 seul tube regroupant les ddNTP.
— Lecture par un laser des fragments qui migrent sur le gel.
— Stockage des données dans la mémoire de |'ordinateur.

» On sépare ensuite les fra
ans un champ électrique (é
ont des anions, ils vont ¢
ion de leur longueur

en
plus vit

» On lit ensuit aches |
par leur couleur,
fragments synthétisés.



‘15201 A ' ‘AGL U‘ 2 L ‘Aml A L ‘l [ ’6‘.," ‘ 9‘01 A 1 'l"‘ ;!Ul

A A

ATCACG TG TTTAGCTTRTIGTARATELCTCGGG TTTRATHAC TGARATATAT
120 130 140 150 160

72 |

176

980 | |




Technique chimigue-de'Maxam et de Gilbert

La méthode chimique de Maxam et de Gilbert est moins
utilisée actuellement que hode enzymatique de Sanger.

L' ué en 5' avec

T par divers
réactifs chim agments
produits séparés par ¢électrophorese en gel de
polyac 'autoradiographie

ce du brin

lere STL-BGB Cours de Bi(lmie



Radioactive Radioactive label (**P)

label 5
(b)

Test tube 1 Test tube 2 Test tube 3 Test tube 4

Destroy Destroy
base G bases A and G bases Tand C

léere STL-BGB Cours de Biochimie



BRIV tEae 4 384 M
e rt
ffff_lf[ OOV OHDL OO -0 O O L€ OO -0 L = 0O
m

€O <4000V OCVCVCOBO LA

&@ﬂ

A|T|T|CIAJA|TICIG|GIA|G|TI|C|A

=
———mm
________. .

-

i | |l
[ .

oS
-
=N

il 1} 1oL
mm |

stf
3

1buo)




