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Association de 2 simples brins d’ADN
par formation de liaisons H entre ces
deux brins.

ADN-ADN
ADN-ARN




¢ Sondes nucléiques

Séquence d’acides nucléiques (au moins
15 nucléotides) marquée que I’on utilise
pour détecter des séquences
homologues (complémentaires)




2-1 Les différents types de sonde
Les sondes chaudes

Les sondes froides



Les sondes chaudes
Marquage radioactif

Marquées par les isotopes radioactifs : ’,

Isotope

P B-

35



Sondes froides
Marquage non radioactif

Marquage a la Biotine
Marquage a la digoxigénine



Marquage interne

Marquage externe



T ——=mm) Marquage externe : Aux extrémités

e 1. en 5’ par substitution du phosphate
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Marquage terminal a la kinase

i
Ajout de phosphatase
lpum dter HJ'

Addition d"ADN lkinase

{*P ATP ﬁn}
DH



2. en 3’ par €longation

La terminale transférase permet
rajouter des bases marqueées en 3’ en
présence de dXTP* et de magnésium.

Cette enzyme est une ADN polymérase



Marquage interne

1- « nick translation »
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1. L'ADNase faut des coupures au hasard
sur un des brins de 'ADN

2. L'ADN pol I de E. coli quu a une activate

S°-3" exenucleasigue
agrandit les trous

3‘
5P

L'ADN pol I de E. coli gquu & une activate
S°.3" ADN polymérase
resynthétise 'ADN monobiin dégrade. S)

on lu: fourmut un des 4 dAINTP marque, les
fragments d"ADIN sont marques.




« ramdom priming » amorcage au hasard.

i dénaturation

i hybridation avec des oligonucléotides

de séquences au hasard
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hybridation

Dénaturation:
on peut rompre les liaisons
hydrogenes entre bases appariées
d’une molécules d’ADN bicaténaire
en chauffant la molécule ou en
manipulant les conditions de milieu ,
cette séparation est appelée
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» du nombre de liaisons hydrogenes

» La composition du milieu.



Se1.¢c nombre de liaisons hydrogene lui-méme dépend :

(] de la composition en bases : I'augmentation dé¢
en GC augmente le Tm.

[ de la présence de mésappariements : Les més
abaissent le Tm, puisque au niveau du mésappa
pas de liaison hydrogene.



La composition du milieu.

[ la force ionique. L’augmentation de la
cations monovalents tel que le NaCl joue sur le

[ Certains composés tels que la formamide ou 1!
le Tm.

( le pH est aussi important. Aux pH extrémes, 1¥

dénaturé. A température ambiante, on utilise sou
pour dénaturer I' ADN.




Calcul du Tm




Hybridation

I'association de deux brins
d'acide nucléiques complémen

La dénaturation est réversible.
Quand la température est abaissée progressiveme
jusqu’au point de fusion (Tm)
température inférieure au Tm,

les molécules peuvent s'hybrider selon
la regle de complémentarité des bases.






