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Electrophorese de DNA sur gel

application d'un champ

électrique




Electrophorese de DNA sur gel

Side view: sample loaded

: le puits
into well

Plastic gel box

Electric field and
Direction of migration
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Gel d’agarose

~OH




Gel d’agarose
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sol state initial gel final gel structure

Fig. 25. Gel structure of agarose. (Ldds, T. Doctoral thesis. Acta Universitatis Upsaliensis
1975. Reproduced by kind permission of the Author.)



Gel d’agarose

récipient avec agarose et
solution aqueuse

un peigne

verser l'agarose dans
I'apparéil



Electrophorese de DNA sur gel

Dans quelle direction est-ce que
le DNA va migrer?

(plle négatif ou positif)



Charge des nucléotides
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Electrophoreése sur gel des protéines (SDS PAGE)
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Dans quelle direction est-ce que les protéines se déplacent?
(pble négatif ou positif)



Electrophoreése sur gel des protéines
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Electrophorese sur gel du DNA

0dle marker pieces de DNA séparées sur gel d'agarose

direction de
migration

pole +



Electrophorese sur gel du DNA

pole - marker 1 Quelles sont les
tailles des fragments
de DNA
direction de
migration

pole +



Electrophorese sur gel du DNA

odle - marker 1 Quelles sont les
tailles des fragments
de DNA
% Ll «— 2600 pairs de base
dire_ction de :: Ll — 1700 pairs de base
migration

Jd <— 850 pairs de base

pole +



Electrophorese sur gel du DNA

Kk 1 2 3 :
market Le DNA peut aussi

étre quantifié avec
I'électrophorese de
gel agarose:

pole -

Marker: 100 ng de
chaque fragment

direction de
migration

Agarose 0.8 %

pole +



Electrophorese sur gel du DNA

Comment peut-on

visualiser le DNA dans

un gel d’agarose?



Electrophorese sur gel du DNA

I'éthidium Ethidium bromide
- tacked between
bromide Bs o



Electrophorese sur gel du DNA




Electrophorese sur gel du DNA

Comment peut-on visualiser les protéines

sur des gels de polyacrylamide?



Coloration des protéines apres électrophorese en

utilisant du bleu de Coomassie

e Une quantité de 0.1 ug de
protéine peut étre détectée

e Des protéines avec une
différence de masse de 2%
peuvent étre séparées (e.g. 50
et 51 kDa; 10 aminoacides)
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Enzymes de restriction

Recognition site

phosphodiester

Treatment with EcoRI bonds broken

57 -~—-——|—C.I A-A-T-T-C' . 37

3L Ll c.7-T-A-A G —+ 5

« Coupent les deux brins
« Reéaction d'hydrolyse



Hydrolyse avec les enzymes de restriction

base base base
H H H
0 (0] (0]
5/ 3/ 5’ 3 5’ 3
0] 0 0 o 0]
0 S i S
O_0 O_0

base




Exemple d’une réaction de restriction

5'Y-GTGACCGAATTCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTATA
3'Y-CACTGGCTTAAGTTTCCACGGAAAATAGTAGTGAAATTTTTATTTTTTGTTAATGAGTCACGGACAATAT

GCAATTAATTAGAATTCTGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGTCTGCCTTA
CGTTAATTAATCTTAAGACTAACTACGGATGTAGTGTTGTTTTTGACTAAATTGTTTACCAACCAGACGGAAT

AAACCTTATCCCTATCCAAGAAGTGATG-3"
TTTGGAATAGGGATAGGTTCTTCACTAC-5"

EcoRI

5'-GTGACCG-3"
3'-CACTGGCTTAA-5"

Recognition site

ith E RIphosphodiester
Treatment‘wu R Leos Broken
| : ,
Y P A-A-T-T-C - 3
geall Ll Cc-T-T-A-A c11-Ls

5Y-AATTCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTATAAGCAGCAATTAATTAG-31
3Y-GTTTCCACGGAAAATAGTAGTGAAATTTTTATTTTTTGTTAATGAGTCACGGACAATATTCGTCGTTAATTAATCTTAA-S

5°-
3°-

AATTCTGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGTCTATATTTGAACATTATCTTGATTATATTA-3 1Y
GACTAACTACGGATGTAGTGTTGTTTTTGACTAAATTGTTTACCAACCAGATATAAACTTGTAATAGAACTAATATAAT -5



Les enzymes de restriction coupent toujours

des séquences palindromiques

Cleavage site

v
5 C—C—G—C—G—G ¥
R N T T I

3 G—G—C2G—C—C 5
T\

Cleavage site Symmetry axis

Pourguoi est-ce gue les enzymes de restriction coupent des
séquences palindromique?



Les enzymes de restriction coupent toujours

des séquences palindromiques

Cleavage site

v
' C—C—G—C—G—G 3
R I T R Y

3 G—G—C2G—C—C 5’
T\

Cleavage site Symmetry axis

Les enzymes de restriction sont des homo-dimeres: unité 1 et unité 2



Plus de 1000 enzymes de restriction ont été
isolées des bactéries

\
5 GGATCC3
3 CCTAGG 5’
T
\
5 GAATTC 3’
9 EcoRl
3 CTTAAG 5’
) 4
v de Escherichia Coli
5 GGCC 3’
0 Haelll
3 CCGG 5
)
l
5 GCGC 3
¢ Hhal
3 CGCG 5’
)
\
5 CTCGAG 3 . .
v oadcrcs  Xhol de Haemophilius aegyptius

T



Plus de 1000 enzymes de restriction ont été

isolées des bactéries

I
5' GGATCC 3’

c]
3’ CCTAGG 5'
|

BamHI

I
5' GAATTC 3’

8
3 CTTAAG 5'
1

SHEN Pourquoi est-ce que les

, bactéries produisent des

5 GGCC 3 e enzymes de restriction?
3 CCGG 5
T

\
5’GQFC3'
3 ECGCG 5

i

I
5' CTCGAG 3’

0
3 GAGCTC 5
|

Hhal

Xhol



Mécanisme de protection contre les virus

Les bactéries de E.coli produisent
I'enzyme de restriction EcoRl

Escherichia Coli




Mécanisme de protection contre les virus

Cell wall

Infection d’'une cellule de bactérie

e,

e

AT

|
* ith E omphosphodiester'
Sreatment With ko bonds broken
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R e
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I



Mécanisme de protection contre les virus

Protein

Cell wall

. , , . 2 Y
Infection d’'une cellule de bactérie ' 3 i ,
Treatment with EcoRlI z:g:zhgggzzzer
'
Pourquoi est-ce que le DNA des s'mg' AATTC T 3
grel L L c.1-T-A-A o I

bactéries n’est pas clivé? !



Mécanisme de protection

(b)

Unmethylated 5’ I
DNA 3 |

Restriction
enzyme
EcoRl

EcoRI will not
// cleave methylated

CH. DNA

Methylated 5’ p——— G A ,lw T c I 3

DNA 3’ ICTTAAGI ] 5
CH,4

@ﬁr»

nbose

1-metinladenosine



Enzymes de restriction

Werner Arber Hamilton O. Smith Daniel Nathans
Biozentrum Basel Johns Hopkins University Johns Hopkins University
Nobel prize in 1978 Nobel prize in 1978 Nobel prize in 1978

\ / Premiére personne a

avoir utilisé les
Ont découvert les enzymes de enzymes de restriction

restriction



Application des enzymes de restriction

Pour quel application est-ce qu’on pourrait utiliser
les enzymes de restriction?



L'analyse des longues molécules de DNA

Lambda phage
(un virus)

cyclic DNA, 48’500 pairs de bases

Regulator of A
repressor and integrase
synthesis
Cro, a Phage DNA
second repressor. e
[—repllcahon
roteins
Regulator A repressor .
ofiurly genes~__ i crlo ﬁ
N o || | Regulator of
Stabilizer late genes
of cli protem\d”\
Phage Lysi:
v ysis
recombinaﬁon/\ o Pl okt Origin S proteins
proteins Exo of replication & /R
Early promoters Paq Gt Re
and operators Pel
ExCisioncze xis— Lu';g::f cos—gm— V! Cutting of
Integrase  inf— Pi o Diyavat
___A—Terminase cos site

A
48,502 nucleotides

Tail genes



L'analyse des longues molécules de DNA

DNA Size

Ladder ¥ /‘ 2

enzyme de restriction

(p.ex. BamHlI) _ _
Combien de fois est-ce que

Dem o I'enzyme BamHI a coupé
le DNA du lambda phage ?




L'analyse des longues molécules de DNA

DNA Size
Ladder

s
(Y
S

—y
CS?
= -

enzyme de restriction
(p.ex. BamHlI)

Bam HI Eco Rl Hind 1l Control
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Technologie du DNA recombinant

transférer expression
= ungene s d'une protéine
spécifique
—
53

organisme 1

organisme 2
(p.ex. une vache) (p.ex. bacterie)



‘Vecteur’ de DNA

Bacterial DNA Plasmids

Plasmide = DNA circulaire

DNA genomique de bacterie (environ 4000 nucléotides, peut se

(En E.coli, 4.6 million de nucléotides, -
répliquer de fagon autonome

contient tous les genes du bactérie) dans la bactérie)



Vecteur de DNA

Bacterial DNA Plasmids

S e
\b

ell replication

/ouverture des cellules,
isolation des plasmides

Plasmide isolé

(deux brins)



Insertion d’un gene dans un plasmide de DNA

~

DNA fragment

x to be cloned
Plasmid vector

Enzymatically insert
DNA into plasmid vector



Insertion d’un gene dans un plasmide de DNA

l Cell multiplication

BDE o)

®o)®®
@ (@) @@

Colony of cells each containing copies
of the same recombinant plasmid




Clivage du plasmide et du DNA extérieur

Recognition site

i
3L LLlc.7-T-A-A-G L1 L5

; g .
Flasmid Treatment with fcoklzzgzzhgf;::;e" ECO R I
Vector : I
o L o A-A-T-T-C: T3
- 3'-1—1—J-—é:-T-T-A-A P2 o
Cleavage site l
Foraign DNA
‘) | Cleavage by EcoRI
endonuclease
extrémités
. Cleavage by EcoRl
cohésives endonuclease
A
A AATT AATT AATT
TTAA TTAA TTAA

extrémités
cohésives



Fusion du plasmide et du DNA extérieur

extrémités cohésives

Plasmid chimera
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Séquencage du DNA

Frederick Sanger
Prix Nobel en 1958 et 1980
Cambridge University

Pour guelle contribution

a-t-il recu le premier Prix Nobel?



Frederick Sanger

Séquence primaire de l'insuline

e 1953: Détermination de la séquence des aminoacides de l'insuline
e 1958: Prix Nobel en chimie
e 1970ies: Développement d’une méthode pour séquencer le DNA

¢ 1980: Prix Nobel en chimie



Séquencage du DNA

Comment pourrait-on séquencer un gene dans un morceau de DNA?

5-GTGACCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTA
TAAGCAGCAATTAATTATGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGT
CTGCCTTAGAAAGTATATTTGAACATTATCTTGATTATATTATTGATAATAATAAAAACCTTATCCC
TATCCAAGAAGTGATGCCTATCATTGGTTGGAATGAACTTGAAAAAATTAGCCTTGAATACATT
ACTGGTAAGGTAAACGCCATTGTCAGCAAATTGATCCAAGAGAACCAACTTAAAGCTTATGAT
AGTGATGTGCTTAAAAACTTACTCAATGGCTGGTTTATGCATATCGCAATACATGCGAAAAACC
TAAAAGAGCTTGCCGATAAAAAAGGCCAATTTATTGCTATTTACCGCGGCTTTTTATTGAGCTT
GAAAGATAAATAAAATAGATAGGTTTTATTTGAAGCTAAATCTTCTTTATCGTAAAAAATGCCCTC
TTGGGTTATCAAGAGGGTCATTATATTTCGCGGAATAACATCATTTGGTGACGAAATAACTAAGCA
CTTGTCTCCTGTTTACTCCCCTGAGCTTGAGGGGTTAACATGAAGGTCATCGATAGCAGGATAA
TAATACAGTAAAACGCTAAACCAATAATCCAAATCCAGCCATCCCAAATTGGTAGTGAATGATTAT
AAATAACAGTAAACAGTAATGGGCCAATAACACCGGTTGCATTGGTAAGGCTCACCAATAATCCC

TGTAAAGCACCTTGCTCATGACTCTTTGTTTGGATAGACATCACTCCCTGTAATGCAGGTAAAG-
3,



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

matrice (un brin de DNA a séqguencer)

7

3’ —GAATTCGCTAATGC
55—CTTAA

/ dATP

| TP

amorce de DNA l el
(‘primer’) 4TTP

5-CTTAAGCGATTACG-3



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

amorce de DNA

/ (‘primer’)

matrice (un brin de DNA a séquencer)



/jSiz:) O 0 o 5’£§f§if;

Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

DNA polymérase
amorce de DNA

/ (‘primer’)

H;N

N

HO—P—0—P-0—P—0 N
i S
G T C A

§
e )

\ dATP

matrice (un brin de DNA a séquencer)



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

DNA polymérase
amorce de DNA

/ (‘primer’)—‘_—‘_____03,_04_I

H;N
N

1| 1] 1]
HO—P—0—P—0=P—0 N
S . Eo;
o O ©
T C A
J

3OH

\ dATP

matrice (un brin de DNA a séquencer)



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

DNA polymérase

_ T
PP| - O'"FL."‘- _-P-H,O

0 o}




Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

DNA polymérase

e DNA polymérase catalyse la ligation des nucleotides

e Elongation dans la direction 5’ > 3’



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

sl o ;{} WS PG ) . H;c- PR s S ’33} 2 2.8 l DNA polymérase
g "E_/ b Ily B lﬂg; “'g,""c,"".{“_l\?
dATP dCTP dGTP dTTP
i f/GD/ 3 dATP PP; ’ f/(la//@)//y dGTP PP ’ fp//@)//(@/ 3
G £ NS, ¢ ¢ A NS, ¢ ¢ A G
C G T C A C G T C A C G T C A
el olele Aelelelel . Aelelelel

H,N
N

O o O l \ /)

I N I N
HO—P—0—P—0—P—0 N
O O [0} on

di-deoxy-adenosine-triphosphate



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

amorce de DNA

/ (‘primer’)

matrice (un brin de DNA a séquencer)



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

DNA polymérase
amorce de DNA

/ (‘primer’)

H;N

21 o s sl

0
HO—P—0—P-0—P—0 N
C [ | I 0
! 0O 0 0
G T . A —%—j

3’OH
ycl 5' dATP

\

matrice (un brin de DNA a séquencer)

=N

W

N

I
HO—P— 0—-P-0-P-
o

di-deoxy-AT

HoN

5 LS
)
P

()



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

DNA polymérase
amorce de DNA

/ (‘primer’)—‘_—‘_____03,_04_I

HoN

5 LS
g
P

matrice (un brin de DNA a sequencer) di-deoxy-AT

)



Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

wlolelel s  Aelelelel




Synthese du brin complémentaire du géne a séquencer

: | oo ons | o) o)1)

dGTP PP,

— A2

C A

wlolels  Aelelelelr  Aelelelel
o




Séquencage du DNA d’apres Sanger

DNA to be sequenced

3’ —GAATTCGCTAATGC

5’—CT/TAA
Primer
DNA polymerase |
Labeled dATP, dTTP,
dCTP, dGTP

Dideoxy analog of dATP

3’ —GAATTCGCTAATGC

55 —CTTAAGCGATTA
+

3’ ——GAATTCGCTAATGC
55—CTTAAGCGA

New DNA strands are separated
and electrophoresed



Primer
5' OH

3 I —cTaAGcTCGACT

Template

+
dCTP,dGTP, dATP, dTTP
+ddml,, Electrophorese sur gel:
I GATTCGAGCTG¢
B GATTCGddA
-—GddA , .
fragment de 12 nucléotides
/— / - thymidine en position 12
12— fragment de 7 nucleotides
" / > thymidine en position 7
g —
6
. / fragment de 2 nucléotides
2 | — > thymidine en position 2
1\
—- Template-XTXXXXTXXXXT



Primer

3 [ —cTAAGeTCGACT

Template
+
dCTP, dGTP, dATP, dTTP
l El hore |
. s, - ectrophorese sur gel:
B GATTCGAGCTGddA I GATTCGAGddC
B GATTCGddA B GATTddC

EE—GddA
l H fragment de 9 nucléotides
A C
R

2 —> guaninosine en position 9
10 |

9 .

; fragment de 5 nucléotides

; P — / —> guanosine en position 5

4

P | —

1

-

Autorad

clecrommlp  Template-XTXXGXTXGXXT



Primer

3’ _—CTAAGCTCGACT

Template
+
dCTP,dGTP,dATP,dTTP
+ ddATP +ddCTP +ddGTP +ddTTP
B GATTCGAGCTGddA B GATTCGAGddC B GATTCGAGCTAdG B GATTCGAGCAdT
B GATTCGddA B GATTddC I GATTCGAddG B GATddT
EE—GddA E—GATTCddG EE—GAddT
A C 3
12— : ) A
1 Y G
10 | R d T
o | cumm— c
8 G G
7 | » == CTAAGCTCGACT
6 | neneps G
5 o c
4 | e T
3 pp— e T
2 R A
Autoradiogram of Sequence of

electronhoresis ael

comblementarv strand



Di-deoxy-nucléotides dans les année 1990s

G A T C GATC

s

e | !
.

L hnunnlunuu' ,
o




Di-deoxy-nucléotides fluorescents
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di-deoxy-nucléotides

GAUTP-H;-REG

fluorescents?

o Hy =] H
. N’LVD“P’“UA“—’D‘Q)LN "“M-'H‘“-Tf"
5 H H 0
il
by o

o 0. O ¥ |
P " lc 3 ™
o d e o e HAATE RO

e T
e
s

o Hy -] H g
N'LVDWD’L‘M*:I\@)L . e W
] H w o
[ELY %\
Ay g

|
o, o, o |
-"::-'D"-\.p:i' "‘.l—(‘
& e o o o ll:,’ 7 TR Ny -Cy S



Séquencage du DNA d’apres Sanger avec des

nucléotides fluorescents

Primer

L 3 ~Template of

unknown sequence

Ly, o Wr@?

iy -”m,r-\u-ﬂ-o-’&_.-ﬁ‘
o8 }\x N
HI‘J—P—O—P—O—F’—{J— N -
o o o 2 O O P I
] R a dAETE-NyBodipy-FLE10
OH g ed e d e ey

s - .iv Ny o i
¥ A0,
% rodl NAATHY

0 2] o | I o
HO—P-0-R-D-P-0— “N" 0 o_a._o. 7 o
boo o @ o. ;;p;o o G GEITP MRS
on
w Low .i;,o i i
W o 5 g
N_/:‘:p.j :g\ﬂ \Q)\n o
a o 0 v b N
HD--II'-I:—EI-IF;I'---O—IP:--EI i“ru"L"“ ls, ] W
- B
ot .
R ME =N
i ;-- Sl T W
—A Dye-labeled P
—_— segments of DNA, ;_NH 'J\’n\f"“‘n’l“f:'\d W w
GC copied from — - 'lu
» R P M
G template with HC‘"E"'“ '(;:"U'g:'ﬂ--- b, o o rl;; L '!'
B e
—@ unknown sequence 1:; o od od ‘o—& SEGTP N Cys

Figure 8-34 part 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



—® Dye-labeled
. segments of DNA,

c copied from
template with

e G
—— unknown sequence

|

=
—_ | Dye-labeled segments
DNA — | applied to a capillary
iarati — | gel and subjected to
migration | __ | electrophoresis
/ =—| Laserbeam \
Detector | Laser

<

20 30 40

MATATTAI

=NASST i
CCTGT TTGATGGTGGTTCCGAAATCGG

Computer-generated result after
bands migrate past detector

Figure 8-34 part 2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




C CAAAGCATTGTTAT TTTTAGGATO CTG GATCTATTATT

T cCCcCAAAGCATTGTTATTTTTAGGAT CTGGAT CTATTATTC

AR N AN NN AN




Séquencage de génomes entiers

. - B3y
Francis S. Collins J.Craig Venter
U?n'uml:e're'd'goeg'z 2L istry, Fifth Edition

© 2008 W.H. Freeman and Company

Chef du ‘Human Genome Project’ Fondateur de Celera Genomics



S. cerevisiae C. elegans H. sapiens M. musculus  P. troglodytes

(budding yeast) (nematode worm)l (human, draft) (mouse) (chimpanzee)
1990 1995 20 2005 2007
| ] ] ] 1 | ] ] ] | ] ] ] ] ] ] N
| | 1 | | |
Genome H. influenzae E. coli D. melanogaster i T. vaginalis
;eeql;:sncmg (bacterium) (bacterium) (fruit fly) H. saplens (rat) (protist)
9 A. thaliana (human, completed) S. purpuratus
(plant) 0. Yaei (sea urchin)
S.pombe (rice) A. mellifera
(fission yeast) (honeybee)
Figure 9-18

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Human Celera
Genome Genomics
Project

Février 15, 2001 Février 16, 2001



S. cerevisiae C. elegans H. sapiens M. musculus  P. troglodytes

(budding yeast) (nematode worm)l (human, draft) (mouse) (chimpanzee)
1990 1995 20 2005 2007
| ] ] ] 1 | ] ] 1 | ] ] ] | ] ] N
I | | | | I
Genome H. influenzae E. coli D. melanogaster 1 T. vaginalis
;eeql;:sncmg (bacterium) (bacterium) (fruit fly) H. saplens (rat) (protist)
9 A. thaliana (human, completed) S. purpuratus
(plant) 0. Yaei (sea urchin)
S.pombe (rice) A. mellifera
(fission yeast) (honeybee)
Figure 9-18

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

- Génome humaine:
3'000'000'000 nucleotides

- Sequencer avec la méthode de Sanger:
500-1000 nucleotides

F Yy
O
S ﬁq{/y@ Ju

DNA

milliards de nucléotides



S. cerevisiae C. elegans H. sapiens M. musculus  P. troglodytes

(budding yeast) (nematode worm)l (human, draft) (mouse) (chimpanzee)
1990 1995 20 2005 2007
| ] ] ] 1 | ] ] 1 | ] ] ] | ] ] N
I | | | | |
Genome H. influenzae E. coli D. melanogaster 1 T. vaginalis
;eeql;:sncmg (bacterium) (bacterium) (fruit fly) H. saplens (rat) (protist)
g A. thaliana (human, completed) S. purpuratus
(plant) 0. Yaei (sea urchin)
S.pombe (rice) A. mellifera
(fission yeast) (honeybee)
Figure 9-18
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

- Génome humaine:
3'000'000'000 nucleotides

- Sequancer avec la méthode de Sanger:
500-1000 nucleotides

- ﬁﬂ?/ﬂ@ Q’,ﬂg,i

Comment serait-il possible
DNA

de séquencer un génome humain entier

avec la méthode de Sanger? milliards de nucléotides



Séquencage du génome

Genomic DNA

DNA is digested into fragments;
fragments inserted into BACs.

feRGY

Contigs are identified
and mapped.

——
BAC to be sequenced
l is fragmented; fragments

sequenced at random.
k\ R
.
or,
Sequence overlaps
reveal final sequence.

GGGCTACATGAT
CATGATGGTC

Y

GGGCTACATGATGGTC

Figure 9-17
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Lecon 5

e Electrophorese de DNA sur gel

e Enzymes de restriction (1970)
e Technologie du DNA recombinant
e Séquencage de DNA (1975)

» e Réaction en chaine par polymérase (PCR) (1985)



Amplification des séquences de DNA par la

« polymerase chain reaction » (PCR)

Flanking
sequence Target sequence
\
— 1 ——
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@ Add excess primers
Heat to separate strands

—{ 1 +——

—{ 1 +——

@lCool to anneal primers

—=] [ —
-\_/ Primers /i
—ii i—————

Kary Mullis

) (3 | Synthesize new DNA
Prix Nobel en 1993 l
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deux matrices



Amplification des séquences de DNA par la
« polymerase chain reaction » (PCR)
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l (2) Annealing ‘
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PCR vs réplication normale

Copies de DNA:

Cycles PCR Réplication normale
0 1 1
1 2 2
2 4 3
3 8 4
4 16 5
5 32 6
6 64 7
7 128 8
8 256 9
9 512 10

Y
o
=
o
N
S
=
=



DNA produit par une réaction PCR

nombre de cycles de PCR

marker 30 25 20 15 10 5 0




Lecon 5

e Electrophorese de DNA sur gel

e Enzymes de restriction (1970)
e Technologie du DNA recombinant
e Séquencage de DNA (1975)

e Réaction en chaine par polymérase (PCR) (1985)



Série 4

Question 1

(a) 5'-AGTAC-3’
(b) 5’-TACGGGCAGG-3’



Série 4

Question 2

NH,
N N
N
<
N™ N
HO &
5 |
4' 1 NH,
3 2
Q [N
=P-
O=P—0 N/&O



Série 4

Question 3

(a) [T] +[C] =0.5
(b) [A] + [G] =0.5, [T] =0.2, [C] = 0.3



Série 4

Question 4

lop»
TOCDORL 8k = 235 pak.
L s 2.%

24 K

Environ 235 pairs de bases



Série 4

Question 5

N NHp---
N=’ )—NH
0

adenine thymine



Série 4

Question 6

Liaisons hydrogenes, Van der Waals, m-stacking



Série 4

Question 7

O -——- H2N

N
Hr“"/ 7 NH --- NZ_\>

N=( )—NH
NH, --- O

guanine cytosine



