Southern blot| € Dpigest DNA with

restricion endonucleases
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DNA DNA restriction fragments

ADN génomique ~1 million de fragments

3-10% pb de toutes les tailles

Digestion de 'ADN génomique avec
une enzyme de restriction.
(p.ex. Mst Il)

G&G



8 Mst Il est une enzyme de restriction.

—_—

Fragments de restriction

Mst Il coupe la séquence

5 CCTNAGG 3
3’ GGANTCC 5’

Notez Les bouts collants

Digestion de ’ADN d’une cellule
(ADN génomique)
par une enzyme de restriction.



Les enzymes de restriction reconnaissent des séquence spécifiques :
sites de restriction.

AATT AATT

TTAAG CTTAAGHEES

Restriction enzyme EcoRI
binds to the recognition
sequence and cuts the
DNA into fragments

with sticky ends.
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Bouts collants
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Enzymes de restriction :

Blunt and sticky ends
5 3
R ————
5[ 3[ Sl 3[
3Ll TTTTTTTT & 3Ll TTITEITTT .
1 1
Blunt ends Sticky ends

Bouts francs Bouts collants



Enzymes de restriction :

Deux sortes de bouts collants :

5 GGATCC 3
3:m66ﬁ\é‘émﬂ 5
l BamHI
5 G S'GaTCC 3’
LU ¢ c1ac 5 LLLLL 5

5’ overhang

5 CTGCAG 3’
3,[@%6&&@ 5
1 Pstl
5 prmcTece STTTIT 2,
C R 3/ACGT (o= 5

3’ overhang



Exemples d’enzymes de restriction :

Recognition and
cleavage
Enzyme sequence Cleavage pattern Source organism
EcoRl T T TGAATICTTT o B I S AATTCTTT E colf
e CTTAAG: sl e CTTAA Gl '
Hindlll T T AAGCTTT™TT" TTTA AGCTT "™T'T -
-1 H. hilus infl
TFCGAfA T el aemophilus influenzae
BamHI T T GGATCC T K TG GATCC T™TT Bacil
ALl acillus
Saush; TTT-GAIGTTY T GATCTT Staphylococcus aureus
ALl CTAG ALl LLLCTAG T s
i BRCEEen - GETSS . Haemophilus aegypticus
LLLCCGG dull LLlcc Gaadll g S

bouts francs (blunt ends)



Southern blot| €9 pigest DNA with €) Perform agarose gel electrophoresis

restriction endonucleases on the DNA fragments from different digests
— f_/\
— S\
\ digestion ~
N N N\

DNA DNA restriction fragments

ADN géenomique

\ gel

DNA fragments fractionated by size
(visible under UV lightif gel is
soaked in ethidium bromide)

(|
—— — | Longer DNA
Séparation des fragments d’ADN e
par leur taille dans un gel d’agarose. _ —
—o
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Electrophorése :

1. Déposition de I'échantillon dans un puits

sample loaded
onto gel by pipette

Les fragments d’ADN sont mélangés a un colorant bleu (pour voir I’échantillon)
et du glycérol (pour alourdir I'échantillon).



Electrophoreése : Power source

Sample wells in gel

Gel slab \ Cloth wick
\
Electrolyte -\ 4

solution
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Electrophorése : Power source

START WELLSFILLED
WITH SAMPLE

+




DNA restriction fragments

Molecules move through pores
éﬂmm in gel at a rate inversely
‘%% proportional to their chain length

Place mixture in the well of
an agarose or polyacrylamide
gel. Apply electric field

wt+— Gel particle o0 T,

Subject to autoradiography
or incubate with fluorescent dye

| > Pores

& i ——— Signal corresponding
a%® @ @ to DNA band




Electrophorése de fragments d’ADN dans un gel d’agarose.




Slots for Bands (visible after
samples suitable treatment)

Electrode

Buffer ,l"t'l - ol ' “.. \
-‘-\_\-‘—\—\_\_\_\_\__\_r/ | | \
I"

solution
Direction of .
;:3-
3 movement

2
Power supply L—‘@—”




Déposition des
échantillons :

fragments d’/ADN
+ colorant bleu
+ glycérol
50
LUADN chargé négativement 0 , 100

migre vers l'anode.




Southern blot

unlabeled DNA
cut with a
restriction
nuclease

labeled DNA
of known sizes as

size markers agarose

gel

DNA FRAGMENTS SEPARATED
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS

Figure 10-5 (part 1 of 5) Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)



Southern blot

transfert

stack of paper towels

unlabeled DNA
cut with a
restriction
nuclease

nitrocellulose
paper

labeled DNA
of known sizes as
size markers

agarose
gel sponge
alkali solution
DNA FRAGMENTS SEPARATED SEPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS ONTO NITROCELLULOSE PAPER

Figure 10-5 (part 2 of 5) Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)



Le transfert de 'ADN d'un gel sur une membrane.

Weight to press down

Le liquide s’éleve
] [ Y 4 / 01-1 gel
par Caplllarlte' Stack of paper towels

/

Membrane

Gel

AW

\

Le liquide de transfert est alcalin Filter paper

pour dénaturer 'ADN.



Dénaturation alcaline

Fraction de molécules
en double hélice

Figure 116 Dénaturation du DNA
par 'addition d’'une base. L'addition
d'une base a une solution de DNA en
double hélice initialement a pH 7 provoque
la séparation de la double hélice en simples
brins. Le processus est a moitié complet

un peu au-dessus de pH 9.

Stryer ch 1



Southern blot

A la fin du transfert :

stack of paper towels remove nitrocellulose
paper with tightly bound DNA

nitrocellulose \\
paper gel b -
Y '
Dz
— /‘//\
7y
7/

LADN est sur

Le gel d’agarose la membrane.
est « vide »

agarose

9l cponge \
alkali solution

SEPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED
ONTO NITROCELLULOSE PAPER

Figure 10-5 (part 3 of 5) Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)



Southern blot

remove nitrocellulose
gel

<l paper with tightly
\' . bound DNA
4 \ .
/)//\ y On ne peut pas faire
/// y ’hybridation dans le

gel d’agarose.

LABELED DNA PROBE
HYBRIDIZED TO
v SEPARATED DNA sealed

plastic

Hybridation de |a
membrane avec une
sonde radioactive.

DNA probe 32p
in buffer

Figure 10-5 (part 4 of 5) Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)



Sonde marquée
- fluorescence
- radioactivité

Fragments d’ADN
dénaturés




Gel

DNA
transferred
to filter




Une sonde : ADN simple brin radioactif.

Base

Base

S2PIABELED DNA




Southern blot

sealed
plastic

labeled 32P

Lavage : DNA probe

la sonde hybridée in buffer

reésiste au lavage LABELED DNA PROBE HYBRIDIZED
TO COMPLEMENTARY DNA BANDS

vy VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY

Autoradiographie

— La sonde émet
positions / , o
of — e | isieiid de la radioactivite
labeled — =~ bands qui noircit le film.
markers [N— _/

Temps d’exposition : ~24 heures

Figure 10-5 (part 5 of 5) Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)



Autoradiographie

Film

Un film est exposé sur la membrane
dans l'obscurité.

Film

membrane

Film shows position
of bands



remove nitrocellulose

(A) stack of paper towels nitro
unlabeled ~ el (B) o (€) paper with tightly bound
RNA or DNA % t’°Phores T nitrocellulose RO

Is

paper gel

labeled RNA or
DNA. of knoyvn sizes agarose
serving as size markers |
ge sponge RADIOLABELED PROBE

HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA  sealed
plastic
bag

alkali solution

NUCLEIC ACIDS SEPARATED SEPARATED NUCLEIC ACIDS BLOTTED (D)
ACCORDING TO SIZE BY AGAROSE- ONTO NITROCELLULOSE PAPER BY SUCTION

GEL ELECTROPHORESIS OF BUFFER THROUGH GEL AND PAPER
{
labeled probe
in buffer
LABELED PROBE HYBRIDIZED TO
COMPLEMENTARY DNA BANDS
1 VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY
La technique du Southern blot -
positions /:
of T e— labeled
labeled < = —F bands
markers |N— _/




Un exemple de Southern blot :




Ethidium Bromide
1 2 3 4586 7 Southern Blot D15S63

2 3 4 5 6 7

Hind Il Hind llI/Hpa Il

Hind Il Hind lll/Hpa ll

Hind Ill : enzyme de restriction sensible a la méthylation
Hpa ll :enzyme de restriction sensible a la méthylation




Ethidium Bromide
1 2 3 4586 7 Southern Blot D15S63

2 3 4 5 6 7

Hind Il Hind llI/Hpa Il

Hind Il Hind lll/Hpa ll

Hind Ill : enzyme de restriction sensible a la méthylation
Hpa ll :enzyme de restriction sensible a la méthylation




Southern blot : Angelman | | Prader-Willi

v !
N1 AS N2 PWS N3

N = personne

normale
s = 3 4.2KD - s e ,
£ 3 £ - MAT (méthylg)
I [ I
0.9 3.3
I [ I
sonde
0.9 kb - e PAT

(pas méthylé)



Southern blot :

(1)

Xba Notl Notl Notl Xba
SNRPN exon 1
FFFFFrry)
brobe KB Notl meth.
° | + maternal 4.05
¢ » paternal 0.9
Bgl Il / Hpa |l —
N1 AS N2 PWS N3 * >i/\ + paternal 3.93 kb
4.2 KD - s .
(ii) * 2 3 4
p— — 4.05kb
- 3.93 kb
0.9 kb - e

-y

- ( 0.9kb



Analyse de la méthylation de IC par Southern blot :

Chromosome 15

Hpall/Mspl
Hpall/Mspl

8

Bgl |l

kb17

— Hpall/Mspl

I

—  Hpall/Mspl *

2.0kb

mat
0.65 kb pat Bgl Il + Hpall
0.90 kb pat
0.65 kb
200 bp 0.90 kb Bgl Il + Mspl

La digestion avec Bgl II donne un fragment de 2 Kkb.

Ce fragment possede toujours 3 sites CCGG coupe par Hpall / Msp 1.
Un 4™ CCGG est polymorphe.

Empreinte maternelle : tous les CCGG sont méthylés - C™"CGG

Empreinte paternelle : aucun CCGG n’est méthylé.



Erreur de I’empreinte

*
a ao a
= 5 $
& g &8 g 3
| ﬂ kb17 |
2.0 kb ¢
0.65 kb Qa‘j Bgl Il + Hpall
0.90 kb pat
0.65 kb
200 bp 0.90 kb Bg/ Il + Mspl
PWSID-05 |
O Chez le patient :

les 2 chromosomes 15
sont méthylées.

m

Southern blot : "

outhern blot: yy m4 H M H M Les 2 chromosomes

Empreinte m — - -l portent une empreinte
48’ mat maternelle.

Empreinte p — - - ~ 065 pat | des chromosomes

vient du pere mais porte
une empreinte mat.

— N



Erreur de I’empreinte

2 § §§ g 3
201K 0.65 kb g‘aatt Bgl Il + Hpall
0.90 kb bat
200 bp g:gg :g Bgl Il + Mspl
ASID-01 ASID-07 Chez la p.atlrente .
aucune différence
{ ) Hpa IT ou Msp I
kb é kb
HMHMHM H M HMHM
- - — 2.0 - - 20
- - » .09 P at = e w _ 09
— 0.65 mat . - - — 0.85

(I (I



