¥ Figure 20.12 METHODE DE RECHERCHE

Le séquencage de I’ADN par la méthode de terminaison de chaine par un didésoxyribonucléotide

APPLICATION Grace a des appareils spécialisés qui effectuent les réactions de séquencage et séparent les produits
marqués selon la longueur, on peut déterminer rapidement la séquence des nucléotides dans un fragment d’ADN cloné
pouvant comporter entre 800 et 1 000 paires de bases.

TECHNIQUE Cette méthode consiste 3 synthétiser un ensemble de brins d’ADN complémentaires au fragment d’ADN
original. Chague brin débute par la méme amorce et se termine avec un didésoxyribonucléotide (ddNTP), c'est-a-dire un
nucléotide modifié. L'incorporation d'un ddNTP met fin & un brin d’ADN en croissance, parce qu'il lui mangue le groupe-
ment 3" —OH qui rendrait possible I'insertion du nucléotide suivant (voir la figure 16.14, p. 364). Dans I'ensemble de brins
synthétisés, la position de chaque nucléotide sur la séquence initiale est représentée par des brins qui se terminent 3 ce
point par le ddNTP complémentaire. Comme chaque type de ddNTP porte un marqueur fluorescent distinct, on peut
déterminer I'identité des nudéotides de terminaison des nouveaux brins et, finalement, la séquence originale entiére.

@ Le fragment d"ADN 4 séquencer
est dénaturé en brins simples et incubé
dans une éprouvette avec les ingrédients
nécessaires pour la synthése de I’ADN:
une amorce congue pour se lier par
des liaisons hydrogene 2 I'extrémité 3’
connue du brin matrice, I'ADN polymérase,
les quatre désoxyribonucléotides
et les quatre didésoxyribonudéotides,
chacun étant marqué avec une molécule
fluorescente différente.
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@) La synthése des nouveaux brins
commence 3 |'extrémité 3" de I'amorce
et se poursuit jusqu’a l'insertion
du didésoxyribonucléotide, de fagon aléatoire,
2 la place du nucléotide normal équivalent.
Linsertion du didésoxyribonucléotide empéche
la poursuite de |'élongation du brin,
alors que celle du nucléotide normal la permet.
Finalement, on obtient un ensemble
de brins margués, de longueurs différentes.
La couleur du marqueur représente
le dernier nucléotide dans la séquence.
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€) Les brins d'ADN marqués dans le mélange sont
séparés par passage sur un gel de polyacrylamide;
les brins plus courts se déplacent plus vite. Pour
le séquencage de I’ADN, le gel est placé dans
un tube capillaire plutot que sur une plague
comme celle illustrée 3 |a figure 20.9.
La petite taille du tube permet 3 un détecteur
de fluorescence de reconnaitre la couleur
de chaque margueur fluorescent 3 mesure
que les brins traversent le gel. On peut distinguer
I'un de I'autre des brins dont la longueur
ne différe que d'un seul nudéotide.

RESULTATS La couleur du marqueur fluorescent
sur chaque brin indigue la nature du nucléotide 3
son extrémité. Il est possible d'imprimer les résul-
tats sous forme de spectrogramme; la séquence,
qui est complémentaire au brin matrice, peut étre
lue de bas en haut (du brin le plus court vers le
brin le plus long). (Remarquez que la séquence
commence aprés |'amorce.)

Lpp—

Dernier nucléotide

du brin marqué
le plus long

Brin marqué le plus court

~
7o
3

i

T dA A
G iC C C
A ddT— T i T
C G G G G
1 A A A A A
T A A A A A A
C  ddG G G G G G G G
G ddc§ ¢ C c C C C C C
A T4 1§ T2 18 1§ T4 T T T8
C G4 64 64 64 s4 64 6 G- G-
A T4 T4 T4 T4 T-{ 0 T -3
A T4 74 4 74 T4 T4 T4 T4 A5
Plus court Plus long
Sens )
L]

g“ d;placement ! &= Brin marqué le plus long

les brins !

Y 5.
L] Détecteur

l.aser . —

Dernier nucléotide
du brin marqué
le plus court

NAOPPOAN>O




