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Avant Propos

Objectifs Généraux du module :
Les objectifs généraux de ce module sont :
La bonne connaissance de la structure et des propriétés des acides nucléiques.
2. L'assimilation des grands principes de base impliqués dans la transmission et la
réparation du matériel génétique, ainsi que l'expression des genes et sa
régulation.
3. L'assimilation des principes de la manipulation des acides nucléiques
4,
Objectifs des Travaux Pratiques :

Les séances de travaux pratiques de Biologie Moléculaire visent a initier
I'¢tudiant de la Filiere des Sciences de la Vie aux outils techniques de base de biologie
moléculaire. Cette partie du TP a pour but de vous faire découvrir quelques outils
utilisés pour comprendre et décrire des molécules dADN ou de protéines. En effef,
a l'issue du séquengage d'un fragment de chromosome, ou plus largement du génome
d'un organisme, les données obtenues ressemblent a:

GGCTCTACTACCTGTTACCCTGGGETAGTGTCTAGT GACAGCAAAAATAGAATAGTGTCAGTCAT
AGTCAGGTGGCTTTGGAAACTGAAGCTGCCTTCCCAGGACCTGGCCAGTCTCTTGTGGCAGCCAG
GGCTGACAGGCAACTCTTCCTCACAGTCACTGGTCCAGTCACGGARAGCAGGGATTACTTCCGCT
ATGGCTACACGTACCTCTCTCAAGGATGAAGATCTGGTAAGTGACTCTTGGACATTT

Les questions que les biologistes se posent sont alors les suivantes :
* cette séquence contient-elle des genes ?
* si oui, ces génes codent-ils pour des protéines, pour des ARNs ?
* les protéines putatives codées par ces génes sont-elles déja connues ?

Dans cette partie du TP, nous vous proposons d'endosser le rdle de chercheur
pour analyser un fragment de chromosome, séquencé a partir dADN donné, par un
logiciel Serial Cloner.

L'étudiant doit €tre capable d'interpréter des résultats expérimentaux obtenus
par les techniques les plus courantes de biologie moléculaire ou a I'exploration de
matériel génétique, en général, par les laboratoires de biologie.

A la fin des travaux pratiques, les étudiants doivent rédiger un compte rendu
concernant les séances de TP.




A. Le séquengage du DNA par la méthode de Sanger

Autrefois, toutes les séquences de protéines
étaient déduites de la séquence d'une série de peptides
produits par diverses protéases de spécificité bien déter-
minée. Bien Qque ces techniques soient encore d‘un grand
intérét aujourd’‘hui, il est généralement plus facile d’éta-
blir la structure primaire d’une protéine d’une maniére
indirecte, par séquencage du DNA complémentaire (cDNA). Les
CDNA sont des copies d’ARN messagers produites in vitro par
une transcriptase réverse.

Pour des raisons de sécurité et de temps, il n’est
pas possible de vous faire séquencer un fragment de DNA ;
nous nous contenterons donc de vous expliquer la méthode la
plus communément utilisée, celle de Sanger, encore appelée
"méthode de séquengage par terminaison des chafnes avec des
didéoxynucléotides". Vous pourrez aussi vous familiariser
avec la lecture d’une autoradiographie d’un gel de séquen-
cage.

Pour séquencer un fragment de DNA, il faut d'abord
l’insérer dans un vecteur de séquengage. Il en existe de
plusieurs types. Ils dérivent de phages et de plasmides (=
phagemides) et portent des noms commerciaux bizarres :
M13mpl8, M13mpl9, pTZ18R, pTZ19R, etc...

Ces phagemides comportent (voir Figure 1) @

- PBR3220ori : origine de réplication du plasmide pBR322,

permettant la production en masse de DNA recombinant
double brin par des bactéries.

- fl-ori : oriqgine de réplication du phage f1, nécessaire a
la production de DNA simple brin encapsidé.

r
- AMP ¢ zone conférant la résistance a l'ampicilline et
empéchant la croissance des bactéries sans phagemides en
présence de cet antibiotique.




Polylinker T7 Promoter

- I < l S

pBR322-ori

f1-ori

pTZ18R
pPTZ19R

(2800 paires de bases)

Wy

AL p

p L2 NG

LS \ :
\

N

’,

4

°

Amp' R
Figure 1. Structure d'un vecteur de Figure 2. Amplification du DNA recombinant
séquengage. et production du DNA simple brin.

Primer
PNPNpNpNpNpNOH
PNPNpPNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpN
Déoxyribonucléotide
PPPNOH
(1) N
DNA polymérase I

fragment de Klenow

PNpNpNpNpNpNpNOH
PNPNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpN

PNPNpNpNpNpNpNpNOH
PNPNpNPpNpNpNpNpNpNpNpNpNpN
Didéoxyribonucléotide
PPPNH DNA polymérase T
(2) | fragment de Klenow
PNpNpNpNpNpNpNpNpNH
PNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpN
Déoxyribonucléotide
en e
X - - Klenow

PNpNpNpNpNpNpNpNpNH
PNPNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpNpN

Figure 3. Terminaison des chaines par les didéoxyribonucléotides.




- un polylinker : inséré ici dans une portion de 1l'opéron
lactose de E. coli (lac Z'). Le polylinker comprend une
série de sites de restriction ; c’est au niveau d’un de
ces sites que le fragment de DNA a séquencer sera intégré.

- une séquence complémentaire au "primer", oligonucléotide
synthétique pouvant servir d’amorce a la DNA polymérase.
- le promoteur de la T7 RNA polymérase, sans intérét pour

nous.

L’insertion du fragment de DNA a séquencer dans le
vecteur de séquangage ne produit qu‘une trés petite quantité
de DNA recombinant ; il faut donc 1l‘amplifier (Figure 2). On
fait pénétrer le DNA recombinant dans une bactérie par
transfection (1) ; il se réplique dans la bactérie comme un
plasmide (2), produisant rapidement un grand nombre de
copies (3) ; puis 1l‘un des deux brins du plasmide est
répliqué préférentiellement (4) ; les bactéries découpent ce
DNA simple brin en fragments de longueur unitaire et, apreés
encapsidation, les expulsent dans le milieu (5). C’est ce
DNA simple brin purifié a partir du milieu de culture qui
est utilisé pour déterminer la séquence du DNA étudié.

Principe de la méthode de séquencage du DNA par la méthode

des terminaisons de chafnes par des didéoxyribonucléotides

La méthode tire profit des propriétés de certaines
DNA polymérases (Figure 3) :

- celles-ci peuvent, en présence des 4 désoxyribonucléosides
triphosphates (dNTP), synthétiser un brin de DNA complé-
mentaire au DNA simple brin utilisé comme matrice, par

prolongement d'un primer (= amorce) dont 1l'‘extrémité 3'-OH
est libre (1).




A. Hybridation

AACGGTACACG DNA simple
‘ 3 5° __) brin

Amorce
5% ...N3"*
( AACGGTACACG )
DNA Pol I
Klenow

B. Les réactions de séquencage

dCTP + dGTP + dTTP + [o->2P]dATP

s I T,
C G T

r

|
A
+ddCTP +ddGTP +ddTTP +ddATP
...Ni&GCCATGTGddC + + « NTTGCCATGTdAG ...Ni&GCCATGddT ...NiTGCCddA
. «NTTGCddC «+ .NTTGCCATddG « « « NTTGCCAQAT
.+ .NTTGddC .. .NTTddG « . +NTddT
..N?dT

C. Electrophorése o

et autoradiographie i
du gel s

La séquence se lit
5" TTGCCATGTGC3

H =3 0O Q0 >» 3 Q@3 a0

Figure 4. Séquengage de DNA simple brin par la méthode de Sanger.




- elles acceptent aussi les 27 ,3’-didéoxyribonucléosides
triphosphates (2), mais 1’'incorporation de ces analogues
de substrats constitue un obstacle au prolongement ulté-
rieur de la chaine ; en effet, celle-ci ne se termine plus
alors par une groupe 3'-OH libre, indispensable a la

liaison du nucléotide suivant (3) et Figure 5 page 8.

En pratique on procéde comme indiqué a la Figure
4 ,page 5:

- on hybride le DNA simple brin purifié avec 1’amorce ;
cette hybridation ne se produit que dans des conditions
bien déterminées de force ionique et de température.

- on ajoute le fragment de Klenow de la DNA polymérase I.

- le mélange est réparti dans 4 petits tubes renfermant les
4 dNTP, dont un radioactif, et une trés petite quantité de
ddCTP, ddGTP, ddTTP ou ddATP ; ces petits tubes sont
marqués C°, G°, T° et A°, respectivement.

La DNA polymérase synthétise du DNA complémentaire au DNA
matrice dans les 4 tubes : dans le tube marqué C°, l'’enzyme
aura le choix entre dCTP et ddCTP, et produira une série de
chaines incomplétes, mais toutes terminées par C ; dans le

tube G°, toutes les chaines seront terminées par G, etc...

Les produits de réaction sont analysés dans 4
pistes adjacentes d’'un gel de polyacrylamide : les produits
sont chauffés a 100 °C avant le chargement sur le gel, pour
séparer les brins radioactifs du DNA matrice. La séparation
se fait en présence d’'urée et a haute tension (1.500 volts
durant plusieurs heures). L’urée et la chaleur produite par
la haute tension emp&chent le réappariement des brins
complémentaires en cours de migration. La vitesse de migra-
tion est une fonction inverse de la longueur des fragments.
Les petits fragments migrent donc le plus vite. Leur posi-
tion est repérée par autoradiographie du gel séché : le
pouvoir de résolution est si &levé qu‘on peut distinguer

aisément des fragments dont 1a longueur ne différe que par
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un seul nucléotide. On arrive a lire de 250 a 400 nucléo-
tides. Il faut donc sous-cloner une série de fragments
chevauchants pour élucider 1la structure de 1la protéine
entiére. Le primer est le méme dans tous les cas puisqu’il
est complémentaire d’une petite zone du vecteur située juste
en amont du site d’insertion du DNA cloné.

La séquence d’'une protéine est déterminée par la
séquence du DNA du géne correspondant. Ce DNA est d’abord
transcrit en ARN, dit messager, parce qu’il porte 1l’infor-
mation inscrite dans le géne jusqu’aux ribosomes ol se
produit la synthése de la protéine.

La traduction de la séquence des nucléotides de
1’'ARN messager en séquence d’acides aminés se fait selon le
code génétique ( Voir Fig6,p.13 ). Chaque acide aminé est
spécifié par une succession bien particuliére de 3 nucléo-
tides appelée ‘"codon", ou "triplet". Il Yy a 64 codons
différents : 3 servent & la terminaisons de la traduction s
ici 1ils sont marqués "Term*", mais sont aussi appelés
"Ocre", "Ambre" et "Opale" pour UAA, UAG et UGA, respecti-
vement ; les 61 codons restants déterminent les 20 acides
aminés qui entrent dans la constitution des protéines.
Remarquez qu’il est fréquent que plusieurs codons différents
codent pour le méme acide aminé : on dit pour cela que le
code génétique est dégénéré. Le codon AUG code pour Met,
mais sert aussi a l’initiation de la traduction (Init.).

L'ordinateur traduit les lectures des gels (voir
exemples page 10) en séquence de DNA double brin et indique
la position des sites de restriction (voir pages 9 et
11). Le programme traduit aussi ces séquences de nucléotides
en séquences d'’acides aminés. Puisque les codons sont des
triplets et que 1l’information est différente dans les 2
brins d’ADN, il y a 6 phases de lecture possibles (voir
pages 10et12 ). On voit que certaines phases de lecture
sont interrompues par des codons stop (marqués ici "OCH",
"AMB" et "OPA", pour "Ochre", “"Ambre" et "Opale") et
produisent des fragments d'ADN trop courts
l’information déterminant ]a
étudiée ;

pour contenir

Structure de la protéine
ces phases-1a sont donc éliminées d’'emblée. Les
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autres phases de lecture possibles se dégagent de 1’enchal-
nement d‘une série de fragments ininterrompus. 1,7identifi-
cation absolue de la vraie phase de lecture se fait sur base
de toutes les propriétés connues de la protéine : P.M., PI:
présence de signal peptide, hydrophobicité, etc...

Déoxy TTP

Didéoxy TTP

CH

Figure 5. Différences entre les Déoxy TTP et les Didéoxy TTP.
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Exemples de séquences lues
Pour le fragment de DNA N° 1

| 10 | 20 | 30 | 40 | SO | 60
1 CGCCTCTACC CTCTGGTCTG GCTTTTTCTT GCTGCGTGCA CAGCTTGGGG GTACCCATCC 60
61 TCACCACCTG TGGTGAARCAC TGTTRARGGC ARARGTCCTGG GGAAGTATGT CAATTTGGAA 120
121 GGATTTGCAC AGCCTGTGGC TGTTTTCCTG GGAATCCCCT TCGCCARGCC CCCTCTTGGC 180
181 TCCTTGAGGT TTGCTCCACC ACAGCCTGCA GAGCCTTGGA ACTTTGTGAR GRATACTACC 240
241 TCCTACCCAC CTRTGTGCTC TCAAGATGCT GTTGGAGGGC AGGTTCTCTC AGAGCTTTIC 300
301 ARCCAACAGGA AG 312
| 10 | 20 | 30 | 40 | SO | 60

Carte de restriction du fragment de DNA N° 1

HgiR | R IFOk :
i sa
ng|286 | NTa TU
Apal | Eﬂl__‘
FnudH an_T ?p? |
v

tinl | tnl | Alu | B Mn H |
' l u Asp718 |Ph

' | |
CGLCTCTACCCTCTGBTCTGGCTTTTTCTTGCTGCGTGCACAGCTTGGGGGTRCCCATCCTCACCACCTGTGGTGRACAC 80
GC?GBGRTG('}GFIGRCCRGRCCGHHRRHGHH?GRCG?RCGTG'IfCGﬁﬁCCC(|ZCRTGG?TR?G?GTGGTGGHCR?CRCTTGTE

° [:} ° ° °

|
3 10 31 42 S0 59 2
31 50 61
36 S50
36 50
36 St
’ 56
y Hinf |
Sec | Sec |
ScrF | ScrF |
EcoR || EcoR 11
Hse | BstHN | BstN |

[ I |
TGHRRHGGCRRBGI'CCTGGGGRHGTRTGTCHHTTTGGHHGGFITTTGCHCRGCCTGTGGCTGTTTTCCTGGGRRTCCC T
K?HTTTCCETTTCR?GRCECCTTCRTHC&GTTHHHCCTTCCTRHRCGTGTCGGRCBCCGHCRRRR(ISGRCC(I:TTRGGGSR 1ed

® ® . ° ° [

83 96 147
a6 , 147
a6 147
96 147 .
152
Nla IV Sty |
tinl | Hnl | Pst | Sec 1 fbo 11 fnl |

I |
!CNIHRGCCCCCTCTTGGCTCCTTGHGGTTTGCTCCﬂCCﬂCﬂGCCTGCHGHGCCT]GGHﬂCTTTGT ARG :
HIGGTTCGEGGGRGBR?CERGGHR?TCCHﬂHCGﬁGGTGGTGTCG?ﬁCGTCTC?GHRCCTTGﬂﬁﬁCﬁ?TTC$?A$E;?gg Cat

° & ° ® ° ®

172 186 2 '
178 =0 514 =28 239

Hgif | SfaN | BspH | Rlu |
Bsp 1286 | tini Dde | Hph |

!tCWECCﬂCCTHTGTGCTCTCRRGHTGCTGTTG&HGGGCRGGTTCTCTCRGRGCTTTTCHCCRRCRGGH
HIﬂTGGGTEGﬂTﬂCRCGﬁEﬂOTT?TﬂCGQCRﬂCCTCC?GTCCﬂﬁGﬂGﬂOTCICGﬂﬂﬂ?OIGGTTGTCCT?% w2
_ ® [ ° @

255 S ' 288 299
255 265 279 293




LES 6 PHASES DE LECTURE POSSIBLES
DANS LA SEQUENCE DU FRAGMENT DE DNA N° 1

v 1 , 3t/ _

fro leu pro ser gly leu ala phe ser cys cys val his ser leu gly val pro ile leu
ola ser thr leu trp ser gly pﬁe he leu leu arg ala gln leu gly gly thr his pro
a9 leu tyr pro leu val trp leu pge leu ala ala cys thr ala trp gly lyr pro ser
(€ CTC TAC CCT CTG GTC TGG CTT TTT CTT GCT GCG TGC ACA GCT TGG GGG TAC CCA TCC
«6 GAG ATG GGA GAC CAG ACC GAA ARA GAA CGA CGC ACG TGT CGA ACC CCC ATG GGT AGG
dla glu val arg gin asp pro lys lys lys ser arg ala cys ser pro pro val lrp gly
gly arg gly glu pro arg ala lys glu gln gin thr cys leu lys pro thr gly met arg

org AlB gly arg thr gln ser lys org ala ala hls val ala gln pro tyr gly asp glu
6l /21 91 /7 31

thr thr cys gly glu his eys OCH arg gin ser pro gly glu val cys gln phe gly arg
his his leu trp OPA thr leu leu lys ala lys ser trp gly ser met ser ile trp lys
ser pro pro val val asn thr val lys gly lys val leu gly lys lyr val asn leu glu
ICR CCA CCT GTG GTG AAC ACT GTT RAR GGC AAR GTC CTG GGG RAG TAT GTC RAT TTG GAR
RGT GGT GGA CAC CAC TTG TGA CAA TTT CCG TTT CAG GAC CCC TTC ATA CAG TTA ARC CTT
OPA trp arg his his val ser asn phe ala phe asp gln pro leu ile asp ile gln phe
val val gin pro ser cys gln OCH leu cys leu gly pro ser thr his OPA asn pro leu
gly gly thr thr phe val thr leu pro leu thr arg pro phe tyr thr leu lys ser pro
1/ 41 151 7/ SI

ile eys hr ala cys gly cys phe pro gly asn pro leu arg gln ala pro ser trp leu
asp leu his ser leu trp leu phe ser trp glu ser pro ser pro ser pro leu leu ala
9ly phe ala gin pro val ala val phe leu gly ile pro phe ala lys pro pro leu gly
(GA TTT GCA CAG CCT GTG GCT GTT TTC CTG GGA ATC CCC TTC GCC AAG CCC CCT CTT GGC
(CT AAR CGT GTC GGA CAC CGA CAR AAG GAC CCT TAG GGG ARG CGG TTC GGG GGA GRA CCG
ser lys cys leu ar? his ser asn glu gin ser asp gly glu gly leu gly arg lys ala
ile gln val ala gin pro gln lys gly pro phe gly arg arg trp ala gly glu gln ser
asn ala cys gly thr ala thr lys arg pro ile gly lys ala leu gly gly arg pro glu
81 7/ 61 211 /N

leu glu val cys ser thr thr ala cys arg ala leu glu leu cys glu glu lyr tyr leu
pro OFA gly leu leu his his ser leu gln ser leu gly thr leu OPA arg ile leu pro
ser leu arg phe ala pro 'pro gln pro ala glu pro trp asn phe val lys asn thr thr
TCC TTG AGG TTT GCT CCA CCA CAG CCT GCA GAG CCT TGG AAC TTT GTG RAG AAT RCT RCC
AGG RRC TCC ARA CGA GGT GGT GTC GGA CGT CTC GGA ACC TTG ARA CAC TTC TTA TGA TGG
gly gln pro lys ser trp trp leu arg cys leu arg pro val lys his leu ile ser gly
org ser thr gln glu val val ala gin leu ala lys ser ser gln ser ser tyr RHB arg

lys leu asn ala gly gly cys gly ala ser gly gln phe lys thr phe phe val val glu
241 7/ 81 . : 221/ 91

leu pro thr lyr val leu ser arg cys cys trp arg ala gly ser leu arg ala phe his
pro thr his leu cys ala leu lys met leu leu glu gly arg phe ser gIn ser phe ser
ser lyr pro pro mel cys ser glh asp ala val gly gly gIn val leu ser glu leu phe
TCC TAC CCA CCT ATG TGC TCT CAA GAT GCT GTT GGA GGG CAG GTT CTC TCA GAG CTT TIC
AGG ATG GGT GGA TAC ACG AGA GTT CTA CGA CAA CCT CCC GTC CAA GAG AGT CTC GAR ARG
gly val trp arg his ala ur? leu ile ser asn ser pro leu asn glu OPA leu lys qlu
org gly val AlB thr ser glu leu his gln gin leu ala pro glu arg leu ala lys OPA
AllB gl\_: g‘lg ile his glu OPA ser ala thr pro pro cys thr arg glu ser ser lys val
00 / 10
In gln glu

9o thr g?g
the asn arg lys
ACC RAC AGG RAC
166 TTG TCC TTC
gly val pro leu

lrp s ser

leu leu phe
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Pour le fragment de DNA N° 2

I 10 | 20 I 30 | 40 | SO | &0
I CTTCAGARARA CTGTAARGGA ATGTTTTCCT TCCTGTTGGT GRRARGCTCT GAGAGRACCT 60
61 GCCCTCCARC AGCATCTTGA GAGCACATAG GTGGGTAGGA GGTAGTATTC TTCACRAAGT 120
121 TCCARGGCTC TGCAGGCTGT GGTGGAGCAA ACCTCARGGA GCCARGRGGG GGCTTGGCGA 180
181 AGGGGATTCC CAGGRARACA GCCACAGGCT GTGCARATCC TTCCARRTTG ACATRCTTCC 240
241 CCAGGACTTT GCCTTTAACA GTGTTCACCA CAGGTGGTGA GGATGGGTAC CCCCRAGCTG 300

301 T6
| 10 | 20 | 30 | 40 - |E>0302

Carte de restriction du fragment de DNA N° 2

Ode | Hnl |
Xmn | Hph | Alu ]_‘ BspH | Sfaii |
l |

TGA 80
GTARAGGAARTGTTTTCCTTCCTGTTGGTGAARRGCTCTGAGAGAACCTGCCCTCCARCAGCATCT
mgcmTTCCTTRCHHHRGGRHGGHCHHCCHCTTTTCGRGHCTCTCTTGGHCGGGRGGTTGTCGTHGHFICI

. * © °

@ | o | o |
38 45
2 49 63
Al . Sty | Hla IV
[ | Mnl | Hbo |1 ec Pst | Mnl |

|
(AACATAGGTGGGTAGGAGGTAGTAT TCT TCRCARARGT TCCARGGC TCTGCAGGCTGTGGTGGAGCARACCTCAAGGA 160
t‘ICGTGTRTCCHCCCF!TCCTCCRTCHTRHGHHGTGTTTCHFI?GTTCCGH?RCGTCCGHCQCCHCCTCGTIT?GHGTTtiICI
. ) °

| |e 4

81 99 109 122 130 152

8l 122 158
SerfF |
EcoR 11
BstH |
Sec |

Ml Hinf | Sec |

I
L{[PRGHC-GGGGCTTGGCGHBGGGGRTTCCCHGGHHRHCRGCCRCHGGCTGTGCHRHTCCTTCCRHRTTGFICHTFICTTCC 240
( GGIT?TCCCCCGRHCCGCTTCCCCTHH!I}(I;GTCCTTTTGTCGGTGTCCGRCRCGTTTHGGHHGGTTTRRCTGTHTGHRGG

e ° ) ] ) .

166 185 240
189
190
190
190
Rsa |
kon {
n
Serf | Fok |
EceR |1 inT T Ban |
Bsth | Hse | Hph | Hph | Asp718 Alu |

[ |
l(mGﬂCTTTBCCTTTRRCRGTGTTCBCCHCHGGTGGTGHGGHTGGGTHCCCCCHHGCTGTG 302
?GICCTGRFIF.%CGGR?FITTGTCRCRHGTGGTGTCCHCCH(':T?CTRC??HTGGGGGT‘{CGRCRC

(] ) ® ° °

241 259 265 276 286 296
Al 279 286
4 281
286
280
287
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LES 6 PHASES DE LECTURE POSSIBLES
DANS LA SEQUENCE DU FRAGMENT DE DNA N° 2

| / 1 31 /7 1
ser glu asn cys lys gly met phe ser phe leu leu val lys ser ser glu arg thr cys
phe arg lys leu OCH arg asn val phe leu pro val gly glu lys leu OPA glu asn leu
leu gln lys thr val lys glu cus phe pro ser cys trp OPA lys ala leu arg glu pro
CTT CAG RAR ACT GTA RAG GAA TGT TTT CCT TCC TGT TGG TGA ARA GCT CTG AGA GAR CCT
GRA GTC TTT TGA CAT TTC CTT ACA ARA GGA AGG ACA ACC ACT TTT CGA GAC TCT CTT GGA
lys leu phe ser tur leu phe thr lys arg gly thr pro ser phe ser gln ser phe arg
glu ser phe gln leu pro ile asn glu lys arg asn thr phe leu glu ser leu val gin
6'OPFl phe val thr phe ser his lys gly glu gin gin ?is phe ala arg leu ser gly ala
/21 91 /

pro pro thr ala ser OPA glu his ile gly gly AMB glu val val phe phe thr lys phe
pro ser asn ser ile leu arg ala his arg trp val gly gly ser ile leu his lys val
ala leu gln gln his leu glu ser thr AMB val gly arg arg AMB tur ser ser gin ser
GCC CTC CAA CAG CAT CTT GAG AGC ACA TAG GTG GGT AGG AGG TRG TAT TCT TCA CAA AGT
CGG GAG GTT GIC GTA GRR CTC TCG TGT ATC CRC CCA TCC TCC ATC HIA RGR RGT GIT TCH
gly glu leu leu met lys leu ala cys leu his thr pro pro leu ile arg OPA leu thr
gly gly val ala asp gln ser cys met pro pro tyr ser thr thr asn lys val phe asn

arg trp cys cys arg ser leu val tyr thr pro leu leu tyr tyr glu glu cys leu glu
121 /41 151 / St

gln gly ser ala gly cys gly gly ala asn leu lys glu pro arg gly gly leu ala lys
pro arg leu cys arg leu trp trp ser lys pro gln gly ala lys arg gly leu gly glu
ser lys ala leu gln ala val val glu gln thr ser arg ser gln glu qly ala trp arg
TCC ARG GCT CTG CAG GCT GTG GTG GAG CAR ACC TCA RGG AGC CAA GAG GGG GCT TGG CGA
AGG TTC CGA GAC GTC CGA CAC CAC CTC GTT TGG AGT TCC TCG GTT CTC CCC CGA RCC GCT
gly leu ser gln leu ser his his leu leu gly OPA pro ala leu leu pro ser pro ser
trp pro glu ala pro gln pro pro ala phe arg leu ser gly leu pro pro lys ala phe

leu ala arg cys ala thr thr ser cys val glu leu leu trp ser pro ala gin arg leu
181 / 61 211 /7

gly ile pro arg lys thr ala thr gly cys ala asn pro ser lys leu thr tyr phe pro
gly asp ser gln glu asn ser his arg leu cys lys ser phe gln ile asp ile leu pro
arg gly phe pro gly lys gln pro gln ala val gln ile leu pro asn OFA his thr ser
AGG GGA TTC CCA GGA ARAR CAG CCA CAG GCT GTG CAA ATC CTT CCA AAT TGA CAT ACT TCC
TCC CCT RAG GGT CCT TTT GTC GGT GTC CGA CAC GTT TAG GAAR GGT TTA ACT GTA TGA AGG
pro ser glu trp ser phe leu trp leu ser his leu asp lys trp ile ser met ser qly
pro ile gly leu phe val ala val pro gin ala phe gly glu leu asn val tyr lus gly

pro asn gly pro phe cys gly cys ala thr cys ile arg gly phe gln cys val glu gly
241 / 8l 221 /9l

arg thr leu pro leu thr val phe thr thr gly gly glu asp gly tyr pro gin ala
gln asp phe ala phe asn ser val his his arg trp OPR gly trp val pro pro ser
pro gly leu cys leu OCH gln cys ser pro gln val val arg mel gly thr pro lys leu
CCA GGA CTT TGC CTT TAAR CAG TGT TCA CCA CAG GTG GTG AGG ATG GGT ACC CCC RAG CTG
GGT CCT GAR ACG GRA ATT GTC ACA AGT GGT GTC CAC CAC TCC TAC CCA TGG GGG TTC GAC
trp ser lys ala I?s leu leu thr OPA trp leu his his pro his thr gly gly leu gln
leu val lys gly lys val thr asn val val pro pro ser ser pro lyr gly trp ala

pro ser gln arg OCH cys his glu gly cys thr the leu ile pro val gly leu ser

12




lére base du codon

3éme base du codon

2éme base du codon
|

U c A G
181019) ucu] UAU UGU U
U yucJFPhe ucc| ¢ vac)TYr vec1€Ys c
UUA oy uca| °€* 1.V - UGA Term. A
UUG ucG UAG : UGG Trp G
CUU | ccmﬂ CAU.... CGU U

His

cuc cce cac! CGC C
c cua |Leu cca|Fro CAA. cca |Ar9 A
CUG ccg| CAG] CAG G
AUU | ACU| AAU AGU U
" AUC |T1e ACC | gy AAc1AsD agclSer C
AUA | ACA Y — AGA A
*AUG Met ACG] aaGllY AGGJATY G
GUU | GCU | GAU yhs GGU U
: GuC |val GCC |14 cacl/sP GGC |y C
GUA | GCA GAA 1y GGA =Y A
**GUG Val GCG GAG GGG G

*Codon d’initiation ;

Figure 6. Le code génétique et abréviations standards des acides aminés naturels.

Alanine
Cystéine

Acide aspartique
Acide glutamique

Phénylalanine

Glycocolle
Histidine
Isoleucine
Lysine
Leucine

Methionine
Asparagine

Proline
Glutamine
Arginine
Sérine
Threonine
Valine

Tryptophane

Tyrosine

1 lettre

A
C
D
E
=
C
H
|
K
L
M
N
=
Q
R
S
1
\'/
W
Y

13

3 lettres

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

** Codon d’initiation alternatif.



Rapport sur les travaux Pratigues de Biologie Moléculaire
Séquengage des protéines
I- Lisez un fragment de séquence sur 'autoradiographie d'un gel (Figure 7). Inscrivez
vos lectures dans le cadre prévu ci-dessous. Faites vérifier la séquence notée par les
membres du groupe de TP et analysez les par le logiciel Serial Cloner.
5 10 15

1

16

31

46

61

76

91

106

121

136

151

166

181
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plus iPPase Manganese

minus iPPase

ATGC ATGC ATGC
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Figure 7. Autoradiographie d'un gel de séquengage.
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II- Examinez les cartes de restriction des pages 9 et 11:
Pensez-vous que :

a- les 2 fragments de 'ADN sont tout a fait différents ?

b- les 2 fragments de I'ADN sont insérés dans le méme sens dans le vecteur de
séquengage, mais décalés I'un par rapport a l'autre ?

c- les 2 fragments de I'ADN se recouvrent partiellement, mais sont insérés en sens opposé
dans le vecteur ?

IIT- Examinez les phases de lecture des pages 10 et 12 :

a- Repérez les codons "stop” dans les différentes phases ouvertes de lecture possibles.
b- Soulignez la phase de lecture ouverte la plus longue dans ces deux séquences.
c- Comparez ces 2 phases de lecture soulignées, compte tenu de votre réponse au point II.

IV- Examinez la séquence suivante par une approche in silico et ceci en utilisant le
programme de recherche BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) tout en
recherchant toutes les informations relatives a cette séquence (Voir cours magistral).

L Jalt lalc |alclclele |a T |7 |T |6 |c
6 |c |a a6 |alc |ale |ale |T |6 |T |6 |6
B ialr It lc |Tle |c|c|la|T Tl |a|a A
s lale lc|T T Tl |alale |6 |T |c|T
61 16 |6 |6 |aA |6 |6 |a |6 |6 |T |6 |a|c |c |c
% lc lalc [T lc|lalc|T |t |Tlc |Tl|c |c |a
Tl le laltlc |t lc | Tle|alale |6 ale
0614 |6 |6 |c |T |6 |Alc |a|T |ala T |6 |A
lis e It lc|c |t |t |Tl6 |c |ale |T|T |6
356 lal6 |a|alc |a|T |6 |6 |Aale |alc|T
Blly v le [T lc |c |c [T T T | T l6 |a|T |6
16616 |6 |c |c [T |6 |6 |a |alc |ale T |c|T
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