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Que savons nous?
- Le support de I'nérédité est I'ADN.

- Le principe transformant décrit par Griffith est 'ADN, comme montré par Avery,
McLeod et MacCarthy.

- Les Acides nucléiques sont des polymeres de nucléotides.

- Les nucléotides sont soit néosynthétisés au prix d'une importante dépense
énergétique soit recyclés a partir de bases et/ou de nucléosides issus du
catabolisme.

- Le PRPP est le ribose "activé" utilisé dans la néosynthése ou I'épargne.

- Le systeme cellulaire régule I'équilibre des nucléotides.
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Donc, au milieu des années 40, les questions sont:
- Qu'elle est la structure de I'Acide Désoxyribonucléique?

- Comment l'information génétique y est-elle "stockée" et comment est elle
transmise ?

Objectif: déterminer une structure qui rende compte de sa polymérisation, de sa
capacité a porter une information, de sa capacité a rendre compte d'une
réplication.
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Regle de Chargaff

N
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Erwin Chargaff (1905-2002)

The Separation and Quantitative Estimation of Purines and Pyrimidines in
Minute Amounts. Vischer, E. and Chargaff, E. (1948) J. Biol. Chem. 176, 703-
714.

! %A | %T | %G | %C
Human | 30.9 | 29.4 ! 19.9 | 19.8
Chicken | 28.8 | 29.2 | 20.5 ! 21.5
Locust | 29.3 | 29.3 | 20.5 | 20.7
Wheat | 27.3 | 27.1 | 22.7 | 22.8
Yeast | 31.3 | 32.9 | 18.7 | 17.1
E. coli 24.7 23.6 26.0 25.7

%A = %T %G = 9%C DansI'ADN

Donc ... % purines = % pyrimidines sur un ADN double brin
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1952: Alfred D. Hershey et Martha Chase et...I'Osterizer® de Waring Corp.

®

© Mix radioactively © Agitate in a blender to € Centrifuge the © Measure the
labeled phages with separate phages mixture so bacteria radioactivity in the
bacteria. The phages outside the bacteria form a pellet at the pellet and the liquid.
infect the bacterial cells. from the cells and bottom of the test
their contents. tube.
a_-Radioactive Q. . {—Empty
Phage{ ( g protein 8 | ' § ~ protein shell Radioactivity
Bacterium — [ @A § 2 Phage in liquid
N ~~ DNA i &
Batch 1: = L DNA ‘ L A\
Phages grown |
with radioactive /
sulfur (*5S) /
: LN T
LSS Centrifuge s ’
' — B \
-/ E Pellet
5 A > QP :
Batch 2: \&/ e / Y b
Phages grown Radioactive
with radioactive DNA
phosphorus (**P) el T o -~
‘ Centrifuge
R ) Radioactivity
- - Pellet in pellet

(b) The experiment showed that T2 proteins remain outside the host cell during infection, while T2 DNA enters the cell,
Copynght © Pearson Education. Inc., publisting as Benjamin Cummings
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INDEPENDENT FUNCTIONS OF VIRAL PROTEIN AND NUCLEIC

ACID IN GROWTH OF BACTERIOPHAGE*

By A. D. HERSHEY axp MARTHA CHASE

(From the Department of Genetics, Carnegie Institution of Washington, Cold Spring
Harbor, Long Island)

(Received for publication, April 9, 1952)

. We infer that sulfur-containing protein has no function in phage multi-
can be s = % .
Maalge /i« plication, and that DNA has some function

h . c '

It must be recalled that the following questions remain unanswered. (1) DemonsTr‘cd:lon que I ADN
Does any sulfur-free phage material other than DNA enter the cell? (2) If a une fonction dans la
so, is it transferred to the phage progeny? (3) Is the transfer of phosphorus (or 4N H g
hypothetical other substance) to progeny direct—that is, does it remain at r'epll'CG"hon'CT ICl .
all times in a form specifically identifiable as phage substance—or indirect? mUITlp'lCGTIOH du virus.

Our experiments show clearly that a physical separation of the phage T2,
into genetic and non-genetic parts is possible. A corresponding functional
separation is seen in the partial independence of phenotype and genot
the same phage (Novick and Szilard, 1951; Hershey et al., 1951
cal identification of the genetic part must wait, however, until some of th
uestions asked above have been answe

cal 1dentification of the genetic part must wait, however, until some of the
questions asked above have been answered
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La double hélice /A_\

\A+

-/
1953: Rosalind Franklin (Par cristallographie aux rayons X, dans le laboratoire
de Maurice Wilkins) montre que :
1- I'ADN peut se présenter sous deux formes.
2- le squelette "sucre-phosphate" se trouve exposé a l'extérieur de la
molécule d'ADN

- 1953: Jim Watson et Francis C. Crick savent que:

- Les genes dirigent I'expression de protéines

- Les génes sont des entités situées sur les chromosomes

- Les génes sont constitués d'Acides Nucléiques

- Le support de linformation génétique est, au moins en partie, I'Acide
Désoxyribonucléique

- lly aune "relation" entre Aet T et entre G et C (regle de Chargaff)
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La double hélice

@

En assemblant les formes tautomériques correctes des bases (ce que ne sait pas Linus
Pauling), Watson et Crick aboutissent a cette conclusion:

L'ADN est une double hélice, composée d'un squelette externe "sucre-phosphate" et les
bases s'apparient dans I'hélice par des liaisons hydrogéne. Ces appariements sont dirigés

par la complémentarité de structure des bases A-T et G-C.

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid
No. 4356 April 25, 1953 NAT U RE

J. D. WaTsonN
F. H. C. Cricx
Medical Research Council Unit for the
Study of the Molecular Structure of
Biological Systems,
Cavendish Laboratory, Cambridge.
April 2.

Physiology, medicine 1962, Crick, Wilkins, Watson
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La double hélice

H o
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La double hélice
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Ce modéle rend donc parfaitement
compte d'une structure en double
hélice et explique les résultats de
Chargaff (%A=%T et %G=%C).

La double hélice est composée de
deux brins (orientés 5'-3")
complémentaires et antiparalléles.
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épaisseur 2 nm

Pas de I'hélice , £
10 plateaux de pb  ~
3,4nm=34A o

Forme B, hélice droite, hyd

.
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H En résumé:

- I'ADN est une double hélice formée de 2 brins
complémentaires orientés de maniére antiparalléle.

- Chaque brin est composé de désoxyribonucléotides
reliés de fagon covalente par une liaison phospho-
diester. La liaison ester est établie entre le
phosphate en 5' porté par le nucléotide n et le
groupement OH en 3' porté par le nucléotide (n+1).

- Les 2 brins sont appariés par des liaisons
hydrogenes établies entre une purine et une
pyrimidine. Cet appariement suit une regle de
complémentarité stricte entre A/T et G/C.

- Plus une séquence sera riche en GC plus
I'appariement sera stable.

- L'ARN est un simple brin composé de ribo-nucléotides.
- La Thymine en est absente et est remplacée par
I'Uracile.
- Il peut y avoir formation de double hélice ADN/ARN
ou ARN/ARN (intra ou intermoléculaire). Avec une
regle de complémentarité A/U et G/C.
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B\ L'ADN - structure et organisation

L'ADN bactérien (E. coli) est une macromolécule
unique, circulaire et super-enroulée de 4600 kb
(1,5mm).

22 prokaryotic cell

f D / plasmid DNA

chromosomal DNA

TEM image of plasmid DNA

domain

(d) Chromosomal DNA with supercoiled
domains

Supercoiled

Le chromosome bactérien circulaire est super-enroulé suite a I'action de la

gyrase (topoisomérase de type Il)

@
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Le génome eucaryote

3 localisations possibles pour I'ADN dans les cellules eucaryotes:
Noyau, mitochondries et chloroplastes

nucleus

N’
rough /
centrosome smooth ER ER sidoh , nucleus

_ER ,_.\:.4/

center

Golgi complex vacuole

- cytoskeleton
mitochondria

- chloroplast ‘ribosome

peroxisome micropili Golgi complex

plasma membrane

(a)

" plasmodesmata plasma membrane

- cell wall \ 4 X
8 (b) mitochondria
lysosom

a. Plant cell anatomy and b. animal cell anatomy
Source: Biology, 2004.
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B L'ADN - structure et organisation

Le chromosome eucaryote nucléaire est constitué d'une double hélice
d'ADN linéaire et de protéines histones et non histones

Nuclear envelope
Centriole Lysosome Hucleolus
| chromatin J Hislous

Hgochondrion Vacuole

Core of eight
histone molecules

2nm
/"Linl\cr” DNA

.

—— - Mt ofdaments

(=4 \N‘ ‘a S Ai‘—-i—‘m‘m
Nucleosome  Histone H1

’@ 30nm
W&M
-
300 nm %

[ 3
3

X | & Metaphase
- N Al chromosomes
700 nm g

LR TN SCHACE OF BICKOGY. Brverth b, Figrs 5.8 DMA Py it § Mot Chrpmssams
€ 7004 Srence Ao, . o W8 M Fromn .
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Le chromosome eucaryote

Le nucléosome

Linker DNA Histones
2A, 2B, 3, 4
Core
DNA
5sA
S (5.5 nm)
-
Histone 1——
(8 histone molecules + \
146 nucleotide pairs of DNA) 5 4 Linker DNA
110
1 =12 (11 nm)

Structure des nucléosomes: Chaque nucléosome est composé de 8 histones, soit 2 de chacune
des histones H2A, H2B, H3 et H4, associées a 146 pb d'ADN; un bout d'ADN de liaison relie

chaque nucléosome

1 nucléosome= 2x(H2A+H2B+H3+H4)+146pb ADN + 60 pb ADN(linker)+H1
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E L'ADN - structure et organisation

La chromatine

noyau cellulaire

hétérochromatine

euchromatine

.. . .

. T R
N2k o

Nucleosome “bead"
- Complexe nucléo-protéique de I'ADN nucléaire . (8 histone molecules +

. e . 7. 146 nucleotide of DNA)
- Chromatine=ADN+protéines histones+protéines E—y

non histones
- Plusieurs niveaux de condensation
- Unité de répétition: le nucléosome
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La réplication

Il n‘avait pas échappé a Watson et Crick que la structure en double hélice
pouvait également permettre a la molécule d'ADN de se dupliquer.

N o —————---

It has not escaped our notice that the specific
pairing we have postulated immediately suggests a
possible copying mechanism for the genetic material.

J. D, WaATsonN
F. H. C. Crick
N AT U R E April 25, 1953 VoL. 171

Comment se réplique I'ADN au cours d'une division cellulaire?
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B\ La réplication O
{B

La double hélice est composée de deux brins complémentaires et antiparalléles.

Question au milieu des années 50:

Comment ces deux brins sont-ils utilisés pour générer deux nouveaux brins lors de la
réplication ?

3 hypothéses possibles:

Modele conservatif Modéle semi-conservatif Modéle dispersif
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H La réplication est semi conservative

1958: Meselson et Stahl mettent en évidence le principe semi-conservatif de la réplication.
Mise au point du protocole de séparation de molécules d'ADN sur gradient de CsCl.

(a) (b) (c)
- Transfer to
N'medi 14 . T
medium / N med.lum ’ :Z‘epllcatlpn in e
and replicate “ N medium ST
|
Spin Spin Spin
v v
Light ("4N) .
NN / R iaad
Heavy ('N)  { / o |
| U W
I I
had been grown on the DNA appeared as a single DNA appeared as two bands, one in the

medium containing "N band intermediate between that E)osition of hybrid DNA (half '*N and half
appeared as a single band.  expected for DNA with '*N and “N) and the other in the position of
- that expected for DNA with "*N.  DNA that contained only "*N.

l G
AT AT AT 4 LEATAT AT
AR ALF LT <:

Original DNA I'/ Gl ,,\,, ~<—: G AFAF I

VRN,
Parental New S
strand strand
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B La réplication
A ®

L'ADN est synthétisé par les ADN polymérases

DNA from bacteria that After one round of replication, After a second round?replication,

Matrice: ADN simple brin

Amorce: court oligonucléotide (ADN ou ARN), apparié a la matrice
Précurseurs: dNTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP)

Synthése de 5' vers 3'

5'triphlosphate

™ 3
dXTP entrant OH —_ 4
- h S )
Brin amorce OH Direction 5'-
i 3' du brin en
cours de
Brin matrice "-"* [ "’\.’-" synthése
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La réplication - es étapes O
(A

La réplication est divisée en trois étapes successives

1- Initiation: ouverture de la double hélice, maintien sous forme simple brin
et démarrage de la copie.

2- Elongation: Recopie des deux brins de maniere coordonnée et
finalisation des brins retardés.

3- Terminaison: Finalisation de la copie. Maintien de la fidélité en fin de
copie. Problémes liés a la structure circulaire ou linéaire.
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B La réplication - origine
C ®

Cairns, Broda et Masters (1963-1971):
- marquage de I'ADN bactérien en présence de 3H au cours de deux cycles cellulaires
- extraction du chromosome et dép6t sur une plaque recouverte d'émulsion photo
- impression pendant deux semaines au froid.

replication

La réplication bactérienne est bi-directionnelle
a partir d'un site unique

Tum
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La réplication - topoisomérases

Ll

Gyrase : - topoisomérase de type |l
- avance en amont de chaque fourche de réplication

N\ . twocircular DNA

™" double helices that
are interlocked
S topoisomerase Il

Duplex —eg

parental A
’ ’, Pl

déreoulé atype Il DNA
topoisomerase
makes a reversible
covalent attachment
_  to opposite DNA strands,
" interrupting the
orange double helix
and forming a
protein gate

= the topoisomerase

gate opens and shuts
to let a second DNA

*  helix pass

Région
surenroulée

attachment
of the topo-
isomerase
restores

" anintact
double helix

two cifcular DNA double
Figure 5-24 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) helices that are separated
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cc( reversal of
‘ :  the covalent
~Co

E La réplication - topoisomérases
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La réplication - topoisomérases

Les topoisomérases:

- enzymes responsables du contréle de la topologie des molécules d'ADN.
- Font et défont des supertours.

- Parmi les protéines les plus conservées dans le monde ADN

- 2 catégories:
- Type |: responsables de cassures simple brin. Topo IA, IB, IC, IlI, V
- Type ll: responsables de cassures double brin. Topo A, IIB, IV

- Fonctions variées:
- compaction
- réplication, ségrégation des chromosomes
- Transcription
- Recombinaison et réparation
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E La réplication - topoisomérases
A @

Topoisomérases et cibles thérapeutiques

- antibiotique
- inhibiteurs de Gyrase (topo II): o o
fluoroquinolones A o
(Norfloxacine, Ciprofloxacine, levofloxacine...) Hi ] P

Attention : suite a réévaluation par EMA, les fluoroquinolones sont
désormais a réserver aux infections pour lesquelles une antibiothérapie
est indispensable et ou d’autres antibiotiques ne peuvent pas étre
utilisés.
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H La réplication - topoisomérases

Topoisomérases et cibles thérapeutiques

Anticancéreux

- inhibiteurs des Topo I:

- Topotécan
AN
SN e
I @ t, \/NYOM-'\N 0
- Irinotécan § UL
. = e
- inhibiteurs des Topo II: e o ol
- doxorubicine (anthracyclines) ,,OH
MeO O OH O
(o]
Ho VM2
- étoposide
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B La réplication - topoisomérases
A @

Cisplatine, oxaliplatine : Formation de diméres de guanine intra chaine (agents alkylants),
inhibiteurs de la réplication.

G7

N o A
R/
/Pt\

""""" N o)
H, 0

quelques exemples:
- 1ere ligne de défense contre le cancer colorectal :
- Irinotécan — 5FU- acide folinique, ou seul.

- Cancer du poumon a petites cellules: Cisplatine - étoposide
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Propriétés physico-chimiques

des
acides nucléiques

UVETSIe | s i el @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

E\ Propriétés physico-chimiques des acides nucléiques

Quelques conventions a respecter:

- Une séquence d'acide nucléique sera écrite de gauche a droite avec le 5' a
gauche.

- Les unités de longueurs sont les nucléotides.

- Les tailles sont exprimées en longueur (pour les protéines c'est en masse)

- Masse d'un nucléotide = 300 Da.

[Pour I'ADN (double brin) \
- Unité de longueur = 1 paire de base (1pb)
- 1000 pb = 1kb
- 1000 kb = 1Mb

Pour I'ARN (simple brin)
- Unité de longueur = 1 nucléotide = 1 mer J

Y
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Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

- connaitre les propriétés physico-chimiques des acides nucléiques :
- Nature, taille, densité

- Charge
- Propriétés spectrales

- Méthodes d'études :

Extraction et purification
Dénaturation et renaturation
Hydrolyse chimique et enzymatique
Action d'enzymes de modifications

- Savoir les utiliser a des fins expérimentales
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B\ Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

I- CHARGE

1- Les Acides Nucléiques sont chargés
négativement a pH=7

2- Possibilité de séparation selon la taille :
- Sur gel d'agarose (TAE ou TBE) avec
une résolution au mieux de 20 a 30nt

- Sur gel d'acrylamide avec une résolution
de 1nt.

.
universite FACULTE DE
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H Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

Séparation des acides nucléiques selon leur taille par électrophorése

- ApH7, ADN et ARN sont chargés négativement.

- il est possible de les faire migrer dans un champ électrique.

- Les molécules pourront étre séparées selon leur taille dans un maillage
d'agarose ou d'acrylamide.

ﬂl
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B\ Les intercalants

Molécules polycycliques planes s'intercalant entre deux plateaux de paires

de bases au sein d'une double hélice d'acides nucléiques.

- cancérigenes, mutagénes et affectent la reproduction (BET, benzopyréne,
aflatoxine).

- changement de conformation de I'ADN (le plus souvent), qui peut conduire a
une modification fonctionnelle.

e e

Bromure d'ethidium

Novn O
B NH
e o
Z N (0]

= e NH . .
=z N/\/\rr HO 2__ Thalidomide
e ke Doxorubicine
Sybr
Green
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H Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

II- Solubilité

1- Solubles dans I'eau
2- Précipitent en alcool
3- Insolubles dans les solvants organiques

Extraction et purification du DNA

Centritugation

Centritugation

p,mr llcn Lymphocytes

Centrifugation
h i méduse i “‘"” ]
N Culat

d'ADN Before After
redissoudre I'ADN purifié Adding Ethanol

Cors 2 UE 4 Propréés Physio Chimigues
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E\ Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

ADN et pH
o
Acide "
K

10000000 —1{3%e— KOG
pH > 2

ADN db ~~ Sites a-puriniques

=&

ADN sb
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Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

ARN et pH
pH Phosphate
Acide
.
pH
Basique @
ARN sb
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B\ Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

A noter: nous disposons d'un moyen simple pour éliminer I'ARN et conserver I'ADN

pH |f———s

Basique

Double hélice ADN/ARN
HETERODUPLEX
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H Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

Propriétés spectrales

Absorption des UV par la structure cyclique des bases azotées

AN

Cytosine
'

\{

wf-- Thymine

DO

-~ Adénine

-~ Guanine 0.8
0,6
0,4 4

0,2

—

Acide
nucléique

[

T T
220 240

Spectre d'absorption des bases
puriques et pyrimidiques a pH7

T
1 1 1 Lanl s
260 280 00  Anm 2

T
260

T

T
300

[Les acides nucléiques présentent un pic d'absorption a 260 nm]

.
universite = FACULTE DE Franck Gesbert @
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B\ Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

A nm

Spectre d'absorption d'un
acide nucléique a pH7

Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

Quantification des acides nucléiques a 260 nm
Pour une Abs =1
[ADNy,] = 50 pg/ml
[ARN] = 40 pg/ml

[ADNg,] = 33 pg/ml

@
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Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

Capacité de dénaturation réversible

Dénaturation thermique

7NN NININY

5"3

o

\T°(progressive)

Era—

\T°(brutale)

e | A e el @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

B Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques —~
é @

Dénaturation thermique et hyperchromicité de I'ADN simple brin

1004

Poly (AT)

Naturally occurring
DNA with A/T and

G/C base pairs ™ Poly (GC)

% ADN simple brin

Relative absorbance at 260nm

T

m

I | Vv |

70 75 80 85 90 95

10 30 S50 70 90 110 130
Temperature (°C)

Temperature

1- Tm = temperature de fusion = température a partir de laquelle 50% d'une
solution d'ADN est présente sous forme simple brin

2- plus le contenu en GC est important plus il faut fournir d'énergie pour dénaturer.
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Le génie génétique

- 1950 : découverte du phénomeéne de "restriction" par Luria et Bertani
- 1965 : découverte des enzymes de restriction par Arber et Meselson

- 1972 : création du premier ADN recombinant par P. Berg

Proc. Nat. Acad. Sci. USA
Vol. 69, No. 10, pp. 2004-2909, October 1972

Biochemical Method for Inserting New Genetic Information into DNA of
Simian Virus 40: Circular SV40 DNA Molecules Containing Lambda
Phage Genes and the Galactose Operon of Escherichia coli

(molecular hybrids/DNA joining/viral fo ion/genetic fer)

DAVID A. JACKSON*, ROBERT H. SYMONS{, AND PAUL BERG

Department of Biochemistry, Stanford University Medical Center, Stanford, California 94305

Pal Berg

.g Chimie, 1980
e | PaARac Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

E\ Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques

Hydrolyses enzymatiques des acides nucléiques: les enzymes de restriction

Endonucléases d'origine bactérienne constituant un mécanisme de défense contre
les infections par les bactériophages.

Les sites reconnus par ces enzymes sont souvent des séquences palindromiques

En littérature un palindrome est un mot ou une phrase pouvant se lire de la méme
facon de gauche a droite ou de droite a gauche

Exemple: "la malade pedala mal" ou "esope reste ici et se repose"

En biologie moléculaire il s'agit d'une séquence se lisant de la méme fagon de 5'
vers 3' sur un brin et sur son complémentaire

Exemple: 5-TTAAGCTTAA-3'

e | Fariaci Franck Gesbert @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques



Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques

Hydrolyses enzymatiques des acides nucléiques: les enzymes de restriction

Endonucléases d'origine bactérienne constituant un mécanisme de défense contre
les infections par les bactériophages.

Les sites reconnus par ces enzymes sont souvent des séquences palindromiques

En littérature un palindrome est un mot ou une phrase pouvant se lire de la méme
facon de gauche a droite ou de droite a gauche

Exemple: "la malade pedala mal" ou "esope reste ici et se repose"

En biologie moléculaire il s'agit d'une séquence se lisant de la méme fagon de 5'
vers 3' sur un brin et sur son complémentaire

Exemple: 5-TTAAGCTTAA-3'
3-AATTCGAATT-5'

TR i Franck Gesbert @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

E\ Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques

Enzyme Source Microorganism Recognition Site” Ends Produced

{
BamHI Bacillus amyloliquefaciens -G-G-A-T-C-C- Sticky
-C-C-T-A-G-G-
i

{
EcoRI Escherichia coli -G-A-A-T-T-C- Sticky
PC T TAA G
T
{
HindIIl Haemophilus influenzae -A-A-G-C-T-T- Sticky
-T-T-C-G-A-A-
T
{

Table 7.2 of Restriction Sites for Restriction E: Kpnl Klebstella pneumonia -G-G-T-A-C-C- Sticky
in DNA with Randomly Distributed Nucleotide Pairs G GIATE GG
7

Nucleotide Pairs in
Restriction Site Probability of Occurrence

l
Pstl Providencia stuartii -C-T-G-C-A-G- Sticky
4 (1/4)* = 1 in 256 bp -G-A-C-G-T-C-
5 (/4% = 1in 1,024 bp T 3

o (1/)% =1 in 4,096\bp Sacl Streptomyces achromogenes -G-A-G-C-T-C- Sticky
8 (1/4)® = 1 in 65,536 bp CT-CEAG
n 174" ¢T
Sall Streptomyces albue -G-T-C-G-A-C- Sticky
Lo ede e
T
{
Smal Serratia marcescens -C-C-C-G-G-G- Blunt
G C oG C
T

{
Sphl Streptomyces phaeochromogenes -G-C-A-T-G-C- Sticky
-C-G-T-A-C-G-
T

!

Xbal Xanthomonas badrii -T-C-T-A-G-A- Sticky
-A-G-A-T-C-T-
T

e Ac Lol PriAmAGIE hranckiGeskbert @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques




Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques

Les enzymes de restriction générent deux types d'extrémités:

- cohésives
- franches

Extrémités cohésives (sticky ends)

5 ’rentrant 5 ’sortant bout franc

EcoRI1 Psi

5' sortant 3' sortant

e | A e el @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

B\ Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques

- ®

L'utilisation des enzymes de restriction permet de:

- Réaliser des digestions ciblées indispensables lors de clonage de
séquences d'ADN

- Etablir des cartes de restriction

- Mettre en évidence des profils de restriction

o | vetamars hranckiGeskbert @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques



Les Acides Nucléiques - séparation

Etablissement de cartes de restriction

@ Many copies of a
cloned 5.0 kb linear
DNA fragment

/s

Y

Uncut | EcoRl | BamHl |EcoRI + BamHI

o, 4/
>

© Analyze DNA by restriction o v SEey 50kb | 45kb | 3.0 kb 25kb
enzyme cleavage and agarose g o‘\ & © 4\‘(‘%0“ 0.5kb | 20kb 2.0kb
gel electrophoresis. ‘!p‘ 0°° o"\ 0& (,s;ob + 0.5 kb
Longer DNAs kb
— 5.0 ' 5.0 kb ~
_ — is 2 Uncut
— M 30 3° QS 45kb —
Migration = 23 3 = EcoRI l
_ — — 2033 ' 3.0 kb 2.0 kb—
2o BamHI s
“®3
s B ﬁaRl Bumlll
= —— — 0.5
Shorter DNAs — sodel A Gt 5“’#—30"”—4
‘ ode
s s Read kb for each fragment from
(3] g°r':ta’r"'(‘;'r:a"b’a"°" curve ° calibration curve given distance migrat s i Bapuitl

Log (kb)

0.5 kb .0 kb 5.0 kb
jian 2.5 kb r 20kb
\ y | y

Distance migrated

e | A e el @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques

B La réplication

Il n'avait pas échappé a Watson et Crick que la structure en double hélice
pouvait également permettre a la molécule d'ADN de se dupliquer.

Tt has not escaped our notice that the specific
pairing we have postulated immediately suggests a
possible copying mechanism for the genetic material.

J. D, WaTson
F. H. C. Cricx
N AT U RE April 25, 1953 VoL. 171

Comment se réplique I'ADN au cours d'une division cellulaire?

o | vetamars hranckiGeskbert @ Cours 2 - UE4 — Propriétés Physico Chimiques



Applications techniques

.
universiteé FACULTE DE Franck Gesbert
PARIS-SACLAY PHARMACIE

E La réplication - applications O
{ B

]
Applications méthodologiques issues des connaissances acquises
sur les mécanismes de réplication

2 exemples:
1- séquencage
2- PCR

- a

(| S | 2 ) ~ ~
—l Chimie, 1980 (et...accessoirement chimie, 1958) Chimie, 1993

.
universite FACULTE DE
PHARMACIE

L

PARIS-SACLAY



Séquencages

LA Ry PR Sl @ Cours 2 - UE4 — Applications Techniques

E\ Applications - séquencage Q
A+

Frederick Sanger, séquencage par terminaison d'élongation, 1977

mélange réactionnel de base:

- ADN (matrice)

- amorce (complémentaire de la matrice)
- dNTP

- ¥PadCTP

- ADN polymérase

Ce mélange est divisé en 4 tubes, chaque tube contenant soit:
- didéoxy CTP
- didéoxy ATP
- didéoxy GTP
- didéoxy TTP

M C Moyl Franck Gesbert (53) Cours 2 - UEPURMSHBIRMOTBLARIARR



Applications - séquencage

@)

séquencage par terminaison d'élongation

Principe:

I'ADN polymérase synthétise un brin complémentaire a la matrice que nous
souhaitons séquencer en utilisant des dNTP. Synthése initiée au site d'hybridation
de lI'amorce fournie. En veillant a ce que les dNTP soient en exces par rapport au
ddNTP ajouté dans chacun des mélanges réactionnel. Aléatoirement, la
polymérase ajoutera un ddNTP interrompant ainsi I'élongation. Si des ddNTP
différents ont été ajoutés dans chacun des mélanges, et ce de maniére exclusive,
alors nous pourrons déterminer la séquence.

ADN
ADN pol
amorce
dNTP

+ddATP +ddGTP +ddTTP +ddCTP

\\ \

e | SAiassis Franck Gesbert @ Cours 2 - UE4 — Applications Techniques

E\ Applications - séquencage

ADN
ADN pol
amorce
dNTP

+ddATP  +ddGTP  +ddTTP +ddCTP
5 \ 3|

3 = ATCGTAGGCTTAGCTAGTCGTAAGTAGCCTTAGTAAGCTA 5

Dans le tube 1 nous aurons une représentation statistiques des séquences se terminant par A
TA
TAGCA
TAGCATCCGA
TAGCATCCGAA
etc...

e | Fariaci hranckiGeskbert @ Cours 2 - UE4 — Applications Techniques



Applications - séquencage @

. ()
migration des produits de synthése sur gel 20 % acrylamide (permet une résolution a 1 base

pres) 5'-ATCGTAGGCTTAGCTAGTCGTAAGTAGCCTTAGTAAGCTA-3'
AGTC

@

T=H>OO0>—00M>>HOOP> 0P OO0 >0 100> —0O>—HOO>—
I
"

ADN
ADN pol
amorce
dNTP

O1 v oA N

+ ddATP +ddGTP +ddTTP +ddCTP
Attention, la séquence lue est le complémentaire
antiparalléle de la séquence "d'intérét".

LI
|
UL COE T O

II

I
M|

l

I
1IN

|
I
| [

|

|
|
]
|
I“| ||'l “l

- +
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III

a

E Applications - séquencage O
{ A

Cette technique est toujours utilisée pour les petits projets et est a la base des projets de séquencage
haut débit automatisés.

Dans les séquenceurs automatiques a haut débit le dCTP32 n'est plus utilisé.
Chaque didéoxy-NTP porte un fluochrome de couleur différente.
La réaction de synthése est migrée en capillaire et "lue" par un scanner.

020208 1209 Gel File
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HGP—- Human Genome Project

Génome Humain

3300 Mb 16,6 kb
~ 23000 génes 37genes
20% T 80% |
[ 1
I [
Geénes et ADN | > ARNr | 55 ARNI | 13 séquences
séquence apparentées extragenique codantes
| 60% 40%
5a10 % 90295 %
| | Séquences uniques | | Séquences modérément
Ou Ou
céctl);t NorﬁcDol\éant faiblement répétées fortement répétées

| |
Fragments Introns, Séquences répétées
en tandem

de génes || séquences non traduites
etc... ou en clusters
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| Séquences dispersées |

B HGP- Human Genome Project

. (®
< A unclassified; 4061; 23,6%

isomerases; 94; 0-5%\ . extracellular matrix proteins; 72; 0,4%
receptors; 1076; 6,3%—\ ' / proteases; 476; 2,8%

Storage PItRg® 15: 0,1% /—cytoskeletal proteins; 441; 2,6%
transporters; 1098; 6,4%

transmembrane receptor regulatory/
J—Iadap(or proteins; 84; 0,5%
‘ transferases; 1512; 8,8%
/_ oxidoreductases; 550; 3,2%%
lyases; 104; 0,6%
cell adhesion molecules; 93; 0,5%

ligases; 260; 1,5%
~—————————nucleic acid binding; 1466; 8,5%
\ \

structural proteins; 280; 1,6%¢

surfactants; 15; 0,1%
cell junction proteins; 67, 0.4%‘//
chaperones; 130; 0,8%
transcription factors; 2067; 12.0%/
phosphatases,; 230; 1,3
membrane traffic proteins; 321; l.gk
transfer/carrier proteins; 248; 1 4%——— _
hydrolases; 454; 2,6%——— _
defense/immunity proteins; 107; 0.6%—/

calcium-binding proteins; 63; 0,4%
viral proteins; 7, 0,0%

signaling molecules, 961; 5,6%

enzyme modulators; 857; 5,09
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Sanger vs NGS

La méthode de Sanger reste LA méthode standard de séquencgage

Il faut cependant aujourd'hui lui adosser des techniques récentes dites « a haut débit »

Next-generation sequencing technologies
Library : Read Bases Run
Platform preparation Chemistry length perrun time
Roche 454 GS Emulsion Pyrosequencing 400 500Mb  10h
FLX Titanium PCR
llumina/solexa Bridge PCR  Reversible 100 18-35 4-9d
terminators Gb
SOLID Emulsion Sequencing by 50 30-50 7-14
PCR ligation Gb d
Sanger PCR and Dye terminators 800 800 bp 3
cloning hours

v |l rhasnacie e el @ Cours 2 - UE4 — Applications Techniques

B Sanger vs NGS @

Platform  Library/ NGS Read Run Gb Machine Pros Cons Biological Refs
template  chemistry length time per cost applications
preparation (bases) (days) run (US$)
Roche/454's  Frag, MP/ PS 330 035 045 500000 Longerreads Highreagent Bacterialand insect D.Muzny,
GSFLX emPCR improve cost; high genome de novo pers.
Titanium mapping in error rates assemblies; medium comm.
repetitive in homo- scale (<3 Mb) exome
regions; fast polymer capture; 16S in
run times repeats metagenomics
lumina/ Frag, MP/ RTs 750r  4%,9% 18%, 540,000 Currentlythe Low Variant discovery D.Muzny,
Solexa's GA,  solid-phase 100 358 mostwidely  multiplexing bywhole-genome pers.
used platform  capabilityof resequencing or comm.
in the field samples whole-exome capture;

gene discovery in
metagenomics

Pacific Fragonly/  Real-time 964* N/A  N/A N/A Has the Highest Full-length S. Turner,
Biosciences single greatest error rates transcriptome pers.
(target molecule potential compared sequencing; comm.
release: for reads with other complements other
2010) exceeding NGS resequencing efforts
1kb chemistries  indiscovering large
structural variants and
haplotype blocks

*Average read-lengths. *Fragment run. *Mate-pair run. Frag, fragment; GA, Genome Analyzer; GS, Genome Sequencer; MP, mate-pair; N/A, not available;
NGS, next-generation sequencing; PS, pyrosequencing; RT, reversible terminator; SBL, sequencing by ligation; SOLID, support oligonucleotide ligation detection.

e | Fariaci FEITEREEE @ Cours 2 - UE4 — Applications Techniques



Séquengage - Pyroséquencage

Le Pyroséquencage ou séquencage par synthése

—— Forward PCR primer

Biotinylated reverse PCR primer <—O

Biotinylated single-stranded
template

! @)

Polymerase
3

3 coTccG@ACCCIR AGTTCCA 3
T T U T T T S, | | [ | [ 11

5 I T @
3 _GcAacec N

Polymerase

(DNA),, + dNTP ———— [DNA,,; + PPi

\-._V"

SuIFurylose )

™~

Nucleotide sequence

APS+PPi AT Light B . B B & m_,
luciferin  oxyluciferin
Luciferase
f el EH KW 6 T
Al ngh' Nucleotide added :

Time

Nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in the Pyrogram trace

rase
dNTP —iﬁ)’—//—b dNDP + dNMP + phosphate

Apyrase
AP —==" > ADP+ AMP + phosphate

Avantages : Rapide et peu couteux
Limites : faible longueur des séquences lues, précision

09900
EN

FACULTE DE
PHARMACIE

université Franck Gesbert

PARIS-SACLAY

2

Roche (454) GSFLX Workflow:

Cours 2 - UE4 — Applications Techniques

Séquencage - Pyroséquencage

G

Library construction Emulsion PCR PTP loading
;g ) \C \a ( \ . ¢ |
f = Y 2 e e
%{—» (4/ — ) — v o o — b . — [ ’1 ’ o
IR Y JN o B R
”3\ é) € B}BL\)B & / s I
Signal image K \
4 Principe du 454 sequencing développé par roche.

Polymerase

¢ Digestion de I'ADN par enzyme de restriction.

f T : * Addition d'adapteurs aux extrémités.
v * PCR clonale en émulsion.

_|

DNA capture bead
containing millions
of copies of a single
clonally amplified
fragment

Light + Oxy Luciferin

FACULTE DE
PHARMACIE

.
universite
PARIS-SACLAY

Pyrosequencing reaction

DL N Anm:;l:e:r ¢ Pyroséquencage en plaque PTP (pico titer plate)
¥ S ' 3 ¢ Un seul fragment amplifié par puits.
o . .
‘ e Environ 250pb lues par puits
Luciferase Luc'fe””

¢ Plus de 100Mb lues en totalité

K-temps d'unrun:7h

&/

TRENDS in Genetics

00000
QIAGEN



Séquencage — ILLUMINA/SOLEXA O
(A

b Solid-phase bridge amplification
(Illumina)

Template binding
Free templates hybridize
with slide-bound adapters

Bridge amplification Cluster generation

Distal ends of hybridized templates After several rounds of
interact with nearby primers where amplification, 100-200 million
amplification can take place clonal clusters are formed

Patterned flow cell
Microwells on flow cell
direct cluster generation,
increasing cluster density

e | A e el @ Cours 2 - UE4 — Applications Techniques

=Wl Séquencage - Applications O
T 3 /\

a Illumina

@@z\% o

®
HO HO HO
Nucleotide addition Imaging Cleavage
Fluorophore-labelled, terminally blocked Slides are imaged with either two or Fluorophores are cleaved and washed
nucleotides hybridize to complementary four laser channels. Each cluster from flow cells and the 3’-OH group
base. Each cluster on a slide can emits a colour corresponding to the is regenerated. A new cycle begins
incorporate a different base. base incorporated during this cycle. with the addition of new nucleotides.
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Séquencage — lon Torrent

b lon Torrent
(Thermo Fisher)

\\, " i ',\ b 4 G b

y 2 £
TAACAGTA TAACAGTA

Single nucleotide addition
Only one dNTP species is
Semiconductor sequencing present during each cycle;
As a base is incorporated, a single several identical dNTPs can be
H*ion is released, which is detected incorporated during a cycle,
by a CMOS-ISFET sensor increasing the emitted ions

NATURE REVIEWS | GENETICS VOLUME 17 | JUNE 2016 | 341
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=Wl Séquencage — soLiD

a SOLiD

(Thermo Fisher) P

55R 7 Cleavage agent
AT AT

Two-base-encoded probes Cleavage
Probes with two known bases followed by degenerate or The fluorophore is cleaved from the probe along
universal bases hybridize to a template; ligase immobilizes the with several bases, revealing a 5" phosphate

complex and the slide is imaged

Probe extension
GC GT AA CG TT CA AT 10 rounds of hybridization, ligation,

imaging and cleavage identify 2 out of
every 5 bases

Anchor with an n+2 offset
|
r 1

Reset
BC & G re cc & & cr o probes and anchors are removed and
LU RLR UL AL UL AULALULALULIULL, - the ele begins sgain vith an offset
anchor

NATURE REVIEWS | GENETICS VOLUME 17 | JUNE 2016 | 341
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Sanger vs NGS

- ®

g : 3 Chain
Single-molecul Se S
ingle mo e lon Pyrosequencing quencmg o .equ.encmg bv termination
Method realtime - synthesis ligation (SOLID
) semiconductor (454) llumi . (Sanger
sequencing (Illumina) sequencing) sequencing)
50+35 or 50+50
Readlength 2900 bp average! 200 bp 700 bp 50to 250 bp e 400 to 900 bp

bp
87% (read length

Accuracy mode), 99% 98% 99.9% 98% 99.9% 99 .9%
(accuracy mode)

Readsperrun  |35-75 thousand |upto 5 million |1million up to 3 billion 1.2to 1.4 billion |N/A
1to 10 days,
: depending upon '
Time per run 30 TR O 2 hours 24 hours sequencerand |1to 2 weeks 20 minues 108
hours 22 hours
specified read
length
Cost per 1
million bases | °2 51 $10 $0.051050.15 |$0.13 $2400
Longest read 'I:Qt::nual for Long individual
length. Fast. Less expensive |Long read size. .|g sequencg Low cost per reads. Useful for
Advantages z yield, depending
Detects 4mC, equipment. Fast. Fast. base. many
upon sequencer o
5mC, 6mA. applications.
model
Low yield at high Riine are - t Mt;rg expcr:.swle
Disadvantages :uu:i'r?ncrnt can HORNSRAL | expenshas b:lcepm'?ﬂ o RmVarEn ?:r Ialrrmz-rrac i
» P errors. Homopolymer ry. other methods. € :
be very expensive. sequencing
: errors. 4
expensive. projects.
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=l Microdissection Laser et séquencage

)

laser beam cuts around
region of interest

thin section of
tissue

\
cells
— » —

cells second laser beam
used to ‘catapult’

selected region
glass microscope slide into container

L. M. N. 0. P-

/ / / <
— = - 4 = g A 0%

E). PLoS ONE | www.plosone.org 3 January 2012 | Volume 7 | Issue 1 | 20336
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CHIP (Chromatin Immuno-Precipitation)

/g% § poce
‘7 /\

{

' DNA with » § \;d,?]

o o

immuno-
precipitate

interacting proteins

DNA purify
sequencing

map reads to
reference genome

Gl BERIIIEDMERIIEED

tag distribution
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Applications - PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction), Kary Mullis et coll, Cetus, 1983

Principe:

amplification logarithmique d'une séquence précise d'une matrice d'acide nucléique
double brin a l'aide d'une paire d'amorces, d'une ADN polymérase et de dNTP.
Mise en pratique de plusieurs éléments de connaissance:

- principe hybridation/déshybridation
- polymérisation 5'-3'

Amélioration gréace a la découverte des Archae et des organismes extrémophiles
(Termophilus aquaticus, Taq)
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ﬂ Applications - PCR (53]

chionof<5l]IIllIll]IIlIIIIII3
3 el LA LA LAILLL 5

interest

l 98°C

STTTTTTTTITTTITTITITTIT.  Denaturation
Temperature is increased
pLLLL1120 0080390300030 to separate DNA strands

l 48 to 72°C

\\\ = 5 3 Annealing
= = 3 5 Temperature is decreased
DN;emPh:le 5 Primer 3 Primer to allow primers to base
pirands 1A 0483434314033 3082], Partocomplementary
3 5" DNA template
l 68 to 72°C
L ST 3 Extension
i 3'4J._\_~L_\_\(_L~Lé/)—|—‘—l—|~ 5 Polymerase extends
DNA‘S:::I::‘]‘S< — - A\ primer to form nascent
5 TR TTTT S DNA strand
3-|||||||||/7H|||||||5~‘Y>
Istcycle — 2ndcycle — 3rdcycle — 4thcycle ---------- > 30th cycle
T T T T 231 = 2 billion copies
22 = 4 copies
23 = § copies
Exponential
24 = 16 copies Amplification

Process is repeated, and
the region of interest is
lified iall

25 = 32 copies
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H Applications - PCR O
A

Applications de la PCR:

- Médecine:
-prédictive
-diagnostique
-personnalisée

-Iégale ssox 519 bp <o Sea Scallops
SSOH 459 bp = Icelandic Scallops
Cox|
- Recherche fondamentale - — = |
1 313 473 932 1513

- Agroalimentaire

----_----.-.--_:-.--.--..-..........-.-5 619bp n

- Histoire 459bp n

---..-i-..--i-;!'-'._;;“;ﬁi-ii..-----.= 619bp n

459bp n=5

"la fraude aux coquilles saint jacques"
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EI gPCR — Sybr Green @

° u o ¢ P = e
Dénaturation
. 1. Dye in solution emits 2. Emission of the
Activat|on low fluorescence fluorescence by binding Fusion (5
(8 min)

min)

Dvei
-

=

| T

{min]
-
0 0 0 60 M0 0 00 40 GO B0 00 20 %0 A0 A0 10 %W

mn)  Durée totale ~ 30-40 min

y
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dPCR - Sybr Green, Notion de Ct et de ACt

R ExebLm M:tracte;lCu'ae FitAF)
ﬁ ¢
u]

.
universite FACULTE DE
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armplification Chart | SYER AmpMC .opd

|
e I
A4 / _— -
Ny . ~
/-I- / /—" e
-~ // o v
7 /-" s
..// i //
5 / / //
108 1.N6 - 104 .~ n2 ./
. . LU / LU 7 1% 7
/ y, ‘
. / P /
/ / / /
7 7 / 7
;/ / / .
s
/// /‘/ / // //
P / / / /
- e P
000 -4 L // -~ —1"
o = 10 15 20 25 30 =5 <0 45 50
Cycle
ADN cible

B\ gPCR — Sybr green et courbe de fusion

Overyiew

Dénaturation
Activation
(8 min)

Fusion (5
min)

100-

T
i
-
-
1

W6

i

0 00 R0 W0 K0 6O A0 20 40 XN AL N0 2

.
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‘ Durée totale ~ 30-40 min

Franck Gesbert @

@
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gPCR — Sybr green et courbe de fusion

@

Tm est le point d'inflexion de la courbe.
Correspond a 50% d'ADNdb et 50% d'ADNsb

Fluorescence

On peut représenter —dl/dt

Fluorescence
! '
P -
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B\ qPCR — Sybr green et courbe de fusion

Information loss due to Temperature Shifting normalization

single heterozygous mutant

(A>T Homozygous

/ mutant (A>T)

\ X

double heterozygous mutant
[C=T,; A=T]
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Méthodes d'hybridation

.
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B\ Comparative Genomic Hybridization - CGH

1 spot = 1 séquence d’ADN présente en multiples copies.

1 bonne sonde = séquence d’ADN unique présente dans le

génome humain.
Plus il y a de sondes différentes sur la puce a ADN, meilleure

sera la résolution de la puce (+ d’informations).
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Comparative Genomic Hybridization - CGH

ADN du
patient

Fragmentation de I’/ADN

+
Marquage flug

7H v -

Combinaison des
cibles

.

ADN de
référence

Puce a ADN

> &
> &
>
> <
> €
» €
» €

L
“
<
<
<
<
<

YeUReee

from CHU Nantes-Laboratoire de cytogénétique

.
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» Traitement de I'image, statistiques et

A

4H

Lavages
et scan

mise en forme

_, Délétion
vert > rouge

Normal
vert = rouge

~.Duplication
vert < rouge

Comparative Genomic Hybridization - CGH

L)
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from CHU Nantes-Laboratoire de cytogénétique =
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FISH — détection de translocation

@

der(9)

A
BCR-ABL1

Chromosomes

ABL1 BCR

http://dx.doi.org/10.1016/S1470-2045(09)70369-9

TR i Franck Gesbert \59, Cours 2 - UE4 — Applications Techniques

[ ]
universite

PARIS-SACLAY
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