Séquencage des ADN et ARN

1° Méthode de Maxam et Gilbert :

= Découpage de I'ADN en fragments de restrictionef@t, les molécules sont
trop longues pour étre décryptées en une seulelfessfragments obtenus se
superposent.

» Les deux brins de I'hélice sont séparés par déatainrde I'ADN, puis
renaturés sur eux méme.

= Chaque fragment obtenu est cloné par PCR (Polye&hain Réaction) en
utilisant des amorces radioactives, qui servemhdeuage. On possede ainsi
plusieurs milliers d'exemplaires.

= Hydrolyse partielle du fragment étudié au niveaun @ite spécifique. Chaque
fragment est coupé en un seul site, au niveawdelés quatre types de bases
existants. Pour cela, on introduit un réactif siigee de cette base dans l'une
des quatre préparations. On obtient ainsi des raorcd’ADN ayant des tailles
différentes, terminés par une base spécifiqueprtapt un phosphore
radioactif.

= Lecture de la séquence de bases par autoradiograhiin gel dénaturant.
Les fragments se séparent ainsi seulement paitiéa: tplus ils sont petits, et
plus ils migrent loin. On obtient quatre bandesed¥ophorese, chacune
d'entre elles correspondant a l'une des quatresb@sepeut donc lire les bases
dans l'ordre de distance de migration décroissante.

On séguence ainsi tous les fragments de I'ADN. Cemes derniers se chevauchent, on peut
réassembler les séquences dans le bon ordre astiéger la séquence compléte de 'ADN de
départ.
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2° Méthode de Sanger :

L'ADN a séquencer est fragmenté et cloné dans ciewe

» Les vecteurs recombinants obtenus sont dénatunés@ane simple brin.

= On hybride une amorce synthétique a ce brin, quirsede point de départ a
la copie de I'ADN, a proximité de l'insert a séquean

= On réalise ensuite la copie de I'ADN selon quatoegeoles différents,
correspondant a l'identification des quatre typebakses :

C G T A
dCTP + ddCTP dCTP dCTP dCTP
Réactifs dGTP dGTP + ddGTP | dGTP dGTP
introduits dTTP dTTP dTTP + ddTTP dTTP
*(P)dATP *(P)dATP *(P)dATP *(P)dATP + ddATP

Dans chaque préparation, on introduit le vectecomdinant et son amorce,

une polymérase |, qui en présence des quatre tigpracléotides va allonger I'ADN. On
introduit donc les quatre désoxyribonucléotidesssgaires a cette €longation (dXTP). On
choisit de marquer le dATP, afin de rendre 'ADMtytisé radioactif. Dans chaque
préparation, on met I'un des nucléotides en dééuan y ajoute un désoxyribonucléotide
modifié (ddXTP) correspondant a la méme base. @aatelorsqu'il est incorporé, stoppe la
copie de I'ADN. On obtiendra ainsi des fragmemd®dl de taille différente, selon le lieu de
cette incorporation, portant a leur extrémité uasebspécifique de la préparation.

= On obtient des fragments d’ADN semblables a cetenois avec la méthode
de Maxam et Gilbert. La lecture de la séquencaiselé la méme maniere, par
électrophorése puis autoradiographie.
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3° Méthode de la transcriptase réverse :

Elle copie 'ARN a séquencé en un ADN complémestair

4° Méthode de la kinase :

On réalise un marquage de ’ARN en C5 a I'aide goty nucléotide kinase et d’'un ARN
marqué. Il est séquencé par coupure spécifique.

Les fragments sont caractérisés par une électrepbor

* Endonucléase :
» RNase T: elle hydrolyse les ARN en 3’ d’'un résidu Guang¥e.
= RNase pancréatique : hydrolyse les ARN en 3’ delesurésidus pyrimidique
(3'C et 3'V).
= RNase Y: hydrolyse les ARN en 3’ les résidus puriques (8t/8'G).

e Exonucléase :
» Phosphodiestérase de rate de beeuf : hydrolyse€ihisest pas phosphorylé.
Elle libére des mono nucléotides.
= Phosphodiestérase de venin de serpent : hydroty3ese elle n’est pas
phosphorylé. Elle libére des mono nucléotides.
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