Etape 1 : Identification de la protéine par comparaison a la base de données

Résultats du « protein blast » :

» Identification d'un domaine fonctionnel conservé « Toxin 15 » dans la région N terminale de la
protéine. Le motif a une longueur d’environ 275 acides aminés (sur les 560 de la protéine
étudiée) :

(=)Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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En survolant la zone avec le curseur, on est redirigé vers la page du NCBI dédiée aux
« Domaines conservés », on peut alors obtenir une fenétre d’informations :
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[Specific hit] Cdd:pfam079086, ShET2 ¢
enterotoxin, N-terminal region. The 3
members of this family are are sequences that are S|m|Iar to
the N-terminal half of the ShET2 enterotoxin produced by
Shigella flexneri and Escherichia coli. This protein was found
to confer toxigenicity in the Ussing chamber, and the
N-terminal region was found to be important for the protein’s
= MPY: enterotoxic effect. It is thought to be a hydrophobic protein that
dd Va1 forms inclusion bodies within the bacterial cell, and may be
=0V 1 secreted by the Mxi system. Most members of this family are
___ annotated as putative enterotoxins, but one member is a
regulator of acetyl CoA synthetase, and another two members
are annotated as ankyrin-like regulatory proteins and contain
' Conse’ Ank repeats (pfam00023).

En résumé, on y apprend que le motif « Toxin 15 » est retrouvé chez E.coli et Shigella flexneri. 1l
s'agit d’un polypeptide hydrophobe a effet entérotoxique.

* En retournant sur la page de résultats de Blast, on constate que les séquences alignées les plus
significatives figurent en haut de classement, soit sous forme de graphique, soit sont directement
recensées sous forme de liste :

Distribution of 153 Blast Hits on the Query Sequence &

|Mouse over to see the defline, click to show alignments ]

Color key for alignment scores
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Sequences producing significant alignments:
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3 Algnments o
Description Max Total Query E Max (e

score score cover value ident

ShET2 enterotoxdn [Escherichia coll S3638) >red[ZP 11502061, 1| petative shET2 enterctaxdn 1127 1127 100% 0.0 99% YP 0019192501

Osp03 [Shigefla boydi S5227] >reflZP 14853925 1] putative enterotoxin [Shigella boygi 444 1125 1125 100% 0.0 99% YP 4063001

Enteroloxin [Shigella flexnen COC 796-83] >gbIAAPTESS3 1] Osp03 [Shigela fexner] >gbIE 1125 1125 100% 0.0 99% ZP 116536271




On constate que la protéine analysée semble correspondre a une entérotoxine ShET2 d’E.coli
avec un score de 1127. En cliquant sur le lien, on peut alors visualiser I'alignement :

ShET2 enterotoxin [Escherichia coli 53638]
Sequence ID: reflYP_001919259.1| Length: 565 Number of Matches: 1

> See 12 more title(s)

Range 1: 2 to 560 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
1127 bits(2914) 0.0 Compositional matrix adjust. 554/559(99%) 554/559(99%) 5/559(0%)

Query 1 PSVNLIPSRKICLONMINKDNVSVETIQSLLHSKQLPYFSDKRSFLLNLNCQVTDHSGRL 60
PSVNLIPSRKICLONMINKDNVSVETIQSLLHSKQLPYFSDKRSFLLNLNCQVTDHESGRL
Sbjct 2 PSVNLIPSRKICLONMINKDNVSVETIQSLLHSKQLPYFSDKRSFLLNLNCQVTDHSGRL 61

Query 61 IVCRHLASYWIAQFNKSSGHVDYHHFAFPDEIKNYVSVSEEEKAINVPAIIYFVENGSWG 120
IVCRELASYWIAQFNKSSGHVDYHHFAFPDEIRNYVSVSEEEKAINVPAIIYFVENGSWG
Sbjct 62 IVCRHLASYWIAQFNKSSGHVDYHHFAFPDEIKNYVSVSEEEKAINVPAIIYFVENGSWG 121

Query 121 DIIFYIFNEMIFHSEKSRA-EISTSNHNMALGLKIKETKNGGDFVIQLYDPNHTATHLRA 179
DIIFYIFNEMIFHSEKSRA EISTSNHNMALGLKIKETKNGGDFVIQLYDPNHTATHLRA
Sbjct 122 DIIFYIFNEMIFHSEKSRALEISTSNHNMALGLKIKETKNGGDFVIQLYDPNHTATHLRA 181

Query 180 EFNKFNLAKIKKLTVDNFLDEKHQKCYGLISDGMSIFVDRHTPTSMSSIIRWPNNLLHPK 239
EFNKFNLAKIKKLTVDNFLDEKHQKCYGLISDGMSIFVDRHTPTSMSSIIRWPNNLLHPK
Sbjct 182 EFNKFNLAKIKKLTVDNFLDEKHQKCYGLISDGMSIFVDRHTPTSMSSIIRWPNNLLHPK 241

Query 240 VIYHAMRMGLTELIQKVTRVVQLSDLSDNTLELLLAAKNDDGLSGLLLALQONGHSDTILA 299
VIYHAMRMGLTELIQKVTRVVQLSDLSDNTLELLLAAKNDDGLSGLLLALONGHSDTILA
Sbjct 242 VIYHAMRMGLTELIQKVTRVVQLSDLSDNTLELLLAAKNDDGLSGLLLALQNGHSDTILA 301

Query 300 YGELLETSGLNLDKTVELLTAEGMGGRISGLSQALQONGHAETIKTYGRLLKKRAINIEYN 359
YGELLETSGLNLDKTVELLTAEGMGGRISGLSQALONGEAETIKTYGRLLKKRAINIEYN
Sbject 302 YGELLETSGLNLDKTVELLTAEGMGGRISGLSQALONGHAETIKTYGRLLKKRAINIEYN 361

Query 360 KLKNLLTAYYYDEVHRQIPGLMFALQONGHADAIRAYGELILSPPLLNSEDIVNLLASRRY 419
KLEKNLLTAYYYDEVHRQIPGLMFALONGHADAIRAYGELILSPPLLNSEDIVNLLASRRY
Sbjct 362 KLKNLLTAYYYDEVHRQIPGLMFALONGHADAIRAYGELILSPPLLNSEDIVNLLASRRY 421

Query 420 DNVPGLLLALNNGQADAILAYGDILNEAKLNLDKKAELLEAKDSNGLSGLFVALENGCVE 479
DNVPGLLLALNNGQADAILAYGDILNEAKLNLDKKAELLEAKDSNGLSGLFVALENGCVE
Sbjct 422 DNVPGLLLALNNGQADAILAYGDILNEAKLNLDKKAELLEAKDSNGLSGLFVALHNGCVE 481

Query 480 TIIAYGKILHTADLTPHQASKLLAAEGPNGVSGLIIAFQNRNFE----YMGIIKNENITP 535
TIIAYGKILHTADLTPHQASKLLAAEGPNGVSGLIIAFQNRNFE YMGIIKNENITP
Sbjct 482 TIIAYGKILHTADLTPHQASKLLAAEGPNGVSGLIIAFQNRNFEAIKTYMGIIKNENITP 541

Query 536 EEIAEHLDKKNGSDFLEIM 554
EEIAEHLDKENGSDFLEIM
Sbjct 542 EEIAEELDKKNGSDFLEIM 560

La séquence de notre protéine (Query) présente 554 acides aminés identiques par rapport aux
560 de I'entérotoxine ShET2 de la base de donnée (subject). Il y a donc 554 match, on constate
également un gap de 5 acides aminés (----- ). 554 match + 5 gap = 559 : il n'y a donc aucun
mismatch.

Etape 2 : Traduction de la séquence protéique en séquence nucléotidique

Résultats du « tBlastN » :

Aprés traduction a partir de la séquence protéique, tBlastN retourne en téte de liste, une
correspondance avec une séquence nucléotidique : le plasmide p53638-226 de E.coli.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
i Alignments O

Max Total Query E

Description i = Accession
Score score cover ident
Escherichia coli 53638 plasmid p53638 226. complete sequence 1126 1785 100% 99% CP001064.1
E_.coli senA gene (isolate EI-34) 1126 1126 100% 09% 2541941

En cliquant sur le lien du numéro d'accession, Blast redirige vers la fiche Genbank du plasmide :

Extrait de la fiche :




En début de fiche (ligne LOCUS) on constate que le plasmide représente 225.683 paires de
bases.

Display Settings: (V] GenBank

Escherichia coli 53638 plasmid p53638_226, complete sequence

GenBank: CP001064.1

FASTA Graphics

Change region shown

Customize view

LOCUS CP001064 225683 bp DNA circilar BCT 16-MAY-2008
DEFINITION Escherichia coli\53638 plasmid p53638_226, complete sequence. .
ACCESSION  CP001064 Analyze this sequence
VERSION CP001064.1 GI:188501074 Run BLAST
DBLINK BioProject: PRINA15639 Pick Primers
KEYWORDS o
SOURCE Escherichia coli 53638 Highlight Sequence Features
ORGANISM Escherichia coli 53638 Find in this Sequence
Bacteria; Proteobacteria; CGammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Escherichia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 225683) Related inf ti
AUTHORS Rasko,D.A., Rosovitz,M.J., Brinkley,C., Myers,G.S.A., Seshadri,R., elated information
Cer,R.2., Jiang,L., Sebastian,Y. and Ravel,J. Related Sequences
TITLE Direct Submission Assembly
JOURNAL  Submitted (01-MAY-2008) The Institute for Genomic Research, 9712 . .
Medical Center Dr., Rockville, MD 20850, USA BioProject
COMMENT The chromosome for this organism was deposited in GenBank Accession Full text in PMC
Numbers AAKB02000001-AAKB02000002. G
FEATURES Location/Qualifiers ene
source 1..225683 Genome
/organism="Escherichia coli 53638" Identical RefSeq
/mol_type="genomic DNA" .
/strain="53638" Protein
/serotype="0144" PubMed (Weighted)
/db_xref="taxon:344610"
/plasmid="p53638_226" Taxonomy
gene 302..577
.. fin de la fiche :
224821 cttttggaga agctgattat atcgtccggg ttcactggecg aggattgecge tggttaactg
224881 cagaaggaat gcgctttgac atgatgggtt ttctgcgegg gectggattge ggtaagaacyg
224941 gtgaaaccac tgtaatgata ggcaattcag gtaataaaaa agccggagct ccctttecgg
225001 cacgtctcat tgccgtatca cttcctcccyg aaaaagcatt aatcagtaaa acccgactge
225061 tcagcgagaa tcgtcgaaaa ggacgagtag ttcaggcgga aacgctggaa gcagcgggcece
225121 atgtgctatt gctaacatca ttaccggaag atgaatattc agcagagcaa gtggctgatt
225181 gttaccgtct gcgatggcaa attgaactgg cttttaagecg gctcaaaagt ttgctgcacce
225241 tggatgcttt gcgtgcaaag gaacctgaac tcgcgaaage gtggatattt gctaatctac
225301 tcgccgcatt tttaattgac gacataatcc agccatcget ggatttccecce cccagaagtg
225361 ccggatccga aaagaagaac taactcgttyg tggagaataa caaaaatggt catctggage
225421 ttacaggtgg ccattcgtgg gacagtatcc ctgacagcct acaaaacgca attgaagaac
225481 gcgaggcatc gtcttaacga ggcaccgagyg cgtcgcattc ttcagatggt tcaaccctta
225541 agttagcgct tatgggaata tctccccgge agecttcagg ataaaatatt atcagatgac
225601 tgcttagaaa aagaacaaat ggtggtgtcc gctattgcca gtacacctca agcttcttac
225661 catatttgaa ataaagctca ata
//
You are here: NCBI > DNA & RNA > Nucleotide Database
GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATUF
NCBI Education Chemicals & Bioassays PubMed Genetic 1
NCBI Help Manual Data & Software Nucleotide PubMed
NCBI Handbook DNA & RNA BLAST GenBank
Training & Tutorials Domains & Structures PubMed Central Referenc



Remarque : en parcourant la fiche dans la longueur (bon courage, elle est longue !), on constate
qu’il y a bien un ORF correspondant au gene codant I'entérotoxine ShET2. Celui-ci est localisé
entre les paires de base 154687 a 156384 :

gene

<08

/translation="F NLIPSRKICLONMINKDNVSVETIQSLLHSKQLPYFSDKR

SFLLNLNCQVTDHSGRLIVCRHLASYWIAQFNKSSCHVDYHHFAFPDEIKNYVSVSEE
EKAINVPAIIYFVENGSWCGDIIFYIFNEMIFHSEKSRALEISTSNHNMALGLKIKETK
NGGDFVIQLYDPNHTATHLRAEFNKFNLAKIKKLTVDNFLDEKEQKCYGLISDGMSIF
VDRHTPTSMSSIIRWPNNLLHPKVIYHAMRMGLTELIQKVTRVVQLSDLSDNTLELLL
AAKNDDGLSCGLLLALONGHSDTILAYGELLETSGLNLDKTVELLTAEGMGGRISCGLSQ
ALQONGHAETIKTYCRLLKKRAINIEYNKLKNLLTAYYYDEVHRQIPGLMFALONGHAD
AIRAYCELILSPPLLNSEDIVNLLASRRYDNVPGLLLALNNGQADAILAYCDILNEAK
LNLDKKAELLEAKDSNGLSGLFVALHNGCVETIIAYGKILHTADLTPHQASKLLAAEG
PNGVSCLIIAFQONRNFEAIKTYMGIIKNENITPEEIAEHLDKKNGSDFLEIMKNIKS"

gene 156460..156648

. Hem mamran mansan

Pour manipuler plus simplement la séquence de ce long plasmide de 225 kbp, on retourne en
début de fiche pour convertir la fiche en format FASTA :

& NCBI  Resources ¥ How To

Nucleotide | Nucleotide : ]
Limits Advanced

Display Settings: ) GenBank

Escherichia coli 53638 plasmid p5363¢

. CP001064.1
FASTA Gtaphics

LOCUS CP001064 225683 bp  DNA
Apres conversion, on obtient une séquence simplifiée plus facilement gérable par copier — coller :

Extrait en format FASTA :

>gi|188501074 |gb|CP001064.1| Escherichia coli 53638 plasmid p53638_226,
sequence

CCCCCAATTTTTTCTTCTTCACTAAACATCTTTCATCTTCTCACGACTCCACGCAAATCGCGTCCCCATCCCCA
TTACCCTCTTATATCACTCCCCCTCACATCTCCTCATTCATCAACTCAATCTCAATCACATCTTTTCCCA
TATCAACCGCCAACCCGCTCTATATTTCATTTCTCCACTCTCCACGTCTCACCACCCTTTATCGCATCCCCTAT
TCCCCACTATCATGCCCCAAACCTCCCAGCCTCCACACCTCCCACGTTTCACCCTTTTAACCATCATACTA
CTCCCTCTTTAATTCTCTCCCATCCCTTCATTACATTTTAACACGTCTCACCCCCTCCGCCACCAANCATA
ANCAGCGTCGACCACAAANCGCGCATCTTCATCCACCACATCGCTATATCTTCAACCTAACAACCTCACCCTCCG
CACCCGCATCAAGCCCGCTCGGCACCTAAAACAATCTCCTTCTCCCCTTCCCTCCAAATCCACCAAANCTCA
TCCGCCTCCTTCATTCARAAACACATATTCTACTCATTCCAACCCGCCACCCCAAAAACTATCCTTTTTTTA



Pour récupérer la séquence, procéder soit par copier- coller du contenu dans un document texte

(avec le bloc notes ou le wordpad dans

les accessoires du systéeme d’exploitation), soit utiliser

plus simplement le générateur de fichier de NCBI qui est en entéte de fiche (outil « send » en

haut a droite) :

3638_226, compl

53638 plasmid p53638_2:

ICCAGCAAATCGTCCGCATCCCC
SAATCTGAATGACATGTTTTCCC
SAGGACGCTTTATGCATCCCCT?
I'TCACCCTTTTAACCATCATACT
ICACCCCGTCGGCCACGAAACAT
IGAACCTAACAACCTGACCCTCC
ICCGTCGGAAATCCACGAARAGTC

ACCCGAAAAAGTATCGTTTTTT..

Send: (V)

(s)Complete Record
Coding Sequences
Gene Features

Choose Destination

Clipboard
Analysis Tool

(s)File
Collections

Download 1 items.

Format

Create File

FACCAAAATATAACATAAGGAAGT

En cliquant sur « Create file », le fichier texte au format FASTA sera immédiatement uploadé sur
votre ordinateur sous le nom « sequence ». Ce fichier pourra alors étre utilisé ultérieurement

pour interroger d’autres outils !!
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Etape 3 : Recherche des amorces pour I'amplification du plasmide

Dans le logiciel Primer3 accessible en ligne, coller la séquence du plasmide et rechercher les
amorces les plus intéressantes en cliquant sur « Pick primers » :

| ‘ﬁ[ Hn | ‘ ‘J | % ‘ frodo.wi.mit.edu

\1

¢ | (BY~ Gooc

Prlmer3 (v.0.4.0) Pick primers from a DNA sequence.

| Checks for mispriming in template. | disclaimer |_
| Primer3plus interface [_

cautions

There is a newer version of Primer3 available at http://primer3.wi.mit.edu/

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA form
N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or use a Mispriming Library (repeat library): | NONE

CAAAAATGGTCATCTGCAGCTTACAGCTGGCCATTCCTGGGACAGTATCCCTGACAGCCTACAAMACGCA
ATTGAAGAACGCGAGGCATCGTCTTAACGAGCCACCCAGGCCTCGCATTCTTCAGATGGTTCAACCCTTA
AGTTAGCGCTTATGGGAATATCTCCCCGGCAGCCTTCAGGATAAARATATTATCAGATGACTGCTTAGAAA
AMGAACAAATGCTGGTCTCCGCTATTCCCAGTACACCTCAACGCTTCTTACCATATTTGAAATAAAGCTCA
ATA

@ Pick right primer, or use right prin

or use left primer below: oligo), or use oligo below: (5'to 3' on opposite strand):

e | |

Pick Primers

™ Pick left primer, Pick hybridization probe (internal ‘

Resef Form




Le logiciel retourne alors les 2 amorces sens / antisens a utiliser pour I'amplification par PCR :

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions
OLIGO start len tm gcs

a 3' seq
LEFT PRIMER 114856 20 60.00 40.00 5100 3.00 AATCCGTTTTGGGAAAATCC
RIGHT PRIMER 115072 20 60.00 55.00 5.90 1.00 CCAGTGTTCTCCCACGTGGTT

SEQUENCE SIZE: 225683
INCLUDED REGION SIZE: 225683

PRODUCT SIZE: 217, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

Remarque : pour personnaliser le design des amorces, il est possible d'utiliser les fonctions
avancées de Primer 3. Sur la page du logiciel, il est possible de paramétrer certains parametres

supplémentaires (GC%, Tm, longueur souhaitée pour les amorces...) afin de pouvoir améliorer la
spécificité des amorces :

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: 20 Max: 27

Primer Tm Min: s7.0 Opt: 60.0 ‘Max: 63.0 Max Tm Difi

Product Tm Min: Opt: Max:
Primer GC% Min: 20.0 Opt: Max: 80.0
Max Self Complementarity: 8.00 At

Complementarity:

A ce stade, les amorces étant définies, il « suffit » de les commander afin de réaliser
I"amplification du plasmide.

Etape 4 : Recherche des sites de restriction

Le plasmide portant le gene codant notre protéine vient d’étre amplifié. On réalise maintenant la

digestion du plasmide a I'aide d’enzyme de restriction afin d‘isoler une séquence contenant le
géne d'intérét.

Ecran du logiciel Nebcutter :

& NEW ENGLAND
Bio

Labs.. NEBcutter V2.0 P | R

[NEB homepage]

This ol will take 8 DNA sequence and find the large, non-overlapping open reading frames using the E coli genetic code
and the sites for all Type II and commercially available Type 11 restriction enzymes that cut the sequence just once, By
default, only enzymes available from NEB are used, but other sets may be chosen. Just enter your sequence and “submit”,
Further options will appear with the output. The maximum size of the input file is 1 MByte, and the maximum

sequence length is 300 KBases.,
What's new in V2.0 CLWNM

Local file: /volumes/Macintosh HD2/?| Parcourie Standard sequences:
GenBank number: [Browse GenBank] # Plasmid vectors
or paste in y A sequence: (plain or FASTA formar) # Viral + phage

(») NEB enzymes

commercially available specificitics
Swiﬁﬁﬁﬁ Set colors
+ defined oligonucleotide sequences

y defined t;llsomx:leuidc sequences

Name of sequence: (optional)



Remarques :

-Au lieu de copier — coller la séquence du plasmide, on utilise le fichier « sequence.txt » créé
précédemment en le chargeant dans « Local sequence file ».

-Le réglage « sequence » est sur « circular » car le plasmide est circulaire.

-Le réglage « Minimum ORF length to display » est réglé sur 550 AA par exemple, car on sait que
la protéine que I'on étudie et pour laquelle on recherche le géne, mesure 554 acides aminés.

-On utilise les enzymes de toutes spécificités.

Pendant le traitement des données...

Yol NEBcutter
[ NEBcuttor |

Cutting your DNA...

Résultats obtenus :

%.’U. AND
Labs.

Circular Sequence: sequence Hclpl IWI
Cleavage code Enzume name code
Display: - NEB single cutter restriction enzymes Il blunt end cut | fuailable from NED
- Main non-overlapping, min. 550 aa ORFs Y. | 5" extension Mot commercially available
GC=48%, AT=52% Ty extension | {1 B O S ected by other weth.
¥ | cuts 1 strand (enz.name): abiguous site
RFs:
a: 1763 a2 k: 602 aa
b: 1653 aa 1: 575 aa
c: 9% aa m: 574 aa
d: 925 a2 n: 569 aa
e: 877 aa  0: 565 aa
F£: 830 aa p: 565 aa
g: 753 s
h: 730 aa
11 669 a8
J: 666 aa
fvrll
Prel
New DNA
Custom digest s 0 cutters
View sequence All commercial 1 cutters
3 cutters .
ORF summary Al e All sites
Save project —_— Save all sites
Print

Les différents ORF repérés sont listés dans un tableau et sont Iégendés sous forme de fleches

grises a l'intérieur de la carte du plasmide.

Le repérage de I'ORF correspond a notre protéine n‘est pas trés aisé sur cette carte circulaire, on
affichera donc une représentation linéaire (menu Display > Linear) :



Bfal *BmgBI Sphl Pcil #BmgBI Acul *¥Rsrll EcoNI Mscl Msll

56hLaa 1553 60Ziaa 6hGLaa 753.aa
Psil Bgll Msll Swal AFLIIII Asel Stul #Bsanl Sspl Earl
5750aa 563 aa 750aa el 6630aa
Asel Banll ¥3grAl Nsil PFIFI *Apall
5745 872.05a 830%aa
*Nael *Hincll
928 1aa
#SexAl #Mlul
1763
1 Lttt ettt ettt ottt sttt b 225683
| | |
¥Fsel Pmel AvrIl

wailabil
All commercial

2 cutters

3 cutters

i Circular

Zoom in
More...

Le plasmide apparait sous forme linéarisée avec chaque ORF désigné par le nombre d’AA du
produit d’expression, et entouré par un couple d’enzyme de restriction permettant de couper
I'ORF.

Le repérage n'étant toujours pas trés aisé, on peut utiliser la fonction « Zoom, More... »
permettant d’afficher seulement une zone du plasmide. Puisque nous avons précédemment
repéré dans la fiche Genbank que I'ORF était localisé entre les pb 154687 et 156384, on réglera
par exemple le zoom entre les paires de bases 153000 et 158000 :

eno NEBcutter - More zoom options e
1 ¥ tools.neb.com/NEBcutter2/zoom_more.php’name=73bchS66-sequenceddisper |
N More zoom
Soiis. % Help | (Comments|
NEBcutler Op ons

Zoomtolhismgié: 153000 -|158000 |bp | OK |

(View the sequence of the displayed region]
[Re-cut the displayesizegionl——

Close

Une fois le zoom effectué, on obtient une séquence plus facile a lire dans laquelle on repére
I'ORF :

| tHgal
A 565 aa [a
153000 " 1 A 1 A L " 1 A 158000
fvrll
2 cutters Zoom in
All commercial
Al 3 cutters << UnZoom >>

Circular More...



On constate que I'ORF peut étre coupé a l'aide des enzymes de restriction BssSI et Hgal. Pour
avoir d'autres options, on peut survoler I'ORF avec le pointeur et cliquer dessus :

AL
"

1 bttt bt bt et bt bttt ittt ol 229683
]
AmnI €972
AlWNI (180)
+BoeAl (525)
BocivI(159)
*Eael (286)
BsmFI (217
+Hgal (298)
BssSI(21)
B=tEII (65)
¥BarFI (360)
Dral (81>
¥N1alV(490)
t#Avall (193)
HindIII(51)
¥B=tBI (47)
BtgI (1630
Bsall (627)
+Eael (286)
¥RatIId3)
¥7ral (43)
+BsaHI (130)

On constate que 21 enzymes de restriction peuvent étre utilisées : en pratique Nebcutter avait
sélectionné en premiere intention les 2 enzymes les plus adaptées (BssSI et Hgal) car réalisant la
coupure le plus prét possible de la séquence nucléotidique d’intérét.

Remarque : a c6té de chaque enzyme de restriction on trouve le nombre total de point de
coupure que chaque enzyme est susceptible de réaliser sur la séquence proposée. En pratique,
plus ce nombre est élevé, plus le nombre de fragments obtenus apres digestion sera élevé.

On retourne sur la page précédente a l'aide du lien « Back to main display » en haut de page a
gauche. En cliquant sur le nom de deux enzymes de restriction, on obtient la position des points
de restriction sur le plasmide :

BssSI *Hgal
* |BssSI (CACGAG) cuts at -
153000 | M 1 1 154674 (4 nt 5' ext) 1 " 1 L 158000
Aavrll
BssSI $Hgal
. 565 aa “. |Hgal (GACGC) cuts at
153000 . | . ' . | . /156424 (Snt 5'ext) 158000

AwlIl

On constate que BssSI coupe au nucléotide 154674 et Hgal au nucléotide 156424.
- le fragment digéré contenant notre géne d'intérét a donc une longueur de 156424 — 154674
soit 1750 bp.



Etape 5 : Prévision des conditions électrophorétiques

Dans le menu inférieur « Main options », on réalise une digestion personnalisée du plasmide avec
« Custom digest » :
BssSI

153000 | N 1 N 1

New DNA
Custom digest

All commercial
Al

Dans la liste de choix d’enzymes de restriction proposée, cocher les deux enzymes BssSI et
Hgal :

- |BssHII GCGCGC 25 | 100 | 100 | 100 | 100
BssKI TCCNGG, 1292 | 50 | 100 | 100 | 100
™ [BssSI CACGA G 21 50 | 100 | 100 | 50
- |BstAPI GCAN NNN'NTGC 82 50 | 100 | 25 | 100
BstBI TT'CG_AA 47 75 | 100 | 10 | 100
Haelll [ele)(ele 764 | 50 | 100 | 25 | 100
™ [Hgal GACGC(N),"(N), . 298 | 100 | 100 | 25 | 100
) |Hhal G CG'C 778 | 25 | 100 | 100 | 100
HinP1I G'CG C 778 | 100 | 100 | 100 | 100
...puis en bas d’écran, cliquer sur « Digest » : 1uv
100

Apres digestion, cliquer sur « View gel » dans le menu inférieur « Main options » :

New custom digest
View gel
Print




Le logiciel propose alors une fenétre de simulation de profil électrophorétique comportant toutes
les bandes prévisibles apres digestion :

® 00 NEBcutter - Custom Digest =

tools.neb.com/NEBcutter2/listdig.php?name=73bcb566-sequence&showgel=1

NEW ENGLAND O Print | | Close
&Bio [abs. Custom Digest
sequence - digested with: BssSI, Hgal @l qu_m;qr_lﬁl
Gel Type: Marker: DNA Type:
| 0.7% agarose | none : | Unmethylated :
L=102 mm |[o0OK # Ends Coordinates | Length (bp)
unmeth, Cp& 1| Hgal-Hgal | 6094-12454 6361
o 2 [ BssSI-Hgal | 36649-40950 4302
3 [ Hgal-Hgal |186727-190663 3937
] S 4| Hgal-Hgal | 112502-116025 3524
] 5[ Hgal-Hgal | 135665-138842 3178
— 6 | Hgal-Hgal |127923-131055 3133
10000 3 f— 7| Hgal-Hgal | 1115-4138 3024
ol T 8 | Hgal-Hgal | 45960-48759 2800
1 = ___ 9 [ Hgal-BssSI | 50616-53304 2689
1 = 10 | Hgal-Hgal | 125326-127922 2597
| = — 11 | Hgal-Hgal | 196972-199554 2583
== 12 | BssSI-Hgal | 141897-144472 2576
= 13 | Hgal-Hgal | 25279-27837 2559
— 14 | Hgal-BssSI | 152120-154674 2555
o0 - 15 | Hgal-Hgal |206483-208880 2398
1 = 16 | Hgal-Hgal | 84719-87057 2339
1 = 17 | Hgal-BssSI | 131344-133521 2178
500 =
I 18 | Hgal-Hgal | 149991-152119 2129
| = 19 | Hgal-Hgal |121832-123827 1996
o] . — 20 | Hgal-Hgal | 21351-23321 1971
— 21| Hgal-Hgal | 55063-57000 1938
— 22 | Hgal-Hgal | 79480-81333 1854
The virtual gel was generated by interpolating 23 | Hgal-Hgal | 93902-95725 1824
experimental data. See details. | 24+—Hgal-Hgal |147422-149207
< 25 | BssSI-Hgal | 154675-156424 1750>
26| Hgal Hgal |171050-172784 | 1735
27 | Hgal-Hgal |222877-224592 1716
28 | Hgal-Hgal |195385-196971 1587
29 [ Hgal-Hgal |217385-218922 1538

La bande correspondant a notre géne d'intérét est repérée par rapport a sa longueur connue de
1750 pb: elle porte le numéro 25. Il est possible en survolant le visuel de la piste
d'électrophorése de repérer la bande correspondante.

On constate dans ce cas que suite a l'action des 2 enzymes de restriction retenues, un nombre
trés important de fragments est obtenu : notre fragment d'intérét serait impossible a différencier
d’autres fragments proches.

On devra donc réenvisager le protocole en choisissant d’autres enzymes de restriction adaptées
mais produisant moins de fragments et simuler les meilleures conditions électrophorétiques afin
de séparer le fragment d'intérét.

Exemple a re-simuler : en conservant BssSI, mais en remplacant Hgal par XmnI, le
fragment d'intérét obtenu aurait une longueur de 1897 pb. Le nombre de points de coupure
de XmnI étant inférieur a celui de Hgal, moins de fragments seront produits. En simulant de
bonnes conditions électrophorétiques (gel type Clearose, 38 Volts/cm, gel de 87 mm, 100
min par exemple), la bande devient plus facile a isoler :



Gel Type:
| Clearose BG + || No EtBr 20°C : |

L=2387 mm t=90 min E=38 V/cm

3000

2000 1




