rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
CcD19 clone refait en nov: clone C OK non attendu
protéine 100% homologie
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
CD20
non attendu
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
clone B OK clone A OK clone A OK clone A OK clone A OK clone A OK
Dclrelb
reclonage en nov: méme forme retrouvée dans toutes les conditions: correspondant au BC avec 1 mutation d'INT en 242 (C<T); cependant j'aurais di prendre comme ref la forme plus longue
NM_001025687 1626NT contre 930Nt pour le BC. Voir si nécessaire de cloner cette forme
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
clone C OK clone A OK clone A OK 2 clones envoyés: délétion |2 clones envoyés: délétion clone refait en dec : clone B Ok
Dclrelc
protéine 100% homologie protéine 100% homologie  protéine 100% homologie 1 mutation d'laa homologie 99,86%
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
Dntt clone B OK
mutation d'laa
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
Gfap clone A OK clone A OK clone A OK clone A OK clone A OK
non attendu - - — -
méme forme retrouvée OK: protéine 100% homologie
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
X gene sans intron:
Ligd clone C OK a partir de cDNA
non digéré
DNAse
protéine 100% homologie
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
. clone A OK clone B OK clone A OK clone C OK clone A OK
Nhej1
méme forme retrouvée OK protéine 100% homologie
DiTO DiT24h DiT48h I SP CTX




Ragl clone A Ok

méme forme que CTX: mutation
laa

clone B OK

méme forme que rate: mutation laa

gene sans intron:
a partir de cDNA
non digéré
DNAse

rate DiT24h DiT48h SP CTX
gene sans intron:
clone C OK clone B OK 3 partir de cDNA
non digéré
DNAse
protéine 100% homologie protéine 100% homologie
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
méme forme que la rate: . .
. . ] OK seulement 1 mutation au | OK seulement 1 mutation . .
Xrced Oga?\f-‘;ESOTtu;arz?Bi;tu r:]'é’nﬁ;m avec une délétion engendrant r?“lf s::tcpgrn::;;ho?tng ?:f nive?u protéique r;ar rapport| au niveau p;otéique par pr%lz ;Ztls?:rn:at;:’ﬁa;%? Sfotlegnlie
s un stop s a ref prot, méme forme que | rapport a ref prot méme .
forme que dans DiT24h prot, (rjr;ir:giflgzrﬂle que SP ot CTX forme que DiT48h et CTX forme que DiT48h et SP
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
clone B clone B clone C clone A clone B clone B
Xrcc5
OK avec mutation d'1aa en 639 C<R delenggqeur;gs:ut e OK avec mutation d'1aa en 639 C<R
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
clone B OK clone A OK clone A OK clone A OK
Xrcc6
protéine 100% homologie protéine 100% homologie mauvais séquengage ou pas envoyé en interne protéine 100% homologie v T G eleie au sequencage sinon SRS
d'homologie
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
Pol L
; protéine 100% homologie fome tronquée protéine 100% homologie
rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX
clone A refait en dec OK clone E OK clone B refait en dec Ok mauvais clone E OK mauvais
Pol M
protéine presque 100%
protéine 100% homologie protéine 100% homologie homologie (juste 1"N" protéine 100% homologie
subsiste)




Rag1

clone envoyé rate clone A CTX clone A clone envoyé rate clone B
vecteur FlagBirA FlagBirA vecteur FlagBirA
date date
séquencage 25/11/2020 + 21/12/2020 séquencage 11/26/2020
sequencage 891NT 868NT sequencage 846NT
Fwd Fwd
sequencage 1011NT 829NT sequencage 943NT
Rev Rev
taille du CDS 3123NT taille du CDS
séquengage séquengage
couvrant oui avec amorces . couvrant
. -9 oui avec amorces L s
entre les Jinternes mais séquencage internes entre les oui mais N au milieu
sites de Rev avec N sites de
restriction restriction
CDS NM_053468 CDS
séquengage | 100% de la séquence est 100% de la séquence est | séquengage | 100% de la séquence est
par rapport couverte a 99,55% couverte a 98,87% par rapport couverte 2 99,18%
CDS d'identité d'identité CDS d'identité
remarque remarque mutation T<G en 1414
séquengage guelques mutations guelques mutations séquengage | confirmée en séquencage
NT NT interne
ref prot NP_445920 ref prot
0 ,
séquengage | 100% de la séquence 100% de la séquence | séquencgage 100% de la sequenc;e
. o N couverte avec 99,62%
par rapport couverte a 99,04% couverte avec 99,90% | par rapport d'homologie: mais sto
ref prot |d'homologie, en 509 A>V d'homologie, en 509 A>V| ref prot pr%céce P
conclusion OK avec méme mutation d'laa conclusion mauvais: stop précoce




Rag2

DiTO clone A DiTO clone C CTX clone A CTX clone B clone envoyé
FlagBirA FlagBirA FlagBirA vecteur
25/11/2020+ 25/11/2020+ 04/12/2020 + 04/12/2020 + date
21/12/2020 21/12/2020 21/12/2020 21/12/2020 séquencgage
949NT 873NT 963NT sequencage
Fwd
reséquencage 1050NT 1082NT seq“;e’:fage
1584NT taille du CDS
séquengage
couvrant
oui oui oui oui entre les
sites de
restriction
NM_001100528 CDS
100% de la séquence 100% de la séquence 100% de la séquence est 100% de la séquence est | séquengage
est couverte a 99,81% est couverte a 99,94% couverte a 99,75% couverte a 100% par rapport
d'identité d'identité d'identité d'identité CDS
remarque
en>76 .I:A et1143 441 :T<C 576 T<A et 1143 A<G séquengage
<G
NT
NP_001093998.1 ref prot
100% de la séquence 100% de la séquence  100% de la séquence 100% de la séquence | séquengage
couverte avec 99,43% couverte avec 100%  couverte avec 99,62% couverte avec 100% par rapport
d'homologie d'homologie d'homologie d'homologie ref prot
ajawau$|Oan5 Ok mais 1 mutation en .
meilleur séquencage cl OK OK conclusion

B

391 T<I




Dntt Ligd

rate clone A rate clone B clone envoyé rate clone C
FlagBirA FlagBirA vecteur FlagBirA
12/4/2020 12/21/2020 _ date 04/12/2020 +
séquencage 21/12/2020
690NT 851INT sequencage 935NT
Fwd
991INT 1086NT e e Be 997NT
ev
1532NT 1110NT taille du CDS 2735NT
séquencgage
couvrant . .
, . , . oui avec séquencage
oui oui avec séquencage interne entre les .
. interne
sites de
restriction
NM_001012461 CDS NM_001106095

. 0 .
milieu de séquence a séquencer 100% de la séquence est séquencage [100% de la séquence est

. . o . par rapport couverte a 100%
avec amorce interne couverte a 99,74% d'identité CDS d'identité
chute du séquengage ou mauvais remarque
clone: petit décalage en milieu 4 mutations d'1 NT séquengage
de séquence NT

NP_001012479.1 ref prot NP_001099565.1
100% de la séquence couverte | séquengage | 100% de la séquence
avec 99,80 % d'homologie par rapport | couverte avec 100%

mutation d'1 aa en 146 P>L ref prot d'homologie

autre clone envoyé OK avec 1 mutation d'laa conclusion OK
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Xreed

Xree5 Kug0 Xrce6 Ku70
s ’ clone DIT24hLPS, clone ; DIT24hLPS  DiT48hMix clone
clone envoyé rate clone A DITO clone A DIT24hLPS clone A DIT48hMix clone A SP clone A CTX clone A emvoné rateclone8  Difoclone A CR24NLPS  piraghiixclone 8 P clone 8 CTXclone B evoys | rteconeA  rateclone  DiToconea  PFatity v DiT4ghclone 8 P clone A CTX clone A
vecteur FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA vecteur FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA vecteur FlagBirA FlagBirA FlagBirA FlagBirA pCRABlunt FlagBirA FlagBirA FlagBirA
date séquengage 05/08/2020 (envoyé par Alice) + Rev renvoyé 25/11 _date o 01/2020 +25/11 05/08/2020 (envoyé par Alice) +25/11  date 09/ 111//22“021‘1;15/ 1 127872020 28/10/2020+27/11 gf‘ﬁ 2‘;/1020 (par 11/25/2020 10/28/2020
séquencage Fwd jusqu'a 87INT Jusqua usqu'a 855NT jusqu'a 82INT jusqu'a 87INT usqu'a 834NT jusqua B2SNT  jusqu'a 836NT  JUsqu'a jusqu'a 8S2NT  jusqu'a 842NT  jusqu'a 848NT jusqu'a 920NT 873NT usqu'a 88INT 1USAUA3IINT: 4 co s 105oNT jusqu'a 864NT  jusqu'a 852NT
809NT ) L Fwd 834NT Fwd ) pas long. L
eous . . jusqu'a 976NT s jusqu'a 970NT 5
5 jusqu'a 1009NT nouv jusqu'a " " jusqua Jusqua A " | jusqua " pas fin de " Iusau's
séquencage Rev Sehencage 25/11 Pk P jusqua 973NT  jusqua 966NT  JSSNE jusqua 1073NT  maisadumala  jusqu's 1035NT P (mais tarde a 87INT Jomng  JusauaO8INT jusquazasNT  BEUREE jusqua 9BINT  jusquia 98SNT
démarrer commencer)
taille du CDS 972NT taille du CDS| 2199NT [taille du CDS} 1827NT
séquenage non
o e (séquencage courant ouiavec ouiavec  ouiavec oui avec ouiavec oui avec couvrant | ouiavec oui avec ouiavec  séquencage . onoden . ouiavec oui avec
A oui Cuencag oui oui oui oui entreles | séquencage  séquencage séquencage o OUSISC | sequencage o NSNS [ entreles : e ooy nonbizare  séquencage  séquencage
Busrsdinl Gemarren sites de interne interne interne interne sites de interne interne interne mauvais interne terne
restriction restriction
remarque remarque séquence trop longue pour étre couverte au séquengage: primer interne remarque séquence trop longue pour étre couverte au séquengage: primer interne
DS NM_001006999 5 NM_177419 DS NM_139080
100% de la
X : . . 100%dela 3 100% de la 100% de la
séquencage par | 100% de la séquence est 100% de la séquence est 1”":;‘1;:?;:“9“;2;;“‘ 1”‘1“&‘1‘;:;;“;‘;;;;“‘ 100% de la séquence est |SEAUEN2EE| 1005, e o sequence est couverte 399,91%  délétion de 4NT en  100% de la séquence est couverte & toujours pas fin _ séquence est  Seauence est séquenceest  séquence est
rapport CDS | couverte & 99,18% d'identité couverte & 98,97% d'identité t 2  dontite, couverte 4 99,07% d'identité | P2" (2P d'identité début de séquence 99,91% d'identité PATTEeC| deséquence  couverte a 100% couverte 3100%  couverte &
identité d'identité €Ds DS e Y 99,95% by Py " N
diidentité ; didentité  99,89% d'identi
didentité
. qq mutations d'INT comme remarque remarque
remarque qq mutations d'INT: 78, 123, qq mutations en 78, 84, Mutations en 28, 78, 84, Mutations en 78, 84, 123, 921-| ) . r
séquengage N 234.513,650,607 POZMSVJQSEQR‘ESISZ)E'SQI;S' 123.921.022 123,921,922 923 e Mutations en 1915: T<C et 1956 A<G Mutations en 1915: T<C et 1956 A<G en mutation en
513,650, 1114 C<T
vef prot NP_001007000 vef prot NP_803154 vef prot NP_620780
100% de la séquence méme que rate99% de la i . 100% de la ﬂt;?:::{l: 100% de la ﬁ(;s:::(l:
séquengage par couverte 4 98,76% séquence couverte a 98,75% ‘ ' . 100% de la séquence couverte  99,86% 100% de la séquence couverte & séquence ? séquence ?
rapport ref prot | d'homologie mutations en d'homologie mutations en 100% de fa séquence couverte 4 99,38% d'homologie : mutations en 307-308 "‘:,'E;";,';‘:" homol 99,86% d'homologie P cowvertea 100%  “Ouerte @ couvertea 100%  arerie @
217,233,307 et 308 217,233,307 et 308 d'homologie g omlogie d'homologie  ypomologie
OK mais 3 différences au niv aa OK mais 3 différences au niv aa e da
conclusion | par rapport  ref prot, méme par rapporta ref prot, meme  OK Mais a4 différences par rapport 3 ref prot, moins que la forme retrouvée dans rate ¢onjugion OK mais mutation en 639: C<R OK mais mutation en 639: C<R | conclusion parfait parfait parfait N daau
et DiT24h (2 mutations en moins| séquengage
forme que dans DiT24h forme que dans rate

Méme forme retrouvée dans Rate, Di, SP et CTX: 1aa diférent de la ref prot




PolM

polL
ecr:\%‘;é rate clone D DiTO clone D DiT24hLPS clone D CTX clone D clone envoyé| rate clone E rate clone fait dec DiTO clone E DiT24hLPS clone A DiT24hLPS clone B fait dec DiT48hMix clone E DiT48h fait dec SP clone E CTX clone E CTX fait en dec
vecteur pCRABIuNt pCRABIunt pCRABIunt pCRABIuNt vecteur pCRABIuNt pCRABIunt pCRABIuNt PCRA4BIuNt PCRA4BIuNt pCRABluNt PCR4Blunt pCR4Blunt pCR4BluNt pCR4Blunt
date ‘ . date 05/08/2020 05/08/2020 (envoyé 05/08/2020 (envoyé 05/08/2020 (envoyé <
séquencage 05/08/2020 (envoyé par Alice) + 25/11 interne séquengage | (envoyé par Alice) 12/4/202 par Alice) 10/28/2020 12/4/2020 par Alice) 12/4/2020 par Alice) 05/08/2020 (envoyé par Alice) 12/4/2020
se“‘;z;‘;age jusqu'a 1013NT jusqu'a 976NT  jusqu'a 1024NT jusqu'a 884NT se“‘;\eﬂ:‘fge jusqu'a 795NT 962NT jusqu'a 976NT jusqu'a 1024NT 934NT jusqu'a 973NT jusqu'a 990NT jusqu'a 859NT
SCQUENCABE | |squ'a 986NT jusqu'a 928NT jusqu'a 943NT jusqu'a 98SNT | SEAUENSABE [ c0ira 693NT 962NT jusqu'a 928NT jusqu'a 943NT 953NT jusqu'a 764NT jusqu'a 796NT jusqu'a 894ANT
Rev Rev
taille du - taille du CDS 1488NT
séquengage . séquencage
couvrant " oui avec " " 5 couvrant
entreles |, oulavec séquencage _ oulavec ouiavec sequencage | oo |og oui mais 1587NT oui oui avec seq interne non oui presque non comrngdclone oui non comme clone précédent
sites de séquencage interne interne séquencage interne interne sites de précédent
restriction restriction
s . | g pas début de séquence: pas début de 5 5 .
remarque “e'e;g;":;s‘? N en62sceT de“’;'é"fé%f’o":as”‘“ en 625 C<T remarque ;’:JB’;Z,?E(:: le hybridation a partir de NT séquence: hybridation Es;gs:{‘:g:‘; ;E:rgf'é‘:m 190
‘ 190 a partir de NT 190
CcDS NM_001014168 CcDS NM_001011912
5 100% de la 100% de la séquence| _. 94% de la 100% de la 5 N 5
séquencage séquence sa estcomerics [N | quonceest  séquenceost  1OUS0CIBSEUence  py oo sequenceest  100% def séquence est 987 de e séauence 100% de laséquence gy 4o 1y gquence est
couverte a 99,94% 99,94% d'identité couverte a 98,41% couverte a 100% ! s couverte a 99,08% d'identité couverte a 99,93% d'identité . e . 5 couverte a 100% d'identité
cos didentité mais tronquée oS didentité didentite didentité didentité didentite
Avec forme X1
Avec forme X1 Avec forme X2
sremarque semarque XM_006251211 100% de la A00sas1211 100% XM_006251212 100% de la
e e séquence est couverte a e o0% séquence est couverte a 100%
100% d'identité et ? d'identité
d'identité
ref prot NP_001014190 ref prot NP_001011912
99% de la séquence
99% de la séquence couverte couverte avec 99% de la séquence couverte
o o o o 6
séquengage| protéine tronquée _, 100%delo 100% de la séquence | séquencage |, 100%dela  100%dela 000 dea sequence 3EC seulement 98,41% 100% dela séquence  Seaement 984406 100% de la séquence avec 99,31% d'homologie,
par rapport avec stops a 3100% protéine tronquée couverte avec 100% | par rapport qavec 90,89% q 3100% couverte avec 100% séquencegculuverte avec couverte a 99,80% la séquenge 'coqu?te couverte avec t 100% 100% de la séquence couverte|
" b t ; X . ; § - 1 g % o'
ref prot précoces dhomologie d'homologie ref prot d'homologie d'homologie d'homologie 100% d'homologie fomr X1 d'homologie (juste 1N) avec 100% d'homologie avec ;Ozo)zépdoho%r;g\lrﬁ: fomr
XP_006251273 d'homologie fomr X1 =
XP_006251273
Famorce sest hybridee plus l'amorce s'est hybridee
voir si autre clone a loin 3 la pCR-VoIr si autre plus loin a la pCR:voir I'amorce s'est hybridee plus
conclusion | voir si qutre clone parfait mauvais parfait conclusion envoyer sinon parfait parfait clone a epnvﬁ er sinon refaire siautre clone a parfait loin a la pCR:voir si autre clone]
refaire PCR Py v envoyer sinon refaire a envoyer sinon refaire PCR
PCR
nouv clone a
envoyer au

séquencage du
01/12




rate DiTO DiT24h DiT48h SP CTX Eau
CD19 PCR faite avec nouvelles amorces, sous cloner la rate
CD20 refa!re ligation dans FB non retouvé comme attendu
refait
Dclrelb ligation dans FlagBirA, transformation le 16/09
Dclrelc refaire PCR plus chaud avec nouveaux cDNA (venant de nouvelles cellules)
Dntt refaire PCR avec amorces correspondant a la séquence RNA seq (plus courte que séq de ref sur laquelle le design de mes primers a été basée)
Gfa non retouvé comme |dans Flag BirA a dans Flag BirA a dans Flag BirA a refaire ligation dans [refaire ligation dans FB
P attendu séquencer séquencer séguencer FB refait refait
Ligd refaire PCR avec nouveaux cDNA (venant de nouvelles cellules)
Nhejl dgns PCRA4Blunt, a refaire ligation dans FB refait
séquencer
Prkdc faire avec pfu, cycle a part car trés gros
Ragl refaire PCR avec nouveaux cDNA (venant de nouvelles cellules)
Rag2 refaire refaire dgns PCR4Blunt refaire PCR avec nouveaux cDNA (venant de nouvelles cellules)
séquencage semble OK
Xrccd dans FlagBirA séquencage OK
refaire ligation dans FB dgns FlagBirA dans FlagBirA dgns FlagBirA dgns FlagBirA dans FlagBirA
Xrcc5 . séquencage semble [~} séguencage semble [séquencage semble |,
refait OK séquencage semble OK oK oK séquencage semble OK
refaire ligation dans FB |refaire ligation dans |dans Flag BirA a d’ans FlagBirA dans Flag BirA a dans Flag BirA a
Xrccb . ; . séquencage semble |7, ,
refait FB refait séquencer oK séquencer séquencer
dans pCR4Blunt dgns PCR4Blunt dans pCR4Blunt refaire ligation dans |dans Flag BirA a dans pCR4Blunt
PolL séquencage semble

séquencage semble OK

OK

séquencage semble OK

FB refait

séquencer

séquencage semble OK




PolM

séquencgage?

séquengage?

dans pCR4Blunt a
séquencer

séguencage?

séquencgage?

séquengage?




PCR rate: pour mettre au
point conditions

PCR 7 conditions

rate DiTO DiT24h DiT48h
faite mais sur une partie de la
CD19 séquence: recommander des
amorces
CD20 faite Ok / / /
Dcirelb faite OK OK OK OK
Dclrelc faite OK mais plusieurs
OK OK OK bandes
Dntt a faire / / / /
Gfap faite
/ OK OK OK
Ligd faite
OK OK OK /
Nhejl faite
OK OK oK oK
Prkdc a faire
Ragl faite
OK OK OK /
Rag2 faite
oK OK OK /
Xrccd faite
OK OK OK OK
Xrcc5 faite
OK OK oK oK
Xrccb faite
OK OK OK OK
PolL faite
OK OK oK oK
PolM faite
OK OK OK OK




"Beau gel publi" Extraction Purification
SP CTX Eau
/ / /
/ / / a faire faite (rate) faite
OK OK / a faire a faire a faire
OK mais OK mais
plusieurs plusieurs
bandes bandes / a faire a faire a faire
/ / /
faite (DiTO,
DiT24,DiT48, SP et
OK OK / a faire CTX) a faire
faite (rate, DITO, faite (rate,
/ / / a faire DiT24) DiTO, DiT24)
OK OK / a re-faire (pb PM)|faite a faire
faite (rate, DITO, faite (rate,
/ / / a faire DiT24) DiTO, DiT24)
faite (rate, DITO, faite (rate,
/ / / 3 faire DiT24) DiTO, DiT24)
faite (les 6 faite (les 6
OK OK / fait conditions) conditions)
faite (les 6 faite (les 6
OK OK / fait conditions) conditions)
faite (les 6 faite (les 6
OK OK / a faire conditions) conditions)
faite (les 6 faite (les 6
OK OK / fait conditions) conditions)
faite (les 6 faite (les 6
OK OK / fait conditions) conditions)




Clonage Plasmide | Séquencage
/ / /
fait pCR4Blunt  |a envoyer
a re-faire pCR4Blunt
a re-faire pCR4Blunt
fait pour DIiTO et a envoyer
DiT24 a refaire pour DiTO et
pour rate pCR4Blunt  [DiT24h
fait (6 conditions) |FlagBirA a envoyer
fait (sauf rate) FlagBirA a envoyer
fait pour DiT48h
(les autres n'ont a envoyer
pas poussé) pCR4Blunt  |pour DiT48h
fait (sauf DiT48h
et SP) pCR4Blunt  |a envoyer
fait (sauf DiT24h) [pCR4Blunt |3 envoyer
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