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PRESENTATION DE LA MATIERE

.Ue Spécifique pour tout le monde

.8 gcms au concours de I'année derniere

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



Déroulement de la tut rentrée

1) Analyse moléculaire du materiel genétigue :

>Technique d'extraction d'/ADN
>Technique d'amplification d'ADN (PCR)

2) Exemples de maladies

3) Clonage moleculaire
4) Applications en QCMs

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 3
reproduction est interdite.



INTRODUCTION

Objectifs

Connaitre les principales techniques de biologie
moléculaire

Comprendre ses applications en génétique médicale

Applications générales de génétique médicale :

Diagnostic positif
Diagnostic prénatal

Diagnostic pré-symptomatique
Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.



INTRODUCTION

ANALYSE MOLECULAIRE DU MATERIEL
BIOLOGIQUE

95% des diagnostics se font a partir d’ADN, mais
aussi a partir d’ARN.

On travaille sur des échantillons de 'ordre du
microgramme - nanogramme (=microtechniques)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 5
reproduction est interdite.



EXTRACTION D'ADN

.L'ARN traduit 'expression d’un gene

.L'ARN est tres instable contrairement a ’ADN car les
Rnases sont beaucoup plus virulentes que les Dnases

L’extraction d’ADN se fait a partir de cellule
nucléée (qui contiennent donc de TADN)=>

@ les GR/Hématies ne possédent PAS
d’ADN

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.



EXTRACTION D'ADN

.Etapes non spécifiques

.Prélevement sanguin
.Lyse des GR
.Etapes spécifiques de l'extraction de l'ADN.

.1. Etape de la protéinase K

.2. Etape de l'extraction au phénal=chloroforme
.3. Précipitation de I'ADN

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 7
reproduction est interdite.



Polymerase Chain Reaction

> Amplification sélective de la région du génome
que l'on veut étudier

Conditions :

.20 nucléotides en amont & et en aval

.dans le tube a essai : ADN du patient + 2 amorces (— )+
nucléotides (ANTP) + tampon MgCl2 + Taq polymeérase

. étapes isolées, circuit monodirectionnel,
contamination ++

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.



PCR

FONCTIONNEMENT :

.DENATURATION : 9O° = rupture des liaisons
hydrogenes par chaleur

.HYBRIDATION : 55° = insertion des 2 oligoméres ou
primers (amorces)

. ELONGATION : 72° = grace ala TAQ polymérase +
les ANTPs

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.



Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 10
reproduction est interdite.



PCR

.Note sur la TAQ POLYMERASE :

ADN polymérase d'origine qui
résiste a la chaleur.

Elle permet d'obtenir 2n molécules de la région
du gene apres n cycles (économie)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 11
reproduction est interdite.



ELECTROPHORESE

> séparation des molécules d'ADN en fonction de leur
taille et de la concentration du gel d'agarose ou

d'acrylamide parcouru par un courant électrique du -
vers le + de haut en bas (I'ADN est placé en haut du gel
analytique car il est chargé négativement)

.Conditions :

1 bande de marqueur de poids moléculaire: mélange
d'ADN de taille différente qu'on connait parfaitement

1 bande de témoin négatif: contient tout sauf de ' ADN.

C'est un controéle négatif pour étre sur qu'il n'y a pas eu
contamination

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 12
reproduction est interdite.



ELECTROPHORESE

Exemple :

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 13
reproduction est interdite.



VISUALISATION DE L'ADN

— grace a une drogue intercalante le
BROMURE D'ETHIDIUM (agent
mutagene) qui s'intercale entre les bases de
I'ADN et émet une SOus
lumiere UV

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 14
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

& maladie monogénique (sur lesquelles on travaille en

biologie moléculaire) # maladie chromosomique (ex :
trisomie 21)

@ la majorité des maladies humaines ne sont PAS
monogénique
Les maladies monogéniques sont rares

(«orpheline»: 1/2500)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 15
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES
LA MUCOVSCIDOSE :

maladie autosomique RECESSIVE = il faut que

les deux versions du gene CFTR soient mutées pour
que la maladie s'exprime.

Les parents sont donc porteurs sains et ont 25% de
risques d'avoir un enfant atteint a chaque grossesse

@ ON NE DEMANDE PAS DE CARYOTYPE (# maladie
chromosomique)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 16
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES
L'ACHONDROPLASIE

.La + plus fréquente des chondrodysplasie

-Monogénique
.autosomique DOMINANTE

.Rare (1/15000 naissances)

Jiée a une anomalie du développement du cartilage.

11 suffit version du gene FGFR3 qui correspond a
un récepteur de croissance des chondrocytes soit mute.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 17
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

L'ACHONDROPILASIE

Un parent au moins est porteur & malade et ils ont 50% de
risques d'avoir un enfant atteint a chaque grossesse.

@ c'est une mutation de novo dans 90% des cas

Elle se localise toujours au méme endroit :
dans le sens 5'-3', exon 10, au codon 380, position

1138
G—oAouG-—-C

.On obtiendra une ARGININE au lieu d'une GLYCINE

LeE WLlldt est grdtultl. Toute verite Ou 18
reproduction est interdite.




APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

L'ACHONDROPLASIE

Diagnostic dans 99,9% des cas: appel échographique TARDIF
(3eme trimestre de grossesse) «fémur court»

Caractéristiques des malades (adultes et enfants):

. nanisme (1m30, membres courts, hyperlordose...)
. intelligence strictement normale

. dysmorphie faciale (macrocéphalie, front haut, ensellure
nasale marquée)

. troubles neurologiques (myélopathie)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 19
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN
PATHOLOGIES

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 20



ENZYMES DE RESTRICTION

. ENDOnucléases

. d'origine bactérienne

. coupent de maniere spécifique I'ADN double
brin : reconnaissent la méme séquence
palindromique (= que l'on peut lire dans un sens et
dans l'autre de la méme facon)

. a bout franc (= coupure des deux brins au
méme endroit) ou a bout coheésif (= coupure
des deux brins a des niveaux différents )

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 21
reproduction est interdite.




ENZYMES DE RESTRICTION

Séquence palindromique

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 22
reproduction est interdite.



Exemple de diagnostic utilisé en

application de QOCM

.on préleve 20mL de liquide amniotique par voie
transabdominale sous échographie.

-Amplification spécifique par PCR de la région de
l'exon 10 qui encadre I'endroit ou la mutation
achondroplasique est présente.

Ce fragment amplifié a une taille de 164pb.

.Grace a une ELECTROPHORESE on va pouvoir
savoir de quelle mutation il s'agit.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 23
reproduction est interdite.



Exemple de diagnostic utilisé en

application de QOCM

On se sert deux 2 enzymes de restrictions: Bfml et Hpall

Bfml reconnait spécifiquement la séquence CTACAG. S'il y'a
reconnaissance, elle coupe.

Hpall reconnait spécifiquement la séquence CCGG. S'il y'a reconnaissance
elle coupe.

La séquence normale au niveau de I'exon 10 est la suivante:

CTAC GGG GTG
G ACG CCC CAC

G est la guanine située en position 1138.

Si G — A, la séquence devient: C TAC AGG GTC, alors BfmlI peut couper

Si G — C, la séquence devient: C TAC CGG, alors Hpall peut couper.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 24
reproduction est interdite.



Exemple de diagnostic utilisé en
application de QCM

Electrophorése

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.




Exemple de diagnostic utilisé en

application de QOCM

Note:

. Sion trouve 3 fragments dont 1 de la taille de 'ADN
sain (allele sain) ET 2 dont la somme fait la taille de

I'ADN sain (allele muté), 1'individu est alors
HETEROZYGOTE pour la maladie.

Le patient sera MALADE si et seulement si la maladie
est DOMINANTE
(ex: achondroplasie + mucoviscidose)

. Sion trouve 2 fragments dont la somme fait la taille de

I'ADN sain (2 alleles mutées), 1'individu est alors
HOMOZYGOTEpoisieta nealadie =

repro uction est interdi




Exemple de diagnostic utilisé en

application de QCM
Conclusion:

Le foetus est atteint d'achondroplasie a
|'etat hetérozygote a cause d'une
mutation G — C en position 1138 du
codon 380 dans l'exon 10

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 27
reproduction est interdite.



LE SEQUENCAGE ADN

> Vérification du diagnostic + faire un diagnostic
Déterminer la succession de nucléotides au niveau de la région étudiée.

La méthode de référence est la = méthode
enzymatique des di-désoxynucléotides (ddnTp)

Conditions :

. étapes de la PCR (dénaturation, hybridation).
@ Elongation: ici I'ADN polymérase utilisée n'est PAS la TAQ
polymérase.
Celle ci fonctionne a 60°
L'élongation ne concerne qu'un seul brin, et on a besoin que d'un seul
primer

. dNTP + ddNTP (+ PCR)= gqui ont le role de stopper la polymérisation.
(processus au hasard)

. Couplage spécifique des ddNTP avec des fluorochromes: Rouge-T, Bleu-C, Noir-G, Vert-A
- - - Le tutorat est gratult. Toute vente ou 28

reproduction est interdite.




LE SEQUENCAGE ADN

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 29
reproduction est interdite.



LE SEQUENCAGE ADN

Principe:

.Au hasard ANTP + ddNTP (qui eux génereront des fragments
Sfluorescents).

.Les ddNTP possedent un H associé a un fluorochrome a la
place du OH = la liaison phosphodiester ne pourra pas se
faire, ' ADN polymeérase stoppe 1'élongation.

.On réalise une électrophorese dans de petits capillaires, et en fonction de
la couleur des fragments, on sait de quel nucléotide il s'agit.

.Les séquenceurs capillaires sont utilisés en routine en laboratoire de
génétique.

Il y'a présence d'une caméra laser qui va identifier les fluorochrome, qui va détecter en
premier les molécules les plus petites.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 30
reproduction est interdite.



LE SEQUENCAGE ADN

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.




LE SEQUENCAGE ADN

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 32
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

LE SYNDROME DE WOLFRAM

. pathologie autosomique RECESSIVE

. symptomes: surdité, diabete, atrophie optique, troubles
neurologiques

. les 2 parents sont porteurs sains de la mutation au niveau du
gene WES1 codant pour la wolframine = qui joue un réle au
niveau du flux calcique.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 33
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

-Rappel: Les genes sont sous forme de double hélice avec des exons

séparés par des régions non codantes, les introns.
Transcription = ADN — ARN

Maturation de I'ARN = élimination des introns (épissage) + ajout
d'une queue polyadénylée.

Traduction = ARNm — Protéine

» Une mutation qui survient a n'importe quelle étape du
processus peut donc générer une protéine anormale et
par conséquent une pathologie.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 34
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

@ Maladie autosomique RECESSIVE peut correspondre

.une forme homozygote pour le méme gene muté
.ou une forme hétérozygote pour 2 mutations différentes.

Dans ce dernier cas, on ne peut détecter qu'une seule
mutation par PCR, car la PCR permet d'amplifier
uniquement les exons.

La 2éme mutation doit se trouver au niveau d'un intron au
niveau d'un site cryptique d'épissage = une partie de
['intron va devenir un exon au cours de la maturation de
['ARN et donc étre traduite en protéine et donner une
molécule anormale.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 35
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN
PATHOLOGIES




APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

On ne peut pas amplifier directement 'ARN = REVERSES
TRANSCRIPTASES

-récupérées a partir des RETROVIRUS

.elles synthétisent de 5' en 3' par complémentarité, a partir d'un brin
d'ARN, un simple brin d'ADN

.utilisent 1 amorce d'ADN (succession de T) qui va aller s'hybrider sur la
queue polyadénylée de 'ARNm

Dans le tube a essai:

Amorce d'oligoT + dANTPs + polymérase d'activité Reverse Transcriptase +
RNase H qui dégrade I'ARN uniquement lorsqu'il est hybridé avec 'ADN

La copie d'ADN simple brin peut directement aller en PCR
sans passer par l'étape de dénaturation.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 37
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN
PATHOLOGIES




APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

Electrophorése a partir de ' ADNc synthétisé & partir d'ARN

exemple :

. le pere est porteur de la mutation au niveau exonique (« forme
classique »)

. la mere est porteuse de la mutation d'épissage

Pére : 1 seule bande (mutation d'un nucléotide)

Mere : 2 bandes = I'"ADNc comme celui du pere + ADNc avec
épissage particulier.

Le séquencage va alors nous permettre d'identifier le variant a
la base de la mutation de I'épissage.

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 39
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES
ELECTROPHORESE SPECIALE ADNc

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 40
reproduction est interdite.



APPLICATIONS EN

PATHOLOGIES

.Séquencage illisible

.—besoin du clonage moléculaire

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 41
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

But : Obtenir un grand nombre de copies identiques
absolument pures d’'une séquence donnée d’ADN.

Permet donc de séparer 2 populations d’ADN (ADNc
WT et ADNc muté)

Principe :

1- Intégrer un fragment d’ADN (=Insert) dans un vecteur
2- Introduire le vecteur dans une cellule hote (bactéries)
3- Sélectionner, isoler et amplifier les clones bactériens

4- Obtenir un fragment d’ADN pur en grande quantité

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 42
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

1) Préparation de PADN recombinant (= Vecteur +
Insert) :

- Vecteur =

« ADN circulaire double brin capable de réplication
autonome indépendante de ’ADN de la cellule hote
(=réplication épisomale)

* ADN de taille réeduite qui permet I'insertion d'un
fragment d’ADN étranger

* ADN qui possede des genes de sélection permettant de
sélectionner les cellules hotes qui ont intégré le vecteur

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 43
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

2 grandes catégories :

les vecteurs de clonage : destinés a isoler
physiquement un fragment d’ADN d’intérét et a amplifier
le nombre de copies de cet ADN

les vecteurs d’expression : destinés a transférer un
gene dans une cellule hote eucaryote

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 44
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

& Différents vecteurs en fonction de la taille de l'insert :

Type de vecteur Taille de I'ADN cloné
Plasmide 20 kb
Fhage Lanbas 2510
(vecteur artificiel d;fésgrr;isfige et du plasmide) 49 kb
Phage P1 100 kb
BAC (Bacterial Artificial Chromosome) 300 kb
YAC (Yeast Artificial Chromosome) 1000 kb
Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 45

reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

3 caractéristiques du vecteurs : Site de multiclonage =
polylinker dont on connait

parfaitement la séquence, « on
sait ol coupe précisément
chaque enzyme de restriction »

Folylinker = site multiple de clonage

Origine de réplication qui lui
permet de se multiplier dans la

Plasmide | < Ori = Origine de réplication  bactérie et indépendamment
d’elle
- Gene de sélection = de
résistance a un antibiotique
(zene de selection

(ex. resistance a [ ampicilling)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 46
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

—> préparation du vecteur + de I'insert digérés par des
enzymes de restrictions

Ehgesth:nn
Plasmide E oR
Le vecteur est
linéansé
LIQE!IIDI‘I recombinant
Insert
Digestion
— 7w
EcoRi
Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 47

reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

—> Ligation vecteur + insert par la T4 DNA ligase

5 ¥ 5 7 .
R g R - FADN n’est pas fait pour
oh | "““H'.I} GF. | étre simple brin >
? > o ° hybridation par
Hybridation , oy s
complémentarité avant
e on 5o ¥ J’action de la ligase
[ Gl
/ / oy o
o Z\JDF - de préférence, on utilise
: 2 a1e : *  le méme types d’enzymes
HMF.Q,@UQEUD" de restrictions sur le
. X vecteur et sur I'insert pour
e avoir les memes
3 5 extrémités franches ou
Le tutorat est gratuit. Toute ven@ghesnfes 48

reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

—>La ligase referme indifféremment
le vecteur avec ou sans insert

- Etape de déphosphorylation : nécessaire
avant la ligation de fragments d’ADN clivés par
des d’enzymes de restriction qui génerent des
extrémités franches

But : que la ligase n ‘est plus le choix entre
refermer le vecteur sur lui-méme ou avec l'insert,

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.

49



CLONAGE MOLECULAIRE

5 ¥
5 b 3(:)H F ” 5
e — + :ﬁ] [
] I
OH Bxtrémités franches OH
3I SI 2 A 5I 3|

Ligation
2 AMP+2PPi

Ligation: ﬁﬁ

Insert- ‘*.a“ectepr

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 50
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

—> Stratégie de clonage :

e
e

Clivage des extémites

Nucléase S1 ) N
simples brins 5" sortants

Activité

- Insert . 5'-3" exonucléasique
3’ &
Extrémités cohésives
Vecteur e .
N AATT

| | | | It -
I | I |

Extremites franches

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.

o1



CLONAGE MOLECULAIRE

On considere qu'un seul produit PCR a été incorporeé
dans le vecteur :

> soit d’origine maternel
> soit d’origine paternel

2) Introduire le vecteur dans une cellule hote
(bactéries = TRANSFORMATION)

> perméabilisation de la membrane par choc thermique,
électrique, ou chimique

Au final : bactéries avec un seul type d’ADN
recombinant = un seul produit PCR + bactéries non

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 52

tI'aIleOI'méeS reproduction est interdite.




CLONAGE MOLECULAIRE

Ampicilline
Chc’_t Résistante
Thermique
T % ﬂ
O ou Choc
Electrique Ampicilline
Résistante
ADN Bactéries |
combinant compétentes
(E. Coli)

pﬂmf hactérienne _

1 |
perméabilisée :‘: % ::
: :

Ampicilline
Sensible

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou
reproduction est interdite.
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CLONAGE MOLECULAIRE

3) Sélection des clones bacteriens :

v’ Etalement sur boite de pétri contenant une gélose
(=substance nutritive) et un antibiotique

v L’antibiotique permet de discriminer les bactéries
ayant intégrées notre ADN recombinant (vecteur +
Insert) des autres

v En effet, le vecteur posséde un gene de résistance a
I'antibiotique

Au final : seul les bactéries ayant intégrées notre vecteur
avec ou sans insert pourra proliférer et faire des colonies

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 54
reproduction est interdite.




CLONAGE MOLECULAIRE

Choc
‘ Thermique Etalement

/__,_%
- 42°C 30sec o sur boite // \
O Glace 2min de pétn
| > O |—"—"‘> > | |

e ————

LB-Agar
+ antibiotique
(ex.ampicilline)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 55
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

3) Isoler et amplifier des clones bacteriens :

v Une colonies provient a I'origine d’une seul bactérie
(si bactéries ensemencées pas en exces)

v" On récupeére une colonie, qu’on transféere dans un
milieu liquide pour I'amplifier

v’ Pareil avec une autre colonie

Au final : 2 populations d’ADN recombinant différentes
Isolees ! On a bien réussi a séparer nos 2 populations
(ADNc pere / ADNc mere )

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 56
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

| Amp R Bactéenes (E. Coli)
|‘ Hmp E;fwse:risencéesm
|‘ Amp.F

sur boite de pétri

LB-Agar
+ ampicilline

s
h>
Seules les bactéries contenant le géne #...\'l
de résistance a I'antibiotique forment des {{.’
colonies
Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 57

reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

3) Sélection des clones bacteriens :

v’ Etalement sur boite de pétri contenant une gélose
(=substance nutritive) et un antibiotique

v L’antibiotique permet de discriminer les bactéries
ayant intégrées notre ADN recombinant (vecteur +
Insert) des autres

v En effet, le vecteur posséde un gene de résistance a
I'antibiotique

Au final : seul les bactéries ayant intégrées notre vecteur
avec ou sans insert pourront proliférer et faire des

CO | onies Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 58
reproduction est interdite.




CLONAGE MOLECULAIRE

Probleme : on a jamais 100 % d’insertion de l'insert,
certains vecteurs se sont refermés sans l'insert malgres
les phosphatases.

Solution : sélection blanc-bleue

v" Polylinker au milieu d'un gene qui code pour la B-
Galactosidase

v" Si insertion de l'insert = coupure du gene en 2 = pas
d’expression de la B-Galactosidase

v" Si le vecteur se referme sur lui-méme = gene de
I’enzyme continue = expression de la B-Galactosidase

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 59
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

- Sélection blanc-bleue :

Colonies -Galactosidase

B-Gal MNégatives (avec insert)
Neg. ™=
. 3
——
Insert
Ligation
Gal . Transformation
p- fﬁmﬂ € Bactérienne
i —  LB-Agar
Plaﬁm"h,] O + ampicilline
.- +IPTG +X-Gal
AmpF Colonies fi-Galactosidase
Positives (sans insert)
Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 60

reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

IPTG : Induit I'expression de |la p-galactosidase

X-Gal (Incolore)

A
b’ H
=——"> - ‘H.:-- pa— dﬂrf’g;e

f-galactosidase

&>

b4 LB-Agar
. + ampicilline
Coloration Bleue +IPTG +X-Gal

Plasmide
avec insert

s
rF
’

IPTG = induit expression de la B-galactosidase

Amp|C|I|ne = ar"l:ibiotiqueLe tutorat est gratuit. Toute vente ou 61
X_Ga| - substrat reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

gene B-Galactosidase inactivé  gene B-Galactosidase
fonctionnel

X-Gal incolore non hydrolysé X-Gal incolore hydrolysé
colorant le milieu en bleu

= COLONIES BLANCHES COLONIES BLEUES

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 62
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

3) Amplification clonale des clones bactéeriens

v" On amplifie ces différentes populations pour récupérer
I’ADN et le séquencer

Une colonie est mise en culture dans un milieu liquide de culture
adapté a la croissance bacténenne

Incubation 16h
=TS [\ e [\

Multiplication Centrifugation
des bactéries des bactéries

L E— /_\ - /_‘\

LB Liquide Incubation 16h
Le tuld?3Pest gratuit 6te vente ou 63
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

4) Séquencage

On obtient un fragment d’ADN pur en grande quantité
qu’on va pouvoir séquencer individuellement

Pour cela, on procede d’abord a :
v al extraction de ’ADN recombinant

v les ADN recombinants purifiés sont analysés par
digestion enzymatique : réalisation de sa carte de

restriction = VERIFIER QUE LE PLASMIDE
CONTIENT L’'INSERT

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 64
reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

- Carte de restriction = séquences des vecteurs que ’on connait
parfaitement
2>MCS = site de multiclonage = polylinker = lieu d’insertion de
Pinsert
Les ADN recombinants purifiés sont analysés par digestion enzymatique: Digestion Pvull:
realisation de sa carte de restriction.

A- Plasmide sans insert:
Ssplzesy SR 19 977-529 = 448 bp

A | 2645 Maeg | 330 ] ]
B- Plasmide avec insert:

977-529 = 448 bp
+ 500bp= 948bp

Spa | 2526
EcoRl
Pyl 2418

BzsH 11 B8
Hpnl gat

Insert Sacl
S00pb W £ ohi

nBluescript Il SK (+/-)

Gac | ¥59 1 A B
BesH 11 722
249461 bp
513—  —
94— = —_—
Mg— —  —
O Siatagene Le tutorat est gratuit. Toute vente ou 65
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CLONAGE MOLECULAIRE

QCM 1 : Vous réalisez une carte de restriction pour différencier les plasmides contenant un insert de ceux ne
contenant pas d'insert. La carte de restriction est schématisée ci-dessous.

Méthode de résolution :

Pyy 1i{4000)
N

/U,qgl (800) Taille du fragment entre
Nae | et Nae | sans
I'insert :
Insert 3500 - 800 = 2700 pb
300 gb Taille du reste du
plasmide :
4800 — 2700 = 2100 pb
Taille du premier

Pyy 1(1500) ~ fragment avec l'insert :
gggﬁl/(ZGSO) 2700 + 300 = 3000pb

Plasmide
4800 ph

7e

Nage ! (3500)

Apreés digestion enzymatique avec I'’enzyme Nae |, quels sont les fragments obtenus aprés migration
électrophorétique sur gel d’agarose ? Donner la ou les réponse(s) exacte(s) :

A) Plasmide avec insert : 2700pb + 2100pb

B) Plasmide avec insert : 2700pb + 2400pb Corre(itlon C
C) Plasmide sans insert : 3000pb + 2100pb Plasmide avec insert : 3000pb + 2100pb
D) Plasmide sans insert : 2700pb + 2400pb Plasmide sans insert : 2700pb + 2100pb

E) Aucune de ces réponses n'est correcte 66
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CLONAGE MOLECULAIRE

Verification de l'insert par sequencage

ADN

recombinant i )
Dénaturation

b
]

C  —— ]
1 —
H}fhridﬂtiﬂ'n BI.:-:_:E-I
des amorces
=
Amorces Elongation
dNTP + ddNTP

ADN Polymérase

TAA GAT GGCAGAGCCC GGT AAT 5 5
&b 65 T Ta

Séquenceur -
o i || G— .
'.'rl"'ll.."' ||IIII "'|| 'Il "'|i|“| — E—

¥ 5
i\

T TR & AED

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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CLONAGE MOLECULAIRE

4) Séquencage

v Au départ = séquencage illisible car superposition
allele sauvage et variant d’épissage

v Apres clonage = séparation des 2 produits PCR qui
venaient des 2 alleles de la mere (WT et variant
d’épissage)

v On identifie tres clairement la partie de I'intron ajouté
= variant d’épissage = impact sur 'TARNm
é Donc une mutation dans une région introniques
peut avoir un impact sur la protéine

v Tandis que dans le séquencage wild type on retrouve 1518
jonction exon6-exony

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



CLONAGE MOLECULAIRE

Veérification de lI'insert par séquencage

, O
| | ||

S Clonage V2,
% Séquengage %
CCGTCGCGAGGC
| 130

69
Variant d’épissage Wild-type
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)

Définition :

« Séquencage massif en parallele de molécules d’ADN
individuellement séparées et amplifiées sous forme de
clones ou de molécules unique. »

Différence avec la méthode de séquencage
classique :

1 réaction de séquence par Sanger : 400pb-800pb

1 réaction de séquence NGS : 10Mb a 100Gb, voire
meéeme 'exome complet en 1 réaction (= totalité des

séquences codantes d'un individu )
70
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

>

1975 1977 1990 1995 1999 2000 2006 2012

Séquencage puces a ADN

-Zé.llr;geer,r( (microarray) Evolution puces 3 ADN

-(31 -

Seguencage par Séquencage par Séquengage « Next-next
Southern mesure de la fluorescence Electrophorése capillaire haut débit generation
Blot

Sequencing »

71
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)

3 types de séquenceurs NGS .
=> lllumina
= Roche

=>» Life Technologies

Le principe de base est le méme pour les 3 types :
1) FRAGMENTATION de ’ADN

2) Ajout ADAPTATEURS + CODES BARRES

3) Amplification PCR

4) Séquencage 72

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



End repair and adapter ligation

Generation of luminescent or fluorescent images

Conversion to sequence
Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.




SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)
1) FRAGMENTATION de PADN
- casser ’ADN double brin par :
Y des endonucléaseses

% ou par des sonicateurs ( ultrasons)

- obtention de fragment d’ADN de 200 a 400pb

74
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)

2) Ajout ADAPTATEURS + CODES BARRES
- alaide d’ADN ligases

- permet d’'identifier les différents échantillons (
96 PCR d’ADN simultanés pour LT)

- on obtient des petits fragments d’ADN avec a
leurs extrémités 5’ et 3’ exactement les mémes

séquences

avantage = quelque soit le fragment d’ADN on va
pouvoir utiliser les mémes primers

75
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)

3) Amplification PCR

La technique d’amplification va différencier les 3 types de
séquenceurs !

BUT : amplifier et séquencer individuellement et
simultanément en séparant ces petits fragments les
uns des autres

=» [llumina : amplification clonale sur support
solide

= Roche + Life Technologies : amplification clonale
sur billes d’agaroses

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



— Emulsion huile/eau puis ePCR (emulsion PCR) SOIiD, Roche, lon torrent

|y

-

‘AR

-~
® ~
s
- > - 7

Emulsion et création de microréacteurs Emulsion PCR

— Immobilisation sur phase solide puis bridge amplification Illumina

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)

4) Séquencage

» Séguencage générant des signaux (fluorescent ou
chimique)

» Détection des signaux émis et conversion en séquence

Illumina Roche Life

technologies

Amplification @ SUPPORT BILLES BILLES
clonale sur SOLIDE AGAROSES AGAROSES

Discrimination A FLUO AFLUO APH
des nucléotides
intégrés *

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.




SEQUENCAGE A HAUT DEBIT

(NGS)

A Amplification PCR
0wy
3, B
fyj%s ' ADN génomique Numina:
PCR-XL
Capture des fragments d’ADN
l et amplification sur support solide
Fragmentation|
de 'ADN
AVAVRNYLY.
AVAY \/\ Roche:
Fixation sur billes d’agarose
l Seéparation des billes (Eawhuile)

Ajout d'adaptateurs PCR en emuision

(+ code barre)

'\/’v "\Jq_, Life Technologies:
N UV N Fixation sur des sphéres

Séparation des billes (Eau/huile) .

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.

' Analyzer Il HiSe Roche / 454 .
Mpey Gename Aatyzer x ; Gonome Sequencer FLX GS Junior
Life technologies
--—-M
lon PGM lon Proton ——
AR g : PacBio RS elicos Biosciences
NC
SOND (Applied Biosystem) lon torrent Pacific Bioscience Heliscope
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Videéos a titre illustratives :

Illumina sequencing technology
Illumina

Roche technology

Life technologie Torrent

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.

81


https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.youtube.com/watch?v=77r5p8IBwJk
https://www.youtube.com/watch?v=rsJoG-AulNE
https://www.youtube.com/watch?v=WYBzbxIfuKs

Systeme Life Technologies Torrent

Principe :

« La création d’une liaison phosphodiester libere un
proton

 variations de [protons] = variation de pH

* Le systeme LT mesure la variation de pH pour
savoir si un nucléotide donné a été integre

* On peut ainsi séquencer le fragment d’ADN donné

i i : . 82
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Systeme Life Technologies Torrent

lon Torrent Sequencing

Prepare Clonal Isolate Positive lon
Library Amplification Sphere™ Particles

Fragmentation
PCR Purification

- 4». -ipw‘

Séquencage

83
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Systeme Life Technologies Torrent

Fonctionnement :

1) Fragmentation de 'ADN

2) Fixation adaptateursen 5 et 3’

3) Chaque fragment d’ADN sera piégé sur une sphere
4) Emulsion huile-réactifs de facon a créer des
micro-réacteurs = chaque goutte contenant une
sphere et tout les réactifs nécessaires a 'amplification
PCR (Taq polymeérase, les primers ...)

5)Amplification de chaque fragment d’ADN (PCR en
émulsion)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. i



Systeme Life Technologies Torrent

Fonctionnement (suite) :

6) On place ces spheres dans des puits recouvrant
une puce de 2-3cm de diametre (1 puce =1 a 11

millions de puits = 1 a 11 millions de réactions
simultanées)

7) Séquentiellement 'appareil va envoyer les différents
nucléotides A, T,G,C

8) Si le nucléotide envoyé a été incorporeé par la
polymeérase, le séquenceur mesurera une
variation de pH da a la libération d’un proton
lors de la formation de la liaison phosphodiester,

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



Systeme Life Technologies Torrent

Avantages :
v Gain de temps
v Gain de capacité (10Mb a 100Gb en 1 seul réaction)

Inconvénients :
v’ Traitement bio-informatique lourd
v' Pas assez de recul sur la viabilité de ces méthodes

(2005)

La méthode Sanger reste quand méme la
méthode de référence, il faudra toujours
confirmer par une PCR-séquencage classique

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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Bonus : PCR EN TEMPS REEL

Définition :

La PCR en temps réel ou PCR quantitative est une
méthode particuliere de réaction d’amplification en
chaine par polymérase permettant de mesurer la
quantité initiale d'ADN.

Application :

v" Quantifier la charge virale (diagnostics maladies
infectieuses)

v' Déterminer le nombre de copie d’'un gene

(pathologies ou c’est la variation de ce nombre qui est
responsable) 87

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



PCR EN TEMPS REEL 1

La premiere grande technigue repose sur le méme
principe que la PCR QUALITATIVE :

é A I’exception de la mesure de la
fluorescence qui se fait directement apres
chaque cycle et de I’agent intercalent utilise
(BET vs SYBR green)

- Avec |la PCR classique la mesure de la quantite dADN
ne se fait qu'apres 35-40 cycles et migration sur gel
d’'agarose ou d’acrylamide (sous lumiere UV apres
coloration BET)

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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Rappel : les étapes de la PCR

] | ﬁ
—— m— e —
- — — -8

Dénaturation Hybridation Elongation
95°C B5°C 72°C

35-40 Cycles

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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PCR EN TEMPS REEL 1

Pour permettre la lecture de la quantité de produit
PCR produit a chaque cycle, on ajoute au milieu

reactionnel le SYBR green (= intercalent comme le
BET ).

Propriété SYBR green :

Emettre une fluorescence quand il est
incorpore dans un ADN double brin

=>» L’intensité de la fluorescence est donc
représentatif de la quantité de produit PCR généré

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 90



PCR EN TEMPS REEL 1

SYBR Green
o e 4 ° o SYER Green:
— T SETETrarIes  agent intercalant
ey o e QUi Se lie & 'ADN
o o o ° - double brin.
o © e o o o Lors de sa fixation
L =R SEIEIETLIE il émetdela
D__%r e o © fluorescence. 3¢
O — m
Q Q o )
R — L
o o o — o TeTexeT o3
©  ©

Mesure de la
Dénaturation Hybridation Elongation fluorescence

\—
/

n Cycles

91
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PCR EN TEMPS REEL 1

 Alétape de dénaturation = pas de fluorescence
car ’ADN est sous forme simple brin, donc le SYBR
green ne peut pas s’intercaler

« (Cen’est qu'au moment de I’élongation qu’il s'intercale
et fluoresce

« Lethermocycleur va lire en temps réel la production
de fluorescence apres chaque cycle, c-a-d a la fin de
chaque étape d’eélongation

- La quantite de fluorescence est donc
proportionnelle a la quantité d’ADN double
brin généré

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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PCR EN TEMPS REEL 1

Résultat :

. 18.577 +— Plateau
Intensite de Fluorescence ]
= Quantité de produit PCR =~
EYHIhétiEé. 10.677 ] PhESE_

13.577 exponentielle
e e e
%m.srr-
E B.ETT
] PR
q.577T
1.5TT

2 4 B B 10 12 14 6 1B 20 32 24 26 2 =0 33 34 35 33 40 43 44 45 43 B0

Cycles

Nombre de cyles PCR

i . i . 93
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PCR EN TEMPS REEL 1

- une phase de plateau au départ : pas assez d’ADN
double brin produit pour que le systeme puisse lire la
fluorescence

- un point d’inflexion : varie en fonction de la quantité
d’ADN génomique au départ

¢ plus on a d’ADN au départ, moins il faudra de
cycle pour commencer a observer une
fluorescence = point d’inflexion plus tot

L’appareil va mesurer le point d’inflexion et déterminer le
cycle seuil Ct = nombre de cycle qu’il faut pour
commencer a voir une fluorescence

Le tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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PCR EN TEMPS REEL 1

Grace a une gamme d’étalon, on peut quantifier le
nombre de copie d’ADN au départ a partir de Ct !

Amplification Curves

PCR « Classique »
10,264+ /
8.264
8.264
7,264/
&
o 062844
8 r
8 s260] Gamme étalon
5
E axs) PCR en Standard Curve
£ 52 Temps réel Gt
B
2,264 Ct gi
! [~ 3
1.264 ;_-;" § ;g?
ra -
0.264 ol e
2 4 B 8 M 12 14 1B 16 M 2 94 B B W W W B W 40 42 44 2 -1 n : 2 ’
Gyeles Log Concentration
Ct: Cycle Seuil PCR Quantitative
= Lecture 95
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PCR EN TEMPS REEL 1

—> une phase exponentiel

—> une phase de plateau final :

é*“Apres 40 cycles, 'intensité des produits PCR
géneéres est identique quelque soit la quantite
d’ADN génomique utilisée au départ.

En effet, le systeme arrive a saturation = toutes les
amorces, les dntps ont été utilises + les 35-40 cycles
usent la taq polymeérase

i . i . 96
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PCR EN TEMPS REEL 2

La seconde grande technique de PCR en temps réel utilise
la sonde TagMan.

Principe :

v' dans notre milieu de réaction on rajoute une 3¢me
sonde = la sonde Tagman a la différence pres des
amorces qu’on lui rajoute un quencher et un
fluorochoreen 5’ et en 3’

v' la sonde se positionne sur le brin ’ADN

v" le quencher tres proche du fluorochrome éteint sa
fluorescence = aucune fluorescence au départ

. . i . 97
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PCR EN TEMPS REEL 2

v La Taq polymérase possedent une seconde activité
exonucléasique 5’-3’ en méme temps qu’elle
progresse et qu’elle synthethise le brin fils par son
activité polymérase 5’-3’

v" Au moment de I’élongation, elle va dégrader la sonde
TagMan hybridée provoquant I’eloignement du
quencher et du fluorophore = apparition
fluorescence

v' La suite est la méme : le thermocycleur va lire en
temps réel la production de fluorescence apres chaque
cycle, c-a-d a la fin de chaque I’étape d’élongation...

98
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Avantage : spécificité de la réaction accru avec la geme

sonde
La PCR en temps réel: les sondes TagMan
Tsaz:::n w -{;ﬁ"-
(7 , @
Quem:_her w Fluorophore > _(r) : -
— 5o &3 e
— w Taq Polymérase:
— 5-3 Polymérase +
Activité 5'-3
S —— exonucléase
© o Mesure de la
Dénaturation Hybridation Elongation ﬂ““iince
< n Cycles . 9
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