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|/ Digestion enzymatique

Elle se fait par des

enzymes de restriction.

Ce sont des
ENDOnucléases
bactériennes qui
peuvent couper ’ADN
de maniere
reproductible au
niveau d’une séquence
spécifique.

EcoRl
EscherichiacoliR y13
E : initiale de I’espéce bactérienne R : souche
co : genre de la bactérie | : n° d’ordre de découverte
de I’enzyme dans une méme
bactérie

Pvull (Proteus vulgaris)
BamH|I (Bacillus amyloliquefaciens H)
Haell (Haemophilus aegyptius)
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Il existe 3 types d’enzymes de restriction. On s’intéressera qu’au
type Il.

Les enzymes de type 2:

-reconnaissent 4 a 8 paires |
de bases EcoRl 5 GAATTC3
3'C TTAAGS’

-coupent au niveau de |a !

séquence reconnue

la séquence est Deux enzymes reconnaissant la méme
PALINDROMIQUE +++  Sé€quence sont isoschizomeres. +++
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> Enzymes de restriction de type Il :

- types de coupure

Coupures a bouts francs
(blunt ends)

Haelll
:
5GGCC3
3'CC GGYH’
f
./ \
5GG + CC3
3'CC GGYH’

Coupures a bouts cohésifs

(sticky ends)
EcoRl
|
SGAATTC3
3'C TTAAGYS’
!
<~ N
5G + AATTC3
3'CTTAA GS5’
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O 1/ Le séquencage
de ’ADN

Désoxyribonucléotide
& o c>—l E O=F -o»
But : determiner la e %

° & ° c Base
succession des nucleotides
qui le compose. +++ o Liaison

La double hélice d'ADN 2 Brins phosphodiester

Comment ? : en utilisant la méthode
des Didésoxyribonucléotides ou

‘thode de S ADNde ADN inconnu, a séquencer
methode ae sanger séquence connue ’

39 S’ 3’ 5,

. . R ) , e
PrlnC|pe : ’ADN pOlymerase Amorce complémentaire  Synthése du brin complémentaire
synthétise un brin complémentaire a d'une partie de la séquence par une ADN polymérase

connue 15-25nt dans le sens 5' vers 3’

la séquence étudiée a partir d’UNE
amorce.
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Les étapes:

La synthese se fait sur - —

5 . 3,
plusieurs cycles de 3 : - —
étapes: 3 =5 -
5 i1 3’ — A —
3 -5’ — —t—
, . . ADN a séquencer
0 Dénaturation a 95°C
Dénaturation Hybridation Elongation

95°C 55°C 60°C

9 Hybridation a 55°C / \ / .

€) Elongation 2 60°C —

Contrairement a la PCR, le
séquencage n’utilise qu’UNE
SEULE amorce. +++++
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Ce sont les mémes
étapes que la PCR.




Dans un tube on ajoute:
-I’ADN a séquencer
-la Taq polymérase

H
. : H [+]
dNTP:désoxyribonuciéotides NV

hod
! p Base
"ADN Polymérase> s s
" H rﬁ—i—i—ﬂ—?’—%H

-les dNTPs
-’amorce s Lo
-les ddNTPs -
Matrice vo—t _?_i;e‘lﬂ
N , simple brin N l{ -
Lors de la synthese, la Tag polymérase va dANTP didesoxyribonuciéotides A~
incorporer soit un dNTP soit un ddNTP. b

En réalisant plusieurs cycles on obtient
une multitude de fragments

ADN de

. ADN inconnu, a séquencer
séquence connue

Lorsque la Tag polymérase ajoute un T e i~ R
ddNTP, la synthese s’arréte. ++++ LN S
I
- >

s 7 7 7 7
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Pour réaliser le séquencage, on a 2 méthodes
possibles:

@ La méthode Sanger

On effectue 4 réactions indépendantes dans 4
tubes contenant chacun :

-1 ddNTP (A, T, Cou G)

-les 4 ANTPs (A, T, C et G)

Les ddNTP sont radiomarqués.

Les produits synthétisés sont ensuite séparés par
électrophorese.

L ’identité est reconnue grace ala
piste sur laquelle on fait migrer
les produits. L’enchainement est
renseigné par la taille des
fragments. ++

CCGT
CCGTT

ddTTP CCGTTCT — T A G C
AVIARE = s iy
1 c G . -
%P‘ cCcG o CCGTTCTG
CCGTTCTG - CCGTTCT
dCTP CCGTTCTGAG — CCGTTC
= CCGTT
C — CCGT
cC — CCG
CCGTTC — cC
+ = C

Les produits synthétisés sont séparés, en fonction de leur taille, par
migration électrophorétique.

ATTENTION : le résultat de cette méthode
nous donne la sequence COMPLEMENTAIRE
a celle que ’'on souhaite trouver. Pour
connaitre cette derniere on doit se souvenir

du principe de complémentarité des basgy./

oo /177




@ La méthode automatisée

Avec l'utilisation de ddNTPs fluorescents, la
méthode Sanger a été simplifiée et
automatisée.

Chague ddNTP est couplé a un
fluorochrome de couleur différente.

Ici les 4 ddNTPs sont ajoutés dans le méme
tube réactionnel. +++

Les produits synthétisés sont ensuite
séparés en fonction de leur taille.

L’identitée des nucléotides est
retrouvée par la couleur et
’enchainement par la
taille.+++

3

Matrice
simple brin

dNTP:désoxyribonucléotides

-

[ADN Polyméra

s >

@y

<P

bG o
Y Gl

ddNTP:didésoxyribonucléotide

l/

des ddNP.

LADN Polymérase synthétise, a partir dune amorce, un brin complémentaire
fidéle a la séquence dADN 2 étudier en incorporant au hasard des dNTP ou

Chaque ddNTP est coupké a un fluorochrome de couleur différente

Lincorporation dun ddNTP stoppe la syntheése

Migration

Electrophorétiqu>

Séparation en
fonction de la
taille.

Fragments de grande taille
AA

E

Fragments de petite taille



Les séquenceurs automatiques.

Capillaire de séparation

— -

0 50 p rempli de gel

Générateur
haute

Systéme robotisé

déplacant le capillaire

E” Electrode
@ Cathode

plaque
de microtitration
(48 a 384 puits)

Détecteur CCD

Fenétre
de lecture




Exemples de resultats

Non muté Muté

ddNTP: CTAG CTAG

B - - _ am
gl =
= -
- - =
- . —
= e
S— - - P
Variant
hétérozygote
C>T

Variant
hétérozygote
C>T

\

Muté

Non muté
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l11/ Applications sur des
maladies génétiques

C’est une maladie AUTOSOMIQUE
DOMINANTE touchant le tissu
cartilagineux.

ATTENTION : 90% des enfants atteints
ont leurs parents SAINS. C’est une
néomutation. +++++

Les homozygotes ont généralement une

forme plus grave.
LA
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Le gene responsable est le géne FGFR3.

->Ce gene code pour le RECEPTEUR
d’un facteur de croissance fibroblastique.

Il s’exprime dans les chondrocytes.

La mutation est TOUJOURS au méme
endroit :

Codon 380

Nucléotide 1138

> Il existe 2 mutations possibles

0 Guanine remplacée par Adénine (G > A)

@ Guanine remplacée par Cytosine (G > C)

14.98 kb, mRNA 4069 pb, 17 exons

1

2 3 4 56 7 89 101112 1314151617

1

="\
=" \
\

T
...TAC GGG GTG.... - ...TAC CGG GTG....

...TAC AGG GTG.... =
.. Tyr Gly Val..... ... Tyr Arg Val.....

... Tyr Arg Val.....

c.1138G>A, p.G380R ¢.1138G>C, p.G380R

Dans les deux cas on a une
substitution d’acide aminé :

Une GLYCINE est remplacée par

une ARGININE. ++++
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Devant une suspicion par
échographie: p—

+1

€@ Extraction d’ADN 3 |
partir de cellules 5’ ATG
amniotiques

TAC

@ Amplification par PCR
d’un fragment de 164 pb
encadrant la position 1138

9 Vérification des
amplicons sur gel

1138

|

TAC GGG GTG
ATG CCCCAC

0 W

>
>

M F C T-
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Mutation ¢.1138G>A Mutation ¢.1138G>C

O Bfml Hpall
@ Digestion des amplicons par sain - -
Hétérozygote 164 + 109 + 55 pb 164 + 109 + 55 pb
-Bfml pour G > A Homozygote 109 + 55 pb 109 + 55 pb

-Hpall pour G > C

¥
12
et
=
~
S
=
S
——
~
-~ -

On appelle ca un PCR-RFLP. ++

Wild-type A Gccc ACC T AGCT G|

9 Vérification par séquencgage S
5..C TAC GGG GTG..3
3..GATG CCCCAC.5

ON NE PEUT PAS POSER DE MMMM

DIAGNOSTIC AVEC UNE SEULE slon ¢ 1096 G
étérozygote ) %0 2"
TECHNIQUE DE BIOLOGIE

5'..C TAC AGG GTG..3

MOLECULAIRE. ++++ 3.G ATG TCC CAC..5' FM !n /////




C’est une maladie autosomique récessive +++

Le gene responsable est le gene WFS1 codant
pour la wolframine.

Mais on ne connait pas la mutation. Elle peut se
trouver n’importe ou dans le géne. ++

Le gene possede 8 exons. Le codon start ATG se
trouve au 2€ exon.

L’EXON 1 N’EST PAS CODANT !!! ++++

Start de transcription
—>

Exon 1 Exon 2 Ex3 Exon 4
ADN Génomique | | | ATG [ L | Stop
Intron 1 Intron 2 Intron 3

lTra nscription
ARN [ | ATG I | Stop

lEpissage

Exon 1 Exon 2 E><3§ Exon 4

ARNm 5 ATG | Stop. AAAAAAA 3
(ADNCc) 5 UTR FUR |

lTra duction '
Protéine NH2 Met SIT.&COOH

N EP h

ol|ﬁ|

mut] mut mut m

Organisation et expression des geénes::

-la 1 ligne montre le géne

-en 5’ on a le promoteur (orange). Ici se fixent des
protéines pour démarrer la transcription

-les exons sont séparés par des introns non codants
-apres transcription ’ARN est épissé : on vire les introns
-puis il est traduit en protéines

La traduction commence au codon
Start ATG pas a lexon 1 !!! +++

Tout ce qui esten amont n’est pas
traduit.

La région apres le codon Stop s’appelle
la région 3’-UTR
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Pour établir le diagnostic on va
identifier le variant nucléotidique
responsable du dysfonctionnement de
la Wolframine.

>0n s’intéresse d’abord aux régions

codantes car facilement interprétables.

On réalise 7 PCR pour amplifier les 7
exons codants (2 a 8)

Puis on ségquence ces exons

Cependant 2 cas sont possibles apres le
séquencage:

PCR (exons + Jonctions intron/Exon) + Séquencage

Geéne WFS1
1 2 3 4 5 6 7 8
} '_l‘ - I —— : | — 1
ATG Stop
PCR

7 PCR différentes pour amplifier les exons

Séquencgage des 7 PCR

/4



0 Les deux parents sont porteurs sains et hétérozygotes

lls n'ont pas la méme mutation et I'enfant atteint aura les deux alleles
mutés de chaque parent. || est HETEROZYGOTE COMPOSITE +++

WTE?WT

Pere porteur, non atteinte Mere porteuse, non atteinte

c.1672C>T c.1839G>A

c.1672C>T

c.1672C>T

c.1839G>A WT || WT

c.1839G>A
Enfant atteint Enfant atteint Enfant non atteint

» Diagnostic de Syndrome de Wolfram
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@ On trouve une mutation hétérozygote chez le pére mais pas chez la mére.

Pourtant cette pathologie est récessive. Pour étre atteint il étre porteurs de deux

mutations.
WT IE!H_SF’ WT

Pere porteur, non atteinte Mere porteuse, non atteinte

c.1672C>T

|
c.1672C>T c.1672C>1 wr || wr
Enfant atteint Enfant atteint Enfant non atteint

» Une seule mutation identifiée aprés PCR et séquencgage
des régions codantes du gene WFS7 = manque la 2éme
mutation
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Alléle paternel ¢ 1672C>T

» Variantd’épissage

La raison est simple: on ne s’est pas L 2 3 5= Hé_ﬁ_

intéressé aux introns. i o
PCR-Seq

Pourtant une mutation dans un intron peut 1 2 3 6 7 8

avoir des conséquence sur |’épissage de
notre ADN. On appelle ¢a un variant
d’épissage.

Stop

Ce variant peut créer un site cryptique
d’épissage ce qui va perturber ’épissage de
notre ARNm ce qui va conduire a la création |

d’une protéine anormale.

» Production d’'une protéine anormale




O L’effet de ces variants ne se voit sur ;

2 3 5 6 7 8
I’ARN messager gu’apres |'épissage. = T — TN fj;jéj

Les ARNm ne peuvent pas étre

amplifier directement par PCR. +++ Ils 2 s 4 s 17 o
doivent étre copié sous forme d’ADN e il
1 2 3 4 5 6 8

(e e e e T
| 1

ATG Stop

» Production d’une protéine anormale

ADN Génomique
1 2 3 E 5 é AG 7 8
sm|p Pour cela nous allons utiliser la transcription
PCR-Seq - o P ‘ ah *  inverse. +++

Elle permet de synthétiser un brin d’ADN
6 7 8 complémentaire a la séquence ARN

2 5
L 8 S e g i e e S o s g e
ATG \/ Stop

l Epissage

ARNM T s /////

ATG Stop




Pour réaliser la transcription inverse,
nous avons besoin d’une enzyme T 3
VIRALE : la transcriptase inverse.

+ amorce

> Cette en zyme synthétise un ARNmM 5 . A partir d'une amorce ADN hybridée sur TARN
brin ADN a partir d’ARN en formant
un hybride ADN/ARN. Elle possede
une activité 5’-3’ ADN polymérase a

+dNTP

+ Transcriptase
Inverse (5’-3' ADN polymérase)

v

partir d’'une amorce ADN hybridée ARNm &. . ADN polymérase qui synthétise un brin d’ADNc
) ADNc TITTIT en prenant un ARN comme matrice pour former
sur de 'ARN. : un hybride ADN:ARN.
+ RNase H
L’ADNc est une copie ADN AR i AARARR Dégradation de 'ARN dans un
, . . ’ — T TTT h i ADN:ARN
complémentaire a une séquence ADNe 3 oy e
Amplification
ARN. +++++ PCR

La RNAse H dégrade les brins ARN
lorsqu’ils sont hybridés sur de ’ADN.

L’ADNc peut étre amplifié par PCR.

/4



Ainsi nous pourrons enfin rechercher les

variants d’épissage.

Ici on découvre un site
cryptique d’épissage dans
’intron 6 de lalléle
maternel.

Pour le pereon a un
produit PCR a la taille
attendue.

Chez la mere on a deux
produits PCR différents:
- un identique au pere
-l’autre plus grand
qui correspond a l’allele
muté dont 'ARN a été mal
épissé

1 2 3 4 5 6 7 8

ADNc non muté _
(origine paternelle) ATG — Stop
PCR
) 1 2 3 4 5 6 1 8
ADNc mute ::::_
(origine maternelle) . , Stop
PCR

Analyse des produits PCR
aprés migration électrophorétique

1 WT  Mut

&7 X

— ADNc muté

—_ ADNc non muté

-

/4



c.1672C>T

Il est maintenant possible de “"H O o epssa
séquencer les produits PCR
pour identifier le variant. ® []

c.1672C>T

11

n_ i1

=

T

=
_|

Epissage ¢.1672C>T||Epissage

Cependant nos deux produits
PCR sont mélangés et de
taille différente. Du coup on
se trouve avec un

électrophorégramme illisible. L

c.1672C>T| |Epissage

Pour résoudre ce problemeiil
faut séparer nos deux
produits PCR et les

séquencer séparément. Pour J
cela on va utiliser le clonage

moléculaire. Séquencage :>
AR l“th“‘““u AMM‘“AAM/.\MA“',/

GTCOGCGAGGCTONNNNNN...cicivrvermsssnsossssssrsasscnssase
120 130 140 150




IV/ Le clonage moléculaire

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

bbb

\ N

< [Clonage >
@.

On divise le principe en 4 étapes::

@ Introduction d’un fragment d’ADN (=insert) dans
un vecteur

@ Introduction de I’'ADN recombinant dans un hote
: transformation bactérienne

e Amplification clonale et extraction de 'ADN

Q Séquengage

/-

NS

&
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O 1°re étape:

Polylinker = site multiple de clonage ' P . aa
T T T

NN
7 \ ‘%l Acel )
,\ + ( ) +~ Ori = Origine de réplication Digestion
\ Plasmide ’
- EcoRI
\
Produits PCR Gene de sélection
ou fragment d'’ADN (ex. résistance a I'ampicilline) 2
d'interét
= Srauing Le vecteur est
Insert /I\ S8 A linéarisé
J \ ~
- \
? o Daughter pasmidy " . ADN
on -
- i 2 Ligation recombinant
Plasmide

Materstar Celt gy Insert
I Digestion
—_, .2
I EcoRI B T

PLASMIDE + INSERT =ADN RECOMBINANT +++

%,



O 2¢ étape :

Ampicilline
Choc Résistante
Thermique
) ou Choc
" Electrique Ampicilline
Résistante

ADN Bactéries
recombinant competentes

(E. Coli) o
paroi bactérienne P
perméabilisée % ||

Ampicilline
Sensible

Bacteries (E. Coli)
ensemencées
sur boite de pétri

Seules les bactéries contenant le géne
de résistance a I’antibiotique forment des

colonies

+ ampicilline
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O 3¢ étape:

Lyse alcaline
Mise en suspension des bactéries Neutralisation

des bactéries (NaOH, SDS, RNAse) (acétate de potassium)
ﬂ In—— > In—>> [ ] ——

Dénaturation des
protéines, de la paroi
bactérienne, des ARN

Précipitation des
protéines et de I'ADN bactérien.
L'ADN plasmidique (de petite taille) S
est renaturé. Q

=
ﬂ
Précipitation de

I'ADN plasmldique UV
EthanoI sels
Froid Protéines -

Plasmide ADN bactérien

Les ADN recombinants purifiés sont analysés par digestion enzymatique:
réalisation de sa carte de restriction.

Sspl2sso Sop119

EcoRI

pBluescript Il SK (+/-)

2961 bp

AN 1163

Digestion Pvull:

A- Plasmide sans insert:
977-529 =448 bp

B- Plasmide avec insert:
977-529 = 448 bp
+ 500bp= 948bp

1- Marquour da taille

%,



O 4¢ étape:

ADN " | GTCGCGAGGCTGNNNNNN........oeeeenee..
recombinant Dénaturat Elf
enaturation 5 3
- S Eeeee ® i o
= . | | I
Hybridation  ————

3 5

des amorces

. =
Amorces Elongation
dNTP + ddNTP
ADN Polymérase

D Clonage %,
% Séquengage %
'TAA GATGGCAGAGCCC GGT AAT

60 65 70 75 5

w

AGGCT GFG AAGCTGCTTCGCCG Gl
130 20 TS50

[5cacaccaTc6c6AGECTGAGCCGT CGCG
/) ("]

F(AGGGCCGTCG(GAGG(T G[GGAAGCT GCTTCGCCGG
w2

7 T Lray 130

Séquenceur ** )
oo

Variant d’épissage

Wild-type

%,



