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Au programme :

Séquencage

Analyse d’un gene en PCR + séquencage

Clonage moléculaire

Séquengage Haut Débit (dans une autre diapo © )
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| — Sequencage —
1) Principes
2 ) Ancienne Méthode : Méthode Sanger YA,
3 ) Méthode automatisée ‘ﬁ

Il — Recherche de mutation dans un gene entier : ex du Syndrome de Wolfram
1) Cas « classique »
2 ) Cas d’une mutation non détecte chez | des 2 parents LIoN'KING

lll — Clonage moleéculaire
| ) ADN recombinant
2 ) Introduction du vecteur + Sélection des clones
3 ) Résultats
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| — Sequengage : Principes

» Clest quoi le séquengage ?? = Déterminer la succession de nucléotides qui compose
un fragment dADN ++

» Etapes similaires a la PCR : Dénaturation / Hybridation / Elongation

* ! Presence de DDNTPs = didesoxyribo-nucleotides !
Désoxyribo-nucléotide Didésoxyribo-nucléotide
Phosphate < o ‘ OH - Base azoté Ph.< 1o OH—> BA
& ! ~
Liaison possible avec Pas de nouvelle liaison possible
un autre DNTP => Impose la fin de la synthése

» Répétition de ce processus sur de nombreux brins = processus aléatoire : tantot
DNTPs et des fois DDNTPs
* A lafin : tres nombreux fragments de tailles differentes

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



| — Sequencage : Ancienne Méthode

ko g
D o, s

4 réactions distinctes dans 4 tubes différents et | seul type de DDNTPs par tub
- BT mAmCmC
» Séparation des fragments sur un gel par éléctrophorese s
- CCGTTCTGA
* 2 infos sur les DNTPS — CCGTTCTG

|) Sa position = donner la taille du brin et donc sa migration — CCGTTCT

Plus le brins est court, plus le brins est léger, plus forte est sa migration i = EEZ:C
++ Le sens de lecture est de bas en haut ++ - COGT
2 ) Son nom > Lecture sur du nucléotides sur la colonne ou il se trouve = CCG
! On reéalise une ELONGATION et on obtient le brin l E EC
COMPLEMENTAIRE !

++ Pour lire la séquence de base - faire la complémentarité ++

++++ A RETENIR : On lit de BAS EN HAUT et on donne la séquence
COMPLEMENTAIRE ++++

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



| — Séquencage : Méthode automatisee

++ | meme réaction dans | seul tube MAIS les DDNTPs sont fluorescents ++

* Chaque types de DDNTPs a une couleur differentes :
T =2 Rouge/ A 2 Vert/ G = Noir/ C = Bleu

* Lecture de la sequence effectue dans une machine
» Un champs électrophorétique = migration en fonction de la taille > POSITION

Caméra = Enregistre la couleur émise > NOM

Methode
Sanger

Methode

. 1 4
automatisee
Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite. { it 8



Il — Recherche de mutation
dans un gene entier :
ex du Syndrome de Wolfram




|I — Mutation sur un gene entier : Syndrome de Wolfram

Préléevement IV- Quantitatif
Nbre de Copies
l PCR en temps réel
ADN Génomique (SybrGreen, Taaman)
(ARN) Maiadies infectieuses
Extraction Nombre de copies de génes
} \ lll- Recherche de mutations
I- Recherche d’'une ~ dans
mutation clbl@o lI- Recherche des mutations plusieurs génes / exome
Achondroplasie dans un géne donné Charcot-Marie-Tooth
Syndrome de Wolfram S équonqagvt;mw
PCR-RFLP PCR Haut débit

Ex. Variant d’épissage Identification
d'1 nouveau varnant

PCR - Séquencage Séquencgage /

l Mutation identifiée non connu
Clonage: l
Les vecteurs
Les inserts

Détermination de la pathogénicité:
Les enzymes Clonage d’expression

Transformation bact. Etudes d'expression
Cartes de restriction
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Il — Mutation sur un gene entier : Cas classique

Syndrome de Wolfram : Maladie autosomique récessive
Géne WFSI = 8 exons

Petite aparté importante :
La traduction commence au codon START et s’arrete au codon STOP
ET NON PAS au début et a la fin de TARNmM

On realise des PCR seulement sur les exons (ici 7 PCR de I'exon 2 a 8 car ATG est sur le
codon 2)

Ici on est dans un cas classique
» Les enfants sont malade = on recherche la mutation chez les parents
» Chaque parents possedes une mutation du gene a I'état hétérozygote (=porteur sains)
> Les enfants ont hérités des genes mutés et sont donc malade

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



Il — Mutation sur un gene entier : Cas un peu plus relou

* 2e cas 2 Les enfants sont malade MAIS la mutation n’est pas détecté chez | des 2 parents
: Impossible cas maladie autosomique récessive

* Mais comment c’est possible ??!
» On a fait une PCR uniquement sur les exons car normalement les introns ne sont pas
présents dans ’ARNmM mature et donc n’ont pas d’impact sur la proteéine

* MAIS il existe des variant d’epissage : dans certains cas une mutation sur un intron peut donner :
=>» Un site cryptique d’épissage
=» Une modification des sites accepteur et donneur

Ce qu’il faut retenir : Une mutation sur un intron peut modifier la maturation de
PARNm et donc modifier la protéine

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.
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I — Mutation sur un gene entier : Cas un peu plus relou

Ok c’est bien gentil mais maintenant on fait comment ???

* |l faut travailler directement sur PARNmM
* Petit soucis : on ne peut réaliser une PCR que sur une séquence dADN

* |l faut créer une séquence d’ADN a partir ’ARN =» ADN Complémentaire ou ADNCc qui est la copie
conforme de ’ARNm
» Utilisation d’une enzyme : Transcriptase Inverse
|, Présente chez les rétrovirus

» Résultats apres réalisation d’'une PCR puis d’'une électrophorese : on observe 2 tailles differentes ’ADN
l, | brin court = gene sans la mutation
l, | bris plus long = permet de déduire qu’il y a création d’un site cryptique d’épissage
= MUTATION

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.
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lll — Clonage moleculaire

* Confirmation d’'une mutation = Mais on se sait pas ou ni comment elle est
* On sequence nos produit PCR

GTCGCGAGG L TENNNNNN. i iiiirricrrcscancnnas

Toi a ’'exam blanc
quand t’essaye de
te rappeler de tes
cours

 Superposition des 2 séquences > ILLISIBLE
* |l faut séparer les 2 produits PCR pour lire correctement = CLONAGE

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



lll — Clonage moleculaire : ADN Recombinant

Comment ¢a marche : Insérer notre sequence d’ADN dans une bacterie
* Pour cela = il faut intégrer notre ADN dans un autre ADN circulaire double brin

" for All #he

. . = z World fo LOVE!

++ Petit point terminologie ++ B
g \ Vi

Notre séquence d’ADN = Insert D]g\h\s,"
ADN circulaire = Vecteur o)
Insert + Vecteur = ADN recombinant % q [

* Le vecteur doit avoir 3 caractéristiques +++ :
» Une origine de réplication (Ori)
» Un géne de sélection
» Un polylinker

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



lll — Clonage moleculaire : Introduction du vecteur + Sélection des clones

=> ADN recombinant prét

* Pour faire rentrer ADN recombinant dans la bactérie = Choc thermique ou choc
electrique
* On met les bacteries dans un milieu nutritionnel ET en présence d’un antibiotique

« FORMATION DE COLONIES
l, | colonie = | bactérie a I'origine
l, donc | colonie = | clone unique
=>» sélection bactérienne

' Quand tu te concentre
. pour écouteé mais que
t’as decroche a la 4¢
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lll — Clonage moleculaire : Resultats

* Récuperation de notre ADN recombinant

* 2 séquencgages =2 2 lectures indépendantes des 2 différentes séquences

Iz I Elllf | l e
QO
f N
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lll — Clonage moleculaire : Cartes de restrictions

QCM type :
Donner la taille de chaque morceau
500 aprés digestion enzymatique avec
ET sans insert ?
2000 pdb
: 500 pdb
Insert
900

O Vecteur

Enzymes de restriction

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



lll — Clonage moleculaire : Cartes de restrictions

500 Sans Insert :
900 — 500 = 400
2000 pdb < 2000 — 400 = 1600
500 pdb
Avec Insert :

900 — 500 + 500 = 900

20 2500 — 900 = 1600

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.



lll — Clonage moleculaire : Cartes de restrictions

Les ADN racombinants purifiés sont analysés par digestion enzymatique: Digestion Pvuil:
réalisation de sa carte de restriction.

A- Plasmide sans insert.

Saplansc Ba2ld 977-520 = 448 bp
Ecor | (33008
~
Xl 3545 8- Plasmide avec Insert:
Soa 1 2508 e ORI 977-529 = 448 bp
P adie + 500bp= 948bp Sva 1l {3225) ——
Su5= 1612
Ke:1857 / insert cl
pBluescript Il SK (+/-) eroes \ 500Pb il At
- Pt |1 P4 2ol
Mo .=
:
GE— — — / -
4481 E = Ecor ) [1650) !
2 Eretagen > - Sva 1 {1473)
A0 1158 P 2 BN
— ol
N Ry N
1« Marcgueur de talle
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Et c’est partit pour les QCM
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QCM 1 : A propos du sequengage, indiquez la ou les bonne(s) réponse(s) :

A) |l est necessaire d’avoir des DDNTPs lors de la reaction, ils ont un
groupement OH supplementaire par rapport aux DNTPs

B) Dans I'ancienne methode, sur une electrophorese, le sens de lecture se fait
de bas en haut

C) Il n’est pas obliger de réaliser une PCR avant un sequengage

D) Dans la sequence automatisee, la caméra permet de connaitre la position du
nucleotide

E) Les propositions A, B, C et D sont fausses

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reprodu’dion ou vente est interdite.



Réponses

QCM | :B

A) Faux : 1l y a un groupement OH en moins

B) Vrai

C) Faux :Si !! Obliger pour avoir un grand nombre de fragment
d’ADN

D) Faux : La camera permet de connaitre le nom du nucléotide.
C’est le champs electrophoretique qui permet de connaitre la
position

E) Faux

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reprodu‘d.ion ou vente est interdite.
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QCM 2 : Lors d'une recherche de mutation dans un gene
donne, indiquez la ou les bonne(s) reponse(s) :

A) On peut effectuer une PCR-RFLP

B) Le syndrome de Wolfram est une maladie autosomique
récessive

C) Une moadification d’un site accepteur ou donneur peut
entrainer la perte d’'un exon entier

D) On realise une PCR sur le brin dARNm

E) Les propositions A, B, C et D sont fausses

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproq?;{dion ou vente est interdite.



Réponses

QCM 2:BC

A) Faux : On fait une PCR-RFLP lorsqu’on a une mutation cible. lci on
fait une PCR + sequengage

B) Vrai

C) Vrai

D) Faux : Sur FADNc ! Pas de PCR sur de ’ARN

E) Faux

Le Tutorat nicois est gratuit. Toute reproduction ou vente est interdite.
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QCM 3 : A propos du clonage moléculaire, indiquez la ou les bonne(s)
réponse(s) :

A) Le vecteur représente notre ADN circulaire double brin

B) Le polylinker est le site qui permet au vecteur d’avoir une réplication
autonome et independante de ’ADN de la bacterie hote

C) Les bacteries sont etales sur une boite de petris contenant uniquement un
antibiotique specifique

D) L’antibiotique permet de distinguer les bacteries qui ont ingerer
uniquement le vecteur de celles qui ont ingerer ’ADN recombinant

E) Les propositions A, B, C et D sont fausses
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Réponses

QCM 3 :A

A) Vrai

B) Faux : le polylinker c’est le site ou vient s’inserer I'insert

C) Faux : pas uniguement, ils sont aussi dans un milieu nutritif pour grandir (je
sais c’est batard mais c’est pour que vous fassiez attention au

« uniquement »)

D) Faux : ca permet de distinguer les bacteries qui ont ingérer le vecteur de
celles qui n’ont rien ingérer du tout

E) Faux
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C’est fini pour cette partie !!!
Maintenant faites place a la NGS
(bromis aprés c’est fini)




