Questions  sur les cours de Génétique


Clonage d’expression 

Un étudiant nous a demandé comment l’ADN recombinant entrait dans le noyau. Nous lui avons d’abord répondu que ce n’était pas dit dans le cours, puis nous nous sommes demandés : La transfection est-elle uniquement le passage de l’ADN recombinant dans les cellules eucaryotes ou est-ce que ce terme englobe également l’entrée de notre ADN recombinant dans le noyau des cellules ?  Effectivement lors de la transfection l’ADN entre dans le cytoplasme des cellules puis pour certaines d’entres elles il ira dans le noyau
Si la transfection englobe le passage dans la cellule et dans le noyau de notre ADN recombinant, alors serait-t-il correct de compter un item comme celui-ci correct ? « L’ADN recombinant entre dans le noyau des cellules eucaryotes grâce à la transfection ».  VRAI


Cours séquençage

 Pour la méthode automatisé, on lit directement la séquence direct sur les résultats sans faire la complémentarité (comme on le fait avec l’ancienne méthode).
 Est-ce que le séquençage est réalisé directement sur le brin complémentaire ? Ou est-ce que le séquençage est réalisé sur le brin direct mais c’est le séquenceur automatique qui fait la complémentarité pour nous sortir directement la séquence du brin direct ?
Lors de la réaction de séquence tout dépend du primer utilisé : si c’est avec le primer « sens » (vert sur le schéma ci-dessous) la lecture se fera directement, si c’est avec le primer « reverse » (orange sur le schéma ci-dessous) 
c’est le brin reverse qui sera lut. 
[image: ]

Le séquenceur ne tient pas compte du sens, il transforme juste les signaux de fluorescence en base. C’est à nous à tenir compte, en fonction du primer utilisé, du sens de lecture.
Ceci est vrai pour la technique automatisée et l’ancienne méthode puisque le principe est le même entre les 2, seules différences :
Technique automatisée : les 4 ddNTP sont mélangés ensemble, la réaction se fait dans un seul tube. La partie migration et lecture des bases sont automatisés.

 Dans la PCR l’élongation se fait à 72°C, alors que pour le séquençage l’élongation se fait à 60°C. Pouvez-vous nous expliquer pourquoi il y a cette différence de température ?
La différence provient juste des Taq DNA polymérase qui sont différentes. Elles ont des températures optimales différentes.

 La méthode Sanger désigne-t-elle uniquement l’ancienne méthode ou l’ancienne méthode et la méthode automatisée ?
La méthode de Sanger correspond à l’utilisation de ddNTP pour les réactions de séquence, dans le cours ça correspond donc à « l’ancienne méthode » et « la méthode automatisée »

Cours NGS

[bookmark: _GoBack] Chez Illumina, on précise que l’on ne garde que les brins sens pour faire le séquençage. Donc les nucléotides qui émettent une fluorescence correspondent aux nucléotides complémentaires. Or dans le cours on a l’air de garder cette séquence de nucléotides fluorescent comme notre séquence finale alors qu’elle est censée correspondre à la séquence complémentaire.
 Pouvez-vous nous préciser comment on obtient la séquence directe ? 
En NGS, le résultat correspond surtout à une liste de variants nucléotidiques qui différent entre une séquence de référence et celle du patient. Le traitement bioinformatique fait l’alignement et tient compte du sens de lecture 

 Concernant les adaptateurs, on nous dis que les adaptateurs A se placent en 3’ et P1 en 5’. Sur cette image, les adaptateurs ont l’air d’être placés au même côtés sur les 2 brins, or vu que les 2 brins sont antiparallèles, si d’un côté l’adaptateur est en 3’, de l’autre il sera en 5’. 
Pouvez-vous nous préciser pourquoi les adaptateurs sont placés de cette manière sur ce schéma ? 
[image: 1.PNG]


Il s’agit d’un abus de langage car pour un fragment d’ADN double brin on parle de l’extrémité 5’ pour la partie de gauche et de l’extrémité 3’ pour la partie de droite autrement dit le P1 se place à gauche et l’adaptateur A à droite.
Ce qu’il faut surtout retenir c’est qu’après fragmentation et ajout des adaptateurs avec un seul couple de primers il sera possible d’amplifier l’ensemble des fragments d’ADN.
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