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1. le sequencage

Technique pour déterminer la succession des nucléotides qui composent le
fragment d’ADN qu’on analyse

ADN de
séquence connue
3 T ™ h)
Amorce complémentaire Synthése du brin compiémentaire
d'une partie de la séquence par une ADN polymérase

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

ADN inconnu, a séquencer A partir d’une amorce !




I>ADN rappel

Extrémité 5' -O_T:O

Liaison phosphodiester

Extrémité 3'

Les acides nucléiques (ADN et ARN) sont composés de
nucléotides

Formés de : un groupement phosphate, un sucre (pentose) et une

base azotée (A, C, G, T)

Liaisons phosphodiesters

Désoxyribonucléotide
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Les principes du séquencage Sanger

* Parmi les différentes méthodes de séquencage, le séquencage Sanger est la méthode
de référence et la plus ancienne (1977)

* Sanger repose sur les di-désoxynucléotides

* 4 tubes différents sont utilisés

Contenu d’un tube:
I’ADN a séquencer
Taq polymérase : enzyme qui synthétise un brin complémentaire a partir d’une

amorce dans le sens 5’ — 3’

Une amorce

Les nucléotides avec mélange DN'TPs et DDNTPs — 1 seul type de DDNTP
par tube

Les tampons




Différence entre DNTPs et
DDNTPs

Le pentose de PADN est du 2” —

désoxyribose

HOCH, OH HOCH, cl)H
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OH H OH OH
2-Deoxyribose Ribose

Alors que le di-désoxyribose présente
seulement un H en 3’
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Etapes

Hybridation 2

Elongation 2

Dénaturation a 95° C 55°C —1 seule 60° C grace a
du double brin ’ADN ~ amorce pour le la Taq
brin codant Polymérase
Les étapes:
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ADN a séquencer — T —
Dénaturation Hybridation Elongation
95°C 55°C 60°C




Utilisation aléatoire
de DNTPs ou
Cycles successifs DDNTPs par la Taq
polymérase
ADN d :
séquence cinnue ADN inconnu, a séquencer
3 5 . .
| e St DNTP : St DDNTP:
e _ ¢longation continue ¢longation s’arréte
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Apres plusieurs cycles

Résultat : nombreux fragments ’ADN complémentaire de taille

différente
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- BTmAmGCmC

— CCGTTCTGAG

CCGTTCTGA

— CCGTTICTG

CCGTTCT
= CCGTTC

CCGTT
CCGT

-~ CCG
cc =

- C

CCGT
CCGTT

ddTTP CCGTTCT
‘jgfgi,—' CCGTTCTGA
gdGTP cca

CCGTTCTG
dcTP CCGTTCTGAG

C
cC
CCGTTC

Les fragments obtenus sont séparés par
electrophorése sur gel d’agarose -
migration selon la taille

lere méthode : 4 tubes avec un seul type de

DDNTP par tube et tous les DN'TPs

A la fin on lit la séquence obtenue et on
donne la complémentaire pour rétrouver
la séquence d’origine.

Aujourd’hui un seul tube — utilisation
DDNTPs fluorescents — la position est tjrs
déterminée par la taille du fragment et la
migration electrophorétique.

Couleur = type de DDNTP / nucléotide




Méthode automatisée

dNTP:désoxyribonucléotides

|ADN Polymérase>

S % po
3
Matrice
simple brin m

ddNTP:didésoxyribonucléotide




Exemple de résultats

* Superposition de

Non muté Muté
ddNTP: CTAG CTAG
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Variant

hétérazygote
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Screen de la totalité d’un géne

Analyse d’un gene par PCR et séquencgage Sanger
1) Etude de cas : le syndrome de Wolfram

mut st

e
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mut] | mut mut

Maladie a transmission autosomique récessive

gene WES1
associe d’un point de vue clinique
* Diabete
*  Surdité

* Atrophie optique

* Troubles neurologiques

*Le gene WEST : 8 exons
* PATG se trouve dans le 2e exon du gene
- le ler exon est non codant

mut ”

Start de transcription |
J =xon L"J'V;“ =X LH‘ 4
ADN Génomique | 1 ATS — I Siop ]
Intron 1 Intron 2 Intron 3
lTranscription
ARN [ 1 RTC 11 [ Stop ]
lEpissage
| Exon 1 Exon 2 =% Exon 4
ARNmM 5 | [FTe et | £ AAAMAA 3
(ADNc) 5 UTR | FUR |
Traduction
Protéine N 2“ ECOO




A. Recherche de
mutations dans un géne

PCR (exons + Jonctions intron/Exon) + Séquengage

Géne WFS1
1 2

Interet pour les régions codantes - les exons — qu’on amplifie

—> 7 PCR des exons 2/3/4/5/6/7/8




Famille A : Cas simple

c.1672C>T ‘WT !3 WTHG.18396>A

Pére porteur, non atteinte Mére porteuse, non atteinte

c.1672C>T | |
C.

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

c.1672C>T | ‘ " 1839G>A WT ” WT

» Diagnostic de Syndrome de Wolfram




Famille B : cas plus compliqué

c.1672C>T | |[WT E! WTH
Pére porteur, non atteinte Meére porteuse, non aftteinte
c.1672C>T et wr || wr
Enfant atteint Enfant atteint Enfant non atteint

» Une seule mutation identifiée aprés PCR et séquengage
des régions codantes du géne WFS1 = manque la 2éme
mutation

Heétérozygotes composites




Hypotheses

ATG

1 2 3 4 5 6 7 8
—-———-—- — c— R — I < 5 2 7 l
ATG Stop
Modification d’'un snte d'épissage

Création d'un site cryptique d'épissage
1 1 2 3 4 5 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8

— AMAAAA
ATG Seop



Etude des ARN messagers Transcriptase inverse

| ARNm g AAAAAR ARNmM 3 AAAAAA 3
TS Transcription
Inverse Transcription
nverse
ARNm £ AAMAAN
ADNc G—————ml T L L R R
L 3!
ARNm 8 AAAAAA
ADNc - TTTTTT
5. L
ARNm AAAMAA
ADNe 5 TrrEEE Transcriptase inverse 2 ADN simple brin
e complémentaire a ARNm
L
- — TTTTTT Activité 5> — 3> ADN polymérase
RNase H pour éliminer les brins d’ARN




h h d N d’ = N Anal_yse Qes produits PCR
Recherche des variants d’épissage apres migration élecrophoretique
1 WT_ Mut
| 1.2 3 4 5 = e
| ADNc non muté Y EX | ADNG ik e
origine paternelle —
" ) e P‘(_:ﬁ - = - = ADNc non muté :
1 2 3 4 5 6 _— ‘
ADNc muté “ ==
(origine matemelle Stop
" “PCR
f. Famille B : Résultats
: c.1672C>T | |WT E! WTHEpissage : -
= n
c.1672C>T ’Epissage c.1672C>T ‘Epissage WT || WT
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Okey Okey bllt IlOW faut c.1672C>T ‘Epissage

identifier la mutation....
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Séquengage >
du produit PCR

ADNc non muté [CTEEEEREEETE RN

(origine paternelle) PCR « -

ADNc muté

(origine matemnelle) PCR +« -

Seq{ ———————




Le clonage moléculaire

Il permet d’obtenir un grand nombre de copies identiques absolument pures d’une

séquence donnée d’ADN

< (Clonage ) > N &
\

Préparation de notre ADN recombinant (insert +vecteur)

Clonage dans un plasmide

Un Polylinker B
Une origine de réplication (Ori) gl oo o O g

Un géne de sélection

ADN baciénen

+— Bacténe (E Col)




Préparation du vecteur et de l'insert

* enzymes de restriction : endonucléases

* linéariser le vecteur

* libérer les extrémités 5” et 3° de PADN compatibles avec les extrémités

libérées dans le vecteur.




La ligation

T4 DNA Ligase
liaison phosphodiester entre un 3> OH est un
5’ P en présence d’ATP et d’ions divalents.

Apres hybridation des extrémités cohésives
par complémentarité des bases

1 p J'OH i p kY
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3 LY kN 5
Hybridation
5 k 3 5 3

3 ) ¥y )
ZATP
Ligation
2 AMP+2PP
5 k)
3 5




Les strategies de clonage

EcoRI EcoR/ ) X I nsert
Digestion
..
EcoRI
Extrémités cohésives
EcoRl Smal Digestion
——e
——— e "IN
— Extrémité Extrémité
cohésive franche
Smal Smal Digestion
rvag [T —
Smal [ ——.

Extrémités franches

Vecteur

Extrémités cohésives

Extrémités différentes

Extrémités franches




Synthése de brins complémentaires
aux extrémités simples brins
5' sortants




Introduction du vecteur dans la cellule h6te (bactérie)

Transformation bactérienne




Etapes de la transformation bactérienne

Sélectionner, isoler et amplifier les clones bactériens

> Choc
Thermique
42°C 30sec

Glace 2min
[ >

Eill

Etalement
sur boite

depétri:

1 colonie (clone pur) correspond

a 1 bactérie

Colonies p-Galactosidase

p-Gal . Négatives (avec insert)
Neg.
LB-Agar : -
+ antibiotigue ——]
(ex.ampicilline) e
Ligation
Transformation
p-Galactosidase Bactérienne {-Gal
Pos.
Plasmide -
+ ampiciline
a PTG +X-Gal
Amp® Colonies -Galactosidase

Positives (sans insert)
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Sélection des bactéries ayant intégré le plasmide : grace a la résistance a I’antibiotique

Sélection des bactéries ayant intégré I’insert : grace a la sélection blanc / bleu de la B- i
Galactosidase e
4

\

Et enfin on veut obtenir un ADN pur en

Incubation 16 grande quantité...
a3rc
= L = [\

Multiplication Centrifugation
des bactéries des bactéries

A= => [\

LB Liquide Incubation 16h
¢ Amp airce




Extraction de ’ADN recombinant

Apres une étape de centrifugation, on va pouvoir récupérer le culot bactérien, c’est-a-dire les
bactéries qui contiennent notre ADN d’intérét.

Lyse alcaline
Mise en suspension des bacléries Neutralisation
(NaOH, SDS, RNAse) (acétale de potassium)

% l—> 0o

Dénaturaton ges Précipitasan des

protéines, de la paroi pratéines et de I'ADN bactérien.
bactérienne, des ARN rmuu:au(apmm)




Les cartes de restriction

Not | (2745) |

pr—

Xhol (200)

Plasmide
3000 pb Insert

(100pb)

- Sma | (2500)

BamHI (1023) Xhol (600)

EcoRI (400)

Sma | (873)




Vérification ADN recombinant par séquencgage

ADN
recombinant
Dénaturation
oo

"2
+ Hybridation

des amorces

Amorces

TAAGATGOCAGAGLCO GO AAT
w = b ] e |

Séquenceur
ot \ 1, <q:mn

|“|'
| '(‘ 'Y l' ,ﬂ.',J
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5

Elongation
dNTP + ddNTP

DN Polymérase

Séquencage Sanger :

dénaturation, hybridation des amorces,

¢longation
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QCM fun time

Activité

* Couper ADN double brin

* Copier
* Coller

Enzymes
* Polymérases (ADN polymérase)
* Exonucléases

* Ligases (T4 DNA ligase)

* Enzymes de restriction

Endonucléases




QCM fun time

Activité

* Couper ADN double brin

* Copier
e Coller

Enzymes

* Polymérases (ADN polymérase)
* Exonucléases

* Ligases (T4 DNA ligase)

* Enzymes de restriction

* Endonucléases




