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. Méthodes et outils généraux

1. Extraction et purification du mateériel genétique

- matériel présent dans les virus, les bactéries et les cellules

- ADN des cellules eucaryotes animales = ADN nucléaire + ADNmit

- source : sang, tissus (biopsies), cultures cellulaires...
- chez 'homme = (2 x 3 10%) x 660 / 6,02 1028 = 6-7 10-'2 gramme /cellule

\—>‘I ml de sang = 5-6 10° leucocytes soit = 30 10-° g d’ADN

et = 10" cellules dans le corps humain soit = 600 g d’ADN !

- ARN = ARNm, ARNt, ARNr

- sensibilité aux RNAses
- spécificité tissulaire des ARNm (ADNC)

- quantification par mesure de I'absorption a 260 nm



prélevement biologique

l - lyse par détergents
- traitement mécanique

lyse des cellules nuclées

|

dégradation des protéines - traitement par la protéinase K

|

- solvants organiques

extraction des acides nucléiques - agents chaotropiques
l - fixation par interaction de charges
précipitation de '’ADN - alcools

Principales étapes de la purification des acides nucléiques




2. Des outils enzymatiques pour étudier | 'ADN

_//r@ — (endonucléases, DNAses...)

@ (ligases)

QO

Qovove  (polymérases...)
AN AN

= ¥

(polymérases...)



2.1. Couper
2.1.1 Enzymes de restriction

- séquences specifiques de reconnaissance (= 4 a 8 bases, palindromes)

- origine bactérienne : Eco Rl = Escherichia coli type R souche |

- coupures franches
5 ---GTTAAC--- Hpa | 5--GTT I AAC---

-CAATTG---5" — ~-CAA | TTG--5"

- coupures cohésives

5°---GAATTC--- EcoRlI 5’ 61 AATTC---

-CTTAAG—-5" — ~CTTAA  [G-5"

2.1.2. Endonucléases

- DNAse | : - ADN double ou simple brin
- nucléase S1: - ADN simple brin
- RNAse A (ARN), H (hybrides ARN/ADN)

2.1.3. Exonucléases : 5+ 3 ou 3 -+%



2.2. Synthése et copie

activité des polymérases: 5'— 3"’

ADN polymérases :
- produit : ADN
- matrice : ADN simple brin + amorce ARN ou ADN
- activités exonucléases 3 ’- 5 ' et/ou 5 '- 3’ exonucléases : + / -
- polymérases modifiées, thermostables (PCR)

ARN polymérases :
- produit : ARN
- matrice : ADN simple brin

ADN polymérase ARN dépendante (transcriptase réverse, inverse) :
- produit : ADN
- matrice : ARN + amorce



2.3. Coller

@ Les ligases catalysent la formation d’'une liaison phosphodiester entre un
5’ phosphate et un 3’-OH de 2 brins adjacents

RN

5’ ---AGGTCG-OH Pi- CGTCCA--
---TCCAGC-Pi OH-GCAGGT--5"
l ligase + ATP

5’ —AGGTCGCGTCCA--
-TCCAGCGCAGGT--5"



2.4. Marquer

@ groupes marqueurs : isotopes (32P, 33P, 3°S), fluorophores, biotinylation ...

@® marquage aux extrémités
- extrémité 3 -OH : terminal transférase
- extrémité 5 °’- Pi : ATP-y 3°P & T4-kinase

5 7
Adénosine-Pi-Pi-Pi*  Pi-GATC CAGTCA
(ATP) U CTAG----—----—-—=—=——- GTCAGT—P| *-Pi-Pi-Adénosine

kinase M kinase

@ marquage interne par amorgage aléatoire (random priming)

+ amorces
5% + ADN pOl -« -« S,QHH*H&?S,
+ ANTPH&
QRO — — —




3. Séparation de fragments d’ADN

3.1. Electrophorése sur gel (agarose, acrylamide...)

Fragments d’ADN
: Electrophorése en gel
AD[\I ) \ 4

cathode (-) anode (+) Générateur d'énergie

@ Electrophorése en champ pulsé

taille en pb (échelle logarithmique)
A

400 (400 pb)
300 (300 pb)
. 200
taille €«— [rererrmmmasnnnnnnaaannns \
(100 pb)
N\ ) > (mm)

distance de migration



@ Visualisation de | ’ADN

- utilisation de molécules fluorescentes

Fgpo¥

uv
a, > !
0° X — KoK —

bromure d 'éthidium
(molécule intercalante fluorescente)

- coloration chimiques

- Isotopes radio-actifs et autoradiographie

3.2. Electrophorese capillaire

3.3. Chromatographie liquide haute pression (HPLC)

® Chromatographie liquide-solide en phase réverse utilisant une forte pression
(cf cours protéines )
@® DHPLC : HPLC en conditions dénaturantes



4. Synthese chimique d’ADN

basen-1| [basen| [basen-1 |
BCE\T ace\T
pMT—o 3’ o P\NRZ + HO, ¥ o ® oMT—o ¥ o/P\o 2
Coupling
5’ 5' 5/ 5

Activated monomer Growing chain Phosphite triester intermediate
Oxidation
IRepeat by, l@
[basen-1] [base n] [basen]
ﬂcs\cl, ﬁCE\
) -7 , ;
wo. 39 //P\o 3 o @ LDMT—Q /I'/ No. 3b—o
0 Deprotection
with
5' 5’ dichloroacetic acid
Elongated chain Phosphotriesier inlermedinle

Figure 5-6
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company



ll. Hybridation moléculaire
1. Sondes moléculaires et hybridation

- hybridation : association de 2 séquences d 'acides nucléiques sous
forme simple brin sur la base de leur complémentarité

5’ caggtagtcatctgattactgacatgg

5’ caggtagggatactgaactgacatgg

5’ tcatctgatt
gtccatcagtagaccaatgactgtacc 5’

gtccatccctatgacttgactgtacc 5°



ll. Hybridation moléculaire
1. Sondes moléculaires et hybridation

- hybridation : association de 2 séquences d 'acides nucléiques sous
forme simple brin sur la base de leur complémentarité

- sonde : séquence d 'ADN complémentaire de la séquence cible

- facteurs ayant une influence sur I'hybridation

- la température: la température optimale d’hybridation est en général inférieure
au Tm de la sonde

- la taille des fragments ou des sondes
- la force ionique: I'’hybridation est accélérée en forte concentration saline

- la nature des hybrides : la stabilité des hybrides (des plus stables aux moins
stables est la suivante: ARN/ARN > ARN/ADN > ADN>ADN

- types de sondes

- sonde génomique : fragment obtenu par coupure de '’ADN génomique

- sonde ADNCc : sonde ADN obtenue par transcription réverse
d 'un ARNm messager (= séquence codante)

- sonde oligonucléotides : ADN (ou ARN) simple brin de 18 a 50 nucléotides
synthétisé chimiquement



2. Hybridation sur support : Southern blot (ADN), northern blot (ARN)

RNA or DNA .

2P-labeled

size markers .
v

Autoradiogram

Solution passes through
gel and filter to paper towels

Ny “._ Migration
iy Paper towels

Gel
Salt
Nitrocellulose
filter

Hybridize with unique J 1ra1ns'f_:rred
nucleic acid probe o fiter
Filter in
"Seal-a-Meal * |
bag |
W) ‘
— |
Remove
"g‘;'gggd - I , Probe hybridized
/| to complementary
sequence
/
<
‘-
g
.,




RNA , Poly(A) tai

- Obtention d’un ADNc 5 i Al
AAAAAAAA
TTTT -5
Oligo(dT) primer
Il
transcriptase réverse
RNA u
g
— — AAAAAAAA
- = TTTT-%5
C oA
Hairpin loop
I
RNAse H ou traitement NaOH
[’L TTTT -5
DNA polymerase |

cDNA

o= E————— -5’

L@
S1 nuclease
(single-strand-specific)

V _5,
5’

Double-stranded cDNA



lll. Le clonage moleculaire

@ obtenir une population de bactéries, de cellules ou d’organismes qui
contiendront le méme matériel génétique

— population homogene de cellules identiques (population clonale)

— organisme vivant identique a un organisme d’origine

@ clonage - pour amplifier et conserver une séquence d’ADN

- pour exprimer une séquence d’intérét
- pour introduire un gene dans des cellules ou des organismes

- pour produire une protéine d’'intérét

@ principales étapes du clonage

BN =

préparation de I'insert a cloner (fragment d’ADN d’intérét) et du vecteur
integration-ligation de l'insert dans le vecteur

transformation de | 'h6te par le vecteur recombiné

sélection des hétes recombinants



1. Vecteurs

» propriétés génerales gene de
sélection (lac Z)

» les plasmides "7 Ace |

( | pPCR-Script Amp g;%‘l\','._ site de clonage
by y . \ [+ .
géne de résistance 4\& vector Pl multiple
a un antibiotique 7 Not 1
Sacll
Bst Xl
Sac|
. . T . 13 1
origine de réplication BssH Il

» phages, cosmides, yac et bac, vecteurs viraux, vecteurs navettes...



2. Intégration, transformation et sélection d’'un vecteur recombinant
T5aanilsad
2.1. Intégration e

‘\ Cleavage by EcoRI

endonuclease

coupure du vecteur et de ’'ADN
a intégrer avec le méme enzyme
de restriction

lac promoler

Foreign DNA

00 {GDQ- C-Dﬁ-} HHHHH £~B€)-} sl HHHHe E}-CJ-}.E{}{]-I»{

'3

m--n

Cleavage sites 1

1 Cleavage by EcoRI

| endonuclease

ligation des extrémités libres du
vecteur et de l'insert

(b)

amph

plasmide natif
recircularisé

TTA T

plasmide recombinant chimére
contenant l'insert d’ADN



2.2. Transformation et sélection des bactéries hbtes

» les plasmides sont introduits dans les bactéries : la transformation

chromosome 'g chromosome ) | | n
N ] \\_/
. y . e
bactérie avec plasmide natif recircularisé bactérie avec plasmide recombinant

> les bactéries ayant intégré un plasmide sont sélectionnées grace aux 2 génes de sélection
présents dans le vecteur (ex choisi : géne de résistance a 'ampicilline et géne permettant
I'expression de la B-galactosidase)

colonie bleue: vecteur seul colonie blanche: vecteur recombiné

milieu nutritif S -
+ ampicilline , - — — - — -
+ Xgal

\




3. Les « banques » d 'ADN

» banque génomique
- obtenue en intégrant des fragments d '"ADN génomique dans des vecteurs.
- représente tout le matériel génétique

Sitaac <) .0 0
RprCs™ E £ Extract veclor o
¥/ ,,Er:‘ rg&%ﬁ,’,\”‘?’ @ from bacteria. O O
)~ ( QDO
~ @] C,
Cut DNA into fragments. Open up vector.
S ) )

Make recombinant DNA

O™ O:%ﬁ O 0fs (O

Introduce inlo bacleria o clone.

0%

Selecl clone with gene A

» banque ADNCc :
- obtenue en intégrant des fragments d '’ADNc dans des vecteurs
- ne représente que | 'ADN exprimé dans les cellules a partie desquelles | 'ARNm
a été extrait



IV. Amplifier TADN

1. Amplification par clonage

sites de restriction
ADN donneur Y ;

Raactrictian franmanta

Fragments de restriction

1 2
Vecteur recombinant © ©

Transformation “

EO @&O

I
Réplication 1 TP ———
: O
Amplification, @ Og @ @Q

Division cellulaire | I

& O,
Clone du fragment @ ©u© @@@2 Clone du fragment
donneur n® 1 © (©©2> donneur n® 2
ey &0
& 0.0 W00

®)



2. Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

oligonucléotides « amorces »
ADN a amplifier
Taq polymérase \

INTP —_ N\

95° 55-60 72°

SMASIASE

dénaturation amorcage extension

facteur d’amplification : 2"



5' --agttacttaatgctgatcgtacgtcgatcg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagctgct--
--tcaatgaattacgactagcatgcagctage----- ctagctagcagctagctagecatcgacga-- 5

5" --agttacttaatgctgatcgtacgtcgate atcgtcgatcgatcgtagctgcet--
tagcagctagctagcatcgacga-- 5
Oc‘ragc’ragcagcfagc’ragca‘rcgacga—— 5

\4

5" --agttacttaatgctgatcgtacgtcgatcg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagctget--
--tcaatgaattacgactagcatgcagctagc----- ctagctagcagctagctageatcgacga-- 5

5" --agttacttaatgctgatcgtac
—-TcaaTgaaTTacgacTagcaTg

5" --agttacttaatgctgatcgtacgtcgatcg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagctgcet--
--tcaatgaattacgactagcatgcagctagc----- ctagctagcagctagctageatcgacga-- 5



@® Variantes de la PCR « classique » : PCR « hot start », PCR « long range »,
PCR multiplex ...

@ Quantification : détermination du nombre de copies cibles initiales

X ncycles —_—> A=Agx(1+E)"avec0<E <1

détermination de E (efficacite) <

- par PCR « temps réel » ou I'amplification est mesurée a chaque
cycle grace a un marqueur fluorescent qui s ‘incorpore dans le
double brin formé

- par utilisation d’'un standard interne

@ amplification a partir dARN : RT-PCR
RT PCR



V. Sequencer 'ADN

1. Méthode enzymatique (aux di-déoxynucléotides) de Sanger

- matrice ADN

- amorce de séquencage

- ADN polymérase

- dNTP & ddNTP (didéoxy-NTP)

NH,
N
b L e )

Q_P_O_" —OcH, O—P—O—F— OCH,
ﬁ ?' ‘F{ A

dATP ddATP




l séparation des 2 brins

5 " aatgctgatcgatgctatggctagctagctatcgatcgt cgtagcatgatgcta
gcatcgtactacgat 5°
+ amorce
+ ADN polymérase tagcatcgtactacgat 5

tagcatcgtactacgat 5°
catagcatcgtactacgat 5°
catagcatcgtactacgat 5

l

dATP + 1% ddATP
dCTP + 1% ddCTP
dGTP + 1% ddGTP
dTTP + 1% ddTTP

Lt S

séparation par électrophorése
capillaire des fragments
générés lors de

GT1G TAGCT Gf’.;ﬂ G T faﬁ TCATAG 1540 r c la réaction de séquencgage
ﬂ \
- ’ [ | "
ﬁ | | l visualisation des fragments
l‘ l h | l «— portant un ddNTP fluorescent
i 1) b
M }w‘l t P. ’V\ " | “ } c AAAAAA lumiére
‘I | | [ \ , ’ ' ' il ‘ I |
| ’i‘I ’T‘ |’ 3‘ I I.J “ A lli | | l\ f\!' “L A N‘ "
RN AN L
. . . détecteur de
Electrophorégramme de séquence

B! fluorescence



2. Méthode chimique de Maxam et Gilbert
3. Pyro-sequencage

4. Séquencage haut-deébit

» Séquencgage paralléle
» Puces de re-sequencage

» Puces de re-sequencage




V1. Modifier le matériel genéetique
des cellules eucaryotes
1. Mutagénese

2. Transfert ex vivo et in vivo de matériel genetique
» transfection, vecteurs de transfection , marqueurs de sélection

(génes de résistance aux antibiotiques, thymidine kinase,
dihydrofolate réductase...)

biolistique
DNA-coaled . .
) tungsten |njeCt|0n

4o

O LI T -
transformation . @ &

-~ (@] _ )
- 3 VIrus

transgéne



» Modification des cellules germinales ou des cellules somatiques

(a) Injection of fertilized egg

Transgene

Egg

(b) Germinal therapy

. Mosaic soma
£ A}
g > "‘ e
Transgenic B St = il
cell .
Blastocyst Mosaic
slage gonad
(c) Somatic therapy
"\ Transgene
Transgenic clones
.- Lo L A
4 : -
&4 o - N

]

e

<=8

.~

oy @

N\  modification de

toutes les cellules
de | 'organisme

-

modification d’'une
partie des cellules
de I'organisme y

_/ compris au niveau

des gonades
(animal chimére)

modification d’'une cellule
ou d’un clone cellulaire



VII. Méthodes d’etude de I'expression
des genes

1. Analyse qualitative et quantitative des transcrits

@ northern blot : - taille du transcrit
- intermédiaires de maturation
- estimation semi-quantitative

@® RT-PCR : quantification

2. Analyse dynamique de la transcription

@ ¢élongation in vitro (aprés isolement des noyaux) et en présence d’'UTP 32P
de la transcription initiée in vivo

- la quantité d’UTP incorporée = (f) vitesse de transcription
(f) ARN pol fonctionnelles



3. Analyse des €léments de regulation de la transcription

3.1. analyse de l'interaction entre facteurs protéiques trans et séquences ADN cis

facteurs de .
transcription
. A + ® e Sequence dADN
® - ® e ®
~ R -

@ « foot-printing » @ retardement sur gel

—

—— —

=

zone d’interaction <——‘

analyse par électrophorése
des complexes ADN/protéines

@ 5
28
[0}
Q 3
)
o=}
'Ol—l-
> o
oD
o —
@ D
O
pr
>
)]
@



3.2. Caractérisation de séquences régulatrices

5 T TS
géne d’intérét 5’
C—
promoteur
séquences régulatrices ?
® —_— 3\
fragments d ’ADN contenant
> des séquences régulatrices potentielles

@ insertion de ces séquences devant le promoteur d’'un géne « reporter »

, . promoteur du géne reporter
fragment d’ADN a tester . e,
gene reporter dont I'activité

v>vvvv~—/_/ est facilement mesurable

@ intégration de la construction dans un vecteur, transfection cellulaire et
mesure de I'expression du géne « reporter » dans la cellule modifiée

expression du gene = (f) protéine = (f) ARNm ) = (f) réle de la séquence testée



4. Méthodes d 'analyse globale post génomique

» analyse du transcriptome Y

» analyse du protéome

» analyse du métabolome

analyses simultanées du produit
(ARN, protéine, activité) de
I'expression d’'une grande
population de genes



4.1. Analyse du transcriptome

séquences d’ADN sonde [

Préparation des ARNm
des cellules 1 et 2
¥
Obtention  Obtention i
d’ADNc d’ARNc marqués < échantilion 1
marques apres transcription
des ADNc

dépdbt des sondes correspondant a
des milliers de génes différents

échantillon 2
hybridation des sondes fixées sur le support
et des ADNc ou ARNc marqués

Laser 1 Laser2

Excitation

Activation des hydrides
sonde/ADNc ou ARNc

géne majoritairement exprimé géne majoritairement exprimé dans
dans échantillon 2 (vert) échantillon 1 (rouge)

géne exprimé
dans échantillon 1 & 2
analyse informatisée
et quantification des signaux




4.2. Analyse du protéome

protéines

@ @ A échantillon déposé contre le gel
k) a

avec une pipette

lyse et extraction

—» charge .
- N . o
‘k’ - - o 3 -_ i g tampon —
v e R
R e S Sl o S électrophorése 2D
g 3 i . 3 -:‘ T - - 1 T -
- g B LAl Tl o S - |
s ™ ey R ;-—-?f-_ :"'-, e, s |
'T " -t‘ - .'.5..-.'-1- :‘:“t > :.‘-‘- :..'...._-_ ; \
w0 _'-:"'T"-' — .t el Analyse de la protéine

taille ¥ meome. T eSS -Sr o _. - spectrometrie de masse
- Immuno-détection
- séquencgage



5. Analyse du réle d'un gene

4.1. expression

4.2. extinction

- utilisation de anti-sens et d’ARN interférents

- hybride ARNm normal / ARN anti-sens :  \\\ expression

- hybride ARNm normal / ARNsi : dégradation des ARNmM = \\{\\ expression

- invalidation génique

- remplacement du géne ciblé par recombinaison homologue dans une cellule
souche embryonnaire par :
- un géne inactivé (KO constitutif, KO conditionnel)
- un géne modifié (K-In)

- animaux chimériques et sélection des homozygotes par croisement



géne gene
inactivé normal
m M

iRl

o
préparation d’'un vecteur
contenant le géne d’intérét inactivé , o )
souriceau chimére formé
géne muté de cellules provenant des

gene sain deux souches de souris

J M m

e
-nia}

transfection et
sélection

de cellules ES
contenant le géne
d’intérét inactivé

souris grise

cellules ES (5)

@ % 3 réimplantation
injection de cellules ES o .
. Y
transfectées dans le Y
blastocyste de I'autre .
type de souris ) embryon chimére

blastocyste |

embryon a/a; MM + A/A; M/m

souris brune



VIII. Bioinformatique

- clonage « in silico »

- analyse et traitement des séquences

- annotation des génomes

- analyse génétique (lod scores, haplotypage...)

- banques de données

- séquences d’ADN, ARN, protéines

- http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/
- http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
- http://us.expasy.org/sprot

- génétiques :
- OMIM maladies génétiques: http://www.ncbi.nih.gov/Omim/
- HMDB mutations, http://www.uwcm.ac.uk
- info-biogene : http://www.infobiogen.fr

- bibliographiques : http://www.ncbi.nih.gov/PubMed/




Que faut il retenir @ :

- savoir pourquoi la nature des prélévements nécessaires a I'étude peut varier selon que
I'on analyse '’ADN ou ’TARNmM

- connaitre le principe général de I'extraction de 'ADN

- savoir définir les termes d’enzyme de restiction, de palindrome, d’endonucléase, d’exonucléase
- savoir définir les 3 grands types de polymérases

- savoir quelles données peuvent étre obtenues par une électrophorese de fragments d’ADN

- connaitre le principe de I'hybridation et les différents types de sondes utilisables

- connaitre le principe du clonage a I'aide d’un vecteur plasmidique , savoir définir ce qu’est
un banque génomique, un banque d’ADNc

- connaitre le principe de la PCR et savoir dessiner les 2 amorces nécessaires a une
réaction de PCR, savoir définir ce qu’est l'efficacité d’'un réaction PCR

- connaitre le principe de la réaction de séquencgage aux didéoxynucléotides

- connaitre les principales méthodes d’analyse de 'ARN et des interactions entre ADN et facteurs
de régulation

- connaitre les méthodes d’analyse du réle d’'un gene

a: les exemples numeériques et de pathologies sont destinés a illustrer le cours et a permettre une
meilleure intégration des connaissances, de méme les détails des ségquences ou des protéines
ainsi que les noms des médicaments cités a titre d’'exemples ne sont pas a apprendre

systématiquement
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