BCPST1 - TP F1 — G. Furelaud

TP SV ADN : ELECTROPHORESE ET SEQUENCES
Fl COURS : SV-F-1.1, SV-F-3, SV-D-2.3 TP : SV-F3, SV-D1, SV-D2

Les TP D1 et D2 nous ont permis d’aborder des techniques d’¢tude des protéines. Ceci permet une analyse du phénotype

d’une cellule ou d’un organisme.

Toutefois, ce phénotype est réalisé sous le controle d’un génotype, donc de I’information génétique : Il est donc utile de
pouvoir analyser l’information génétique, et donc de pouvoir étudier la molécule d’ADN,

I’information génétique.

L’étude des génomes met en ceuvre une grande diversité de techniques de biologie moléculaire, regroupées sous le terme
trés général de génétique moléculaire. Ces techniques peuvent étre destinées a étudier le génome et son organisation

(génomique), tout comme son expression (transcriptomique, protéomique) :

TP
g - Electrophorése d’ADN F1
© o - Blot d’ADN (Southern) F1
ERSt - Séguencage F1
'-“ - Comparaison de sequence F1
- Banques de séquences F1

S - Détection / amplification : PCR/ RT-PCR F1

2 ,g % - Electrophorése d’ARN

o 8 ~§ - Blot d’ARN (northern)

2g5 - Etude de transcriptomes : puces a ADN, hybridation in situ

M@0 - Modification du génome : transgenéese, mutageneses

X> Génome = Ensemble de I’information génétique d’une cellule ou d’un organisme ;
(certains virus)

X> Transcriptome = Ensemble des transcrits d’une cellule ou d’un organisme ; ARN

X> Protéome = ensemble des protéines d’une cellule ou d’un organisme ; Protéines

Le but de ce TP est d’envisager un certain nombre de méthodes d’étude de I’ADN et des

génomes. I/l sera complété par le TP SV-F3.

support permanent de

F3
F3
F3
F3
F3

ADN (cellules) et ARN

Programme officiel :
Réaliser et analyser les résultats d’une électrophoreése d’ADN.
Interpréter I’organisation des génomes a partir des résultats de séquengage. (séquencage : technique de Sanger)
Exploiter les données de séquencage pour réaliser des alignements de séquence et comparer les séquences.

PCR.
Identifier et justifier les témoins de charge des blots.
Compétences :

Exploiter des méthodes d’étude de 1’organisation des génomes :
Réalisation et exploitation d’une électrophorése d’ADN
Réalisation et exploitation d’une comparaison de séquences a 1’aide de logiciels
Exploitation de données utilisation la méthode de Southern blot

Exploiter données utilisant des méthodes d’étude de 1’expression des génomes :

-__northern blot, western blot, PCR et RT-PCR

Analyser et interpréter des résultats expérimentaux utilisant les techniques de Southern blot, northern blot, western blot, PCR et RT-

| Plandu TP :

1. Electrophorése d’ADN et carte de restriction

1.1.Les enzymes de restriction

1.2.Réalisation d’une électrophorese <1'_h

1.3.Cartes de restriction )

1.4.Electrophoréses et Blots

1.5.Exercices

2. Séquencage et exploitation des données obtenues

2.1.La technigue de Sanger

2.2.Pour information, une technigue « haut débit » : le pyrroséguencage
2.3.Etude de la structure d’un génome

2.4.Alignements de séquences

3. L’amplification d’un ADN (PCR) ou d’un ARN (RT-PCR)
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3.1.Principe de la PCR <‘ }
3.2.Principe de la RT-PCR {—J
3.3.Exercices

Travail préparatoire :

Lecture des informations « techniques » : enzymes de restriction, technique de Sanger, PCR et RT-PCR.

Lecture du protocole de I’électrophorése qui sera réalisée ; rechercher le site de restriction mutée dans I’ADN de
phage A muté

Revoir la structure de I’ADN !

1. Electrophorése d’ADN et carte de restriction

1.1.Les enzymes de restriction

Exemple :  EcoRlI

L’enzyme de restriction EcoRI a été isolée a partir de ['eubactérie
Escherichia coli (EcoRl) et fait partie des toutes premiéres enzymes de
restriction isolées, en 1971. Elle clive le site palindromique suivant :

5"-G|AATT C-3'
3'-C TTAA|G-5"'

EcoRI fixée a son site de restriction sur 1’ADN =>

Les enzymes de restriction sont des endonucléases (ADNases), capables de couper l’ADN au niveau d’une séquence
spécifique de chaque enzyme de restriction. Ces enzymes ont été isolées a partir de bactéries (qui s’en servent pour se
défendre contre les infections virales).

On peut distinguer deux possibilités lors de la coupure : soit la coupure est inégale entre les deux brins d’ADN, et on
obtient des « bouts collants », soit la coupure est égale, et on obtient alors des « bouts francs ».

Exemple théorique :

ADN avant digestion
V/////”’—_;'——ACGTTCquTTGCA—;;T~\\\\\\\v
37 ——TGEAAGCCGAACGT--5'"

Bouts collants Bouts francs
5/ —ACGTTCGGCT3’ o ps' TGCA—3' 5/ ——ACGTTCG3on p5' GCTTGCA--3"
3’ —TGCAsp 103’ AGCCGAACGT—5" 3’ ——TGCAAGCs'»p 103’ CGAACGT--5"

Ces enzymes permettent donc de réaliser une hydrolyse contrdlée d’ADN. Elles peuvent étre utilisées :

- Pour Vérifier la nature d’un ADN, en connaissant au préalable la séquence attendue pour cette ADN et donc la
localisation des sites de restrictions.

- Pour construire un premier niveau de carte génétique : la carte de restriction, qui présente la localisation relative des
sites de restriction de ces enzymes.

- Dans une démarche de génie genétique (« ADN recombinant ») : ce sont des « ciseaux moléculaires » permettant la
découpe de fragments, la linéarisation d’ADN circulaires, etc.

1.2.Réalisation d’une électrophorese

On se propose d’étudier ’ADN du phage A. Le phage A est un virus infectant E. coli, qui posséde un ADN linéaire de
48 502 paires de bases (sa séquence a été déterminée par ailleurs). L’ADN a disposition a été digéré par deux enzymes de
restriction : EcoR1 et HindlII.
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On se propose ici de séparer les différents Site de coupure pour I'enzyme de restriction
fragments de restriction obtenus aprés digestion EcoRl HindIll

de ’ADN du phage A par les deux enzymes, afin

de construire une carte de restriction de cet ADN | N . s—aba o cT T 3
(c'est-a-dire de positionner 1’emplacement des ;.j:;‘j:;‘i_c_;. I—T—T— .::,_.c.._;LT,.\_j'
sites de restriction). L’objectif est de déterminer AARE

si PADN étudié présente une mutation ou pas.

= Materiel et Protocole :
Matériel :
- Quatre microtubes contenant de I’ADN (30 uL chacun) :
o ADN phage A digéré par EcoRI
o ADN phage A digéré par HindIII
o ADN phage A digéré par EcoRI et HindIII
o ADN de saumon non digéré (témoin)
(ces microtubes contiennent du SafeGreen, colorant fluorescent de I’ADN)
- Un gel d’agarose-TBE coulé (TBE : tampon de migration utilisé ici ; 2% d’agarose)
- Micropipettes
- Cones

Dépét des échantillons
» S1 ce n’est pas déja fait, retirer délicatement le peigne du gel (tirer bien
dans 1’axe, pour que les huit puits calibrés soient bien formés).
» Placer le gel dans la cuve, bien immergé dans le tampon ; si besoin, rajouter
du tampon TBE 1X. Vérifier que les puits sont bien du cé6té de la cathode (pdle
négatif, de couleur noire).
» Déposer 8 ul de solution dans un puits (1 dépdt au moins par étudiant).
Le tampon TBE est un tampon « classique » d’électrophorese, tamponné en général a
pH=8,0 et composé de TRIS, d’acide Borique (le TRIS et le Borate permettent de
tamponner le milieu) et d’EDTA (chélateur des cations divalents : on « retire »
le Mg’’’ de 1’ADN, action nécessalire a son déplacement électrophorétique)

Migration (en méme temps pour tous les groupes d’'une méme cuve)
» Brancher au générateur et faire migrer a 48 V.
» Suivre la migration en allumant le transilluminateur ; arréter la migration
quand les bandes sont suffisamment séparées.

Dans le cas d’une électrophorese avec une cuve classique (sans transilluminateur) :
- Avant le dépdt, mélanger les solutions d’ADN avec du bleu de charge (contient deux colorants bleu
électrophorétiques, qui permettent de suivre la migration)
- Lamigration est en général arrétée quand le premier bleu est a 1cm du bout du gel
- Le gel doit ensuite étre coloré afin de révéler la présence d’ADN.
Par exemple : 5 minutes dans une solution de bleu Azure A, puis repos a sec 5-10 minutes, ringage a l'eau
courante, et décoloration dans de [’éthanol 70% jusqu’a apparition des bandes.

) P T R S U S S S BN B |« |F

On dispose de la carte de restriction de I’ADN
non muté, ainsi que des résultats obtenus.

> Observer et comparer les ADN mis en
évidence (résultats ci-dessous).

< Déterminer la localisation de la mutation de
I’ADN du phage A muté.
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1.3.Cartes de restriction

Voir poly 2 - séance

1.4.Electrophoréses et Blots

Voir poly 2 - séance
1.5.Exercices
Voir poly 2 — séance

2. Séquencage et exploitation des données obtenues

Le séquencage d’un ADN est la détermination de 1’enchainement de bases azotées d’un brin de cet ADN. II est
actuellement presque exclusivement réalisé grace a des séquenceurs, qui permettent |’automatisation du protocole. Les
techniques modernes permettent de réaliser du séquencage a haut débit, trés rapide et extrémement peu couteux.

2.1.La technigue de Sanger

On s’intéresse ici a la technique mise au point en 1977 par Frederick Sanger (1918-2013) (double Nobel de chimie : en
1980 pour le séquencage de I’ADN, et en 1958 pour la structure de I’insuline).
Les séquencages a haut débit utilisent d’autres techniques, dont certaines dérives de la technique de Sanger.

Cette technique utilise la capacité de I’ADN polymérase de réaliser une synthése d’ADN :
- Enutilisant un brin d’ADN comme matrice
- Enincorporant des désoxynucléotides triphosphates (dNTP)(qui subissent une double déphosphorylation lors de
leur incorporation dans le brin néoformé)
- En partant d’une amorce = court fragment d’ADN de 15 a 25 nucléotides (ou d’ARN), que I’ADN polymérase
allonge (I’ADN polymérase ne peut pas initier un nouveau brin, elle ne peut que 1’allonger)
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ADN de séquence

connue ADN inconnu, a séquencer

i
e -

synthése du brin dADN complémentaire

amorce compléementaire par une ADN polymérase

d'une partie de la
séquence connue

Pour le séquencage, on réunit ainsi :
- L’ADN a séquencer = brin matrice
- Une amorce (court ADN monobrin), complémentaire d’une séquence connue de I’ADN a séquencer
- De I’ADN polymérase
- Des dNTP, du magnésium
- Un ddNTP en faible proportion (ddATP ou ddGTP ou ddCTP ou ddTTP)(didesoxynucléotide)
On utilise donc ici des didésoxyribonucléotides (ddNTP), caractérisés par 1’absence d’un groupement OH en 3 :

e

O n

groupement (VH absent : | groupement (VH présent :

didésoxyribonucléntide désoxyribonucléotide
ddNTP dNTP

L’ADN polymérase synthétise ainsi le brin complémentaire de I’ADN a séquencer. Dans le milieu de réaction se trouvent
des ANTP en grand nombre, et une faible proportion d’un ddNTP (a Adénine, ou Guanine, ou Thymine, ou Cytosine) : A
un moment totalement aléatoire, un ddNTP sera ajouté a la chalne en cours de synthése, par ’ADN polymérase. Cette
synthése s’arrétera donc a cet endroit, car I’ajout d’un nouveau nucléotide nécessite la présence d’un groupement 3’OH.
Par exemple, si le milieu réactionnel contient une faible proportion de didésoxyribonucléotide & Guanine (ddGTP), on
obtiendra, a la fin des réactions, un ensemble de brins d’ADN de tailles variées, selon 1’endroit ou un ddGTP se sera
inséré et que la réaction d’élongation aura ainsi été stoppée (ce qui correspond, du fait de la complémentarité des bases, a
la présence d’une Cytosine dans le brin d’ADN séquencé). On répéte la méme opération avec un milieu contenant du
ddATP, un milieu contenant du ddCTP, et un milieu contenant du ddTTP.
ADN a séquencer (brin transcrit) % * *

\'ATGGTACGTCAACTA

TACOCA T@c H@T T G.x |*=nucléntideséﬂymsine
TACCAT®GCA Gu

TACCAT Gu_ R

—

T
_— T~ arrét de la synthasa

T par utilisation d'un ddGTP
synthése du brin _
d'ADN (G) utilisation d'un dGTP :

complémentaire la synthése continue

Conclusion :
dATP dCTP de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
dGTP g4GTP de fragments (de différentes tailles), arrétés au
fun pew) dTTP niveau des Cytosines (complémentaires de G)
du brin transcrit de I'ADN {donc des Guanines
du brin codant).

Afin de lire la séquence, on fait migrer tous ces fragments sur un gel, afin de les séparer selon leur taille. A chaque niveau
d’une « ligne » du gel correspond une taille (précise au nucléotide prés) du fragment d’ADN. Afin de lire les quatre

nucléotides de ’ADN, on fait migrer séparément les fragments issus des quatre mélanges réactionnels (& ddATP, a
ddCTP,addGTP eta ddTTP) :
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A TGC

Pour le séquencage automatique, on
utilise des ddNTP couplés a un
fluorochrome ; une chromatographie
permet de séparer les différents
fragments d’ADN synthétisés.

A i
G
c 2
T : %
G
c
A it
A ([E=E=
— c 38
G - T B
— c :}
C = W=
= =
— A .
— A }
—_— A
— : : La lecture se fait du « bas » (=
— A : fragments de petite taille) vers le
GCAT « haut » (= fragments de grande taille)

2 Lire la séquence obtenue sur le gel de gauche.

2.2.Pour information, une technigue « haut débit » : le pyrroséguencage

Voir poly 2 — séance

2.3.Etude de la structure d’un génome

Voir poly 2 — séance

2.4.Alignements de séquences

Voir poly 2 — séance

3. L’amplification d’un ADN (PCR) ou d’un ARN (RT-PCR)

La PCR, ou réaction en chaine de la polymérase, est une puissante technique, mise au point en 1985, en particulier par
Kary Mullis (Nobel 1993). Elle a révolutionné la biologie moléculaire, en permettant I’amplification sélective d’un
fragment d’ADN, & partir de la connaissance de deux courtes séquences bordant le fragment en question.

3.1.Principe de la PCR

Cette technique utilise la Taq polymérase, une ADN polymérase extraite d’une bactérie thermophile et fonctionnant donc
a haute température. La PCR consiste en [’amplification d’un fragment d’ADN de séquence connue, de maniere sélective,
en utilisant un ensemble de réactions cycliques.
On dispose pour cela d’amorces ADN, complémentaires de courtes séquences flanquant le fragment a amplifier, qui vont
permettre I’action de la Taq polymérase.
Un cycle de température permet :

- La séparation des brins d’ADN a 94°C (sans dénaturation de 1’enzyme)

- L’hybridation des amorces sur ’ADN a 50-60°C (température précise dépendant de la séquence des sondes ;

enzyme inactive a cette température « basse »)

- Lasynthése d’ADN a partir des amorces a 72°C (température optimale de la Taq polymérase)
Une PCR comprend de maniére classique de 20 a 40 cycles, ce qui permet donc ’obtention de 22° & 2*° molécules d’ADN
a partir d’une molécule initiale unique.
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Principe général d’un cycle de PCR

Déroulement d’un

(A}
—— ———————] cycle de PCR
-
[ aDn p-uli,rmérnsa-: SYNTHESE Région a amplifier
CHAUFFEZ | + dATP D°'ADN S’ 3
HYBRIDATION y
POURSEPARER oo opiorces | +96TP | APARTIR IIIIIIITIIIIIIIE  ADN cible
ADMN LES BRINS +dCTP DES AMORCES 3 5’
bicaténaire L +dTTP a
1 Dénaturation 94 °C
| —1
| e T |
. 5! 3
ETAPE 1 ETAPE 2 ETAPE 3 B
: e ————————— PREMIER CY(CIF ———r———————— —
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La PCR permet une amplification du fragment d’ADN ciblé 3 5
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d"ADN et ajoutez d’ADN 1'] - = » ) :
I'amorce \ e - ] P
B S - Amorces
- CT—e ~ )
\ Y m—— - —. P = « SOPRTTTIUR
| =X ™ — I =] 3’ 5’
\ Nk -
amorces d"ADN H w I . X
e olnuonu:!dolldlquvs o = [ ™ Synthése d'ADN 72 °C
dgion d'ADN \ - " '—"m' '/ g
rigron Py ‘ ' '
e / B - B S ;
amplifiar | —— | e K 1= ' '
mh :x:/ - T = 3 g \. ] 5
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P e I — 5 '
PREMIER CYCLE SECOMD CYCLE E TROISIEME CYCLE m
{produisant deux molécules Iproduisant quatie molécules (produksant huit mokécules ) ¢
o ADN bicaténaira) 'ADN bicaténaire) &'ADN bicaténaire) 3 5

Le clonage d’'un ADN correspond a I’intégration d’un ADN spécifique dans un vecteur ADN, qui permettra son
intégration a une cellule : I’ADN cloné est alors présent dans une culture de cellules (en général des bactéries).
Techniquement, cela nécessite de disposer de I’ADN précis que I’on souhaite cloner, en quantités importantes.

On peut ainsi amplifier sélectivement cet ADN par PCR, puis I’isoler en réalisant une électrophorése : la bande de gel
contenant I’ADN amplifié peut étre récupérée et I’ADN purifié.

= Utilisation en test
Une PCR peut aussi €tre un test visant a vérifier la présence d’'un ADN particulier. Dans ce cas de figure, on réalise une
PCR sur ’ADN extrait d’une culture de cellules ou d’un organisme ; on sépare ensuite les ADN obtenus par
électrophorése, et on regarde si une bande est présente au niveau du fragment que la PCR est censée avoir amplifié :

- Laprésence d’une bande montre alors que I’ADN recherché était présent dans I’extrait.

- L’absence de bande montre que I’ADN recherché n’était pas présent.

3.2.Principe de la RT-PCR

Une RT-PCR est une technique visant a étudier la présence d’un ARN précis.
Pour cela, on réalise de maniére successive :
- Une réverse transcription (RT), grace & une reverse-transcriptase, qui permet la synthése d’ADNc a partir de
I’extrait d’ARN initial
- Une PCR, réalisée sur les ADNc obtenus

Apres électrophorése, la présence d’une bande de la taille attendue correspond donc a la présence de I’ARN dans 1’extrait.
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Il est aussi possible de réaliser une gRT-PCR, ou RT-PCR quantitative, dont 1’objectif est de quantifier I’ARN présent
dans I’extrait. Une gRT-PCR est souvent suivie en temps réel :

- L’ADN produit est fluorescent, par exemple grace a 1’utilisation d’amorces couplées a un fluorochrome

- Lethermocycleur (appareil réalisant les cycles de température de la PCR) suit la fluorescence en temps réel
L’évolution de la fluorescence pendant la phase exponentielle de la PCR permet d’évaluer la quantité initiale d’ADNCc (et
donc d’ARN) présent.

Dans les cas « COVID-19 » par PCR, on réalise ainsi une qRT-PCR : la quantité d’ADN produit est suivie au cours de la
PCR, et on détermine le nombre de cycles (Ct) nécessaires pour atteindre la phase de croissance exponentielle de I’ADN
amplifié. Si ce nombre de cycles est sous une valeur seuil, alors le test est considéré comme positif (= la quantité d’ARN
présent initialement était « importante »). Dans le cas de ces tests COVID-19, la valeur seuil utilisée est en général entre
30 et 40 (selon les conditions de réalisation de la gRT-PCR).

§ Positive sample //,,-
8 1]
® o /
s | Threshold o /
= o u )
@« _J>— Negative sample @ .
A g Thrashold
Y = ,
Ct Ceco 40 PCR cycles - _ £1=19
(35.19) a 5 10 45 20 25 30 35 4D
Cycle number
Ct1l Cct27 Ct30 Ct 37

3.3.Exercices

Voir poly 2 — séance



