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8 QCMs pour 10 min d'épreuve
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Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.



OBJECTIFS

Connaiire les principales techniques
de biologie moléculaire

Comprendre ses applications en
génétigue médicale

— Applications générales de génétique

medicale :
Diagnostic positif
Diagnostic prénatal
Diagnostic pré-symptomatique

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



PLAN DU COURS

ANALYSE MOLECULAIRE DU MATERIEL GENETIQUE
Extraction d’ADN
Amplification par PCR
Electrophorese
Digestion enzymatique
SEQUENCAGE DE L'ADN
Méthode de Sanger

CLONAGE MOLECULAIRE

Vecteur de clonage
Vecteur d’'expression

PCR EN TEMPS REEL

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



> sec;gEL[\L%A'«qGE > Mgtgglﬁifn > PCR EN TEMPS REEL>
INTRODUCTION

Analyse a partir d'acides nucléiques (ADN ou ARN)
95% des diagnostics a partir d' ADN
Echantillons de |I'ordre de quelques microgrammes
Extraction a partir de cellules nucléées

— Pas d’ADN dans les globules rouges
Technigues fres sensibles
ARN tres instable contrairement a I'ADN

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



ANALYSE
MOLECULAIRE

Apparition d'une « méduse » d'ADN

Récupération
de la phase
acqueuse




> SECSEET‘A%%GE > Mgtgglﬁifn > PCR EN TEMPS REEL>
EXTRACTION D’ ARN

Plus difficile a étudier que I'ADN

Trés sensible aux ribonucléases (RNase A)
Peu utilisé en diagnostic de « routine »
Permet d’analyser I'expression d’'un gene

Pour I'extraction des ARN poly-A :
Homogénéisation des cellules / tissus dans un tampon
— Inhibition des Rnases endogenes (entre autres)
Extraction par précipitation différentielle entre ADN et ARN
Passage des ARN dans une colonne d’oligo-dT
Elution
Précipitation a I'alcool éthylique absolu froid

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



MO oMt rcreviowswm
AMPLIFICATION PAR PCR

Obtention en grande quantité d'une région d'ADN &
étudier — Amplification sélective

2" molécules au bout de n cycles
Sensibilité +++
Risque de contamination +++

——

!
K\

Conditions .
Borne d’amont et borne d’aval (18-20 nucléotides)

Dans un automate : ADN du patient + amorces + dNTP +
Tampon MgCI2 + Taq polymérase (ADN polymérase
d’origine bactérienne resistante a la chaleur)

Etapesisolées 1 2 3 4
Circuit monodirectionnel aron | ™| Tpor | posteer

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 8



ANALYSE
MOLECULAIRE

1. Dénaturation
5 ——— 3
y—

2. Hybridation d'amorces

S) ﬁ% 3

3 %% 5

3. Elongation
=) :fi 3
3 ¢ 5

X n cycles




ANALYSE
MOLECULAIRE

+

Gel d'agarose

tampon

I




SEQUENCAGE CLONAGE
> DE L'ADN > MOLECULAIRE > PCR EN TEMPS REEL >

ELECTROPHORESE

Apres migration :

Coloration au bromure d’éthidium (agent mutagéene
s'intercalant entre les bases de I'ADN et émettant une
fluorescence rose sous lumiere UV)

Visualisation sous lumiere UV

Marqueur de poids moléculaire Marqueur de poids moléculaire

Produits PCR P1 P2 P3 a
(amplicons)

Témoin négatif

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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> sec;tEJEL[\L%ILGE > Mgtgglﬁifu > PCR EN TEMPS REEL>
ACHONDROPLASIE

Maladie monogénique (# maladie chromosomique)
Maladie rare (1/15000 naissances)
La plus fréquence des chondrodysplasies
Maladie autosomique dominante
Liee a une anomalie du développement
du cartilage

Gene responsable :
FGFR3 (Fibroblast Growth Receptor 3)
codant pour le recepteur d'un facteur A
de croissance fibroblastique v

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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ANALYSE
MOLECULAIRE

14.98 kb, mRNA 4069 pb, 17 exons

1 8 9 101112 1314151617

...TAC AGG GTG.... —
... Tyr Arg Val.....

c.1138G>A, G380R c.1138G>C, G380R




> sec;gEL[\L%A'«qGE > Mgtgglﬁifn > PCR EN TEMPS REEL>
ACHONDROPLASIE

Diagnostic évoquée sur signe d'appel échographique
tardif : « fémurs courts »

Caractéristiques :
Nanisme (1m30, membres courts,
hyperlordose)
Dysmorphie faciale (macrocéphalie,
front haut, ensellure nasale marguée)
Intelligence strictement normale
Complications neurologiques (myélopathie)

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 15



ANALYSE
MOLECULAIRE

EcoRI 56 AATT C3'

3'CTTAAGY
?




ANALYSE
MOLECULAIRE

Coupures a bouts francs Coupures a bouts cohésifs
(blunt ends) (sticky ends)

HaeIIl EcoRI

v v
566 CC3' 56 AATT C3'

3'CC 665 3'CTTAAGS
t t
R RO

5'G AATTC3 =

3'CTTAA G5



ANALYSE
MOLECULAIRE

Geéne FGFR3
+1 1138

' .

ATG ﬁ/ TAC GGG GTG

—— TAC ﬁ/ ATG CCC CAC

164 paires de bases (pb)




ANALYSE
MOLECULAIRE

1138

'

CTACAG ..C TAC GGG GTG.. CCGG

BfmI HpaII

GATGTC .G ACG CCC CAG.. GGCC

c.1138G>A c.1138G>C




ANALYSE
MOLECULAIRE

Mutation ¢.1138G>A Mutation ¢.1138G>C

BfmI Hpa IT

Sain 164 pb 164 pb
Hétérozygote 164 + 109 + 55 pb 164 + 109 + 55 pb

Homozygote = 109 + 55 pb 109 + 55 pb

{
(|

(00 (o

=
13413
1 VAN

(e
i

ST <« 164pb B

MR .
(e

{ (OO




ANALYSE
MOLECULAIRE




SEQUENCAGE
DE L'ADN

ADN de
séquence connue
39

ADN inconnu, a séquencer

5, 3’

Amorce complémentaire  Synthése du brin complémentaire
d’une partie de la séquence par une ADN polymérase
connue 15-25nt dans le sens 5’ vers 3’

5!




SEQUENCAGE
DE L'ADN

39
5!
3’
5’

3 e 57
ADN a séquencer

Dénaturation Hybridation Elongation
95°C 50°C 60°C




SEQUENCAGE
DE L'ADN

dNTP:désoxyribonucléotides

.fw

3!
simple brin

ddNTP:didésoxyribonucléotide




SEQUENCAGE
DE L'ADN




ANALYSE CLONAGE
MOLECULAIRE MOLECULAIRE > DN ERES REEL>

PRINCIPE DU SEQUENCAGE

Séquenceurs automatiques Uutilisés en routine en
laboratoire de génétique

Présence d'une cameéra laser — Identification des
fluorochromes

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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ANALYSE CLONAGE
MOLECULAIRE MOLECULAIRE > PCR EN TEMPS REEL >

STNDROME DE WOLPRAIM

Pathologie autosomique récessive

Symptomes :
Surdité
Diabete
Atrophie optique
Troubles neurologiques

Gene responsable :

WFS1 codant pour la wolframine (fonction peu connue,
réle au niveau du flux calcique)

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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SEQUENCAGE
DE L'ADN

l Traduction

Protéine
COOH




SEQUENCAGE
DE L'ADN




SEQUENCAGE
DE L'ADN

Transcription
Inverse




SEQUENCAGE
DE L'ADN

A partir d'une amorce ADN hybridée sur I'ARN

+ Transcriptase
Inverse (5’-3" ADN polymérase)
ADN polymérase qui synthétise un brin d’ADNc
en prenant un ARN comme matrice pour former
un hybride ADN:ARN.

Dégradation de I'’ARN dans un
hybride ADN:ARN




SEQUENCAGE
DE L'ADN

1 2 3 5 6 7 8
ADNc non muté _

(origine paternelle) ATG < > Stop

ADNc muté
(origine maternelle ATG

Analyse des produits PCR
aprés migration électrophorétique

1 WT Mut

|

ADNc muté
ADNc non muté




SEQUENCAGE
DE L'ADN

ADNc non muté
(origine paternelle)

ADNc muté PASREERN
(origine maternelle)




CLONAGE
MOLECULAIRE




CLONAGE
MOLECULAIRE




CLONAGE
MOLECULAIRE

ADN bactérien

<«— Bactérie (E.Coli)

>



CLONAGE
MOLECULAIRE

Type de vecteur

Plasmide

Phage Lambda
(virus E. Coli)
Cosmide
(vecteur artificiel dérivé du phage et du plasmide)

Phage P1

BAC (Bacterial Artificial Chromosome)

YAC (Yeast Artificial Chromosome)

Taille de |

’ADN cloné




CLONAGE
MOLECULAIRE

Polylinker = site multiple de clonage

Plasmlde < Ori = Origine de réplication

//
X

Geéne de sélection
(ex. résistance a I'ampicilline)




CLONAGE
MOLECULAIRE

Digestion
_’
Plasmide EcoR/

™\

Ligation

Le vecteur est
linéarisé

ADN
recombinant

Digestion

—
EcoRl




CLONAGE
MOLECULAIRE

5 .
ﬂHybn’dation

5 . 30H 5 o 3
E ’/-\/
/ _
OH P OH
3 5 3 5
2A




CLONAGE
MOLECULAIRE

Vecteur




CLONAGE
MOLECULAIRE

Ligation: Ligation:
Insert-Vecteur Vecteur sans insert




CLONAGE
MOLECULAIRE

51

N
OH P
——— ) E—
P H
5 3

l Phosphatase

¥ P %H

g)H Extrémités franches P
Al 5!

2A

2 AMP+2PPi

aw
H P OHOH
— _

OH OH

Ligation: L
Insert-Vecteur




Insert
5 3

3’ 5’
Extrémités cohésives

Vecteur

I
Extrémités franches

CLONAGE
MOLECULAIRE

3 5
Clivage des extémités
Nuclé S1
uciease simples brins 5’ sortants
Activité
5'-3' exonucléasique

Activité
Klenow 5'-3' polymérase
+ 5 3
dNTP

5’

Synthése de brins complémentaires
aux extrémités simples brins
5’ sortants



CLONAGE
MOLECULAIRE

Ampicilline

Choc % Résistante
Thermique —

ou Choc
Electrique Ampicilline

ADN Résistante

recombinant compétentes
(E. Coli)
paroi bactérienne
perméabilisée

Ampicilline
Sensible




Choc
Thermique
42°C 30sec

Glace 2min I

CLONAGE
MOLECULAIRE

Etalement
sur boite

de étri I

LB-Agar
+ antibiotique
(ex.ampicilline)




CLONAGE
MOLECULAIRE

Bactéries (E. Coli)
ensemencées
sur boite de pétri

Seules les bactéries contenant le géne
de résistance a I’antibiotique forment des
colonies




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

SELECTION BLANC / BLEU

Probleme :
On a jamais 100% d’insertion de l'insert
Certains vecteurs peuvent se refermer sans l'insert malgré
les phosphatases

Solution : Sélection blanc / bleu
Polylinker au milieu d'un gene codant pour la B-
Galactosidase
Si insertion de l'insert = Coupure du gene en deux
— Pas d’expression de la B-Galactosidase
Si vecteur refermé sur lu-méme = Gene de lI'enzyme
fonctionnel
— Expression de la B-Galactosidase

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 48



CLONAGE
MOLECULAIRE

Colonies B-Galactosidase
Négatives (avec insert)

5 3
3_5,
Ligation

_ Transformation
ﬁ-Gf|/a°t°s'dase Bactérienne

LB-Agar
+ ampicilline
+|IPTG +X-Gal

Plasmide

Colonies p-Galactosidase

AmpR " .
Positives (sans insert)




CLONAGE
MOLECULAIRE

IPTG : Induit I'expression de la B-galactosidase

X-Gal (Incolore)

Plasmide

A

\ X4
. Hydrolyse
sans msert D —— ‘,’: P — dr;( Gal

B-galactosidase

Plasmide
avec insert ) ®>

v LB-Agar
) + ampicilline
Coloration Bleue +IPTG +X-Gal




AVEC INSERT SANS INSERT %0

Géne B-Galactosidase inactivé  Géne B-Galactosidase fonctionnel |

X-Gal hydrolysé colorantle miliev |

X-Gal incolore non hydrolysé

enbleve

----- COLONIES BLANCHES COLONIES BLEUES




CLONAGE
MOLECULAIRE

Incubation 16h
A\ =22 [ = [\

LB Liquide
+ Amp

Multiplication Centrifugation
des bactéries des bactéries

[\ = ) = [\

LB Liquide Incubation 16h
+ Amp a37’°Cc




CLONAGE
MOLECULAIRE

Lyse alcaline
Mise en suspension des bactéries Neutralisation

des bactéries (NaOH, SDS, RNAse) (acétate de potassium)
ﬂ I/ > In—— > [ ] ———

Dénaturation des Précipitation des
protéines, de la paroi protéines et de I'’ADN bactérien.
bactérienne, des ARN L’ADN plasmidique (de petite taille) S
est renaturé.

Précipitation de
I’ADN plasmidique

QB
. Protéines -
Plasmide ADN bactérien




CLONAGE
MOLECULAIRE

Les ADN recombinants purifiés sont analysés par digestion enzymatique:
réalisation de sa carte de restriction.

Sspl2sso Ssp119

pBluescript Il SK (+/-)

2961 bp

AR 1153



CLONAGE
MOLECULAIRE

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

A- Plasmide sans insert:
977-529 = 448 bp

B- Plasmide avec insert:
977-529 = 448 bp
+ 500bp= 948bp

BssH 11619
Kpn1657

pBluescript Il SK (+/-)

2961 bp

1- Marqueur de taille



CLONAGE
MOLECULAIRE

QCM 1 : Vous réalisez une carte de restriction pour différencier les plasmides contenant un insert de ceux ne
contenant pas d'insert. La carte de restriction est schématisée ci-dessous.
Méthode de résolution :

Taille du fragment entre
Nae | et Nae | sans

I'insert :
3500 - 800 = 2700 pb
Taille du reste du

plasmide :
S 4800 — 2700 = 2100 pb

Ngeg ! (3500) Taille du premier

/ Pyy 1(1500) fragment avec 'insert :
EcoR/ (2650) 2700 + 300 = 3Mpb

Apreés digestion enzymatique avec I'enzyme Nae |, quels sont les fragments obtenus aprés migration
électrophorétique sur gel d’agarose ? Donner la ou les réponse(s) exacte(s) :

A) Plasmide avec insert : 2700pb + 2100pb ..
B) Plasmide avec insert : 2700pb + 2400pb Correction:

C) Plasmide sans insert : 3000pb + 2100pb Plasmide avec insert : 3000pb + 2100pb
D) Plasmide sans insert : 2700pb + 2400pb Plasmide sans insert : 2700pb + 2100pb
E) Aucune de ces réponses n'est correcte



ADN

recombinant
Dénaturation

1] e—

Hybridation
des amorces

{TAA GAT GGCAGAGCCC GGT AAT
i 60 65 70 4]

[

|

CLONAGE
MOLECULAIRE

3!
[e— SE—
<«
_.’
]

5!

=
Elongation
dNTP + ddNTP
ADN Polymérase




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

VERIFICATION PAR SEQUENCAGIE

Avant le clonage :

Séquencage lllisible a cause de la superposition de I'allele
sauvage et du variant d'épissage

Apres le clonage :
Séparation des 2 produits PCR

|dentification tres claire de la partie de l'infron ajouté (=
variant d’'épissage) impactant sur I’ARNmM

Conclusion :

Une mutation dans une région intronique peut avoir un
impact sur la protéine.

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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CLONAGE
MOLECULAIRE

O Clonage %
Séquencgage

CTGCTTCG C(;E] [cj;uccccm CGCGAGGCT qsc AAGCT GCTTCGCCG c|‘
39 1 110 170 T30

Variant d’épissage




CLONAGE
MOLECULAIRE

ferdl

RN
l

Identification d’un variant

exonique inconnu dans un géne

Quel est le caractére pathogéne
de ce nouveau variant ???

Etude de la protéine mutante:

- Clonage d’expression
- Etude d’expression (ARNm, protéine)
- Tests fonctionnels




CLONAGE
MOLECULAIRE

Quelques rappels : .
2 — AAAAA

SUTR : i Exons

Traduc?ior

Protéine

!
1
|
I
|
|
\

\

1

\

Cytoplasme \

l Traduction

Protéine




CLONAGE
MOLECULAIRE

Site multiple de clonage

Site multiple de clonage
Site multiple de clonage

Promoteur eucaryote

(ex. CMV) \a

Plasmide < Ori = Origine de réplication (procaryote)

g
Geéne de sélection eucaryote
(ex. résistance a la néomycine)

»

Origine de réplication SV40 (eucaryote)
Geéne de sélection procaryote
(ex. résistance a I'ampicilline)




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

PROTEINES DE FUSION

Une fois la protéine surexprimée, il faut pouvoir la suivre :
Soit il existe déja des anticorps
Soit il faut utiliser des « étiquettes » ou « Tag »

Efiguettes = Répétitions de petites sequences bien définies
que I'on greffe en C-term ou N-term de la protéine

Ces « Tag» peuvent .
Soit étre reconnu par un anticorps
Soit étre fluorescent

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 63



CLONAGE
MOLECULAIRE

Protéine de Fusion = cDNA d’intérét + étiquette (« Tag »).

NH,
Proteme

/

N Mo [ WSS T TR St0B) COOH
Protéine « taggée » Protéine de
Fusion N AW TR ... C 1 Stoplcoor

en NH, terminal
Protéine « taggée »
en COOH terminal




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

IRANSFECTION DiES CELLULES
EUCARYOIES

Faire rentrer I'ADN recombinant dans une cellule
eucaryote

Plusieurs méthodes :

Méthodes chimiques (les plus utilisees) : Phosphate
de sodium, liposome

Méethodes physiques : Electroporation
Utilisation de particules virales

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L'ADN > PCR EN TEMPS REEL >

ETUDES D" EXPRESSION

Apres fransfection dans des cellules eucaryotes, analyse
de l'expression du gene d'intérét portant la mutation &
etudier :
Etude au niveau de I'ARN :
Expression — Northern-Blot
Etude au niveau de la protéine :
Expression — Western-Blot

Localisation infracellulaire — Immunofluorescence

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

ETUDES D' EXPRESSION DES ARN

Northern-Blot = Technique équivalente a celle du
Southern-Blot mais pour les ARN

Technique :
Lyse des cellules / tissus et purification des ARN

Séparation des ARN en fonction de leur taille, sur un gel
d’'agarose dénaturant par migration électrophorétique

Transfert des ARN sur une membrane

Révélation des ARN d'intérét apres hybridation d’'une
sonde complémentaire marquée

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

67



CLONAGE
MOLECULAIRE

Migration
Electrophorétique Transfert sur
l][ll:> membrane

Dépdt des ARN +
sur gel d'agarose
dénaturant

Hybridation avec
une sonde spécifique

Révélatiqn de ADN simple brin marquée
FARNm d’'intérét




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

EXTRACTION DES ARN

Technigue :

Lyse des cellules en présence de Thiocyanate de
guadinium + inhibiteur de ribonucléease (B-
mercaptoethanol)

Extraction des ARN par ajout de phénol acide, de
chloroforme et cenfrifugation a froid a haute vitesse

La séparation des ARN et des ADN repose sur une
précipitation differentielle en fonction du pH : en condition
acide, les ARN restent en solution aqueuse, I'ADN ef les
protéines se trouvent a l'inferphase.

Précipitation des ARN par ajout d'éthanol absolu a froid

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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CLONAGE
MOLECULAIRE

Cellules ou tissu

Phénol Acide
Thiocyanate de guanidium Chloroforme

B-Mercaptoéthanol /

Extraction
des ARN

|1 [—=

Centrifugation

Oligo-dT

Précipitation des Elution des =« Purification des

ARN

ADN, Protéines

5 ¢

ARNm ARNmM

S —x]) </

Ethanol, Froid




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

EIUDES D"EXPRESSION DES
PROTEINES

Western-Blot = Technigue équivalente a celle du Southern-
Blot ou du Northern-Blot mais pour les PROTEINES

Technigue :
Lyse des cellules / tissus et déenatfuration des protéines
purifiées
Séparation des protéines en fonction de leur masse, sur un
gel d'acrylamide dénaturant
Transfert des protéines sur une membrane
Révélation de la protéine d'intérét grdce a un anticorps
spécifique

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 71



CLONAGE
MOLECULAIRE

Migration
Electrophorétique
Sl i — |1 —

Lumiére

@ 43

NS
<

100
Hybridation avec
anticorps spécifique
Révélation de couplé a une enzyme
la protéine d'intérét

Migration
—»

Membrane

Papier filtre
Mousse




ANALYSE SEQUENCAGE
MOLECULAIRE > DE L' ADN > PCR EN TEMPS REEL >

ETUDES DE LA LOCALISATION
DES PROVEINES

Immunofluorescence = Technique permettant de visualiser
les protéines directement au niveau de la cellule

Technigue :

Transfection des cellules, ensemencées sur une lamelle en
verre, avec le plasmide d'intérét

Fixation et perméeabilisation des cellules
Les protéines sonft :

Soit visualisées directement en microscopie a
fluorescence (protéines avec un « Tag » GFP)

Soit révelées et visualisees apres fixation d’'un
anticorps couplé a un marqueur fluorescent

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 73



CLONAGE
MOLECULAIRE

Marquage : Marquage :
Réseau des filaments de tubuline (Vert) Réseau des mitochondries (Rouge)

Noyau (Bleu)




ANALYSE SEQUENCAGE CLONAGE
MOLECULAIRE DE L'ADN MOLECULAIRE

PCR EN TEMPS REEL

PCR en tempsréel = PCR quantitative

Méthode particuliere de réaction d'amplification en
chaine par la polymérase permettant de mesurer la
quantité initiale d’ADN

Application:
Quantifier la charge virale — Diagnostic des maladies
infectieuses

Déterminer le nombre de copies d'un gene — Pathologies
ou c'est la variation de ce nombre qui est responsable

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 75



ANALYSE SEQUENCAGE CLONAGE
MOLECULAIRE DE L'ADN MOLECULAIRE

PCR EN TEMPS REEL

Repose sur le méme principe que la PCR classigue (= PCR
qualitative)

Différences avec la PCR classique :

Mesure de la fluorescence directement aprés chaque
cycle

Agent intercalant uftilisé : BET vs SYBR Green

PCR classique :
Mesure de la quantité d'ADN gu’apres 35-40 cycles

Migration sur gel d'agarose ou d'acrylamide (sous lumiere
UV apres une coloration BET)

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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PCR EN TEMPS REEL

ADN a amplifier

Dénaturation Hybridation Elongation
95°C 55°C 72°C

35-40 Cycles




PCR EN TEMPS REEL

SYBR G
=0 SYBR Green: ©

agent intercalant
qui se lie a 'ADN
double brin.

Lors de sa fixation
il émet de la
fluorescence. 3¢

Mesure de la
Dénaturation Hybridation Elongation fluorescence




ANALYSE SEQUENCAGE CLONAGE
MOLECULAIRE DE L'ADN MOLECULAIRE

PCR EN TEMPS REEL

A l'étape de dénaturation :

ADN sous forme simple brin — Pas d’intercalation du SYBR
Green — Pas de fluorescence

Au moment de I'élongation :
Intercalation du SYBR Green — Fluorescence

Thermocycleur : Lit en temps réel la production de
fluorescence apres chaque cycle, c’'est-a-dire a la fin de
chaque etape d’'élongation
— Quantité de fluorescence proportionnelle & la quantité
d’ADN double brin généré

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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PCR EN TEMPS REEL

Produits PCR
40 cycles

Apres 40 cycles, I'intensité des produits 7
PCR générés est identique quelque soit

la quantité d’ADN génomique utilisée au
départ.
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PCR « Classique »

Gamme étalon
PCR en Standard Curve
Temps réel

Cycles

Ct: Cycle Seuil
= Lecture
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MOLECULAIRE DE L'ADN MOLECULAIRE
SONDES IAQMAN]
Sonde TagMan : Utllisée dans la seconde grande

technique de PCR en temps réel

Principe :

Rajout dans le milieu de réaction d’'une froisieme sonde =
sonde Tagman (avec un quencher et un fluorophore en &’
eten 3’)

Positionnement de la sonde sur le brin d'ADN

La proximité du quencher et du fluorophore éteint la
fluorescence — Aucune fluorescence au départ
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Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite. 83
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SONDES TAQMAN

Principe :
La Tag polymérase possede une activité exonucléasique
5-3 en méme temps qu’'elle progresse et qu'elle
synthétise le brin fils par son activité polymérase 5’-3’
Au moment de I'élongation, elle va dégrader la sonde
TagMan hybridée provogquant I'éloignement du quencher
et du fluorophore — Apparition de la fluorescence

La suite est la méme : Le thermocycleur va lire en temps
réeel la production de fluorescence apres chaque cycle,
c'est-a-dire a la fin de chaque étape d’élongation

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

Ce gu'il faut retenir :

Techniques de base en biologie moléculaire
Exiraction ADN génomique / ARN
Amplification par PCR
Séquencage
Clonage

Outils de biologie moléculaire (enzymes)
Endonucléases / Exonucléases
Polymérases
Ligases

Principes de biologie moléculaire
Migration électrophorétique
Northern-Blot / Southern-Blot / Western-Blot

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.
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IAE END
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