TUT RENTREE UE11 PACES

Syndrome de Wolfram et clonage moléculaire.



Syndrome de Wolfram

4 symptomes:
-Diabete

-Atrophie optique

Wolfram syndrome (DIDMO.

On I
-surdité
DI-diabetes insipidu
DM-diabetes mellitul
OA-optical atrophy
D- deafness

-troubles neurologiques variables

Autosomique récessif

Geéne WFS1 8 exons, le 1¢ non codant
ATG sur le 2nd

Wolframine : régulation flux calcique mitochondrie/réticulum



2-Séquencage:

sequencage des exons codants seulements + jonction avec I'intron (+/-5 nucléotides
introniques de chaque cote) ->7 PCR séquencees.

héterozygotie composite.

site cryptique d’épissage (non codant)

el el € 500 pb




2-Sequencage:

Pour 'ARNm :
-Lyse dans du phénol a pH acide ( #phénol chloroforme pour ’ADN)

-recueill des ARNm via leur queue poly-A ( sur support oligo-dT) qui est
specifique du type d’ARNm.

-transcriptase inverse (=enzyme virale, activité 5’-3° ADN polymérase ) sur
amorce(= queue d’oligo-dT)

-obtention d’un hétéroduplex =hybride ARN/ADNCc
-lyse de ’ARN hybride a ’ADN par la RNAse H ( seulement s1 hybride).
-PCR ( sans dénaturation au départ car ADN simple brin)
-Vérification par €lectrophorese sur gel analytique.
++savoir lire un gel d’électrophorese++



Le fragment le + lourd
migre moins loin.

2 traits= 2 alleles
différentes

La simple substitution
n’est pas visible sur
¢lectrophorese.




3-Clonage moleculaire

But: séparer les deux alleles pour pouvoir les séquencer individuellement.-> Copies PURES et IDENTIQUES.

Notion ADN recombinant=insert+vecteur

Transformation (=/=transfection)

GTCGCGAGGCTGNNNNNN

179 1 30
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Les vecteurs:

ADN circulaire, double brin, bactérien, petite taille.
Reéplication episomiale
vecteurs de clonage=/=vecteurs d’expression
Un plasmide:
-une origine de replication procaryote
-un gene de résistance (antibio)

- un polylinker/ site multiple de clonage, 1a ou

I’ADN s’insere apres ouverture du plasmide par une
enzyme.



Insert Vecteur Extrémaiteés:

B ’_’; e——— s S— Cohésives: EcoRI
S Cremaes cohomes | Franches :Smal (+/- déP)
Combinees
P Ici on choisit cette solution ajout sequence cplmt plasmide avant PCR.

T4 DNA ligase+ATP+1ons divalents

- Extrémités franches uniquement (ex: Smal) -> pas top, car le vecteur a
tendance a se refermer sur lui-méme

Extrémadés ranches

- Les deux a la fois : on peut les combiner




Extrémites combinees:
Nuclease S1 : activite 5’-3’ exonucleasique
Klenow (+dntps) : activite 5’-3’ polymerase

->mb competente par chaleur ou electricite.



PTG | Indult I'expression de a p-galactosidase
X-Gal {Incolore)
A
- h’ '. ~ HpSiohyam
» - O X4
frgaaciodase

Coloration Bleue

7N\

S

Sélection antibiotique (Ampiciline)
Sélection blanc bleu (B galactosidase+X-gal+Iptg)



On recupere ’ADN des bacteries pour le sequencer.
-on recupere les bactéries par centrifugation.
-Mise en suspension des bacteries dans tampon :
NaOH :Lyse des proteéines
SDS :détergent pour la paro1 bactérienne
RNAses :pour ’ARN bactérien
-Neutralisation lyse alcaline par acétate d potassium
-Précip des proteine/ ADN bacterien +centrifugation
-Précipitation ADNp+éthanol et NaCl-> culot
-carte de restriction + migration €lectrophoretique




FIN!



