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Séquengage de I'ADN

Définition
Le séquencage de I’ADN, est la détermination de la
succession des nucléotides le composant.

v Dresser un inventaire de |'ensemble des génes d'un organisme (génome)
v Etudier la fonction de ces genes et leurs interactions

v"  |dentifier et gérer les variations génétiques



Techniques de séquencgage de '’ADN

Frederick Sanger.
Prix Nobel de Chimie 1980

Séquencage de Sanger
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Séquencage de '’ADN

Technique de Sanger

Principe : méthode par synthese enzymatique du brin complémentaire de 'ADN
dont on cherche a déterminer la séquence a l'aide d’'une ADN polymérase et de
nucléotides « terminateurs de chaine » ddNTP (didésoxyribonucléotides) qui ont

un atome d'hydrogene a la place du groupement OH sur le carbone 3' du ribose.

Nécessite :

» ADN simple brin a séquencer

» ADN polymérase

» oligonucléotide amorce complémentaire
» 4 nucléotides dNTP

» dans 4 expériences différentes : chaque ddNTP



Le séquengage selon la technique de Sanger

Les ADN polymeérases sont capables de synthétiser un brin complémentaire
d'ADN. a partir d'un brin matrice.

Pour le séquencage des nucléotides légerement différents sont utilisés: les
didésoxyribonucléonides (dd ™11 au lieu des désoxyribonucléotides triphosphate
(ANTP).

Les dANTP different des dNTP par I'absence d'un groupement OH en position 3.
Amsi lorsquune ADN polymérase utilise un ddNTP. elle n'est plus capable de
rajouter le moindre nucléotide a sa suite : la synthese du brin d'ADN s'arréte.

groupements
Phosphate
| i¥H
groupement (OH absent : l groupement OH présent :
didésoxyribonucléotide - 5 désoxyribonucléotide
ddNTP dNTP

Deux types de nucléotides triphosphates



Séquencage de I'’ADN

Technique de Sanger

désoxyribonucléosides petite quantité d'un

triphosphates normaux - _ Aé‘g GA _— didésoxyribonucléoside
précurseurs (dATP, dCTP, TTA TG(T;C T triphosphate (ddATP)
dGTP et dTTP) AAATTCT cA
crcca’’
'Gg'eT
) R la rare incorporation de
amorce oligonucléotidique didésoxyribonucléoside par
pour I’ADN polymérase I’ADN polymérase bloque la
5' croissance de la molécule d’ADN
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Séquencage de 'ADN

Technique de Sanger
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Le protocole

I1 faut préparer 4 mélanges:
- le fragment qui doit étre séquencé
- un petit morceau d'ADN dont la séquence est
complémentaire a 'extrénuté 3' du fragment a séquencer = amorce
- les 4 ANTP's (dCTP, dATP, dGTP, dTTP)

- I'ADN polymérase

ADN de seéquence
connue ADN inconnu, a séquencer

3 §'
S > > 3
synthese du brin d'ADN complémentaire
par une ADN polymeérase

amorce complémentaire
d'une partie de la ' )
séquence connue Orienter cet ADN

15-25 nt L’ADN polvmérase synthétise dans le sens 5° vers 3°.



Le protocole

I1 faut préparer 4 mélanges:

- le fragment quu doit étre séquenceé

- un petut morceau d'ADN dont la séquence est
complémentaire a I'extrémité 3' du fragment a séquencer

- les 4 ANTP's (dCTP, dATP, dGTP, dTTP)

- 'ADN polymérase

- dans chaque tube, de petites quantités v ddNTP
fluorescent ou radioactif

> son mcorporation aléatoire stoppant la synthese
On obtient a la fin des réactions un ensemble de brins
d’ADN de tailles varniées, selon l'endroit ot un ddNTP se
sera 1nséré et que la réaction aura ainsi €té stoppee



L'utilisation d'un ddNTP permet d'obtenir un ensemble de fragments
d'ADN de différentes tailles, correspondant aux emplacement d'un
nucléotide donné
NB synthese du brin complémentaire, donc s1 arrét par un ddGTP,
c'est qu'il y a une Cytosine sur la séquence
ADN aséquencar{trnn transcrit) * * e
AMTGGTACGTCAACTA
TACCATGCA@GTT Gu % = nucléotides a Cytosine

TACCATI@CA G« \
TACCAT Gu T~

—_— # arrét de la synthése
——2 par utilisation d'un ddGTP

synthése du brin

d'ADN (G) utilisation d'un dGTP :
complémentaire la synthese continue
Conclusion :
GATF dCTP de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
dGTP gdcTP de fragments (de différentes tailles), arrétés au
in peu) dTTP niveau des Cytosines (complementaires de G)
du brin transcrit de I'ADN (donc des Guanines
du brin codant).




- Electrophoreése sur gel d'acrylamide.

- Détection des fragments d'ADN. soit
en regardant la fluorescence, soit en
exposant un film photographique au gel
selon le marquage du ddNTP

- Suivant la taille des gels la séquence
lue est limitee de 200 a 750 nucleotides
environ

___G_C_A_CQAAAA 4340
G >

G 4330
QGAAC

--CcGC
A CCAC 4320

()
>




L'automatisation du sequencage

mélange ADN + - séquence
dNTP » ddNTP CCOATAGCTTAGATCOANT. . .

t_ Ajout des 4 ddNTP marqués par un
fluorophore différent a la méme réaction

Sequenceurs automatiques capables de réaliser les réactions de
séquence, puis de les lire.

Une fois la réaction de séquence terminée, la taille des fragments
obtenus est déterminée par une chromatographie. Le séquenceur
détecte la fluorescence sortant des colonnes de chromatographie,
repérant ainsi les fragments d'ADN et leur taille précise.



Séquencgage de ’ADN

Technique de Sanger

I

QO FRFLOOOLVEdICOCUFRFLVLLIddIICS I

| | ~
11 T
| | o
I L)

B RDEER & aat S T

A0 B ORI SIS e Al @l oLl
' AN oy v e ' .
b B b o n: tC




PCR (Poly Chain Reaction):
Réaction de polymérisation en chaine



La PCR permet d'obtenir par réplication in vitro de
multiples copies d'un fragment d'ADN a partir d'un
extrait (ADN matriciel).

L'ADN matriciel peut étre:
* de 'ADN génomique
* 'ADN complémentaire obtenu par RT-PCR a partir d'un extrait d'ARN
messagers (ARN poly-A)
« ou encore de 'ADN plasmidique.
oligonucléotides « amorces »

ADN a amplifier
Taqg polymérase \

dNTP\____\\
I~ -5
04° 56° S
NN\ —

dénaturation amorc¢age extension

facteur d'amplification : 2"



Les Cycles PCR

Tam péraure (°Ch

B — f—— dénaturation
72° _ -l —— Eynthése
55" — f—— hybridation

4— cydel — - 4—cyce2—P 4—cycded —p

La réaction est realisée sur un thermocycler

Une alternance de cycles comprenant chacun 3 étapes
1. dénaturation de la matrice: séparation des brins (95 C)
2. hybridation amorces (env. 55-60 © C)
3. extension par ADN polymerase (70 © C)

Typiquement, une amplification PCR comprend entre 20 et 30 cycles
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1

La dénaturation : 94°C

La premiere période s'effectue a une température de 94°C, dite
température de dénaturation. A cette température, ' ADN matriciel,
qui sert de matrice au cours de la réplication, est dénaturé: les
liaisons hydrogéne ne peuvent pas se maintenir a une température
supérieure a 80°C et les ADN double-brin se dénaturent en ADN
simple-brin (ADN monocaténaires).

) Dénaturation

Brind’

ADN & multiplier aeleelLLLUULLUUUUEL LU LU LUUUL UL UL



L'hybridation (Annealing) : 40 - 70°C

La deuxieme période s'effectue a une température généralement comprise
entre 40 et 70°C, dite température d'hybridation des amorces. La
diminution de la température permet aux liaisons hydrogéne de se
reformer et donc aux brins complémentaires de s’hybrider. Les amorces,
courtes séquences monocaténaires complémentaires de régions qui
flanquent I'ADN a amplifier, s'hybrident plus facilement que les longs brins
d'’ADN matriciel. Plus la température d'hybridation est élevée, plus
I'hybridation est sélective, plus elle est spécifique.

2) Hybridation

T T T T
UL

Amorce (primer)

Amorce (primer) 54°C, <1mn

T
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L'élongaﬂon : 72°C

La troisieme période s'effectue a une température de 72°C, dite
’remper'a‘rure d elonga‘rlon A 72°C, la Taq polymérase se lie aux ADN
monocaténaires amorcés et ca’ralyse la réplication en utilisant les
désoxyribonucléosides triphosphates (dNTP) présents dans le
mélange réactionnel. Au cycle suivant, les fragments synthétisés au
cycle précédent servent a leur tour de matrice. Il faut compter 20
a 40 cycles pour synthétiser une quantité analysable d'ADN
(environ 0,1 microgramme). Chaque cycle voit théoriquement
doubler la quantité d'ADN présente au cours du cycle précédent.

3) Polymeérisation

otides (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

Il est recommandé de rajouter un cycle final d'élongation a 72°C, notamment lorsque la
séquence d'intérét est de grande taille (supérieure a 1 kilobase), a raison de 2 minutes par
kilobase. La PCR permet d'amplifier des séquences dont la taille est inférieure a 6 kilobases.



9' --agttacttaatgctgatcgtacgtcgatcg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagetget--
--tfcaatqaattacgactagcatgcagctage----- ctagctagecagetagetageategacga-- 5

o' --agttacttaatgctgatcgtacgtcgate atcgtcgatcgatcgtagetget--
agcagctagctagcatcgacga-- 5
o::Tagcmgcagcmgcmgcafcgucga-- o'

B' --agttacttaatgctgatcgtacgtcgateg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagetget--
--tcaatgaattacgactagcatgcagctage----- ctagctagcagctagctageatcgacga-- 5

%' --agttacttaatgctgatcgtac
--tcaatgaattacgactagcatg

B’ --agttacttaatgctgatcgtacgtcgateg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagetget--
--tcaatgaattacgactagcatgcagetage----- ctagctagcagctagetagcatcgacga-- 5

Nombre de copie obtenues apres 1 cycle PCR: 2"
« n» étant le nombre de copie d AND de départ



Taq Polymerase et PCR

Initialement, ADN polymerase était rajoutée a chaque cycle de PCR
(dénaturation 95 C détruisant la polymérase a chaque cycle)

Découverte d'ADN polymerases thermorésistantes, comme la Taqg
polymerase, qui sont maintenant universellement utilisées

Taqg polymerase est a l'origine une polymérase produite par un extrémophile:
Thermophilus aquaticus, vivant dans sources d’eau chaude




Reverse Transcriptase et
synthese d'ADN complémentaire

Reverse transcriptase, une enzyme rétrovirale permettant la synthése
d‘un brin d'ADN complémentaire a un ARN, c'est a dire l'opération
inverse de la transcription.

ADN

RNA polymerase H Reverse [ranscriptase

ARN

Meilleure stabilité de 'ADNSs, utilisation possible pour applications
requiérant ADN, le cDNA correspdt aux séquences de 'ARN mature (pas
d‘introns)



- Obtention d’'un ADNc H:': ¥ iw’ﬂ

e AAAAAAAA

TTTT -5
Oligo(dT) primer
]
transcriptase réverse
FiMA “
5
s AAAAAAAA
TTTT-5
cDNA
Il
REMAse H ou traitement NaOH
TTTIT 9




La PCR quantitative en temps réel
Q-RT-PCR



http://www.bio-rad.com/B2B/BioRad/product/br_category.jsp?BV_SessionID=@@@@1094302834.1128683601@@@@&BV_EngineID=cccfaddfljddelicfngcfkmdhkkdflm.0&categoryPath=Catalogs/Life+Science+Research/Amplification+|+Thermal+Cyclers/Nucleic+Acid+Amplification+and+Detection/iCycler+iQ+Real-Time+PCR+Detection+System&divName=Life+Science+Research&catLevel=5&lang=English&country=HQ&loggedIn=false&catOID=-22575&isPA=false&serviceLevel=Lit+Request

La PCR en temps réel pour la mesure de I'expression des génes

E3 2 e v RSN

Mesurer |'«expression d'un gene» = mesurer |'‘abondance des
transcrits produits par ce géne a un instant donné

‘La PCR quantitative en temps réel (Q-RT-PCR) couple une RT-PCR
classique a une méthode de quantification fluorescente. La cinétique de
quantification est basée sur la détection « en temps réel » d'un signal
fluorescent dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de produit PCR
généré au cours de l'amplification. La quantification du signal repose sur le
concept de « threshold cycle » (Ct).
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PCR en temps réel - Quantification

Ct ( Cycle threshold) =
nombre de cycle
d'amplification
nécessaire pour obtenir
un signal fluorescent
statistiguement
significatif par rapport au
bruit de fond (valeur
seuil).

Fluorescence

10* Copies
I, "
..'-- _-

# -

10 Copies
Seuil fixé au I."I
dessus du .-'
bruit de J

fond J :
P 0 Copies
—

PR sl ——

10 15 20 25 20 35 40 45 50
Amplification Cycles

& Plus le Ct est petit, plus I'échantillon est concentré



PCR conventionnelle versus PCR quﬂntitﬂtive

Cycle 5 10 15 20 25 ﬂ- Agarose Analyse en point final

Gel
Conventional PCR

1.0

Amplification curve obtained with
the LightCycler
0.8 Phase platean

?,m:-:mmﬁ' Analyse dyvnamique de la PCR
E Phase linéaire quantitative

oo ~f

et

-haute précision pendant la phase

0.4 Phase exponentielle exponentielle
: e
-variabilité importante a la phase plateau

0.2

0 10 20 30 40
Cycle Number




Les chimies en PCR en temps réel

O_




Principe du SYBR Green I

= Agent intercalant dont |'émission de fluorescence augmente
lorsqu'il est lié a |' ADN double brin

Apres amplification

N — \f?f?

Avant amplification

SYBR Green
ADN double br'm
Le SYBR Green en solution Durant |'élongation, il se fixe sur
émet peu de fluorescence I'ADN  double  brin  naissant,

entrainant une augmentation de la
fluorescence

L'émission de fluorescence est mesurée a la fin de chaque cycle d'élongation



Sondes Tagman - Principe

Hybridation d'une sonde spécifique

Composition de la sonde
e Fluorochrome émetteur (reporter) en 5'
Ex : FAM 6-carboxy-fluorescein

e Fluorochrome suppresseur (quencher) en 3'
ex : TAMRA 6-carboxy-tetramethyl-
rhodamine

=>» pas d'émission de fluorescence

PCR primer

|66
DNA template

Dye =
¢ A Quencher

e e e




Sondes Tagman - Principe

Cette méthode repose sur deux principes :
- la technologie FRET (fluorescence resonance energy transfer)
- Iactivité 5’-exonucléase de la Taq Pol

Reporter Quencher
FP A /.

3’ 5’

FAM, VIC TAMRA
Taq pol
5’ 3
G
RP

La fluorescence émise par le reporter est absorbée par le quencher



Sondes Tagman - Principe

Lumiere

57

5’ 3’

RP

- FRET (fluorescence resonance energy transfer) depuis le reporter
(haute énergie) vers le quencher (faible énergie),

=»pas de signal fluorescent émis par le reporteur quand la sonde
est intacte




- au cours de l'élongation catalysée par la Tag Pol l'activité 5’
nucléase coupe la sonde — libération du reporter

FP — R
3, Sl % % % EE EE E  EE R R E RN EEE NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 5,
5’ 3’
€ RN NN RN AR NN RN N AR NN RN EEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE PR
RP

- lorsque la polymérisation est complétée, pour chaque molécule d’ADN
synthétisée un reporteur émet de la fluorescence.
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