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A- INTRODUCTION

1- Quelques geénéralités sur le génome humain et les maladies génétiques héreditaires
monogeéniques

2- Quelques exemples de maladies héreditaires (et leurs mutations) impliquant un
défaut de metabolisme

3- Quelques généralités sur les polymorphismes

4- Mutations rapportées dans la littératures

5- Position des mutations sur un gene et consequences phénotypiques

B- OUTILS MOLECULAIRES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS

1- Basés sur I'amplification génique
- Rappels sur la méthode de base (PCR classique)
- La PCR en temps réel (Real Time PCR)
* - la PCR-RFLP (détection mutation touchant un site de restriction)
- SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)
- DGGE (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis)
- DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)
- la HRM (Analyse des courbes de fusion a haute résolution)
- la MLPA (Multiplex Ligation dependant Probe Amplification)

-2- Basés sur le séquencage d’ADN

- Rappels sur la méthode de base de séquencage d’'un ADN (Sanger & Coulson)
- Le pyroséquencage et la SMRT (Single Molecule Real Time)

3- Basés sur I’hybridation moléculaire

- Southern blot
- puces a ADN



1.1 - LE GENOME HUMAIN

Tableau D. ADN mitochondrial et nucléaire

ADN nucléaire (ADNg)

ADN mitochondrial (ADNmt)

Un ADN dans le noyau

Transmission par les deux parents

3 milliards de pb
Organisation promoteur, région 5’ non codante,
exons/introns, région 3" non codante

=25 000 genes

23 paires de chromosomes:
-22 autosomiques

de 249 (chl) a 54 (ch21)Mpb
-1 sexuelle (141Mbp pour X et
60Mpb pour Y)

-0,1% de variation entre 2 individus

Environ 2000 ADNmt/cellule
Transmission maternelle
16,5 kb

Pas d'intron

37 génes codgs par 'ADNmt :

- si pathologie : hétéroplasmie mélange d’ADNmt normal

et pathologique (ADNmMtN et ADNmtM, respectivement)
- effet seuil ; dans une cellule, le rapport ADNmMEN/ADNmMtM
doit dépasser un seuil pour que le phénotype se déclare
(notamment défaut de la chaine respiratoire)

- variahilité du nombre d'ADNmt muté intracellule et/ou

intratissu et/ou intra-organe et/ou intrafamiliale

Interaction ADNg et ADNmt
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Figure 1.2 Composition générale du génome humain. Le pourcentage représente la quantité de séquences par rapport a la séquence totale
connue du génome. Génes & relat : genes et séquences associées : Int, R : régions intergéniques ; Un. : séquences intergéniques uniques ;
Rep. : séquences intergéniques répétitives ; IR : séquences intergéniques répétitives dispersées ; TR : séquences intergéniques répétées en

tandem. o - )
SINE: petit élément nucléaire intercalé; LINE: grand élément nucléaire intercalé
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1.2- MALADIES HEREDITAIRES

DEFINITION

- La maladie héréditaire est une maladie qui est transmise par le spermatozoide ou par
I'ovule. Il s' agit d'une affection présente dés le début de la vie intra-utérine. Celles-ci sont le
résultat de la présence, au niveau des chromosomes, de genes anormaux. On parle eégalement
de génopathie ou d'hérédopathie.

*Une anomalie chromosomique (aberration chromosomique) peut également étre a l'origine d'une
maladie héréditaire.

*Le terme autosomique caractérise le fait que l'affection héréditaire est transmise par des
chromosomes non sexuels.

*On distingue habituellement les maladies héréditaires autosomiques dominantes des maladies
héréditaires autosomiques récessives.

*La différence essentielle entre les maladies récessive ou dominante autosomiques est que
dans le premier cas il est nécessaire que les deux parents portent I'anomalie génétique pour que
la descendance ait la maladie.

- On oppose le terme de maladie acquise a celui de maladie héréditaire ou de maladie génétique.
Les maladies acquises sont des affections apparaissant apres la fécondation, soit pendant
la vie intra-utérine (a l'intérieur de l'utérus pendant la grossesse) soit apres la naissance. Les
premieres portent le nom d'embryopathie (maladie de I'embryon) et de foetopathie (maladie du
foetus).



Les maladies héréditaires monogéniques

-Recensement de ces maladies regroupé dans le catalogue Omim accessible sur Internet
(On line Mendelian Inheritance in Man)

-Sont nombreuses (>4000) mais rares. Cependant, réel probleme humain et de santé publique
- Les plus fréguentes ont une incidence faible:
- mucoviscidose (incidence 1/3000)
- déficit en alpha 1- antitrypsine (incidence 1/1700)
- hypercholesterolémie familiale (incidence 1/500)
- neurofibromatoses (incidence 1/3000)
- Plusieurs modes de transmission:
- transmission héréditaire mendélienne
* récessif lié a I'X (Ex: hémophilie A; omim 306700; maladie de Fabry)
* dominant lié a I'X (Ex: formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth; omim 302800)
* autosomique récessif (Ex: mucoviscidose, omim 219700; maladies de Mc Ardle
et de Tarui = glycogénoses de type V et 7; maladie de Brody;
maladies de Gaucher et de Pompe)
* autosomique dominant (Ex: porphyrie aigle intermittente, omim 176000)
* codominant (Ex: groupes sanguins ABO)
- transmission héreditaire non mendélienne (phénomeéne d’anticipation; extension de
séguences répétées en nombre anormal; Ex: maladie de Steinert (dystrophie myotonique,
Omim 160900, autosomique dominant)
-transmission héréditaire mitochondriale = selon les lois de I'hérédité dite maternelle
(Ex: myopathies mitochondriales; syndromes MELAS, MERRF)
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2- LES Maladies Héréditaires du Métabolisme

1- Glycogenose

Maladie de McArdle (glycogénose de type V).

La maladie de McArdle (glycogénose de type V) est une myopathie métabolique de transmission
autosomique récessive causée par une mutation du géene de la myophosphorylase.

Le géne PYGM est codé en 11913 On dénombre plus de 65 mutations différentes. Elles sont
variées, de type insertion, délétion et inversion, donnant des anomalies de type faux-sens,
non-sens ou des anomalies d’épissage.

La plupart des mutations de PYGM modifient la zone régulatrice de la myophosphorylase en N-terminal
ou la zone catalytique en C-terminal. Elles induisent des modifications de structure ou des modifications de
fonction majeures responsables d’'une réduction drastique de I’activité enzymatique. Une nouvelle
mutation faux-sens de PYGM (S814N) entraine la substitution d’'une sérine par une asparagine au
codon-814 (exon-20) ce qui modifie I'hydrophobicité d'un site interne de la protéine et a un donc un effet
délétére sur sa fonction.

Aucune étude n’a trouveé de relation entre la sévérité de la maladie de McArdle et le génotype de PYGM

La mutation la plus fréquente (60%) est la mutation non-sens R50X de I’exon 1. La mutation
R50X est aussi bien présente dans des formes avec simple intolérance a I'effort que dans des formes
séveres de I'adulte ou a début dans I'enfance.

L’étude en biologie moléculaire de ce gene reste cependant précieuse car elle permet de confirmer le
diagnostic de maladie de McArdle et elle permettrait dans certains cas caractéristiques de porter un
diagnostic sans réaliser de biopsie musculaire.



1- Glycogenose

Maladie de Tarui (glycogénose de type 7).

Numéro
Orphanet

ORPHA371

Prevalence
des maladies <1/ 1 000000
rares

Hérédite . Autosomique récessif
Age

,g . Enfance
d'apparition

CodeCIM 10 e E74.0

numéro MIM e 232800

GSDtype 7
Synonyme(s) Glycogénose type 7
Maladie de Tarui

|
Le déficit en phosphofructokinase
musculaire (maladie de Tarui), ou
glycogéenose de type 7, est une forme rare
de maladie de stockage de glycogene
caractérisée par une fatigue a l'effort et une
intolérance a I'exercice musculaire.

La maladie est due a des mutations du
gene PFKM (12913) codant l'isoenzyme
musculaire de la phosphofructokinase ;




2- Deficit de la chaine respiratoire

La gravité des maladies mitochondriales est tres
variable selon les individus. Dans les

maladies mitochondriales dues a une anomalie de
I'ADN mitochondrial, I'atteinte d'une

cellule (donc d'un tissu, donc d'un organe...) dépend de
la proportion de mitochondries

"malades" qu'elle contient : car dans chaque cellule
coexistent des mitochondries normales et des
mitochondries malades (cette coexistence se homme

MYOPATHIES MITOCHONDRIALES
Autres appellations : Syndrome
de MELAS (Mitochondrial
Encephalopathy Lactic Acidosis
Stroke), Syndrome de MERRF
(Myoclonic Epilepsy Ragged
Red Fibers),

hétéroplasmie). 1l existe un effet SEU | l.
Que sont les myopathies mitochondriales ?

Les maladies mitochondriales sont des maladies qui ont en commun des anomalies
de la chaine respiratoire mitochondriale.

Les mitochondries sont comme des centrales produisant I'énergie nécessaire au bon
fonctionnement de la cellule. Chaque cellule de I'organisme en contient plusieurs
centaines, voire plusieurs milliers.

Lorsqu'une majorité de mitochondries est "malade”, la cellule n'a plus assez d'énergie
pour assurer correctement sa fonction. Ces mitochondries "malades” peuvent se
trouver dans n'importe quelle cellule de I'organisme : n'importe quel organe peut donc
étre touché dans les maladies mitochondriales (cytopathies mitochondriales ou
mitochondriopathies).

Les myopathies mitochondriales touchent cependant plus particulierement les
muscles. Elles comprennent notamment les syndromes de MELAS et de

MERRF.

Ces maladies peuvent étre héréditaires. Leur transmission est complexe. Les formes
liées a une altération primitive de 'ADN mitochondrial n'obéissent pas aux lois
classiques de I'hérédité mendélienne mais sont transmises selon les lois de
I'nérédité dite maternelle. Dans d’autres cas, il peut s’agir d’anomalies de genes de
I’ADN nucléaire ('ADN « classique ») controlant indirectement la chaine respiratoire et
se transmettant sur le mode autosomique dominant, soit sur le mode autosomique
récessif. Miseajour : juin 2006, Tuy Nga Brignol, (M.D.), J.Andoni Urtizberea, (M.D), copyright AFM
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Figure 2.7 Notion d'effet seuil dans la pathologie mitochondriale. La
répartition aléatoire entre le nombre de mitochondries normales et
pathologiques est variable. Lorsque le nombre de mitochondries
pathologiques atteint une certaine quantité (seull), les phénomenes
pathologiques se déclarent notamment dans les tissus dépendant en
grande partie du métabolisme mitochondrial (par exemple, le
cerveau).



MYOPATHIES MITOCHONDRIALES
Autres appellations : Syndrome de MELAS (Mitochondrial Encephalopathy Lactic Acidosis Stroke), Syndrome de
MERRF (Myoclonic Epilepsy Ragged Red Fibers),

Syndrome MELAS

ifl"lllémt ORPHA550
Jphane —— Le syndrome de MELAS —
Pl‘e"lvall.encedes 1-5/10 000 est prOVOQUé pal‘ deS
maladies rares : 1
mutations de 'ADN
vedte | horadique mitochondrial. Au moins
| . Heérédité mitochondriale 10 mutatIOnS dlffél‘entes
Age S ont été identifiees mais 80
I' it c
dopparition __ % des patients sont _ |
CodeCIM 10 o G713 porteurS de la mutation
numeroMIM o 540000 3243A>G dans le géne de
I'’ARN de transfert de la
Encéphalomy opathie mitochondriale, acidose lactique, pseudo-épisodes :
vasculaires cérébraux IeUCIne (ARNt Leu)

Synonyme(s . . : . . .
ynonyme(s) My opathiemitochondriale, encéphalopathie, acidose lactique, pseudo-

épisodes vagculaires cérébraux

La recherche de la mutation causale doit tenir compte de son hétéroplasmie c'est-a-dire de sa coexistence
avec une population résiduelle d'ADN mitochondrial normal. La proportion de la mutation peut varier
considérablement d'un tissu a l'autre mais, dans le syndrome de MELAS, elle est tres élevée (>90% de la
population d’ADN mitochondrial) dans tous les tissus et peut donc étre cherchée dans le sang.



MYOPATHIES MITOCHONDRIALES
Autres appellations : Syndrome de MELAS (Mitochondrial Encephalopathy Lactic Acidosis Stroke), Syndrome de
MERRF (Myoclonic Epilepsy Ragged Red Fibers),

Syndrome MERRF

Numéro

ORPHASS51

Orphanet
brévalence L'expression clinique est tres variable
desmaladies 1-9/1 000 000 d'un malade a l'autre dans une méme
e famille et d'une famille a l'autre. Le
Héredité . Héredité mitochondriale Syndrome de MERRF résu|te de
Age mutations de I'ADN mitochondrial. La

- . Enfance . <
dapparition mutation 8344A>G dans le géne

(MTTK) de I'ARN de transfert de la
lysine (ARNTt Lys) est responsable de
pumeo I e st plus de 80% des cas de la maladie.

Code CIM 10 o G40.3

Epilepsie myoclonique avec 'ragged-red-fibers'
Synonvme(s) Epilepsie myoclonique a fibres rouges en lambeaux
Syndrome de Fukuhara

La recherche de la mutation causale doit tenir compte de son hétéroplasmie c'est-a-dire de sa coexistence
avec une population résiduelle d'ADN mitochondrial normal. La proportion de la mutation peut varier
considérablement d'un tissu a 'autre mais, dans le syndrome MERREF, elle est tres élevée (>90% de la
population d’ADN mitochondrial) dans tous les tissus et peut donc étre cherchée dans le sang.



3- Anomalie du métabolisme calcique

MALADIE DE BRODY

Autres appellations :

Mise a jour : Juin 2006. Rédaction : TN Brignol (M.D.), validation : J. Andoni Urtizberea
(M.D.), copyright AFM

Qu’est-ce que la maladie de Brody ?

La maladie de Brody est une maladie génétique rare du muscle squelettique décrite par
Brody en 1969. Elle se manifeste par des crampes musculaires non douloureuses et
une impossibilité de relachement musculaire aprés une contraction musculaire due a

un exercice physique.

La maladie de Brody est due a un trouble du transport des ions Ca2+ au niveau du
réticulum sarcoplasmique des fibres musculaires de type Il ou fibres rapides.

Le gene lié a la maladie est le gene ATP2A1 localisé sur le chromosome 16 (en
16p12.1-12.2). Ce gene code la protéine SERCAL (abréviation de sarco(endo)plasmic
reticulum Ca(2+) -ATPase) ou enzyme Ca2+- ATPase du réticulum sarcoplasmique
jouant un role dans la contraction rapide du muscle strié.

Trois mutations du gene ATP2A1 ont été identifiées (1996)

dont deux sont liées a des codons stop, conduisant a la formation
d’une protéine SERCA1 tronquée dans trois familles dont le mode de transmission est
autosomique recessif.



4- Dystrophies

Wikipédia

Dystrophie myotonique de Steinert

Transmission
q13.2-q13.3

DMPK
Non

Rare

Sans objet

Oui maternelle
Sans objet

1/20 000
Maladie génétiquement liée Aucune

Possibe

La mutation est une expansion instable d'un

triplet CTG du gene DMPK. Ce triplet est répété
plus de 37 fois chez les personnes atteintes.

Le nombre de répétitions du triplet CTG est
généralement associé a la sévérité de la
maladie ainsi qu'a |'age d'apparition des
symptomes.

La dystrophie myotonique de Steinert ou maladie de
Steinert est une maladie génétique autosomique
dominante, a pénétrance incomplete et marquée par
I'anticipation, qui affecte plusieurs organes : le squelette,
les muscles lisses, I'oeil, le coeur, le systeme endocrinien et
le systeme nerveux central.

Les signes de cette maladie sont variés allant d'une forme légére a

grave.
1- La forme légere est caractérisée par une cataracte et une myotonie modérée.
L'espérance de vie est normale.

La forme classique est caractérisée par une faiblesse musculaire généralisée et une
myotonie généralisée, une cataracte et des troubles de la conduction cardiaque.
L'adulte peut perdre son autonomie et I'espérance de vie est réduite si le patient n'est
pas suivi pour le coeur.

La forme congénitale avec une hypotonie musculaire, souvent associée a une
insuffisance respiratoire avec déces précoce. Le retard mental est fréquent dans cette
forme.

La certitude du diagnostic est obtenue par PCR (Cf
diapos 55) avec un prélevement sanguin (Le
consentement de la personne prélevée est
indispensable):

- sujets sains (nombre de CTG inférieur a 37 pour les 2
alleles sur le gene DMPK)

- maladie si les individus ont un allele a moins de 37
répétitions, et un allele a plus de 37 (et généralement
plus de 50 CTG).
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5- Maladies de surcharges lysosomales

La maladie de Gaucher estune

affection génétique, transmise sur le mode
autosomique récessif dont la prévalence en France
est estimée entre 1 cas pour 40.000 et un cas sur
100.000 personnes. Sa prévalence est plus
importante dans la population juive Ashkénaze (1 cas

pour 850 naissances vivantes). C’€St la p|US
fréguente des maladies de
surcharge du lysosome. iiest

essentiel d’en faire un diagnostic précoce, en raison
de I'existence de traitements spécifiques permettant
de limiter voire d’éviter la survenue de complications
graves.

Aspects génétiques

Les manifestations cliniques de la maladie de Gaucher,
transmise de fagon héréditaire sur le mode autosomique
récessif, sont hétérogenes. Cette affection est liée a la

mutation du gene codant pour la
glucocérébrosidase, situs surle bras long du
chromosome 1. On retrouve plus de 150 mutations
différentes connues actuellement, LS cin g
mutations les plus fréquentes sont :
N370S, 84GG, L444P, IVS2 et Rec. i

n’y a généralement pas de corrélation entre génotype et
phénotype, mais certains génotypes sont
associés a des formes plus graves de la
maladie (mutations L444P et D409H par
exemple).

Maladie de Pompe

Transmission

Maladie aénétiatiement liée

Non
Plus de 150 connus

1 sur 14 000 chez les
américains d'origine

africaines a 1 sur 100

000 en Europe

ArviAniinn

Un article de Wikipédia

La maladie de Pompe est
une

progressive et souvent
fatale en rapport avec une
anomalie de
fonctionnement de |'alpha-
1,4-glucosidase acide, une
enzyme qui
hydrolyse le en

Si les examens biologiques montrent une disparition ou une diminution de
I'activité de la protéine alpha-glucosidase acide, I'lanalyse génétique est
toujours pratiquée pour confirmer le diagnostic. Le test se fait sur un
échantillon sanguin duquel on extrait 'ADN des cellules pour analyser les
mutations du geéne GAA.



5- Maladies de surcharges lysosomales

Diagnostic moléculaire et conseil génétique

Maladie de Fabry

i ; ) ] Référence MIM 301500
La détermination du statut des femmes a risque dans les familles ou SN ] L
ségréege la maladie est pourtant essentielle pour délivrer un conseil o Recessive a I'X
génétiqgue optimal, soulignant lintérét du diagnosticmoléculaire qui Chramosome XQg22
permet d’assurer le dépistage des hétérozygotes. Gene GLA
. . i . R L . Empreinte parentale Non
Le diagnosticmoléculaire peut étre indirect ou direct. _
Mutation Ponctuelle
Diagnostic moléculaire indirect Mutation de novo Rare
L’étude des polymorphismes de restriction intragéniques ou flanquants Nombre d'alléles pathologiques  PJus de 300 CONNUS
du gene GLA et des séquences polymorphes liées au gene GLA au locus PRI
Xg22 peut permettre d’'identifier indirectement le chromosome X porteur b Non
de lallele GLA mutant. Lorsqu’ils sont informatifs, ces marqueurs Incidence 1 sur 50000 naissances
anonymes peuvent étre utiles pour le dépistage des hétérozygotes et le de garcons
diagnostic prénatal par analyse moléculaire indirecte, dans les familles Maladie génétiquement liée Aucune
pour lesquelles la mutation spécifique est inconnue . Une limitation de Diagnostic prénatal .
Possible

cette méthode est le risque d’erreur diagnostique liée a un événement de
recombinaison (crossing-over)

Diagnostic moléculaire direct Liste des maladies génétiques & géne identifié

La détection de la mutation du gene GLA apparait donc comme la
méthode de référence pour lidentification précise des conductrices
et permet de délivrer aux familles un conseil génétique clair
avec, en outre, la possibilité d’affirmer le diagnostic dans les cas ou
aucun sujet masculin n’est disponible pour [I'étude. La mutation
responsable du déficit enzymatique et du phénotype clinique peut étre
mise en évidence par séquengage du gene précédé ou non d’une
analyse par une méthode de criblage [14], [16] and [53].

La maladie de Fabry, ou syndrome de Ruiter-Rompen-
Wyers est une maladie lysosomale génétique, liée au

chromosome X, résultant d'un déficit enzymatique

de l'alpha-galactosidase lysosomale avec
accumulation de globotriaosylcéramide et de
digalactosylceramide dans les cellules.

Chez les hommes la fagon la plus fiable de faire le diagnostic est la mesure de I'activité enzymatique de I'alpha-galactosidase dans les
leucocytes.

La détection des femmes porteuses de la mutation par mesure de I'activité enzymatique de |'alpha-galactosidase n'est pas fiable. Seule la
recherche de la mutation du géne GLA permet de détecter les porteuses.

La détection de la mutation est possible dans prées de 100 % des hommes malades.



3- LES POLYMORPHISMES OU VARIATION DE
SEQUENCES (OU MUTATIONS)

MULTI-ALLELIQUES
- Short Tandem Repeat (STR) = microsatellites (1-5pb)
- Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) = minisatellites (15-70pb)

BI-ALLELIQUES

- Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

- les RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
- Insertion, délétion, insertion/délétion

EPIGENETIQUES (ex: méthylation)

DE L'ADN MITOCHONDRIAL



LES POLYMORPHISMES BI- LES POLYMORPHISMES MULTI-
ALLELIQUES ALLELIQUES

(Exemples de relation SNP/maladie) (Exemples de relation STR/maladie
généetique monogénique=omim)

Tableau 2.1, Exemples de polymorphismes bi-alléliques (SNP) associés a des maladies

Gene Variant(s) Pathologie associe
(s6ne de susceptibilité 5 Exon e
- auipopotine Al e Melade 4 Acteime ]
- NRAMPAL. (natural resistance AspbA3hsn Tuberculose
-associated macrophage protein 1) r— P
- PPARG (peroxisome proffrator G0 VS4 NC ORF
activated receptor P12 - —
Pronostic : Ja _‘
- MBL2 (mannose binding ecti) Variants structuraux B, C ¢t D Mucoviscidose FRAXA SCAfD M5 oM
- TNF (tumor necrosis factor -3766>A Neuropaludisme [CCGn [ATTCT]n [CAG)n [CTG]n
-3086>A dans le promoteur b o [Gi"‘]ﬁnp e
Phamacogénétique : . Figure 2.24 Exemples de localsation d'expansion de séquences répétes dans le génome. Le nombre indiqué en dessous de chaque abré-
ADRBY (32 acrenergic receptor GlyL6Arg Catécholamines (albutero) Von e gene est e numéro Omim. SNC - région 5'non codante ; 3N :régon 3 non codante; ORF open reacing rame) - partie codante
OYP2C9 (ytochiome PA50 1, polpentde 9)  ArglddCys Dosage de la verfaine d'un gene ; FRAXA (Fragle site mental retardation 1) ; syndrome de I'X fragil (le géne muté est FMRY) ; 115 (appelé aussi huntingting) :

géne muté dans la chorée de Huntington ; SCAL0 (spinocerebellar ataia) gene muté dans 'ataxie spinocérébelleuse : DM (dystrophia
myotonica 1)  géng muté dans la maladie de Steinert (dystrophie myotonique)



-LES EPIMUTATIONS: pathologies de I’épigénétique

Exemple du syndrome
iImmunodeficiency, centromeric
instability and facial anomalies(ICF,
Omim 242860):

syndrome rare, de transmission
autosomique recessif.

caractérisé par un immunodeéficit
général associé a des anomalies de
développement.

Dans les lymphocytes, des anomalies
chromosomiques sont observées
(hétérochromatine péricentromeérique
allongée sur le chromosome 1 ou 16 au
niveau de région riches en séquences
répétées). Ces regions sont
normalement fortement méthylées.

Dans le syndrome ICF, elles sont
hypomethylées: conséquence d’'une
mutation sur le géne codant une ADN
méthylase (DNMT3B).

La méthylation différentielle de genes
parentaux peut étre importante dans le
phénomene d’empreinte génomique
(expression différentielle d’'un géne selon
son origine maternelle ou paternelle).

Mutation Mutation

Délétion DUP d’empreinte \de séquence
\‘,1 \ﬂ';
Prader- % | |
willi [ ‘ |
e P M
;;KIT ‘v/‘
Angelman | | ‘(‘:{
e |
P M

Certaines anomalies de meéthylation
provoquent un déreglement de I’empreinte
genomique. C’est le cas par exemple dans
le syndrome de Beckwith-Wiedemann

(BWS, Omim 130650) responsable
d’anomalies du développement et de risque
élevé de tumeurs dans I'enfance.



Mutations et pathologies mitochondriales

La gravité des maladies mitochondriales est tres
variable selon les individus. Dans les

maladies mitochondriales dues a une anomalie de I'ADN
mitochondrial, I'atteinte d'une

cellule (donc d'un tissu, donc d'un organe...) dépend de
la proportion de mitochondries

"malades'" qu'elle contient : car dans chaque cellule
coexistent des mitochondries normales et des
mitochondries malades (cette coexistence se nomme

MYOPATHIES MITOCHONDRIALES
Autres appellations : Syndrome
de MELAS (Mitochondrial
Encephalopathy Lactic Acidosis
Stroke), Syndrome de MERRF
(Myoclonic Epilepsy Ragged
Red Fibers),

hétéroplasmie). 1l existe un effet SEU | l.

Que sont les myopathies mitochondriales ?
Les maladies mitochondriales sont des maladies qui ont en commun des anomalies
de la chaine respiratoire mitochondriale.

Les mitochondries sont comme des centrales produisant I'énergie nécessaire au bon
fonctionnement de la cellule. Chaque cellule de I'organisme en contient plusieurs
centaines, voire plusieurs milliers.

Lorsqu'une majorité de mitochondries est "malade”, la cellule n'a plus assez d'énergie
pour assurer correctement sa fonction. Ces mitochondries "malades” peuvent se
trouver dans n'importe quelle cellule de I'organisme : n'importe quel organe peut donc
étre touché dans les maladies mitochondriales (cytopathies mitochondriales ou
mitochondriopathies).

Les myopathies mitochondriales touchent cependant plus particulierement les
muscles. Elles comprennent notamment les syndromes de MELAS et de MERRF.
Ces maladies peuvent étre héréditaires. Leur transmission est complexe. Les formes
liées a une altération primitive de 'ADN mitochondrial n‘obéissent pas aux lois
classiques de I'hérédité mendélienne mais sont transmises selon les lois de
I'nérédité dite maternelle. Dans d’autres cas, il peut s’agir d’anomalies de genes de
I’ADN nucléaire (ADN « classique ») controlant indirectement la chaine respiratoire et
se transmettant sur le mode autosomique dominant, soit sur le mode autosomique

récessit. Mise a jour : juin 2006, Tuy Nga Brignol, (M.D.), J.Andoni Urtizberea, (M.D), copyright AFM

Mitochondrie
£ (ADNmt normal)
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(Répartition au hasard dans les tissus)
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Figure 2.7 Notion d'effet seuil dans la pathologie mitochondriale. La
répartition aléatoire entre le nombre de mitochondries normales et
pathologiques est variable. Lorsque le nombre de mitochondries
pathologiques atteint une certaine quantité (seuil), les phénomeénes
pathologiques se déclarent notamment dans les tissus dépendant en
grande partie du métabolisme mitochondrial (par exemple, le
cerveau).



NOMENCLATURE

- Selon les auteurs, polymorphisme peut signifier :
- un changement de séquence sans consequence pathologique
- un changement de sequence dont la fréquence est >1%
dans la population générale

- Selon les auteurs, mutation peut signifier :
-un changement de séquence, quelle que soit la conséquence
- un changement induisant une pathologie

Les auteurs de la nomenclature utilisent donc le terme
variation de séguence pour éviter toute confusion avec les
termes polymorphisme et mutation (voir nomenclature)



Nomenclature au niveau des introns:

-Au début de I'intron: on donne le
numéro du dernier nucléotide de
I'exon précédent puis le signe + suivi
de la position dans l'intron

-Ex: 89+1G, 89 est le numéro du
dernier nucléotide de I'exon précédant
I'intron et G est en 1ere position sur
I'intron)

Intron

1T-----A-2G-1

Exon

Donc 89+1G>T signifie:
Intron
T-----A-2G-1

Exon 2

-A la fin de P’intron: on utilise la
numérotation du premier nucléotide de
I'exon suivant l'intron suivi d’'un signe -
et de la position du nucléotide en
amont dans l'intron

-Ex: 90-1G, 90 est le numéro du
premier nucléotide de I'exon suivant
I'intron et G est en derniére position de
I'intron)




Nomenclature des modifications de
nucléotides:

-Les substitutions (mutations
ponctuelles): désignées par le caractere
«K>»

* 76 A>C signifie qu'au niveau du
nucléotide 76, le A est substitué en C.

* 88+1G>T signifie qu'au niveau de
I'intron, le G (en position +1 dans l'intron) a
été substitué en T (la position 88 étant
celle du 88eme nucléotide dans '’'ADNC)

*89-2A>C (ou IVS2-2A>C) signifie qu'au
niveau de l'intron, le A (en position -2 dans
I'intron) a été substitué en C (la position 89
étant celle du 89eme

nucléotide dans '’ADNc)

Nomenclature des modifications
d’acides aminés:

Les substitutions:

* modification faux-sens: W26C (ou
trp26Cys) signifie qu’au niveau de
I'acide aminé 26, le W (tryptophane)
a eté changé en C (cysteine).

* modification non-sens: W26X (ou
trp26X) signifie qu’au niveau de
I'acide aminé 26, le W (tryptophane)
a eté changé en codon-stop (X).



Nomenclature des modifications de
nucléotides:

-Les délétions: désignées par
I'abréviation « del »

*76 78delACT (ou 76_78del) signifie
une deélétion de 3 nucléotides (ACT) des
positions 76 a 78.

-Les insertions: désignées par
I'abréviation « ins »

*76_77insT signifie I'insertion du
nucléotides T entre les nucléotides 76 et
77.

Nomenclature des modifications
d’acides aminés:

Les délétions: désignées par
I'abréviation « del »

* K29del (ou Lys29del) signifie une
délétion de I'acide aminé lysine

(Lys ou K) en position 29.

* C28 M30del (ou Cys28 Met30del)
signifie une délétion de 3 acides aminés
de la cystéine en position 28 a la
methionine en position 30.

Les insertions: désignées par
I'abréviation « ins »

*K29 M30insQSK (ou

Lys29 Met30insGInSerLys) signifie
I'insertion de 3 acides aminés (QSK ou
glutamine/lysine/serine) entre les acides
amines lysine (K) en position 29 et
methionine (M) en position 30.

Ainsi la séquence ...CKMGH... devient
...CKQSKMGH...



Nomenclature des
modifications de nucléotides:

Variabilité des ségquences
repeétées courtes:

Soit la séquence 5-AC TG TG
TG CC avec une sequence
repetée TG (ici 3 fois) et dont le
nombre de variation va de 3 a 6.

Si le nucléotide A est en position
1991, la séquence répétée
variable sera désignée
1993(TG)3-6.

Nomenclature des
modifications d’acides aminés:

Variabilité des séquences
répetées courtes:

Soit la séquence
...MKMGHQQQCC... avec
I'acide aminé Q (GIn) en position
6 et dont le nombre de variation
va de 3 a 6 fois.

La variabilité sera indiquée
GIn6(3-6).



4- LES MUTATIONS DU GENOME HUMAIN

Tableau 2.2. Mutations rapportées dans la littérature (2093 génes analyseés)

(référence : hitp : www.hmd.cf.ac.ukdocshohoho.html)

Mutation Nombre %
C Microlésions : >
— mutations ponctuelles (non-sens, faux-sens) 3du251, s
— épissage 5188 9,5
— zones de régulation de I’expression 700 >90% 13
- petites délétions 9014 16,5
— petites insertions 3626 6,6
— petites insertions /délétions 583 4
( Macrolésions : )
-V e séquences répétées 143 B2 o]
— grandes insertions ou duplications 470 0,9
- réarrangements complexes (incluant les inversions) 639 <10% 159
- grandes délétions 2998 5 _
Total 54 562 100
Mutation= variation Les SNP sont les 2 types de mutation:
allélique anormale variants les plus -Macrolésions (grande taille)
pouvant aboutir au frequents - microlésions (petites taille)
développement dans le génome

d’une maladie humain



LES MACROLESIONS
(<10% des mutations)

- Ce sont des réarrangements géniqgues dont la taille
peut aller de quelques kpb a plusieurs Mpb.

Plusieurs mécanismes possibles:

*Variation de sequences repétées (mutations de
réplication) (0,2% des mutations)

* grande insertion, duplication, inversion, delétion
=> réarrangements géniques complexes (environ
8% des mutations avec majorité de grandes
délétion)




MACROLESIONS: grande insertion, duplication, inversion,
délétion

A. Inversion B. Translocation C. Duplication
1. 2 3 4 5 8
-Ce sont des mecanismes de réarrangements oy SOk O Ch-r A X s
géniques complexes y 1 4 ¥ N3 5 * 5
- les réarrangements peuvent étre soit " . BhrB

interchromosomiques ou intrachromosomiques
(inter ou intrachromatides) Figure 2.12 Réarrangements geniques -Exemples.
- via mécanismes de recombinaisons
(homologue ou non):
* au sein de famille de genes regroupés
en groupe (cluster)
* au sein de séquences repeétées

D. Délétion E. Transfert horizontal
- La duplication d’un géne (tout ou en
partie) peut se faire dans la méme
orientation ou en orientation inversée



MACROLESIONS: Variation de séquences répétées = Mutations de replication

ou dynamiques (=> n’importe ou dans géene)

-Ce sont en général des
erreurs de réplication
mitotique ou préméiotique.

- Elles résultent d’'un
dérapage (slipped strand
mispairing) dans
certaines zones instables
du géenome (comme les
zones répéteées).

-Ce mécanisme est

retrouvé dans des | ——

maladies génétiques au
cours desquelles le
phénoméne d’anticipation A
observé est le résultat de [CCG]n
instabilitédela @ ..
répétition de trinucléotides
ou de dinucléotides

(STR=microsatellites). A 24 benes e beaselon deianson de séasenes Epetes dns I énome. e nombre i n dessous e ha
partir d'un certain seuil Ve oegneeslennoOnin.5N0: gon onodane: 31 éion 3 von codte: OFF Fopeneading fame) : pate o

redaton ) sy de X e (e géne mt st FURY): A5 (e hunting
donné), il'y a pathologldepe MUt dans 2 chorée de Huntng mgom SCALD {spnoereellr atade) - géne muté dans [ e spiocértelluse ; OV (st

(nbre de trinucléotides (11 &e: Rl e s er

Exon

Intron

SoA
TICTh

Exon

M5
[CAG]n
(Gl

myotorica ) géne mut s I melade  Steert (ctonte mpotnie)

Dystrophie myotonique de
Steinert (Omim 160900)

-Maladie héréditaire du
meéetabolisme de transmission
autosomique dominant

-Conséquence d’une expansion
anormalement élevée du triplet CTG
en 3’'NC du géne DMPK (dystrophia
myotonica protein kinase)=
mutation de réplication ou
dynamique

En condition normale (5-30 triplet en
3'NC du géne DMPK), une protéine
se fixe sur les triplets de ' ARNm
pour réguler 'expression et la
localisation cellulaire de la protéine.

I -chez sujet malade jusqu’a 1000
triplets. Hypothéese: Il en résulterait
Une modification de structure de
I’ARNmM qui induirait une effet
negatif sur 'expression de la
protéine DMPK et sur son
exportation hors du noyau.



LES MICROLESIONS
(>90% des mutations)

- Ce sont des substitutions, suppressions ou additions d’un ou de quelques
nucléotides:

1- Quand une base est substituée en une autre, on parle de mutation ponctuelle:

- Les mutations ponctuelles (non-sens et faux-sens) sont les plus courantes des

mutations rapportées dans la littérature (environ 57%).

- De nombreux mécanismes sont responsables des mutations ponctuelles:

* la dépurination

* |la désamination notamment des cytosines méthylées (metC en T)

* des erreurs de réplication ou de réparation

* transition: changement d’'une base purique (ou pyrimidique) en une autre (G en Aou
CenT)

* transversion: changement d’une base purique en pyrimidique (G en T) (ou

réciproguement par exemple C en A)

2 - délétion, insertion et déletion/insertion de quelques nucléotides sont des mutations non
ponctuelles (environ 25% des mutations)




-Mutations ponctuelles dans les
régions codantes:

- mutations faux-sens

*induisent un changement d’AA sur la protéine
*conséquence sur le fonctionnement de la
protéine est variable

*dans certains cas peut induire une anomalie
d’épissage (saut d’exon par abolition fonctionnelle
d’un site ESE ou modification structure 2aire ARNm)

-mutations silencieuses

*modifie le codon mais pas I’'AA

*pas de conseéquence sur la protéine

*Cependant peuvent étre responsables d’un
epissage anormal de I'exon (saut d’exons si
mutation située sur site favorisant [ESE] ou inhibant
[ESS] I'épissage).

-mutations non-sens

*aboutissent a la formation d’un codon stop (UAA,
UAG ou UGA)

*responsables :

- d’une protéine tronquée (le + souvent
non fonctionnelle)

- de la dégradation de ’TARNm
correspondant (et donc absence de synthése
de la protéine anormale)

- dans certains cas d’épissage anormal
d’exon (« saut d’exon »)

-Mutations non ponctuelles dans les
régions codantes:

- L'insertion ou la délétion d’'une ou plusieurs
bases dans la région codante :

*peut décaler le cadre de lecture
ouvert (open reading frame).

*provoque I'apparition d’'un codon stop

prématuré plusieurs bases

(une dizaine a une centaine en
général) en aval de la mutation.

-Principales conséquences:

*formation protéine tronquée (plus
petite)

*dégradation de ’ARNm
correspondant

MICROLESIONS dans les régions
codantes



MICROLESIONS perturbant I’épissage

=> Représentent 10-15% des anomalies responsables de maladies
génetiques.
Mutations d’épissage (splicing mutations)

S
SE ESE ESE

| ™ : | R % TR |
-" YNy raY Yy Yy sf'ﬂag'!GI o

H it

Site de Site accepteur Site
branchement donneur

A- CAUSES :

- Sont le plus souvent des mutations ponctuelles

-Microlésion dans site accepteur 3’ag ou donneur 5'gt sera responsable de saut d’exon (60% des cas de
saut d’exons)

- microlésion dans site de branchement peut induire une rétention d’intron (une portion d’intron sera
retrouveée sur le transcrit mature)

- microlésion dans un exon peut créer (et activer) un site cryptique (atypique) d’épissage (SCE) ou inactiver
un ESE. Il en résultera un saut d’exon

- CONSEQUENCES:
-Le plus souvent, aboutissent a la formation d’'un codon stop prématuré (protéine tronquée) et a la
dégradation de I’ARNm par nonsense mediated mRNA decay (NMD).



MICROLESIONS dans la région 5’NC (non codante)

1- Régulations négatives de la traduction

AUG
Chilpeay Ladd 2- Exemples de pathologies génétiques
A 5 ( ~—————— Seéquencecodante — 3’
AUG IRP
® | O AUG
B 5 ikl - 3 IRE et syndrome YIRE TR ’
| A hyperferritine/ 5’ ‘ =3
cataracte
AUG
0 |
c 5( —— —3 i uAuGg AUG
: Thrombocytémie R
TR B et perte de répression 5’ -m— )
A (uAUG muté) ®

D 5’ —m— }_3' Figure 2.21 Mutations de la région 5 non codante. Exemples de

mutations pouvant aboutir a des modifications d’expression de

Figure 2.22 Régulation négative de la traduction. Exemples de génes. Voir le texte du paragraphe pour les explications. Le cercle
mécanismes dans la région 5" non codante de ’ARNm. A. ARNm correspond a une mutation.

sans régulation négative. B. Séquence en boucle stable (hairpin)

située entre I'extrémité 5 (chapeau) et le codon AUG. Cette boucle

interfé_re dang I’assemplage du complexe,de pré-initiatign et/ou le Environ 1,5% des mutations
scanning du ribosome a la recherche de I'AUG. Cette séquence en

boucle peut étre suffisamment stable pour empécher I'activité de

déroulement de I'hélicase et inhiber le scanning ribosomal. C. Sur

certains ARNm, la séquence en boucle peut étre stabilisée par des

protéines. D. La partie 5’NC peut posséder des codons AUG alter-

natifs (UAUG) en amont du codon AUG principal ou physiologique.



MICROLESIONS (ET MACROLESIONS) dans la région 3’'NC

Une mutation dans cette région ( environ 1,5% des mutations) peut

Mutation impliquant disparition
codon stop (peut diminuer la %z vie
de ’ARNm; ex: alphaglobine)

UAA
UAG
UGA

5’ =—— Région codante

expansion anormale triplet CTG
dans gene DMPK
Exemple 1:
Dystrophie

Surexpression protéine CCND1
(Omim 168461) dans certaines

formes de lymphomes

o

Etat de polyadénylation

Régulation de la traduction
| P ———— | CPE
| Autre C-rich 1.AFs‘E v, | ACE ! AAUAA— (A),

myotonique de

| Localisation subcellulaire

\

Steinert (Omim
160900)

Figure 2.23 Mutations de la région 3’ non codante.

elétion ARE (AU-rich element)
(aleratioprde la Y2 vie des ARNm)

e

Dégradation

iminution de la st@




5- POSITION DES MUTATIONS (macro et microlésions)
SUR UN GENE ET LEURS CONSEQUENCES

-En pathologie moléculaire, une mutation peut étre localisée en n'importe quel
point d’'un gene ou des régions extrageniques intéragissant avec lui.

- Les conséquences de ces mutations selon leur localisation sont variables

Gene
SNC
Promoteur TAA
ATG ES: X{Ié(,i AATAA
oo A N s ) s
i sty il ]
o000 o 0000 ® o000

Aé¢

| DE Y
l pg / Dégradation
‘ ARNm

| » Dysrégulation s

5 . * Anomalies d’épi
expression du gene slcabeniisaiintr b srint g

\4

| « Mutation ponctuelle
* non sens (AA — X)

« faux sens (AA1 — AA2) e Diminution stabilité

* Dégradation

S N traduction

) Principales localisations des mutations sur un géne et les conséquences de ces mutations.

«silencieuse (AA1 > AA1)| | ARNM
* Délétion : S g
+ Insertion e chahsgt:on subcellulaire
'« Expansion * Régulation de la

ATG STOP

oo H-R-HEH

|
|
|

Modulation Modification
Modulation  de I'expression structurale et/ou
de I'expression  d'un géne conformationnelle

d’un gene Modulation d'activité

Epissage de la protéine
alternatif ~ correspondante

Figure 2.10 Conséquences fonctionnelles et/ou structurales poten-
tielles des polymorphismes fonctionnels.



RESUME DES Mutations induisant la création d’un codon

stop prématuré (CSP):

Nombreux mécanismes générent I’'apparition d’un CSP:
- mutations ponctuelles non-sens
- décalage du cadre de lecture
- réarrangement génique (macrolésions)
- épissage anormal (rétention d’intron, saut d’exon, activation site
cryptique d’épissage)
- erreur de réplication, de transcription
-utilisation de sites d’initiation mineurs de la traduction (UAUG)

Un codon stop anormal peut amener a la formation d’une protéine
(tronquée) non fonctionnelle ou aux conséquences déléteres

-Le systeme de surveillance NMD permet de dégrader ces ARNm
anormaux



RESUME CONSEQUENCES DES MUTATIONS

- Une mutation est le plus souvent responsable :

- d'une anomalie de synthése protéique (diminution/absence)

- d'une modification structurelle (protéine instable)

- d'une anomalie de ciblage (membrane, organelle)

- d’'une protéine non (ou peu) fonctionnelle

(Si la mutation induit des modifications mineures au niveau de la protéine,
on peut s’attendre a des conséquences modérées. C’est ce que I'on peut
observer dans le cas de certaines microlésions [faux-sens, petites délétions
ou insertions])

-Les mutations en cause sont essentiellement:
- mutations non-sens (apparition d’'un codon stop prémature)
- mutations faux-sens (changement d’AA)
- celles qui induisent décalage du cadre de lecture (frame-shift)
- celles qui induisent une anomalie d’épissage (splicing defect)
- celles qui induisent une délétion ou une insertion de grande taille

- Une mutation épigénétique (épimutation) peut également induire une
modification de la chromatine ou de I'état de méthylation d’'un géne.
Conseéquences sur I'expression du gene.



LA RELATION GENOTYPE-PHENOTYPE

EST COMPLEXE

Plusieurs
genes A B
o e R —-—*

¥

......
....................
......................
.............................................
........................

Différents phénotypes

i 2.97 Hétérogénéités génotypique et phénotyplgue. Selon les
glégnuer: et les mutat?ons, les conséquences E)hénotyplqu?s peuvent
atre différentes. 1. Une méme maladie peut étre la consequence Qe
différents genes @ par exemple, syndrome du long QT (Og\llgl
192500, 152427, 603830, 600163, 17@261, f500681, 600919,
603796). 2. Plusieurs mutations sur un méme gene sqnt“re.sponsi—
bles d’'une méme maladie (par exemple,. po_rphyrle aigue |n.term|l-
tente, Omim 176000). 3. Selon la localisation de la'mutation, la
maladie n'est pas la méme. Par exemple, les mutations dfans e
proto-oncogene RET (Omim 164761). Chaque ,reqtang|e fepresente
un géne en 1, un exon en 2 et en 3. Chaque étoile représente une

mutation différente.

MALADIES MONOGENIQUES:

*Plusieurs génotypes pour
........................................... uﬂméme phénotype

*Plusieurs génotypes et
plusieurs phénotypes

Selon les pathologies,
plusieurs cas de figures de
localisation des mutations
sont possibles.

- une mutation peut étre
responsable de la quasi-
totalité des cas (ex:
drépanocytose, Omim 693903)

- le nombre de mutations
identifiées est tres important:
* sans préedominance pour
telle ou telle mutation. Il n’y a
pas de point chaud (hotspot)
de mutation (ex: porphirie
aigle intermitente, Omim
176000)

* avec prédominance d’une
mutation sur les autres. lly a
un point chaud de mutation
(ex: mucoviscidose; sur les
>1200 mutations repertoriées,
la mutation deltaF508
représente 70% des cas;
Omim 219700)



Tableau 2.5. Conséquences possibles des mutations et relation génotype/phénotype - Exemple de mutations sur le géne CFTR (Omim 602421)

responsable de la mucoviscidose (Omim 219700), maladie de transmission autosomique récessive

Mutations (> 1000)

Exemples de mécanismes

Conséquence(s) biologique(s)

Relation génotype/phénotype

Classe |
Anomalies de la synthése protéique

Classe Il
Anomalies de la maturation protéique

Classe llI
Régulation/Ouverture du canal chlore
Classe IV

Anomalies de conductance du chlore

Classe V
Instabilité de la protéine

En général

Cas particuliers

Polymorphismes fonctionnels

Génes modificateurs

Autres pathologies associées (exemples)

Mutations non-sens (14 %)

Décalage de phase de lecture (22 %)
Epissage anormal (8 %)

Epissage alternatif aberrant (exon 9)

Mutations dans le promoteur
La plus fréquente : AF508

Mutations ponctuelles localisées dans le
domaine de fixation de I'ATP

Mutations ponctuelles localisées dans le
domaine transmembranaire

Mutations non-sens avec perte des 70-98
résidus C-terminaux du CFTR

Décalage du phase de lecture en C-terminal
(70-98 résidus)

Grande variabilité y compris intrafamiliale

Synthése anormale de CFTR
Protéine tronquée

ARNm détruit

Anomalies d’épissage partiel

Diminution de la quantité de CFTR synthétisé
Réduction de synthése du CFTR

Localisation anormale de la protéine

Réponse diminuée ou absente

aprés stimulation par I'AMPc
(localisation correcte)

Variations anormales de I'activité globale
du canal chlore

Protéine labile — Demi-vie diminuée

Phénotype corrélé au taux d'épissage anormal (pour un méme génotype)

Phénotype sévere

Phénotype corrélé au niveau d'exon 9
non épissé

Sévere

Phénotype modéré

Phénotype modéré

Absence d’insuffisance pancréatique (environ 8 % des patients) : au minimum un alléle modérément pathologique (classe 1V, classe |

avec épissage alternatif variable, classe V)

Insuffisance pancréatique : deux alléles sévéres (classes I, Il et IIl)
Atteinte pulmonaire variable méme pour une méme mutation

Deux mutations en cis (sur le méme
chromosome) associées a une mutation
sur I'autre chromosome

Modulation d'épissage

Diminution relative de la transcription
Influence du terrain génétique

(« fond génétique »)

Génes modificateurs a identifier
Absence bilatérale congénitale du vas
deferens (CABVD)

Pancréatite

Effet synergique avec la ou les mutations
présentes

70 % : une mutation trouvée

10 % : deux mutations trouvées

Association fréquente d’une mutation

a I'épissage alternatif de I'exon 9 (hétérozygote
composite)

Mutation CFTR et/ou épissage alternatif de I’exon 9

Phénotype variable, une mutation
pouvant moduler |'effet de I'autre
mutation

Pas de mucoviscidose



B- OUTILS MOLECULAIRES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS

1- Basés sur I'amplification génique

- Rappels sur la méthode de base (PCR classique)

- la PCR-RFLP (détection mutation touchant un site de restriction)

- la SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

- la DGGE (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis)

- DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)

- La PCR entemps réel (Real Time PCR) et HRM (Analyse des courbes de
fusion a haute résolution)

- la MLPA (Multiplex Ligation dependant Probe Amplification)

-2- Basés sur le séquencage d’ADN
-Rappels sur la méthode de base de séquencage d’'un ADN (Sanger & Coulson)
- Le pyroséguencage et la SMRT

3- Basés sur I’hybridation moléculaire
- Southern blot
- puces a ADN



Les polymorphismes (micro- et macrolésions) peuvent étre exploités par
séquencage, Southern blot et PCR (a la fois par méthodes de base ou
derivées):

Mutations ponctuelles (microlésion) Polymorphismes de répétition (macrolésion)
- SNP/RFLP - VNTR/STR

Déletions/insertion
(micro- ou macrolésions)

-Pour explorer et cibler une lésion (génigue ou non génique) dans le génome diploide
d’individus potentiellement porteurs de cette Iésion, il faut disposer d’une sonde (Southern
blot) ou d’amorces (PCR et séquencage) spécifique de cette lésion.

- dans le cas d’une exploration de SNP (RFLP ou non) on parle de polymorphisme bi-
allelique (2 alleles possibles) et uniguement 3 génotypes (N/N, N/M et M/M) peuvent étre
détectés dans le génome diploide

- dans le cas d’une exploration de VNTR ou STR (sequences répétées) on parle de
polymorphisme multi-allélique (n alleles possibles) et nombreux (>n) génotypes peuvent
¢tre détectés dans le génome diploide au sein d’individus d’une méme espece.



METHODES DE BASE DE BIOLOGIE
MOLECULAIRE (Appliquées a I’'identification, I’'amplification
et le séquencgage d’un géne ou d’'un génome)

2- PCR Amplification du gene
Ciblage du géne dans un génome sans
par 2 amorces ADN fragmentation du génome
Simple brin (2)
“ BT A / 3- séquencage
Séquence P /\ Ciblage du gene
oo d’ADN | / » parl amorceADN
Identlfl‘catlon d’intérét du simple brin 4~ OU 7
d’un gene .
génome
dans

humain ——
le génome (cuonnlu) \j — m—
ATCGATCA..... CGGACTAA.....

1- Southern blot Séquencgage= Détermination de

Ciblage du géne par une sonde I’agencement preécis des bases

(ADN double brin ou simple brin) A,C,G et T dans I'’ADN d’interét

= LES 3 APPROCHES FONT APPEL A UNE HYBRIDATION
(d’une sonde ou d’une amorce sur ’ADN matrice)




Notions d’hybridation moléeculaire (Tm)

D0260nm
| Simple brin
5’ e 3’
- DENATURATION
(ou déshybridation)
. gy
50% ||-=====| = e e e e e e e - -
3 .
p : HYBRIDATION
I (ou renaturation)
0 STITTTTTITITTTITL,
Double Brin X 3’ 5’
Tm Température

Tm (melting T° = point
de fusion) d’un génome { Tm=69.4 + 0.41x(%GC)

(ou d’un grand fragment
d’ADN)




Notions d’hybridation moléculaire

Les séquences ADN utilisées pour cibler un gene (ou tout autre séquence d'ADN) :
=> Sondes et Amorces

ADNSD ADNdb
(quelques dizaines de bases) (quelques centaires de pb)
511t 3y
5’— 3’ OU 5!_ 3, 3, p ,
= Gene ciblé 0\ | |
U (quelques milliers e
de pb) 5 |
H dans un génome /7@ 3 S}

1- dénaturation du génome

2- hybridation ADNsb/ADNsb 1- denaturation du genome db

2- dénaturation de la séquence ADNdb

directe \/ 3- hybridation ADNsb/ADNsb
5’ RN 3’
3’ S’
ouU 5’ 111 1nit 3’ ou
5TTT 3 ¥ >
3’ 5’ Briiriiirn

= Quelle que soit la séquence d’ADN utilisée pour cibl?'er un géne, I’hybridat|5on
s’effectue par appariement de 2 brins d’ADN simple brin



B- OUTILS MOLECULAIRES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS

1- Basés sur I'amplification génique

- Rappels sur la méthode de base (PCR classique)

- la PCR-RFLP (détection mutation touchant un site de restriction)

- la SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

- la DGGE (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis)

- DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)

- PCR en temps réel (Real Time PCR) et HRM (Analyse des courbes de fusion a haute
résolution)

- la MLPA (Multiplex Ligation dependant Probe Amplification)

-2- Basés sur le séquencage d’ADN

-Rappels sur la méthode de base de séquengage d’un ADN (Sanger & Coulson)
-Le pyroséquencage et la SMRT

-3- Basés sur I’hybridation moléculaire
- Southern blot
- puces a ADN



1- IDENTIFICATION DE MUTATION PAR PCR
(POLYMERASE CHAIN REACTION) ET METHODES

DERIVEES

Ciblage du gene (ou de toute séequence d’ADN)

par 2 amMOrces ADN simple brin

« ET X

A

Séquence ~ N
d’ADN
d’intérét du
génome \j
humain

(connu)

Objectif: Amplification du
gene dans un génome sans
fragmentation du génome

Applications multiples:

- Identification de
mutations dans un génome
- Identification d’un agent
infectieux chez son hote
-Empreintes génétiques

- etc



Notions d’hybridation moléculaire (les amorces
en PCR)

UNE AMORCE :
Séquence synthétique d’ADN simple brin courte (20-30
bases le plus souvent)

-Moyen de détection tres spécifique d’un géne dans un génome
(par PCR avec 2 amorces).

-Hybridation de I’'amorce sur la matrice si et seulement si ’hybridation est
effectuée a une T° inférieure a la Tm de I’'amorce. La Tm approximative d’une
amorce se calcule par la formule 4GC + 2AT

Ex: 5-CATAGATGTCGAATATAGGTGCGT-3’ & Tm = (4x10) + (2x14)= 68°C

Amorce anti-sens (reverse)

- Par convention la lecture de la séquence se 5’ T 3
fait de gauche a droite et correspond a son ’ 5’
orientation 5’=>3’ (Orientation de polymérisation)
ATTENTION AU SENS DE LECTURE (de 5’ >
vers 3’) de ’amorce antisens en PCR g, 7111 3

’ 5’

(notamment lors de sa synthese)
Amorce sens (forward)



la PCR (principe de base)

ool —

5'
f ) _
1- Dénaturation
3
| & ‘ ‘ 1 copie
9 4 )
g8 \/ d’ADN
oS :
2O 5 7 5
Of —— . .
028 @ 3 5’3| 2- hybridation
1% 2 5 De 2 amorces 1 cycle
-,
%f)rf‘ @ d’amplification
/
/\ 3| ; 5!
© e > F 3- élongation
- - _ql Par extension 5 copies
d’amorce P A]F;N

=» 2 parametres a régler pour chaque
étape (T° et temps)



PCR (apparition fragments d’interét)

’ i E 3’
5 | ‘“—55,

5

5%’ _
P S
3, 5:* ' 5, ' Ly
| | amad =




PCR (apparition fragments d’interét)

o ——— 1 s— —
5 @Cyc:lel Cycle = 5
{/2 longs ':‘2>

: . ———,
5"4=;.5,3’ L 5 5

! = —
gty {2 longs i -

3
*. —
Q@——) —
Q&L—yﬂe—éf —ragments«—,!=g5,

5’f , ;_'7 ’
E ! ; RE’_.;.5
; ; o —

=> Apre$ quelques cycles les doubles brins d’intérét (comprls entre les 2
amorces) vont devenlr tres majoritaires.

La quantité des brlns % longs issus des brins matr|C|eIs et Ies brins
matriciels eux—-mémes sera négligeable



La PCR
Facteur d'amplification:

Nombre de cycles Nombre de copies
0 1
A  Phase g ., Phase plateau
1 2 (exponemie\\e—’ ;,.---—-:
2 4
Cycles
3 8 N : Quantité de produits amplifiés

Amplification exponentielle
4| | 2"(n=nombre de cycles) 16

30 0 > |2




La PCR restriction (PCR-RFLP)
= PCR classique pour I’analyse d’'un SNP touchant un site de

restriction (RFLP)

PRINCIPE
Une mutation peut faire apparaitre ou disparaitre un site de restriction

enzymatique sur I’un des alléles d’une séquence.

exemple : analyse d’un sujet hétérozygote pour une mutation.

I ]

Allele paternel | |

Alléle maternel S

Site de restriction muté qui n’est plus reconnu et
donc pas coupé par I’enzyme de restriction

Site de restriction reconnu et coupé par I’enzyme de
restriction




|

Une zone qui entoure le site de restriction est amplifiée par PCR
(les deux alleles seront amplifiés simultanément,
= milliards de copies de chaque allele dans le tube)

_—
A

( \ A .| Migration sur gel

— }
=Z

Coupure par N
I’ enzyme de restriction —

Lo

b b
a a

_Z Patient (hétérozygote) Témoin
(ADN muté/non muté) (ADN non muté)




Applications PCR-RFLP : Maladies monogéniques.

- Exemple 1 (la Drépanocytose): Une mutation A>T du gene engendre la
DISPARITION d’un site de restriction Bsu361

Anémie hémolytique sévere due a une mutation homozygote d’une chaine
de B globine.

HbA HbS
Transversion: GAG —— GTG S—F]Zour-ﬁ sickle »
(GIU) (Val) = Taucillle

-La valine est un AA hydrophobe qui rend moins soluble la chaine de B globine.

HbS cristallise (a I’état non oxygénée) et forme des batonnets qui empéchent
I’érythrocyte de se déformer dans les capillaires qui se bouchent
= défaut d’oxygénation des tissus : hypoxie.

-Remarque : il existe 750 variantes de I’lhémoglobine dues a des substitutions uniques
d’acides aminés dans les chaines de globine.



-L’enzyme de restriction Bsu 36l coupe le site CCTNAGG
(N =1une des bases A, C,G,ou T)

Leu Thr Pro Glu Glu
HbA CTG ACT CCT GAG GAG — Séquence reconnue et coupée par Bsu36l

HbS CTG ACT CCT GTG GAG — Seéquence non coupée par Bsu36l
Val

Une mutation A>T du gene engendre la DISPARITION d’un site
de restriction Bsu361

ﬁ
—l Gene B globine alléle normal |—

—
—l Gene B globine aﬁ%le mute |—
-Amplification par PCR

-Coupure par Bsu 361
-Analyse sur gel des fragments obtenus (3 génotypes)




- Exemple 2 (hémophilie):Une mutation dans I’intron 18 du gene codant le FVIII
engendre la CREATION d’un site de restriction Bcll (= allele M ou +)

B! exon
exon
A | B
- @ w - N/I V I
| PCR — R —
g amor ceB s p
|
DNA 5! [ Bel I +ou= :. .
g : , >
génomique [ 4\: |
aanalyser | N \ : I s
| :
59  amorceA 3 .
\ amplification I 142 p b
Site Bell - digestion par Bel |
présent ou absent

site absent site présent

| Le profil PCR-RFLP indique si individu
porte la mutation Bcll du gene codant le FVIII

(homozygote ou hétérozygote)
Allele N(-) Allele M(+)



La PCR (classique) pour EX VNTR (rep de 18nt)

’analyse d’une
variabilité d’un nombre , | —
de répétition (Ex: STR Gel d'agarose [ oo |

ou VNTR) |

-

100 bp
ladder

T A e sy

~ Gel d’acrylamide (+ résolutif)

; Amplimeére Figure 9-10 Amplification par PCR d’un micro-
AUIGIEECHOIG (taillepen pdb) satellite de type (CA),
e S Les amorces de PCR sont des séquences uniques
- situées de part et d’autre du microsatellite. Dans
100 I’exemple choisi, six alléles allant de 25 & 20 répé-
1 o4 titions sont indiqués avec la ta}ille des amplime-
(T T IR 98 res. Ceux-ci sont en général résolus par
= ] 53 - électrophorése en gel de polyacrylamide déna-
B [T T[T % rant

22

|
:

(N [ [ [ [T TTIIITTTIITTIT e
1 21

l’

I

94 6 tailles de fragment PCR
‘ possibles (haplotypes)

92

— RRRRRRNRRRRNRNRRNNAN
1 20
— ERRRERNRNNRNNRRNNNNE

90

Ex STR : 6 alleles Nombreux génotypes possibles
(diploide)



STR liés a une pathologie

Intron Rxon
E— .
5NC ORF 7 ORF
FRAXA SCA10 IT15
[CCG]n [ATTCT]n [CAGJn
309550 603516 [Glnjn
143100

Analyse des STR

3'NC

k ,‘.\i
DM1
[CTG]n
160900

Figgre 2.24 Exemples de localisation d'expansion de séquences répétées dans le génome. Le nombre indiqué en dessous de chaque abré-
wauon»de gene est le numéro Omim. 5'NC : région 5’ non codante ; INC : région 3’ non codante ; ORF (open reading frame) : partie codante
d'un gene ; FRAXA (Fragile site mental retardation 1) : syndrome de I'X fragile (le géne muté est FMR1) ; IT15 (appelé aussi huntingtine) :
gene muté dans la chorée de Huntington ; SCA10 (spinocerebellar ataxia) : géne muté dans I'ataxie spinocérébelleuse ; DM1 (dystrophia

myotonica 1) : géne muté dans la maladie de Steinert (dystrophie myotonique).

STR non pathologique (tests ADN)

STR MERE ENFANT PERE PERE
BIOLOGIQUE A? | BIOLOGIQUE B?
PentaE |7 12 7 15 11 11 13
D351358 | 14 18 18 15 14 15
THO1 9 7 9 7 6 10
D21S11 [ 29 30 29 M 30 27 I
D18S51 | 14 12 14 19 11
D135317 | 8 11 8 8 11 9
VWA 17 20 20 20 16 17
PentaD |12 14 2 14 11 11 13

6—50 : normal

45-60 : intermédiaire Exemple : FRAXA

T e — (Omim 309550)

- 5
Mutation > 200
Figgre 2.5 Le phénomeéne d’
fragllg (Omim 309550), la tri

anti(_:ipgtion. Dans le syndrome de I’X
nucléotide CGG est répétée entre 6 et

Une autre application majeure
d'analyse des STR (non
pathologiques) sont les tests ADN
(empreintes ggénétiques). Dans
I'exemple hypothétique suivant
(restreintici a 'analyse de 8 STR) de
recherche de paternité (une femme,
un enfant et 2 péres potentiels),
I'analyse des STR indique que le péere
biologique de I'enfant serait le A.



Analyse de microlésions par la méthode SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism)

PRINCIPE

-L’ADN simple brin présente des conformations dans I’espace qui vont se modifier en
fonction de la présence ou non d’une mutation pathogéne ou d’un polymorphisme.

Conformation Conformation
brin brin
« sauvage»C C M « muté » (M)




ADN normal ADN muté

+ +-———"—————
N, o

SSCP

AR

Figure 11.5A Principe de la technique SSCP. Cette technique est
différente a la fois de la D-HPLC et de la DGGE car sa réalisation
nécessite une électrophorése dans un milieu non dénaturant. Elle
est réalisée sur des ADN simple brin. La migration de ces derniers
va se faire en fonction de leur conformation secondo-tertiaire. En
présence d’'une mutation, la structure conformationnelle de I'ADN
monobrin se modifie. Par conséquent, le profil de migration du brin
correspondant sera modifié.

A : Sujet normal
AB : Sujet hétérozygote

B : Homozygote muté

{ ;i

Figure 11.5C Principe de la technique SSCP : aspect de |'électro-
phorése capillaire. Electrophorése capillaire réalisée sur un auto-
mate de séquence (ABI, Applied Biosystems). Trois profils de
migration sont représentés : sur la figure A, on distingue les deux
simples brins normaux (« homoduplex ») (fleches bleues) représen-
tés chez un sujet témoin (sans mutation) ; sur la figure AB, deux
simples brins normaux et deux simples brins mutés « hétéroduplex »,
représentant I'ADN provenant d'un sujet ayant une mutation a I'état
hétérozygote ; sur la figure B, un sujet homozygote malade avec
deux simples brins correspondant aux simples brins mutés (« homo-
duplex ») (fléeches rouges).

-1- Amplification par PCR de larégion
d’intérét

2- Dénaturation des fragments d’ADN

3- Séparation électrophorétique des
fragments d’ADN simple brin

-Cela va se traduire par une différence
de mobilité sur gel d’électrophorése
non dénaturant (gel d’acrylamide)

(environ 90% des mutations d’un
fragment de taille inférieur a 300 pb
peuvent étre détectées par cette
méthode).

- 4 bandes (simple brin) seront visibles
chez un hétérozygote



Analyse de microlésions par la méthode DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis)

PRINCIPE
DNA témoin 'l\_‘_;_“

B RS -Une mutation (Ex: A, B ou C) de ’ADN
peut générer une variation de point de
fusion (Tm) entre un fragment d’ADN

. i z 6 I double brin (partiellement dénaturé) N
dénaturant ou M.
\'E;L__ ; ) ;
e | -ll en résulte une différence de
< Migration ] ] ;
= migration des ADN double brin N ou M
.

(partiellement dénaturé) dans un gel
d’électrophorése d‘acrylamide
dénaturant (gradient dénaturant généré
par 'urée).




DNA témoin DNA muté DNA muté
(homozygote) (hétérozygote)
- -

-+ —51_ 4

i — — —

— — -
—— =

2 -
Gradient
dénaturant
Héteroduplex

g < in Chez un hétérozygote
 (Ea

- Homoduplex

/ i Y

Cette technique (de part les successions d’étapes de

dénaturation/hybridation/élongation de la PCR et le fait que ’ADN migre
sous forme double brins partiellement dénaturés) génére des
hétéroduplexes (associations brin+N/brin-M ou brin+M/brin-N).

Ces hétéroduplexes migrent différemment que les homoduplexes

(associations brin+N/brin-N et Brin+M/brin-M)




Position 504 505 506 507 508 509 510 511

AtA

DNA ...GAA AAT ATCATC TTT GGT GTT TCC... Parents heterozngteS
Protéine Glu Asn lle lle Phe Gly Val Ser

[ [d

DNA ...GAA AAT ATCAT- --TGGT GTT TCC...

Protéine Glu Asn lle lle Gly Val Ser

Figure 14-44 L’anomalie AF508 dans le géne CFTR

La lésion est une délétion de 3 bases a cheval sur les codons 507 et 508 (exon 10).

Les deux nucléotides provenant du codon 507 et le nucléotide provenant du codon

508 reconstituent un codon ATT (lle) sans perturbation du cadre de lecture, ni chan-

gement de sens du codon 507. Il en résulte la perte du résidu Phe en 508. HétéroE D E o ne—
C

duplex i

il B C Homo - B
duplex[A SR L Rl Normal
et s (S WS\ F508
non AF508 AF508 AF508
non AF508 AF508 non AF508
Enfant homozygote
M/M
— 92 pdb
, A BN | 89pdb
+ - -
(environ 95% des mutations d’un

fragment de taille inférieur a 500 pb
peuvent étre détectées par cette
méthode).

. Homoduplex non-AF508
B  Homoduplex AF508

Hétéroduplex

Ex: Déetection mutation - 4 bandes (partiellement double brin)
AF508 (F508del) de la seront visibles chez un hétérozygote
mucoviscidose par DGGE



Analyse de microlésions par la méthode D-HPLC (Denaturing High
Performance Liquid Chromatography)

PRINCIPE

-Le principe est le méme que pour la DGGE a la différence qu’on analyse les différences
de migration entre hétéroduplexes et homoduplexes (de part leur hydrophobicité

différente) sur une colonne qui contient une phase mobile composée de TEAA

(triethyl-amonium acétate, chargé +) et d’acétonitrile, et une phase stationnaire
électriquement neutre et hydrophobe (billes).

-Le TEAA est adsorbé a la surface des billes et de part sa charge + va lier ’ADN qui est
chargé negativement (PO4-).

-La dénaturation, provoquée a la fois par la chaleur et par un gradient d’acétonitrile,
permet la séparation des homoduplexes et des hétéroduplexes.

-A plus faible concentration d’acétonitrile, les hétéroduplexes, en raison des
mésappariements qui les composent, vont se dénaturer plus vite que les
homoduplexes. Leur temps de rétention sera donc plus réduit et ils seront donc élués
les premiers.

=> Cette méthode a progressivement remplacée la DGGE. Cette technique est de
méme sensibilité que la DGGE (environ 90% des mutations détectées), plus rapide
(7 a 20min contre 4h) et permet d’analyser des microlésions sur des fragments
PCR >500pb.



Une molécule bifonctionnelle :
le TEAA (triéthylamonium acétate) :

se lie par son N+ sur les phosphates négatif de ’ADN,
et par des groupes éthyle sur la surface d’une bille hydrophobe

(couplage ADN/Billes)



PO4 Charges négatives = mm

Charges négatives serrées
sur ’ADN double brin

AN AN Y N TS |

Forte liaison sur les hilles
(cas des homoduplexes)

Moins de charges sur la
partie du milieu
(dénaturée par chauffage)

J

Liaison plus faible sur les billes
(cas des hétéroduplexes)




1-Amplimeres obtenus chez un sujet hétérozygote
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J 2- Gradient décroissant d’acétonitrile
LN

=V, - Lacolonne est chauffée a une température trés précise (1/10 de degré
prés) pour que les duplexes d’ADN se séparent partiellement (plus ou
=$_ moins suivant qu’il s’agit d’un homo ou d’un hétéroduplexe).
—S— - Le gradient d’acétonitrile interfere sur le temps de rétention des
: homoduplexes et des hétéroduplexes
\ 4

\ ‘ Homodupiax

Les hétéroduplexes s’éluent en premier car _ |
. . . ., . Sefet | | N homozygote
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Analyse de microlésions par PCR en temps réel et méthode HRM (High
Resolution Melting: analyse des courbes de fusion a haute résolution)

PRINCIPE

-Technique actuellement en pleine expansion !

-De faibles quantité d’ADN génomique (muté et non muté) sont
amplifiees dans un appareil de PCR en temps réel.

-A l'issue de I'amplification, les températures de fusion des duplexes
porteurs ou non de la mutation sont analysees.



La PCR en temps réel ou PCR quantitative (QPCR)

Principe général :

C’est le méme principe que la PCR classique (3 étapes)
Mais on ajoute un intercalant de ’ADN (ex; SYBR Green 1)

g

5

2 A4

Fluorescence %

%Emission de fluorescence O SYBR Green |

o

w

5

Dénaturation

Annealing/Extension +

" SYBR Green

-8
4§
0

.

Avantages par rapport ala PCR
classique:

- Quantification d'ADN (ou
d'’ARNm via leur passage en
ADNCc par transcriptase reverse =
RT-gPCR) possible;

- Plus rapide car pas besoin de
faire de gel pour I'analyse des
résultats

- possibilité de mesure du Tm des
brin d'ADN synthétises par
guantification de fluorescence.
Détection spécifique et sensible
de pathogenes d'intérét
vétérinaire - Quantification de la
charge bactérienne, virale ou
parasitaire.



PCR et gPCR

Révélation de I'amplification:

gPCR

=> Par mesure de fluorescence

en temps réel (sur écran)

Fluorescence
30
25

20‘

5 10 15 20 Cy
Figure 10.13 PCR en temps réel avec SYBR™ Green |. Aspect de la
fluorescence en phase d’'élongation. L'axe des abscisses cor-
respond aux cycles de la PCR, |'axe des ordonnées correspond a
I'intensité de la fluorescence qui est proportionnelle a la quantité
des produit amplifié (échelle linéaire). (Image reproduite avec |'ai-

mable autorisation du Dr Thomas Kaiser [Corbett Research].)

[ADM] F=10C = - = |04 = 105K = - = 10%H

flucrescence

@ /

0 5 110 15 20| 25I a0 35 40 45
¥ bW cycle #
CT F, bk,

PCR

=> L'analyse de la PCR nécessite le
dépbt des échantillons sur un gel
d’electrophorese (et leur coloration par
le bromure d’éthidium, intercalant de
I'’ADN qui fluoresce sous les UV)

-

< ADN amplifie

«—— Exces d'amorces

Exemple de quantification d'ADN

(ou d'ADNCc) sur une gamme de dilution par qPCR :
=> Plus la quantité d'ADN ciblé est élevee
plus la détection est précoce (courbe rouge)



Ce qui constitue I'originalité de la méthode HRM, c’est de pouvoir
mesurer en temps réel cette fusion des brins de fagon a déterminer
précisement la température de fusion (Tm).

Ceci est réalisé par I'utilisation d’'une molécule intercalante (a saturation) qui ne
devient fluorescente que lorsqu’elle est insérée dans un ADN double brin

Molécule
fluorescente

Apres PCR,
la
température
va étre
augmentée
progressive
ment
jusqu’a

fusion @
complete
des brins.

Ju=J3Salon|H

|

Signal fort

j‘

Molécule
non
fluorescente
: 1 Y l ! l
4
| o, X

Signal _ _

moyeh Signal faible

>»Température



La séquence mutée n’aura pas tout a fait la méme
température de fusion (Tm)

a

L

c

=

m V4 yd
% Sequence Séquence mutée
3 non mutée

>

(@)

D

»
»

)
Tempeérature
ATm

Des logiciels vont transformer ces courbes afin d’analyser quantitativement les
différences correspondant a plusieurs ADNs

1

LN

[ | Seere——

miut

PR | S
=
" -

] B - [0 = an [
| [ —

Temp. shift

.|

E
Difference plot

Differentiation by
elting curve sha




Analyse des épimutations (méthylation) par méthodes DHPLC ou HRM

-Intérét important dans I’analyse des modifications épigénétiques.

-RAPPEL : L’ADN peut étre méthylé en position 5’ des cytosines du motif 5’-CpG-3’.
La présence de ces 5mC peut affecter le degré d’expression de certains génes, par
exemple ceux soumis a empreinte (cf Cours Bio Mol UE11 DFGSP2).

PRINCIPE DE L’ANALYSE (Conversion au bisulfite)

-L’ADN est soumis a un traitement par le bisulfite de sodium qui
transforme les cytosines non methylées en uracile (U).

mC me




3,

5,

3!

5,

Principe

Me
TTATCCGTAAGC
-AATAGG(I\%ATTCG

e

|
DénaturatN
1 motif CpG méthylé

!

Me
TTATCCGTAAGC

AATAGG(I\%ATTCG
e

Convertion
au bisulfite

|

Sur ses cytosines

Les C non méthylés
sont transformés en U

P
.

3» Les brins ne sont plus complémentaires :
on peut choisir des amorces spécifiques
d’un seul des brins pour I'amplifier.

, Ici on choisira d’amplifier celui du
haut



Simple
élongation

Me
5 .. U =eeeee TTATUCGTAAGU =weee [J meeermennns

------- AA - AATAAGCATTCA === A 5

Me
5 ain [ =emee TTATUCGTAAGU ...... L e
G
Al
A2
—p

On choisit un

couple d’amorces

(A1, A2) :

Pour l'instant seul Al s’hybride sur
le brin du haut, puis une simple
polymérisation est réalisée a partir
de cette amorce

(A se met en face des U)

Le double brin généré (1/2 long) est
alors dénaturé.

Al et A2 vont a présent
s’hybrider et des cycles de PCR
« classique » vont étre réalisés =
amplification.

(T se met en face des A)



- TTAT UCGTAAGU
- AATAAGCATTCA

~TTATT CGTAAGT
-~ AATAAGCATTCA

Me

TTAT TCGTAAGT
AATAAGCATTCA

A%

On voit déja apparaitre un brin qui
contient des T a la place des U

Apres quelques cycles, ces doubles
brins vont devenir tres majoritaires,

La quantité des brins Y2 longs issus des
brins matriciels et les brins matriciels
eux—meémes sera négligeable

Double brin majoritaire en fin de PCR



Exemple : analyse d’'un hétérozygote

Cas d’un allele méthylé

....... CC e TTATCCGTAAGC weevers (C weeeem
.................... AATAG ATTCG EsssssmmEE s 5’
e

Cas d’un alléle non méthylé

Bisulfite +
PCR spécifique|d’un brin

A 4

5 TT -TTAT T[CETAAGT =oe T Bisulfite+ —
AN AATA ATTCA - A 5’ PCR spécifique d’un brin

l

5 TT weeee TTATT TAAGT --:--- T
AA - AATAAREATTCA v A 5

Ces deux sequences ne different que par les nucléotides qui sont placés aux
endroits ou se trouvaient une cytosine +/- methylée.

5 weeens CC o TTATCCETAAGC -oveee C reveee
.................... AATAG ATTCG EnsssmmsE s



T

Dénaturation et
renaturation lente.

-

/\ /

T G CA

‘”/ ‘,/ |

\ J | J

I Y
Héreroduplexes

CG

Ce mélange est passé sur
colonne DHPLC
comme dans le cas de la
détection de mutations.

Homoduplexes.

-Plus le nombre de cytosines
méthylées contenues dans les
brins analysés est grand plus les
différences en sortie de colonne
seront importantes.

-Cette méthode permet d’avoir un
apercu global d’une régions
méthylee

(de préféerence sur plusieurs sites) .

-L’analyse des amplicons obtenus
peut aussi étre réalisée par HRM
(ou par pyrosequencage)



Analyse de macrolésions (délétion ou insertion) par MLPA ( Multiplex
Ligation Dependent Probe Amplification)

PRINCIPE

: 9p asodsIp up

a) 2 amorces tres spéciales

Parties ayant
une
Séquence (et \
longueur) fixe 3
5 //
\ / Partie de

longueur
Parties variable
complémentaire
de I’ADN cible

b) Une séquence d’ADN cible

3!
5!




La réaction de ligation-amplification

Hybridation

des parties complémentaires

5!

\___n

3’

5!

\ !

3!

des amorces

’

I manque une liaison
phosphodiester ici

Ligation par une ligase

/

/

3,

5,

3!

Dénaturation

5!

3!

5!



Hybridation d’une
amorce fixe

| l

3’ 5’
Elongation du brin
liant ’'amorce
(Pautre brin n’est pas amplifié et
reste en quantité négligeable)
5 3’
3 5’

Dénaturation

|

5’ 3

Hybridation de
2 amorces

|

5 3

3! 5’




|
Cycles de PCR
classique

f : }

7
Migration sur \

gel gPCR
Quantification | >

‘ L’analyse par MLPA permet de mettre en évidence des
macrodelétions (et aussi des duplications) de larges
fragments

=L a détection d’un signal PCR signifie que la séquence recherchée est PRESENTE
sur la matrice étudiée (la quantification indique la perte ou le gain de séquence ciblée)

=Alinverse, une absence de signal PCR signifie que la séquence recherchée
est ABSENTE sur la matrice étudiee



Exemple d’application MLPA : DETECTION MACRODELETION

Ex : 3 exons analysés ) Ici Il manque I’exon 2
/ 4 /
Exonl Exon . Exon 3 Exon ] Exon 3
I I
Ligation, PCR Ligation, PCR

|

Quantification Quantification
PCR PCR

| 1
3 = 2 5

1 2 3

=> Les amorces ne peuvent pas se fixer sur I’exon manquant. La PCR ne développe
alors aucun signal.



B- OUTILS MOLECULAIRES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS

1- Basés sur I'amplification génique

- Rappels sur la méthode de base (PCR classique)

- La PCR en temps réel (Real Time PCR)

- la PCR-RFLP (détection mutation touchant un site de restriction)
- la SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

- la DGGE (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis)

- DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)
- la HRM (Analyse des courbes de fusion a haute résolution)

- la MLPA (Multiplex Ligation dependant Probe Amplification)

-2- Basés sur le séquencage d’ADN
- Rappels sur la méthode de base de séquencage d’'un ADN (Sanger & Coulson)
- Le pyroséquencage et la SMRT

-3- Basés sur I’hybridation moléculaire
- Southern blot
- puces a ADN



2- IDENTIFICATION DE MUTATIONS PAR SEQUENCAGE

-Rappels sur la méthode enzymatique de base de séquencage d’un
ADN (Sanger & Coulson)

- Le pyroséquencage

- Le SMRT (Single Molecule Real Time)

Séquence Ciblage du gene
d’ADN _ /\ par 1 amorce ADN
d'interet du | / _» simple brin

génome

humain

(connu)

mmm OU i
ATCGATCA..... CGGACTAA.....

Objectif = Détermination de

I’agencement précis des Applications multiples:
bases A,C,G et T dans ’ADN - Etude des génomes
d’intérét cible -ldentification de mutations dans un génome

- efc



LE SEQUENCAGE DE GENOMES

La connaissance de la structure d'un génome dans son entiereté peut passer par son
séguencage.

Cependant, la taille des génomes étant de plusieurs millions (ou milliards) de bases, il est
nécessaire de coupler les approches de biologie moléculaire avec celle de l'informatique pour
pouvoir traiter un nombre aussi important de données.

1- Séquencage par la méethode de Sanger & Coulson (1980-) :

Deux grands principes de séquencage de génome entier sont utilisés. Dans les deux cas, I'ADN
génomique est préalablement fragmenté par des méthodes enzymatiques (enzymes de
restrictions) ou physiques (ultrasons):

- la méthode de séquencage par ordonnancement hiérarchique consiste a classer les
fragments génomiques obtenus avant de les séquencer.

- la méthode globale (ou whole-genome shotgun) ne fait pas de classement des fragments
génomiques obtenus mais les séquence dans un ordre aléatoire. Une analyse bioinformatique
permet ensuite de réordonner les fragments génomiques par chevauchement des séquences
communes. |l s'agit de la méthode de séquencage enzymatique utilisant des ddNTP,
initialement imaginée dans le laboratoire de F. SANGER a Cambridge a la fin des années 1970
pour séquencer les premiers génomes de virus.

=> La principale différence entre ces deux principes est que l'ordonnancement hiérarchique
essaie d'aligner un jeu de clones de grande taille (~ 100 kb) alors que dans la méthode globale
le génome entier est réduit en fragments de petite taille qui sont séquenceés puis alignés.



LE SEQUENCAGE DE GENOMES

2- Ségquencage par hybridation (via puces ADN)

Le séquencage par hybridation repose sur l'utilisation de puces a ADN contenant de plusieurs centaines (pour les puces de
premiere génération) a plusieurs milliers d’oligonucléotides. LADN a analyser est coupé en de multiples fragments qui sont
ensuite incubés sur la puce ou ils vont s’hybrider avec les oligonucléotides dont ils sont complémentaires. La lecture de la
puce (la détection des oligonucléotides hybridés), permet d’obtenir le spectre de la séquence d’ADN, c’est-a-dire sa
composition en sous-séquences de n nucléotides, ou n est la taille des sondes sur la puce utilisée. Le traitement informatique
du spectre permet ensuite de reconstituer la séquence entiere:

3- Séquencage haut débit (HTS) (2005-)

On désigne par séquencage haut débit (HTS pour high-throughput sequencing) aussi appelé
NGS pour next-generation sequencing un ensemble de méthodes apparues a partir de 2005
produisant des millions de séquences en un run et a faibles codt.

Elles se caractérisent par l'utilisation d'approches massivement paralléles, permettant de
séguencer des centaines de milliers de fragments simultanément. Elles s'affranchissent des
étapes de clonage et de constitution de banques génomiques. Elles permettent de
séguencer a partir de molécules uniques d'ADN.

= En gros, deux types de techniques :

a) celles qui nécessitent une amplification de la matrice par PCR.
ex :le pyroséquencage

b) celles qui ne nécessitent pas d’amplification.
ex : la séquence en temps réel d’une simple molécule (SMRT)



codt par 1

. Longueur de la f Lecture par temps million de bases
Méthode précision L e
lecture expérience d'expérience (en dollar
américain $)
Séquencage 10,000 pb a 15,000
d'une seule pb en moyenne
. 50,000 par cellule : N
molécule en (14,000 pb N50); 0 ' '’ 30 minutes a 4
temps réel longueur de lecture £ ?nuesgg;iggo heures S0
(SMRT) (Pacific  maximale >40,000 9
Biosciences) bases
lon
?Segf(e):g:;ol:)n jusqu'a 400 pb 98% jusqu'a 80 millions |2 heures $1
Torrent)
aygj)seq“e”‘?age 700 pb 99.9% 1 million 24 heures $10
Séquencage par
synthése 50 a 300 pb 99.9% jusqu'a 6 milliards |1 a 11 jours $0.05 &4 $0.15
(Mumina)
Sequencage par
Jgfaleli 50+35 ou 50+50 bp 99.9% NA 20 minutes a3 |¢5 409
(séquencage heures
SOLiD)

Comparaison des méthodes de séquencage nouvelle-génération

(avantages et inconveénients)

Avantages

lectures longues.
Rapide. Détecte
4mC, 5mC, 6mA

I'équipement le
moins cher, rapide

lectures longues,
rapide

Potentiel de
rendement élevé
de séquence, selon
le modéle de
séquenceur et
I'application
souhaitée

lectures longues.
Utile pour de
nombreuses
applications.

Inconvénients

débit modéré,
I'équipement peut
étre tres colteux

erreurs
d'’homopolymeres

I'expérience codte
cher, erreurs
d'homopolymeres

L'éguipement peut
étre trés codteux.
Nécessite des
concentrations
élevées d'ADN.

Plus cher et peu
pratique pour les
grands projets de
séguencage. Cette
méthode nécessite
aussi du temps
pour l'étape de
clonage de
plasmide ou PCR.


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Illumina_MiSeq_sequencer.jpg?uselang=fr

La methode enzymatigue de Sanger & Coulson

<

@~ Q@

Un ddNTP

=

Base

— O — CH O
L 2\ / \C/

Ca e
\i 1/

o
OLY,
O_

Cs
I
H

Structure des di-désoxynu-
cléotides utilisés dans la technique de Sanger
Le remplacement de I'hydroxyle en 3’ par un
hydrogene fait que ce nucléotide ne peut plus
contracter de liaison phosphodiester, ce qui arréte
la synthése de DNA.




5°P- . ; :
% Chaine d’ADN en élongation
CSD Base 5’P
— O —CH |
® 5 Z\C/ \C<O
\7 /"
Cf_ >

30H| <>< Repose sur un principe de

‘ c terminaison de chaines

:gi + ddNTP d’ADN en élongation par

*+*  un ddNTP
TSN
e




- Le principe:

=> Polymérisation 5°-3’

-4 réactions (désignées ddA, ddC, ddG et ddT) sont effectuées en parallele

-Les ddNTP sont ajoutés a une quantité < a celles des dNTP

-Matrice ADNsb
-ADN polymérase
-Une amorce
-dNTP

= Commun aux
4 réactions

= 1 seul des 4 ddNTP
est ajouté aux
4 réactions




¢ A T G , TJomplement synthetlse
- A-C-A__ par extension d'amorce

¢« A
a S s
O Séquence a
S déterminer

Y.
Vecteur sb

Site de
fixation
de lI'amorce

=> Polymérisation 5°-3’

= On génére autant de fragments (par
extension d’amorce) qu’il y a de

,:__ Amorce __ ¢ CACAddT (5) bases & séquencer
(7)

Reaction ddA => Tous ces fragments sont

& Amorce — CddA (2) différents d’une base en taille et se

& — Amorce — ( CACddA 4) | terminent par un ddNTP
Reactlon ddG

. A;ﬁéme — C CACATddAG (6) =>La taille du fragment indique la
Réaction ddC position de la base dans la

caction 1 sequence a déterminer

e — Amorce — ¢ ddC 1) |

® — Amorce — ( CAddC (3)




La révélation des fragments d’ADN :

_ Méthode
colorimétrique

vpﬂoréSe

Mig

ration

€

Photomultiplicateur S

! T 7,
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(sequence
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COg GENICS

I ERAEA Sample Name: C
GENOME
FER TR Comment: 1G-0

T GET GAT T GT CGT GAT TCT CECT TACK GAGTAT €T GCET aaacC T2
10 20 30 40

TGGAAAAATCAGCGGACTCTCATTATAGCGTCTTGT I‘CGl L Ci
130 140 150 60
'
' H

CTCCTTAGGCAGTTGTCACCACAGTGTAGCCATAAACGTGGTG
250 260 270 280
' ' '

ORGANISME mycobactérie levure Drosophile  ver nématode = Homme

NBRE GENE 4000 6000 13000 18000 25000



Le pyroségquencage

PRINCIPE

-L’ADN est prealablement amplifié (il faut disposer d’une quantité
suffisante de matrice).

-Il est dénaturé, puis mis en présence d’'une amorce, et d’'une ADN
polymeérase.

5TC
3’AG AATTCGGTGGCAGATTGCGCC ¥’

-Contrairement au séquencage classique de Sanger ou tous les dNTP
sont meélanges, ici ils seront ajoutes sequentiellement, mais tout se
passant dans méme tube.



Les cycles consistent a présenter a la polymérase
sequentiellement les 4 nucléotides.

-A l'instant t du dessin ci-dessous, c’est seulement lorsque se présentera
le dGTP (qui est le nucléotide attendu par la polymérase) que le PPi est
libéré (c’est lui qui sera a I'origine d’un flash lumineux) et le G incorporé.

dGTP PPi

5’ TCCAGCTT;

3’AGGTCGA GTGGCAGATTGCGCC %’

l ADN Polymerase

9’ TCCAGCTT

3’AGGTCGAA TGGCAGATTGCGCC ¥’



-La réaction qui provoque le flash a partir du PPi libéré est la suivante :

Adenylyl SO42-
sulfate
' \ / -
PPi > y ATP
ATP sulfurylase C Luciférine

N
f Oxyluciféerine
é
Y
a
S
e

-A la fin d’un cycle, une apyrase

dégrade les nucléotides libres en exces

et au cours du cycle suivant, un autre

CAMERA CCD

nucléotide est présenté a la polymérase



Résumeé pyroséquencage:

Ici, les nucléotides ne sont pas ajoutés tous ensemble comme dans une réaction de
séguencage normale (de type Sanger & Coulson) mais I'un apres l'autre.

Si le nucléotide ajouté dans le milieu réactionnel correspond a celui attendu par I'ADN
polymérase, il est incorporé dans le brin en cours de synthese (d’élongation) et libere un
pyrophosphate.

Une ATP sulfurylase vient alors transformer ce pyrophosphate (PPi) en ATP qui est alors
utilisé, couplé a une luciférine, par une luciférase. On a alors production d’oxyluciférine et
d’un signal lumineux (une apyrase dégrade les nucléotides en surplus).

C’est le séquenceur ou plus précisément un capteur CCD (Charge-Coupled Device) qui va
capter ce signal lumineux et le reproduire sous forme d’un pic sur le pyrogramme.

=> La hauteur de ce pic est fonction de lintensité du signal lumineux, elle-méme
proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés en méme temps.
On peut donc déduire la séquence a partir de la taille des pics obtenus.



La SMRT (single molecule real
time).

Ici, pas d’amplification de ’ADN, plusieurs molécules d’ADN de
sequence difféerentes sont séquencees en méme temps
(séguencage en parallele).

PRINCIPE

-une ADN polymérase est fixée sur une microcuvette de volume
extremement petit (10-21L).

Polymerase -Exemple : Puce

constituée d’une
lame ayant 3000
micro trous.
Chacun d’eux
contient une
molécule d’ADN
différente

Nucléotides
libres

-Chacun des 4 dNTP est lié a un chromophore différent
(qui émet une lumiére fluorescente de longueur d’onde différente).



-La lumiére excitatrice ne rentre pas profondément dans la cuve et n’excite
gue le chromophore lié a la polymérase

(donc n’excite pas les chromophores des nucléotides libres qui en moyenne sont plus
bas)

Detecteur —_— Signal emis
par le nucléotide

incorporeé

-Durant les 10ms ou la polymérase « tient » le nucléotide marqué (juste
avant de I'incorporer a la chaine), la lecture se fait .

-La polymérase clive ensuite la liaison entre le nucléotide et le fluorophore
et incorpore le nucléotide a la chaine.

-La lecture se fait en méme temps que la chaine se forme
(a la vitesse de la polymérase (10nt/sec)), donc tres rapide.



Le colt du
séquencage d’un
génome humain
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Applications des méthodes de séquencage : détections des mutations
pathogénes et variants, méthylation de ’ADN, étude des génomes.

-La diminution du colt de séquencage pourrait permettre a
cette technique de devenir rapidement dominante dans la
caractérisation des genomes et la détection des mutations

pathogenes et des variants

méthylation, etc).

- Le séquencage de genomes
d’organismes divers :

= plus de 1000 génomes
sequencés 2009.
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http://www.genomesonline.org
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milliards de dollars. L'évolution de la
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https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e7/Historic_cost_of_sequencing_a_human_genome.svg

Analyse de la diversité des génomes

Variation in the ; enome
au sein d’individus d’une méme &

Uncovering the varigtions in the hutnan genome — in particular the single nuctuctide

espéce par Séq u engage prolymorphisms — is generating almost as much wxcitument as the sequence ftself.

A new map aof 1.42 million SNPs, the output of the lntwenational SNP Working Group,
will prove invaluable in the xearch for genetic contributions to common diseases,
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- identifier les mutations (ou Y e e e SECLE SANTE
épimutations) impliguées dans Exenllples d’objectifs
maladies (entre auire) du séquencage:

science & Vie daujourd’hul
" > FAITS & CHIFFRES

Les tests génétiques utili-
sés en laboratoire, pour le

dépistage de maladies gé-
nétiques par exemple, sont
apparus il y a une vingtaine /. u - )
d’. il i j = - 7] S
el L L - etudier la relation facteurs
de 400 a_240|0 €. llya c:uel— . N
SNP cottait 1 5, c'est moins environnementaux, genes
de 1 centime ﬁujpurd'hui. .
e e et maladies

pour analyser 600000 SNPs

Début 2007, lancement de Biobank,
la plus ambitieuse collecte de données
biologiques jamais réalisée. 1% de
la population britannique y participera.
Objectif, explorer les liens entre facteurs
environnementaux, génes et maladies.

Testing cancer patients 1

* e il U 1 e cancer palias of o B -Rar VEOUE o bacd sages 24 e,
* Rocant ik at R demonstates e abity b miole Yeaienrespared Usng Futaon nlyss.

¥ It about s mudafions can alkow doctos o e e et Foreach pafet,

¥ Paiats an e NS wil el o "personlised eancet medicine”

du génome d’un client, de-
CODEme 778 € pour 1 mil-
lion de SNPs, Navigenics
est plus cher (1980 €) mais
fournit un conseil génétique.

- mise au point de kits génétigues pour le grand public
(« médecine » prédictive ou personnalisée)



- détection SNP par PCR et séquencage chez un hétérozygote
(Sanger&Coulson)

[DNA normal} Individu (2Acrermai Hete rozygote
300 a 700 nt N/ M 300 a 700 nt ‘
- - & - .4— — B
3 5 3 — L 5'
o e Amplification PCR de
J @ rcr [ La région ou siége
7 | et ‘5 la mutation ponctuelle (*)
== e
| m—> B
B | : =
J L ’7@) Séquence J

A/G

C A T € C b G < I " T A

N/

Mo i

=>La superposition de 2 pics chez un hétérozygote
indique la présence d'un SNP




- détection délétion (ou insertion) par séquencage
(Sanger&Coulson)

Exemple de délétion
(F508del) impliquée
dans maladie génetique
monogénique
(mucoviscidose)

Exemple de profils dans
cas d'une deéletion de 2
bases (TG) sur un gene

N/N

Positio 504 505 506 507 508 509 510 511

N ||| ; | DNA ..GAA AAT ATCATC TTT GGT GTT TCC...
;1' \ 'f |I| | | | Protéine Glu Asn lie lle Phe Gly Val Ser
|| e S = NORMI | N 4 WORRE G

DNA ..GAA AAT ATCAT- --TGGTGTT TCC...
Protéine Glu Asn lle lle Gly Val Ser

M/M

N/M

Figure 14-44 L’anomalie AF508 dans le géne CFTR

La Iésion est une délétion de 3 bases & cheval sur les codons 507 et 508 (exon 10)
Les deux nucléotides provenant du codon 507 et le nucléotide provenant du codon
508 reconstituent un codon ATT (lle) sans perturbation du cadre de lecture, ni chan:
gement de sens du codon 507. Il en résulte la perte du résidu Phe en 508.

=>Superposition de hombreux pics
chez hétérozygote



p : : Application a I'étude de méthylation : apres
Detection de mutations, traitement au Bisulphite de I'ADN,

épimutations par pyrosequencage: l'information épigénétique est transformée en

un polymorphisme genétique C ou T au niveau
de chaque CG de la région. L'ADN est dans un

Par ailleurs, en cas de mélange premier temps amplifié par PCR, puis passé au
de nucléotides a une méme Pyroséquenceur. Les porportions respectives
position (polymorphisme de de C et de T pour chaque position peuvent

donc étre mesurées par pyrosequencage, et

Sequence)’ la taille des PICS cette proportion refléte le pourcentage de

permet d'avoir une brins méthylés ou déméthylés a ce niveau
guantification de la proportion dans I'échantillon initial.
de brins porteurs de l'un ou ChnEK Cang CHTEX

l'autre des nucléotides. w— W— W—

OT0MBSH-Well & .
Enty: DC-SIGN -336 GG+G

| Sample; 80
|Positon 1: GIA (Passed) TacTcocoaa|l TacTcooalracTooa
3 3 ]
v ol Hypométhylé [Hypermeéthyleé | Hémimethyle
l?:;l' ] ‘ , ., .

. | | ' | o -Le pyroséquencage allie a la
0 T 1 transformation de PADN par le
0o e QR S~ ] bisulfite permet d’analyser

B EEEE G 0 A G T CoA guantitativement la meéthylation

d’une portion de séquence.



B- OUTILS MOLECULAIRES D’IDENTIFICATION DES MUTATIONS

1- Basés sur I'amplification génique

- Rappels sur la méthode de base (PCR classique)

- La PCR en temps réel (Real Time PCR)

- la PCR-RFLP (détection mutation touchant un site de restriction)
- la SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

- la DGGE (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis)

-DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)
-- la HRM (Analyse des courbes de fusion a haute résolution)

-la MLPA (Multiplex Ligation dependant Probe Amplifi