SVF — Génomique structurale et fonctionnelle

TD - Les méthodes d’étude
des génomes

Source : https.//proteopedia.org/wiki/index.php/Image:GFP_mice.png



1. Les analyses de génomes

1.1. Les électrophoreses, des outils de routine en biochimie



Exercice 1

202 680 968
Alléle 1
CATCATGG ACCGGGA TACCTGGAC
Alléle 2
CATCGTGG ACCTGGA TACCTGGAC
Allele 3
CATCGTGG ACCGGGA TACCCGGAC
, Nombre de sites sur gépda Séquence palindromique
Nom de I'enzyme R
Allele 1 | Allele2 | Allele 3 (coupures a *)
Alul 11 1 1 AG*CT
TC*GA
Thal 3 3 3 CG"CG
GC*GC
Hae IlI 19 19 19 GG"CC
CC*GG
Hhal 6 6 6 GCG"C
C*GCG
Hpa II 7 6 8 C*CGG
GGC*C




Exercice 1

Hpa Il est 'enzyme la plus appropriée

202 680 968
Alléle 1

CATCATGG AICCGG|G A TACCTGGAC
Allgle 2

CATCGTGG ACCTGGA TACCTGGAC
Allgle 3

CATCGTGG  ACCGGGA TACCCGGAC

Hpa Il coupe en 680

Hpa |l ne coupe pas

Hpa Il coupe en 968



Exercice 1

Hpa Il est '’enzyme la plus appropriée

Carte de restriction pour I'enzyme Hpa Il des alléles 1, 2 et 3

| = site de restriction

125 170 545 680 770 1130 1225 1548
— ! : I t : } I

25 145 375 135 90 360 95 323

125 170 545 770 1130 1225 1548
1 | | £ . | | |
I T T T U T T I 1

25 145 375 225 360 95 323

125 170 545 680 770 268 1130 1225 1548
L [ | | [ | m | | |
I T I I T 1 L\-L} T I
B e = >< =
25 145 375 135 a0 198 162 95 323




Exercice 1

Electrophorése des fragments de restriction obtenus aprés digestion des 3

alléles par I'enzyme Hpall

25

90
95

135
145

162

133

225

323

360
375

.
>

Al |

Taille des fragments
de restriction (pb)

il
Al

Fragments de restriction de 'alléle 1 \ Fragments de restriction de 'alléle 3

Fragments de restriction de 'alléle 2

3||181 AN3| 2P UOIIIUO} U NAY,P StuawSesy sap uonessia




1. Les analyses de génomes

1.2. Les blots et leur révélation



Rappel : le Western blot

Allergen samples

b4

L J1T]

i

I am

i

Separated
proteins

=

Separation gel

Antigen bands
visualized

1”
"1z

1117
11117

/

Blotting tank
Proteins transferred to
nitrocellulose sheet (blot)

% Labeled
\ ’uD antbody

Immunostaining of blot

‘-.H_____,_——"“'-
D Autoradiography

Source : Burrell, 2017



Réaliser une sonde d’ADNc

A partir de I’ARNm d’un géne ciblé

D’abord copie de ’ARN en ADNc par une reverse-transcriptase (RT)

Puis PCR

5° ARN a amplifier AAAAAAA 3°

. Transcriptase Inverse

TTITTTTTTT + amorce polyT

1 1 1 | +desoxyribonudeotdes
¥
5’ AAAAAAA 3

4 [TTTTTTT]
ADNc en cours d’élongation

ADNc obtenu par transcription inverse

PCR

ADNc, complémentaire de
I’ARN initial, obtenu en
grande quantité

Source : http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/ressources/apects_techniques/rtpcr/rtpcr02.htm
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Le Southern (ADN) ou Northern (ARN) blot

ARN ou ADN La solution passe au travers du gel
=_ Migration et de la membrane vers les serviettes en papier.

Serviettes en papier

Marqueurs
de taille associés

du @p
Rl Gel /

Solll{tlon Filtre de
saline nitrocellulose

.,
Electrophorése

Filtre

ADN

Hybridation avec une sonde transféré

unique d'acide nucléique

Le filtre est placé dans un sac
de conservation alimentaire
fermé hermétiquement.

sur la membrane

La sonde Sonde hybridée
non hybridée aux séquences
est enlevée. complémentaires

avec un film sensible

Le filtre est mis en contact
aux rayons X.

Autoradiogramme

Source :



Utilisation pour identifier une séquence

Marqueurs
de poids moléculaire _ﬁ

Extraction de ’ADN génomique
de différentes espeéces, et digestion
par la méme enzyme de restriction

Transfert sur membrane de nitrocellulose
et dénaturation de ’ADN

Hybridation avec une sonde d’ADNc

Membrane
de nitrocellulose

radioactive, et révélation par
autoradiographie
Sonde d’ADNc
corre,spondant aungéne
que I'on cherche a mettre
en évidence dans le génome

Southern blot

11

Source :



Utilisation en RFLP

Normal

sites de restriction de l'enzyme

by

Mute

Mutation sur le site de
restriction de I'enzyme

Normal Muté

12

Normal Muté

Gel d'électrophorése

Southern Blot

Source : NCBI 2017



Exercice 2
B

Question 1 - Relier chacun des deux genes aux piéeces florales qu’il semble déterminer.
Justifier.

Le mutant apetala2 (sans protéine AP2) présente des fleurs n’ayant que des carpelles
mais ni sépale ni pétale, et 2 étamines probables. Le gene ap2 semble nécessaire a la
formation des pieces stériles (pétales et sépales).

Le mutant agamous (sans protéine AG) présente des fleurs constituées uniguement
de sépales et pétales. Le gene ag semble impliqué dans la formation des pieces
fertiles (étamines et carpelles). Source - sujet ENS 2007, corrigé Escuyer
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Exercice 2

Question 2 - Proposer une hypothese d’interaction entre I'expression des deux
genes.

Dans une fleur sauvage, ag ne s’exprime gue dans les pieces fertiles alors que AP2
est présent seulement dans les pieces stériles. Quand on inactive ap2, alors AG est
retrouvée partout. Quand on inactive ag, alors AP2 s’exprime partout.

Interprétation : ag et ap2 sont deux genes qui s’inhibent I'un I'autre. AG empéche
I’expression de ap2 dans les pieces fertiles et AP2 empéche I'expression de ag dans
les pieces stériles.

Chacun de ces genes donne l'identité des pieces florales : il s’agit de genes du
développement.

Source : sujet ENS 2007, corrigé Escuyer



e@) < ARNMIRI?

- pEp——
’— ARN totaux

.. - <—— ARNm AP2

’ <«—— ARNm UBQS5

- Protéine AP2

ﬂ “ ~<—— Protéine PEPC

(1)

(2)

3)

4)

(&)
(6)
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Exercice 2

Question 3 - Expliquer le role des pistes UBQ5 et
PEPC.

Les pistes UBQS5 et PEPC sont les pistes validant
les expressions, extractions et révélations des
différents essais. Elles permettent de comparer
quantitativement l'intensité des bandes
obtenues et d’interpréter les différences
comme significatives.

Source : sujet ENS 2007, corrigé Escuyer
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Exercice 2

Question 4 - Analyser et interpréter les gels obtenus.

Analyse des gels d’ARN

Plante surexprimant mir : la présence de ’ARN MIR172 est bien supérieure au
témoin (ce qui valide I'expérience) mais les ARN totaux ne sont pas augmentés :
seul mir est donc surexprimé. La quantité d’ARNm d’AP2 semble inchangée par
rapport au témoin mais la protéine AP2 est absente. Le défaut de synthese semble
donc lié a I'’étape de traduction.

Interprétation : le gene mir est transcrit en ARN MIR172 qui empéche la traduction
de I’ARN d’AP2 en protéine AP2.



17

Exercice 2

Question 4 - Analyser et interpréter les gels obtenus.

Analyse des gels protéiques

Plante agamous : sans la protéine AG exprimée dans la plante, ’ARN MIR172 est
qguasiment absent (mais pas les autres ARN). ARNm AP2 est de quantité identique
au témoin mais la protéine AP2 est fortement présente, plus que sur le témoin.

Interprétation : cela conforte notre hypothese car sans ARN MIR172, la protéine
AP2 semble davantage traduite. De plus, on peut aussi postuler que la protéine AG
active la transcription du gene mir.



Exercice 3

18

Homme non malade

Homme malade

Femme non malade

Foetus

Source :
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Exercice 3

Isolementetcoupure de I'ADN génomique des individus1, 2, 3,4, 5et 6 par
une enzyme de restriction

1 2 3 4 5 6

w» b 4 b 4 v -
Fragment
d’ADN
> h g b > . -

Electrophorése desfragments de restriction et hybridation de ces fragments
avecune sonde radioactive utilisée lors du diagnostique de la myopathie et

suivie d'une autoradiographie

v v v @ v -

Résultat de I'autoradiographie

Taille enkilobases

I NN | —_— 1,8kb

T A I 1,3kb




2. Transgéneses et mutageneses

2.1. Les transgéneses

20
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Les étapes de la transgénese

Identifier Isoler Intégrer Multiplier
un géne d’intérét le géne d'intérét le géne d'intérét dans une la construction
sur un organisme donneur construction génétique génétique

bactérie,
plante...

Transfert direct Transformation
@ biologique

microparticules  Agrobacterium

enrobées

d’ADN

Incorporer

Evaluer par des croisements
I’expression dans une variété
commerciale

du géne

Régénérer

Sélectionner les cellules

transformées

© GNIS-PEDAGOGIE.ORG



Les étapes de la transgénese

Insérer ’ADN dans un vecteur

ADN plasmidique ADN souhaité

Ligature avec 'T”ADN llgase\ / —

Source : https.//www.nagwa.com

ADN plasmidique

22
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Des plasmides astucieux

Ampicillin-resistance Tetracycline
resistance
LcoRI

Origin of
replication

1. Genes for antibiotic resistance

Tetracycline and
ampicillin-resistant

Lfco RI

Tetracycline-resistant
ampicillin-sensitive

sont __|

Tetracycline-sensitive
ampicillin-resistant

2. Altered antibiotic resistance

Source : https://www.magazinescience.com



Les vecteurs viraux : le bactériophage

Mutant dont
I’ADN contient
deux sites
EcoR1

Extraire FADN,
traiter par EcoR1

\

Séparer les
fragments,
éliminer
la section médiane

Episser avec
le fragment
eucaryote
( CIRTTICESSTENTTTIN )

ADN recombinant

Emballage
de ’ADN
recombinant
dans la téte
du phage

@

Infecter
la bactérie hote

Gazon

Boite de culture

Plage de phages
bactérien ’ T claire

24



Des génes rapporteurs

Promoteur d'intérét Gene d'intérét

|
L 4

Gene rapporteur
Proléine
rapparteur

|
‘

Signal

oy

Détection

Promoteur d'intérét Géne rapporteur
Proléine
rapparteur

Signal

o

Détection

Le géne d'intérét n'a aucun
effet qui peut étre
facilement ditecte ot
quantifié

Le produit du géne
rapporteur géndre un
signal facile a détecter et &
quantifier [luminescence,
Hluarescence, ou autres)

Si le gene rapporteur est
place sous le contréle du
promoteur du géne en
question, il est facile de
vair cammenlt son
expression change en
réponse a diverses
conditions

25




2. Transgéneses et mutageneses

2.2. Les banques génomiques

26



Les banques
génomiques

ADN donneur

Fragments de restriction e e

Vecteur recombinant

avec llinsert 1 ou 2

Transformation

Réplication,
amplification et
division cellulaire

Clone du
fragment
donneur 1

Sites reconnus par
enzyme de restriction

i

Clone du
fragment
donneur 2

27



2. Transgéneses et mutageneses

2.3. Les mutageneses dirigées

28
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Le systeme CRISPR-Cas9

Guide RNA

[
Target specific
CrRNA sequence

Source : Roziéres, https://www.huffingtonpost.fr/



3. Les méthodes d’étude de
I’expression génétique

3.1. Analyse de séquences de génomes

30
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Les sites de références

Une protéine L’ARN poly-| |Le ribosome Les ARNt se Le spliceosome La protéine de termi- La poly(A) poly-
régulatrice se mérase se se fixe a fixent a chaque se fixe au transcrit| | naison de la traduction{ |mérase se fixe au
fixe a PADN. fixe a PADN. ARNm. codon de PARNmM. primaire. se fixe a PARNm. transcrit primaire.

\ l 5' UTR l—44on Exon \4 \ \' 3' UTR /

e “‘“‘“’“*“"“/ S A Ay NS TN SN ST \
Elément Codons \ Codons Codons
régulateur de Promoteur  Site d’amorgage  gjiq épissage Site d*épissage Site de terminaison Site de
la transcription. de la traduction en 5' en 3" de la traduction  polyadénylation




3. Les méthodes d’étude de
I’expression génétique

3.2. Les puces a ADN

32
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Principe et résultats

Fabrication des puces 8 ADN Hybridation Obtention des résultats '
Souche 1 Souche 2 —————m e ——— - $ow s - -
Lame AT MRS, RS ‘
@ [ i i e y5 -
| | TR o) P TR R I e o (e e e
ARN ARN 5 | HI SRRy S
Dépot de sondes ¢, ¢, %,' _::::::?___
GiCuuds A ADNc ADNe Lecture des résultats §‘ SEES
géncs suppOSés i + "vert" - "muge" .s Vi

la suite  du
séquengage
complet

Ny

Analyse des résultats

Intensité en Cy3



Les puces a ARNm
2 oligo-nucléotides

<A s 16 000 oligonucléotides
correspondant a 2 genes

ont été déposés

ajout des ARNm

Seul le gene de gauche
est exprimé : il apparait ftp:/ /www i
une tache fluorescente

34
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Les puces a ARNm

1 2 3 4 1 2 3 4
OO0 @ @O

PO "% PN '¢¢'. PLLTY o"o‘ ‘oo.‘
B B e [}
’ ’
. 4 . LY . . L4 .
S Sae’ Sae* b

Hybridation
27 o avec les ARNm o oo
c ; & 2 ; extraits C . . i

Puces de 12 oligonucléotides d'ADN Les ARNm extraits s'hybrident aux
bio-puces A1,A3, B4, C1 et C2.

La cellule exprime donc les genes fixés dans ces puces.
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Source : Peycru, Dunod 2014
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Exercice 4

10

o
-

GAD xneufis sap sajsuaul

Plantes en condition "contrdle'

intensités des signhaux Cy3



intensités des sighaux Cy5

Exercice 4

Chaque point correspond a un gene identifié

5
" Faible résolution pour des
w0* | .o intensités de signal inférieur a 10.
103 — * 0::.:.. ' . /’ .
o Intensité de fluorescence moins

0? | .:.,:.?"" importante pour Cy5 que Cy3.
10 E;:J%:."'.: .£:'-:?..'

% . Seuls les spots en dehors de ce

(X g . n
1 R ! | bruit de fond pourront étre
1 10 1l:l2 'IIJ3 104 105

interpreétés.
intensités des signaux Cy3



Plantes en condition de stress hydrigue

Exercice 4

A - expression génétique identique

des genes pour les 2 plants.

B - bruit de fond : genes difficiles a
distinguer.

C - genes activés par le stress
hydrique.

D - genes inhibés par le stress
hydrique.

Plantes en condition "contrdle'

E - genes actifs mais moins en cas
de stress hydrique.

38



3. Les méthodes d’étude de
I’expression génétique

3.3. Technique du knock-out
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Principe : transgénese visant a remplacer le gene

séquences
promotrices gene a invalider
sequences promurices veéquences en avol
du géne invalidé J du gene invalidé
vene Lac Z
—— \'—
inseriion o'on mitre -_-.:':u\ ehmmation du gene
(Lisc Z par exemple) ainvalider
W

z-f plasmide bactérien
gone inseére en licu ef place du gene invalidé

souy le controle de yes yequences primnalrice

Source : https.//planet-vie.ens.fr/thematiques/manipulations-en-laboratoire/l-invalidation-d-un-gene-le-knock-out
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Principe : transgénese visant a remplacer le gene

Prom. lacZ

pas de recombinanon homologue
- plasmide éhiminé
- cellule ES non mexlifiée

vecieur

transfection des
cellules ES

cellules ES

¢limination d'une
copie dn gene A

sélection de cellules
ES ayant réalisé la
insertion de recombinaison
LacZila homalogue
place <o

KCM A C

SEQUEnCes
rdentiques

Source : https.//planet-vie.ens.fr/thematiques/manipulations-en-laboratoire/l-invalidation-d-un-gene-le-knock-out
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Insertion dans une souris

(1) Cellule ES recombinée blistocaale (3) Réimplantation

des embryons dans
une mere porteuse

(4) Obtention de jeunes
souris mosaiques

Cellule ES recombinee &é @

Cellule de l'embryon receveur

gene A porté par
W un chromosome

(2) Injection des cellules ES dans la cavité
(blastocoele) d'un trés jeune embryon de Cittiitng tossing (Viitiant selon 1as

souris individus) dérivent des cellules
Ces cellules peuvent s'intégrer & cet embryon receveur ES recombinées

lac Z a la place du géne A
sur l'autre chromosome

Source : https.//planet-vie.ens.fr/thematiques/manipulations-en-laboratoire/l-invalidation-d-un-gene-le-knock-out
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Un geéne rapporteur permet de cribler

souris mosaique souris "sauvage"
dont les cellules sexuelles possédant le géne A
i le géne A invalidé

pene A porté pa Croisement

un chromosome

pene A mvahdé
porté par Pantre
chromosome
homologue
souris "sauvages"
avant herite du géne A de
lewr deux parents

Les souris "hétérozygotes™ ont 5 0 % % sourls ~hétérozygotes”
une de leur deux copies du géne g ayant hérité du gene A de

A qui est invalidée , dans toutes leur e nt -"““}"{A’f el
leurs cellules S du gene A invalide de la

SQOUITS mosaique

Puis croisement des hétérozygotes pour avoir une lignée pure

Source : https.//planet-vie.ens.fr/thematiques/manipulations-en-laboratoire/l-invalidation-d-un-gene-le-knock-out



Exercice 5

44

Bourgeon caudal avec injection d’ARNm codant pour
le géne cerberus dans la partie antérieure ventrale et
dans la partie postérieure ventrale

Source : Development 130, 4943-4953, 2003



3. Les méthodes d’étude de
I’expression génétique

3.4. Etude de I'interaction ADN-protéine

45



Le retard sur gel

Domaine de liaison

' ' .
JJ.I.LI.U.LLUJ.IJ.IJ.U.UJ.U.I.L[LI.LLLI.LLLU.I.[LIL. Fl’agments dlADN
T T radiomarques
TR TTTEN
Incubation en présence
d'un mélange de
protéines nucléaires
MG o
@ = ez Séparation des fragments d'ADN
T sur gel de polyacrylamide

— Complexe
ADN - protéine
Retard de
migration

«— T Fragment d'ADN
non complexé
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Source :



Le footprint = empreinte a la DNase

Protéine fixée sur le fragment d'ADN

Fragment d'ADN
radiomarqué

tt ot f1 f {1 1 2%

l Digestion partielle a la DNAse | l

S)
]
' —e
— -
7N\ 7\
O—®

O

O

R

O

-
l\L

Séparation des
fragments d'ADN sur
gel de polyacrylamide

Footprint
Empreinte sur gel
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Exercice 6

qguestion 1 - Déduisez de cette observation la conséquence de I"hypoxie sur
I’expression génétique.

L’hypoxie active la transcription du gene nos, dont la quantité d’ARNm est
multipliée par 2 par rapport au témoin en normoxie.

+1 transcription

P
Luc-6047 t Luciférase |
Luc-5523 + Luciférase l
>
Luc-5039 Luciférase |
T T

1 2

Rapport entre l'activité luciférase en hypoxie
et en normoxie

Source : inspiré du sujet ENS 2006
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Exercice 6

Question 2 - Nommez la fonction du gene de la luciférase et la construction géné-
tique réalisée. Interprétez la valeur 'activité luciférase en hypoxie pour Luc-6047.
Le gene de la luciférase est un gene rapporteur. La construction génétique est un

ADN mosaique ou chimere. Si I'activité luciférase est doublée pour Luc-6047, cela
signifie que le gene de la luciférase a été activeé par I’hypoxie : la région d’ADN en

amont du gene a donc été le lieu d’une activation de la transcription.

+1 transcription

P
Luc-6047 Luciférase |
Luc-5523 + Luciférase |
B
Luc-5039 Luciférase I
T T -~

1 2

Rapport entre 'activité luciférase en hypoxie
et en normoxie

Source : inspiré du sujet ENS 2006
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Exercice 6

Question 3 - Situez la séquence régulatrice du gene nos en justifiant votre
réponse.

L’hypoxie ne provoque une hausse (x 2,3) de I'activité luciférase que pour
Luc-6047 et Luc-5523. La séquence Luc-5039 n’induit qu’une faible hausse (x 1,2).

La séquence d’activation serait donc située dans la sq entre 5039 et 5523 pb en
amont du gene nos.

+1 transcription

P
Luc-6047 Luciférase |
Luc-5523 + Luciférase |
B
Luc-5039 Luciférase I
T T -~

1 2

Rapport entre 'activité luciférase en hypoxie
et en normoxie

Source : inspiré du sujet ENS 2006
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Exercice 6

Question 4 - Justifiez le choix de la séquence de 265 pb dans la région 5515 - 5250
pb en amont du gene nos.
Il s’agit de |la portion d’ADN suspectée comme étant régulatrice.

Question 5 - Interprétez le gel obtenu.

Le gel montre I'absence de fragments entre 209 et 218 pb : ’ADN a donc été
protégé par la présence d’une protéine présente uniqguement dans le noyau des
cellules en hypoxie mais pas en normoxie. L’hypoxie induit donc I’apparition d’un
facteur protéique qui se lie sur ’ADN et pourrait activer le gene nos.

Source : inspiré du sujet ENS 2006



Exercice 6

Question 6 - Interprétez la distance parcourue sur le gel dans le puits 3 par
rapport aux puits 1 et 2.

Les oligonucléotides sont de petite taille (20 pb) et migrent loin dans le gel. Il n’y a
pas de changement pour les cellules en normoxie. Par contre, dans le puits 3, les
oligonucléotides migrent moins loin : ils sont donc alourdis. Il existe donc dans les
cellules en hypoxie un composé qui se fixe sur les oligonucléotides et ralentit
leur migration. Ce composé est absent en normoxie.

Question 7 - Indiquez quel est I'intérét des puits 4 et 5.

Les puits 4 et 5 permettent d’identifier le composé présent en hypoxie et se liant
aux oligonucléotides. Ce composé est |a protéine nucléaire HIF1, facteur de
transcription reconnaissant spécifiguement une séquence présente dans les
oligonucléotides.

Source : inspiré du sujet ENS 2006
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Exercice 6

Question 8 - Précisez la position de la séquence de liaison par rapport au gene nos.
HIF1 se lie a la séquence TACGTG qui est présente sur le fragment entre 209 et 218
pb, entre les nucléotides 209 et 214. Or ce fragment de 265 pb est lui-méme situé a
5250 pb du site +11 du gene nos.

La séquence est donc située a 5250 + 209 = 5459 pb du gene nos et s’étend sur 6 pb.

Origine des

extraits 0 N H

nucléaires

Anticorps 0 0 0 Ac HIF1 Ac

sens de
migration

Source : inspiré du sujet ENS 2006




