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Rappel	:	Programme	de	la	Forma$on	2015	
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2015	–	Niveau	1	:	Aspects	Cellulaires	
	

	9h	–	10h30 	 	No*ons	théoriques	sur	les	caryotypes	et	la	FISH	
	10h30	–	12h 	 	Visite	du	laboratoire	de	Géné1que	hémato-oncologique	(IBP)	

	
	12h-13h30 	 	 	Pause	repas	

	
	13h30	-	15h 	 	No*ons	théoriques	sur	le	FACS	
	15h	–	16h30 	 	Visite	et	démonstra1on	de	la	Plateforme	de	FACS	de	l’IAB	

2016	–	Niveau	2	:	Aspects	Moléculaires	
	

	 	 	 	 	PCR	quan*ta*ve	en	temps	réel	(RT-qPCR	et	qPCR)	



Programme	de	la	Forma$on	2016	

2016	–	Niveau	2	:	Aspects	Moléculaires	
	

	9h00-12h	
	 	-	Rappels	:	Maladies	et	Fardeau	Géné$que 		

	
	 	-	Les	Séquences	Polymorphes	
	 	 	-	RFLP	
	 	 	-	VNTR	
	 	 	-	SNPs	

	
	 	-	PCR	Quan$ta$ve	en	Temps	Réel							;					prépara1on	d’une	plaque	pour	qPCR				
	 	-	PCR	Numérique	

	
	 	 	PAUSE		REPAS	
	 		
	13h30-16h30	
	 	-	Manipula$on	de	données	de	qPCR					;					Suivi	de	la	qPCR	sur	un	LightCycler	480	
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origine,	méthodes	de	détec*on,	u*lisa*ons	en	génotypage	
humain	(diagnos*c	et	police	scien*fique)	



Les	«	Maladies	du	Génome	»	

Maladies	géné$ques	chromosomiques	(formule	chromosomique	≠	46	chr)	
	

	trisomies	/	monosomies	/	polyploïdies	
	
	
	
Maladies	géné$ques	sporadiques	(muta$ons	dans	les	cellules	soma$ques)	
	

	Cancers	
	
Maladies	géné$ques	transmissibles	(muta$ons	dans	les	cellules	germinales)	
	

	-	monogéniques	/	mul*géniques	
	-	récessives	/	dominantes	
	-	autosomiques	/	liées	au	sexe	
	Ex:	mucoviscidose,	myopathie	de	Duchenne,	chorée	de	Hun*ngton,	anémie	falciforme,	hémophilie,	etc.	
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Le	Génome	Humain	en	Quelques	Chiffres	

46	

3,4	109	

1,5%	
22.000	

16.000	

Daniel	Perazza	–	Forma$on	Génet.	Humaine	&	Diagnos$c	–	Bio.	Mol.	Mai	2016	



L’Homme	n’est	pas	un	Bon	Modèle	Géné$que	
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v 							Croisements	ciblés	

v 							Temps	de	généra$on	

v 							Taille	du	génome	



Les	Maladies	Monogéniques	Récessives	

	-	"sautent"	souvent	des	généra*on	(propaga*on	silencieuse)	
	-	sont	transmises	à	la	fréquences	de	50%	par	les	parents	porteurs	sains	
	-	pertes	de	fonc$on	

I	

II	

III	

IV	

Aa	 AA	

aa	

7	gènes	XP	contrôlent	la	répara$on	de	l'ADN	
endommagé	par	les	UV	:		XPA,	XPB,	…,	XPG.	
	
XPC	:	la	plus	fréquente	
XPB	:	extrêmement	rare	(3	cas	au	monde)	
XPF		forme	bénigne	(répara*on	lente)	
etc.	
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Ex	:	Xeroderma		Pigmentosum	
Fréquence	:						1:1.000.000		Europe	et	USA	(env.	40	malades	en	France)	

	 					1:100.000					Japon	et	Maghreb	



Les	Maladies	Monogéniques	Dominantes	

Achondroplasie	

muta$on	
Gly380Arg	

Inhibi$on	de	la	croissance	
des	chondrocytes	

Extracell. 

Intracell. 

FGFR3 

FGF 

Inhibi$on	de	la	croissance	
des	chondrocytes	

Individus	sains	

	Ex:	Achondroplasie	
Fréquence	:									1:15.000	
Muta*ons	souvent	sporadiques	

S$mula$on	de	la	croissance	
des	chondrocytes	

I	

II	

III	

IV	

Aa	 aa	
	-	ne	"sautent"	pas	de	généra*on	
	-	sont	transmises	à	la	fréquences	de	50%	
	-	gain	de	fonc$on	
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Le	Fardeau	Géné$que	

Maladies 	posi$on 	prévalence 	porteurs	sains	

Mucoviscidose 	chr.	1 	1/4.000	

Aa	 Aa	

aa	
	
¼	
	

prévalence	

Aa	Aa	
	
½	
	

AA	AA	
	
¼	
	

p	p	

1/30	

Xeroderma	pigmentosum	(XPA) 	chr.	9 	1/1.000.000 	1/500	

Dystrophie	de	Duchenne	(myopathie) 	chr.	X 	1/4.000 	1/2.000	

Hémophilie	A 	chr.	X 	1/5.000 	1/2.500	

...	et	quelques	milliers	d’autres	

Nécessité	de	-	repérer	l’ensemble	des	gènes	dont	la	muta$on	engendre	une	maladie		->	cartographie	
	 							-	connaître	la	fonc$on	des	protéines	codées	par	ces	gènes		->	clonage	
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Liaison	Géné$que	et	Marqueurs	Moléculaires	
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Objec$f	:	
Iden*fier	la	région	du	génome	portant	le	
gène	en	ques*on	(afin	de	le	cloner).	

Comment	:	
Trouver	une	séquence	d’ADN	polymorphe	
(variable,	marqueur	moléculaire)	qui	co-
ségrège	avec	la	maladie.	

99,9%	génome	iden$que	entre	tous	les	humains	
	
0,1%	ADN	polymorphe	:	

	subs1tu1ons	
	délé1ons	/	inser1ons	



Les	Marqueurs	RFLP	

Des	muta$ons	ponctuelles	peuvent	faire	apparaître/disparaître	des	sites	reconnus	par	les	
enzymes	de	restric$on.	

GAATTC	 GAATTC	 GAATTC	 GAATTC	 GCATTC	 GAATTC	

EcoRI	 EcoRI	

Electrophorèse	
Les	individus	A	et	B	ont	2	
allèles	différents	à	ce	locus	

A	 B	

Individu	A	 Individu	B	

Daniel	Perazza	–	Forma$on	Génet.	Humaine	&	Diagnos$c	–	Bio.	Mol.	Mai	2016	



le	Southern	Blot	

Hybrida1on	avec	la	sonde	
(séq	répétée)	radiomarquée	

Lavages	et	révéla1on	
autoradiographique	

ADN	d'un	
individu	

Diges1on	par	
une	enz.	de	
restric1on	

électrophorèse	
smear	

Dénatura1on	
et	transfert	

sur	membrane	

Génotype	:	
L'individu	est	hétérozygote	9,11	

11 
9 

Southern-blot	

Edwin	Southern	
(UK)	
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U$lisa$on	des	Marqueurs	RFLP	pour	Diagnos$c	

Drépanocytose	ou	anémie	falciforme	(sickle-cell	desease)	

Sain	

muta$on	ponctuelle	

fait	disparaître	le	
site	de	restric$on	CTNAG	
reconnu	par	l’enz.	DdeI.	

Mutant	

Allèles	:	

Diagnos$c	prénatal	disponible	

sonde	

DdeI DdeI DdeI 

Allèle 
sain 

Allèle 
mutant 

**** 

**** 

**** 
DdeI DdeI 

?	
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Les	Marqueurs	VNTR	:	Mini	et	Micro-Satellites	(STR)	

Variable	Number	of	Tandem	Repeats	:		
	
Minisatellites		: 	répé**ons	n-fois	de	séquences	d'une	longueur	de	5-100	pb	
	

Microsatellites	: 	répé**ons	n-fois	de	séquences	d'une	longueur	de	2-4	pb	

Les	marqueurs	VNTR	sont	
fréquents	et	répar*s	

uniformément	sur	le	génome	

10	répé**ons	

13	répé**ons	

GATA	

allèle	«	10	»	

allèle	«	13	»	

paire	
de	
Chr	I	

Caractéris$ques	:	
	-	Séquences	dispersées	dans	le	génome	
	-	Nombre	de	répé**ons	très	variable	(nombreux	allèles)	
	-	Faciles	à	analyser	
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Origine	de	la	Variabilité	des	VNTR	

Synthèse	d'ADN	

5'	
3'	

5'	
3'	

5'	
3'	

Synthèse	d'ADN	

5'	
3'	

5'	
3'	

5'	
3'	

Le	glissement	du	brin	
néosynthé$sé	

provoque	une	addi$on	
de	nucléo$de(s).	

Le	glissement	du	brin	
matrice	provoque	une	

délé$on	de	nucléo$de(s).	

Modèle	de	Streisinger	

Points	chauds	(hot	spots)	des	génomes	:	
--->		Zones	de	répé$$ons	de	courtes	séquences	
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	La	PCR	

Kary	MULLIS	
(Nobel	1993)	

5'	
3'	 5'	

3'	

5'	

3'	 5'	

3'	

3'	

5'	 3'	

5'	

dénatura1on	(94°C)	

hybrida1on	(env.	60°C)	

élonga1on	(72°C)	

n	fois	

1	copie	
	
	
	

1.	109	copies	

30	cycles	

Réac$on	de	Polymérisa$on	en	Chaîne	(PCR)	
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	La	PCR	

Ques$on:	
Combien	de	molécules	souhaitées	ob$ent-on	théoriquement	après	

	-	1	cycle		de	PCR	
	-	2	cycles	
	-	3	cycles	
	-	…	
	-	30	cycles	

5'	

5'	3'	

3'	

Séquence	soutaitée	
à	amplifier	

5'	 3'	

5'	3'	

ADN	génomique	

Daniel	Perazza	–	Forma$on	Génet.	Humaine	&	Diagnos$c	–	Bio.	Mol.	Mai	2016	


