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i AVANT PROPOS i

Les différents niveaux de
e e leme NS compaction  de  'ADN  sont
S m— b Bl représentes de la forme la moins
3‘3"" P Sarorinth y o condensée qu’'est la double hélice
d’ADN libre, a sa forme la plus
_ E condensée qui est le chromosome
i métaphasique.
e o o ' L’identité de chaque individu
R e est contenue dans son génome.
L’étre humain possede un
| patrimoine d’environ 35 000 genes,
mammamescseeeewe NEFtE€ de Ses parents et porté par

1 alters tha extent to which DNA s wrapped armand
DNA inaceossitile, gens inacsive histongs and the avaiabilly of Geres in the DA

HISTONE TAIL

DNA accessile, gens BCive

— Hiatones s proteins aroand which | HESTONE

n o s e I’ADN. De ce génome qui est propre [

u : Fig 1 : Différents niveaux d'organisation de la chromatine ?or(;]hiaec)l:en, e(i[)rrllssouséuge Orrr?a}:}lslglse W

- : « Amandine C et al 2009 » ! P p ultip L]
|

. tissus aux particularités uniques.
Ainsi, si nos quelques 10 000 milliards de cebBumossedent tous le méme patrimoine
géneétique, la transcription d’'un répertoire de geparticulier a chaque type cellulaire leur
donne une spécialisation phénotypique. C’est I&pigne qui permet a une cellule d’adapter
son programme génétique de maniere appropriéetott,comme le matériel génétique,
linformation épigénétique doit étre préservée n sdtération peut compromettre un retard
mentale.

Le retard mental concerne 3 % de la population. @Geses sont tres diverses et
souvent mal identifiées.

D’'importants travaux ont été réalisés ces dersi@mnées pour identifier les causes
génetiques des retards mentaux. Le décryptage akes bmoléculaires, cytogénétiques ou
métaboliques de ces retards mentaux dont presmeit&& ont une origine génétique permet
le développement d’outils de diagnostique. Or pasediagnostique précis peut permettre
d’affiner la prise en charge et de préciser le pstique. Par ailleurs, ces outils moléculaires
et cytogénétiques permettront d’aider le consaiegjgue qui vise a déterminer les risques de
récurrence dans la famille. Sur le plan fondametaalonnaissance des bases moléculaires de
ces retards mentaux d'origine génétique permet odtby la physiopathologie de ces
affections, ce qui constitue la premiére étape taleaoconception de stratégies thérapeutiques.




- & Centre Hospitalier Universitaire CHU : -

m Un centre hospitalier universita (CHU) est un hopital lié a uneniversité, I'ndpital m
m est soit un service de l'université, soit 'hépéat une entité distincte liée a l'université m
m une convention. Le CHU peut ainsi pettre la formation théorique et pratique m
m futursprofessionnels médica, personnels paramédicauat chercheurs en sciences de m
m santé. m
m Le Maroc compte cinq CHU opérationnels et deux emutren proje m
m (a Agadir et Tanger) ; m
] X Centre Hospitalier Ibn Sii, a Rabat affilié a I&aculté de médecine et de pharmacit
Rabat ) Capacit : 2 535 lits ;
X CHU Ibn Rochg aCasablanc affilié a laFaculté de médecine et de pharmacie
Casablanca| {,Capacin 1 560 lits ; B
X CHU Mohammed V| & Marrakech affilié a l&aculté de médecine et de pharmacie
Marrakech | ) Capaciti: 915 lits ;

L X CHU d'Oujda a Oujdaaffilié a la Faculté de médecine et de pheim d'Oujd ; L

- X CHU Hassan |la Fesaffilié a |z Faculté de médecine et de pharmacie d -

- & Centre Hospitalier Universitaire Hassan 11 : a
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Le complexe hospitalaniversitaire est construit sur deux tran::
% 1%°tranche :

u % Hopital des spécialités (ABCDE ; L

H % Hbpital mére et enfant (1 ; =

B & Consultations Externes ; m

& Laboratoire central ({
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Capacite litiere : 880 Lits
Surface couverte : 78 102 m? + 3
Assiette fonciere : 12 ha The o=
Codt global : 1200 Millions D H

“2 Locaux administratifs.

o % 2eme tranche :

% Centre d’'Oncologi ;
& Centre denédecine nucléai ;
& Hopital Oncologie et médecine nuclée

LIy
il

=" Laboratoire central [analyses médicales

Présentation des spécialités

2 Superficie : 2458 m?; ( ﬁ
| P . microscopie ‘T“Ohlswch
B 2 03 niveaux ime
i «2 RDC : Accueil ; ,-
: 2 Salles des | Macroscopie

prélevements ;

L'unité de génétique médicale et d’'oncogénétiquesabdivisé en trois discipline

m (Clinique, cytogénétique et moléculaire). Elle asgies activités variées qui comprenr

= Génétique clinigue (activité clinigt :

Consultation de génétique (au centre du diagn;
Conseil génétigue (au centre du diagno;;

Consultation d’'oncogeétique (au centre du diagnostic) ;
Avis du médecin généticien dans les services algs

m = Génétigue chromosomique (analyse des chromos :

Cytogénétique classique (caryoty ;

m Cytogénétique moléculaire (FISH : Hybridation InuSén Fluorescenc ;

Génétique moléculaire (analyse des gt: PCR, électrophorese, séquencagt
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i Chapitre I: PRESENTATION CLINIQUE DU SYNDROME DE RETT |

1°) Historique

Le syndrome de Rett est une maladie d'origine ggmétse traduisant par un trouble
m grave du développement du systeme nerveux centeal.maladie doit son nom au J
neuropédiatre autrichien Adreas Rett (1924-1991)eq fit la premiere description en 1966.
m Mais c’est un article de 1983 qui a attiré l'attentdes psychiatres et neurologues sur ce
trouble, que I'on assimilait a tort a I'autisme.

2°) Maladies génétigues liées au chromosome X
L] Chaque cellule de I'étre humain contient 46 chreomoes, regroupés en 23 paires. La ||

23eme paire est constituée des chromosomes ditgelseXgonosomes): les hommes
| présentent un chromosome X et un chromosome Y (}%)femmes deux chromosomes X {||
B (XX). B
L] Les maladies dont le gene est localisé sur le chsome X se transmettent le plus JL|
souvent sur un mode dit "récessif lié a I'X". Daxescas, la maladie se manifeste chez les
| sujets de sexe masculin (XY), qui possédent unte smpie mutée du gene, alors que les §||
femmes (XX) porteuses du géne muté sur un des deromosomes X sont cliniqguement
L] saines, mais conductrices de la maladie. L]
Seuls les garcons sont donc atteints dans la lign&ernelle. Il n'y a jamais de
L transmission pere-fils. L]

Comme le montre la figure 2, ce couple a une pntitabgale d’avoir :

*

L] une fille porteuse du gene anormal (conductrice) L]

[
X

une fille non porteuse du géne anormal (non comidegt

%%

L un gargon porteur du gene anormal (atteint) L]

%

un garcon non porteur du gene anormal (sain)

L]
| tC.t:nl:l(.lctrice E‘?Sain [

XX XX XY X¥
______________________________________ ,

m | Fig. 2: Mode de transmission de la maladie « wikipidia » m

______________________________________ 1




Ce risque est le méme a chaque grossesse. Leufdst @jent déja des enfants (atteints ou

B sains) ne changent en rien cette éventualité. (1) B

2 .1. Caractéristigue du chromosome X

Nombre de paires de base : 154 824 264 ; =
Nombre de génes : 931 ; L]
Nombre de génes connus : 766 ;

Nombre de pseudo génes : 380 ;

X X X X X

Nombre de variations des nucléotides (polymorphssmeléotidiques) : 320 997. B

= 2 .2. Genes localisées sur le chromosome X =
= De nombreux genes situés sur le chromosome X sortaese dans des retards J—

mentaux, ce qui pourrait expliquer, entre autres| g ait davantage de garcons porteurs d'un

B handicap mental que de filles. (2) =




. Tableau 1 :Localisation des génes sur le chromosome X «wikipid |

Genes Locus | Nom des syndromes associés
Retards mentaux svndromiat

FMR1 Xq27.3 | Syndrome de I'X fragile (site FRAXA)

ARX Xp22.1 | Syndrome de Partington, syndrome XLAG (Xdid
lissencephaly with abnormal genitalia) ou syndromhe
Berry-Kravis, Syndrome de Proud, Spasmes infantiéess a
I'X (syndrome de West)
Syndrome de Partington, syndrome XLAG (X-link

Xp22.1 | lissencephaly with abnormal genitalia) ou syndroche

ARX Berry-Kravis, Syndrome de Proud, Spasmes infantiéss a
I'X (syndrome de West)

MECP2 Xg28 | Syndrome de Rett, PPM-X (psychosis,pyramidegnss
macroorchidism), Retard mental avec spasticité ¢iigl

CDKLS Xp22 | Syndrome de Rett variant, Crises partielleécpres +/-
Spasmes infantiles (syndrome de West) ISSX

PQBP1 Xpl11l.23| Renpenning syndrome, Sutherland syndroroigbiIto-Hall
syndrome

XNP Xg13.3 | Syndrome ATR-X (alpha thalassémie RM li&XSyndrome
de Juberg-Marsidi, Syndrome de Chudley-Lowry,Synu¢
de Smith-Fineman-Myers, Syndrome de Carpenter-We
Syndrome de Holmes-Gang, Syndrome de Martinez

JARIDIC/ Xp11.22 | Microcéphalie

SMCX

DCX Xg23 | Syndrome SCLH (subcortical laminar heterotppfd.IS

PHN1 Xql2 | Retard mental lié a I'’X avec hypoplasie céliébse

PHFS Xp11.22| Syndrome de Siderius-Hamel

HEF6 Sd de Bdrjesson, Forssman, Lehmann




| 3°) Définition du syndrome de Rett I

= Le syndrome de Rett se caractérise, chez les,fij@s un trouble grave et global du J-
développement du systeme nerveux central. Le symelide Rett existe dans les différentes
= parties du monde. La prévalence en Europe seeaividdon 1/15 000 filles, actuellement il est §-
remarquable que la méme statistique est valablecad d’Afrique. La maladie a une
= évolution caractéristique dans les formes typigAgses un développement quasi normal lors §i-
de la 1ére année, on note une régression rapiderant entre 1-3 ans. Elle s'accompagne
= d'une perte de l'utilisation volontaire des maigsogiée a un retrait social. Une décélération §-
de la croissance du périmétre cranien s'obsenadlglament et correspond a une atrophie
= cérébrale diffuse, affectant surtout la substantseglLes fillettes évoluent ensuite dans un §-
tableau de polyhandicap souvent compliqué d'épéepais de I'apparition d'une scoliose.
= Des formes variantes, de sévérité variable, ontétéites. Le syndrome est en rapport avec |
une mutation du gene MECP2 (methyl-CpG-binding girot2) situé sur le bras long du
= chromosome X, dans la région Xq28. Des mutationgeaheMECP2 ont été rapportées dans §-
le cadre d'encéphalopathies du gargcon mais nespamdent pas au méme tableau. Les
= critéres nécessaires au diagnostic sont baséa slinique. Il n'y a pas de traitement a visée §-
étiologique. Il est néanmoins important de propasertraitement symptomatique (anti-
= épileptiques, prise en charge spécifique de laiagml apports nutritifs - en particulier §i-
calciques - suffisants, etc.) quand il est nécessainsi qu'une prise en charge éducative
= adaptée. (3) =
| 4°) Epidémiologie I
m Le syndrome de Rett touche quasi exclusivementfilles. Cependant des garcons J§-

porteurs d'une mutation dans MECP2 a I'état hémirygeuvent présenter un syndrome de
m Rett classique avec un caryotype XY mais sont raras les mutations dans ce gene sont |
presque toujours de novo et le plus souvent diwigiaternelle ; si la mutation apparait sur
m I'X chez le pere, seules ses filles seront atteiies garcons recgoivent I'Y qui ne porte pas le
géne MECP2). Ou bien le plus souvent une encépétili® épileptique néonatale sévere a la
m naissance et meurent avant I'age de deux ans., Hrést possible que des grossesses pour leq |
garcons porteurs d'une mutation MECP2 n'arrivastgpterme (fausses couches), il s'agit soit
m de garcons dont le caryotype est 47, XXY ou présgrdes mutations post-conceptionnelles J—

aboutissant & une mosaique somatique.




| 5°) Critéres de diagnostigues -

Le syndrome de Rett est un concept clinique quiosepsur l'association de
L] caractéristiques cliniques co-existante chez uneenpatiente, une seéquence d’évolution
particuliere, et I'exclusion de certains diagnastidférentiels.
L Le syndrome de Rett est causé, dans pres de 80%addygpiques et 30% des formes J|
Cependant, le syndrome de Rett n'est pas synongmmuthtions dans le gene MECP2 car on
L] peut avoir un syndrome de Rett sans mutation dagehe MECP2. Il en est de méme pour
les quelques garcons qui naissent avec des mugatians le géne MECP2 ou aucun ne
L présente le syndrome de Rett classique tout essaritide trés graves handicapes. u
Le syndrome de Rett se présente sous 3 formedrptyusences :

= X Forme typique du syndrome de Rett ; T
L X Forme atypique du syndrome de Rett avec présernvdtidangage ; n

X Forme avec apparition retardée de la maladie

5.1. Syndrome de Rett atypique
Les criteres d’inclusion : ils doivent inclure awims trois des six criteres principaux

B et au moins cing des onze criteres secondaires. =

% 5.1.1. Les six critéres principaux.

L Absence ou diminution de I'habilité manuelle
— L Perte du babillage =
L Perte des capacités de communication
L] L, Ralentissement de la croissance du périmétre eranie |
B N Stéréotypies manuelles B

s Profil évolutif du Syndrome de Rett: une périoderdgression suivie d’'une
récupération de [linteraction, contrastant avec ulente régression
] neuromotrice. u

3 5.1.2. Les onze critéres secondaires

N Irrégularités du rythme respiratoire
L Grincement de dents

m N Scoliose/cyphose m
N Atrophie musculaire des membres inférieurs
L L Pieds froids et violacés u
B L, Ballonnements abdominaux B




- % Marche anormale

L Troubles du sommeil

N Regard particulierement intense et spécifigue and&ymne de Rett
= L Indifférence a la douleur

L Acces de rires / hurlements.

] % 5.1.3. Autres : troubles comportementaux fréquemment observés a certaines périodes de la maladie
- mais non spécifiques

- L irritabilité, agitation

L hurlements

L] N peur des agressions

B N pleurs inconsolables

N regard fuyant (évitant de croiser le regard deseajt

= L, absence d'implication émotionnelle ou sociale

N pas de sujets d'intérét en général

L refus marqué d'utiliser les comportements sociauxverbaux.

I 5.2. Syndrome de Rett typique
m 3% 5.2.1. Les critéres nécessaires sont :

L Une période pré et périnatale apparemment normale

L un développement psychomoteur apparemment nornsguija 'age de six
| mois

B L un périmétre cranien normal a sa naissance
L Un ralentissement de la croissance céphaliquee(sit mois et quatre ans)

= L Une perte de [l'utilisation volontaire des mainsit{e six et trente mois)
m associée a des troubles de la communication etrétrait social

L Une absence de développement du langage ou léogpeenent d’'un langage
rudimentaire, associé a un retard psychomoteurséve

= L Des stéréotypies manuelles de torsion/pression,terhaht/tapotement,
B frottement/mouvement de lavage

L Une apparition d’'une apraxie de la marche et d’apeaxie/ataxie du tronc
entre un et quatre ans

m L Un diagnostic ferme en attente jusqu’a deux a aimgjd’age.




% 5.2.2. Les critéres d appui au diagnostique comprennent :

B L Un dysfonctionnement respiratoire avec des épisddgmée pendant la veille, u
d’hyperventilation intermittente, d’épisodes de dalge de la respiration,
d’expulsion forcée d’air ou de salive

| L Des anomalies éléctro-encéphalographiques |
B L Une épilepsie B
L Une spasticité, souvent associée a une atrophieulaire et a une dystonie
. L, Des troubles vasomoteurs =
L Une scoliose

L Des pieds hypotrophiques

m L Un raccourcissement fréquent dU™% métacarpien et/ou métatarsien, a |-
rechercher par des radiographies des extrémités.

% 5.2.3. Les critéres d exclusion ont été définis. Ils correspondent a :
B U Un retard de croissance intra-utérine =
L Une viscéromeégalie ou des signes d’une maladgiddarge
L Des rétinopathies ou une atrophie optique

m L Une microcéphalie congénitale =
L Des signes évocateurs de lésions cérébrales, asqngperiode périnatale
] L Des signes d’'une maladie métabolique identifiable d’'une maladie u
B neurologique progressive =
L Une maladie neurologique acquise a la suite dumfection ou d'un

traumatisme cranien sévere.

|l 6°) Evolution i

— Les différents signes permettant de suspecteralgndstic par ailleurs dans un profil J-
B évolutif particulier caractéristique de l'affectioinsi différents stades évolutifs ont été Ji
— identifiés =

6.1. Stagnation d’apparition précoce . Le début a lieu entre 6 et 18 mois. Elle se
caractérise par :

“2 Un arrét du développement (stagnation)

= “2 Une diminution de I'intérét pour les jeux L .
La durée est de plusieurs mof

“2 Une hypotonie
“2 Un ralentissement de la croissance céphalique




6.2. Réaqression « destruction » rapide : Le début survient entre 1 et 3 ans

. *2 Une régression rapide, une détérioration du cotapmant =
B “2 Une perte de l'usage des mains B

*2 Des crises convulsives La durée s'étend di
| *2 Des stéréotypies manuelles guelques semainey| |
| «2> Des manifestations autistiques quelques mois.  fI |

m “2 Une perte du langage n
“22 Une motricité maladroite
2 Une insomnie

6.3. Stabilisation apparente : Le début a lieu 2 et 10 ans.

L] “2 Un retard mental sévére L]
B “2 Une régression des traits autistiques B
“2 Une amélioration du contact
| « Des crises convulsives La durée va de quelques mois a dp.|
*2 Des stéréotypies manuelles caractéristiqL 's annees ]
“2 Une spasticité, une ataxie, une apraxie

m “2 Un dysfonctionnement respiratoire. m

6.4. Deterioration motrice tardive : Le début survient aprés 10 ans.

“2 Une perte de la motricité (fauteuil roulant)
- *2 Une scoliose, une atrophie musculaire, une rigidité =
“2 Des syndromes pyramidaux et extrapyramidaux marqué
| 2 Un retard de croissance Lz |
La durée s’étale sur
= *2 Une absence de langage plusieurs année@¢d) |-
“2 Une amélioration du contact visuel
| “2 Une épilepsie moins sévere L]

B “ Des troubles trophiques. B




Dés sa description, il a été remarqué que le synelie Rett frappait dans la plup

L] des cas les fillespar ailleursI’homogénéité de la maladie était compatible avee |
affection génétique.
| Plus récemment, a partir de formes familiales etkaepelles, la région Xq 28 a € |
spécifiguement suspectée. Une stratégie de rechemgbe gene candid » a permis
L] d’'impliquerle géne MECP2. Il s’agit d’'un géene répresseur ayantle de régulation enca L]
mal précisé. La perte de la fonction de la prot&é@€P2 pourrait entrainer une surexpres:
| de certains génes, qui serait dommageable po@vidappement du systéme reux central. |
De nombreuses mutations ont été rapportées audsegene sans que l'in puisse éta

L] clairement de corrélation phénot-génotype. L]

1. Profil d Inactivation du Chromosome X

Le gene MECP2, s’étend sur 76 Kb d’ADN génomique —

— Xp22.32 —
Hp22.2

= cadre de lecture a une taille de 1461 nucléotideguc correspon xp2z 12 =

“p21.3

| a une protéine MeCP2 de 497 acides aminés. Ce gémee DBﬁE |

xg1lz=

B expression ubiquitaireReichwald et al., 200 localisé sur le

Hg21.1

u chromosome X, est soumis au mécanisme dinactivatoe =7~

®gzs

processus cellulaire normal de I'embryogenése pec@ssur

“aQ26.2

“Q2F.3

L] dans chaque cellule mammxié femelle le passage de l'un « ___ o= |

Fig.3 les tfiierents genes |
constituants lehromosome X |
humair « wikipedia » :

chromosomes X d'un état euchromatique actif versétat ,
|
|
|

bY

| hétérochromatique inactif. L'X aboutit donc a liegtion | ~  humar«wiipedia»
transcriptionnelle des génes sur I'un des deuxnohsomes X et assure un dosage géné

L équivalent eme males XY et femelles XX (5). Une fois établigndctivation est stable L]
héritée de facon clonale au cours des divisionkllagkes. Chez les patientes atteintes
| syndrome de Rett, I'inactivation aléatoire dansccim@ de leurs cellules de I'un l'autre des |
deux chromosomes X signifie donc que, en moyendépSle leurs cellules ont inactivé |
] porteur de la mutation et expriment donc l'allesigage, alors que 50 % ont inactivé ]
porteur de l'allele sauvage et expriment donc uoéeme muée, tronquée ou instable et s
| donc effectivement déficientes pour I'expressionMieCP2. Les patientes RTT sont dc |

chiméres pour I'expression des formes sauvagesi&tas de MECP




i 2. Implication de MeCP2 dans la différenciation et la maturation neuronale i

. La déceélération de la croissance du périmetre endolbservée apres la premiere année ||
de vie correspond a une atrophie cérébrale difftrp@rtante, affectant surtout la substance
- grise. La constatation par ailleurs d’arbres dermres anormalement pauvre des certainesj—
aires corticales, leur absence de spécificatiors dBautres, ont fait évoquer un arrét des
. afférentations nécessaires a la poursuite d’'unldgpement cérébral harmonieux. =
Chez les «filles Rett » explorées vers 2-3 anpatéern de perfusion est comparable a
- celui observé chez les nourrissons de 2-3 moipo Iperfusion dans les lobes frontaux et le §-
tronc cérébral.
. Par ailleurs, une réduction de pigmentation dudaager évocatrice d'anomalies de la J||
voie dopaminergique, une diminution du nombre de#ules appartenant au systeme
- cholinergique ont été remarquées. Mais les diftéertudes conduites sur les métabolites § -
des neurotransmetteurs font état de résultats amiotoires. La spectroscopie de RMN
. (résonance magnétique nucléaire) du proton momieebaisse du taux de N-acétylaspartate §|-
(NAA).
. La perte de la fonction de la protéine MeCP2 pduirdervenir au niveau des =

neurotransmetteurs. (4)

= 3. Fonction et structure de Me(CP2 -

B 3.1. Structure de MeCP2 B

N MECP2 (méthyl CpG binding protein 2) - Ml

L] responsable de syndrome de Rett ; est un genequnif

des instructions pour la fabrication de son prod
protéiqgue, MeCP2, cette derniere semble essentitlle

importante pour le fonctionnement normal des oedlu

L] nerveuses, ou il est présent a des niveaux éldwaés

protéine MeCP2 est susceptible d'étre impliqué di

Fig.4: Structure de MeCP3oaciety for

Neuroscience (2009) Brain Briefings - Rett

d'éteindre ("la répression” ou "faire taire") plisis autresi

génes. Cela empéche des genes de fabriquer détnpeo:_ __________ Syndromé
L] qui ne sont pas nécessaires. Des travaux récehtsiamré que MeCP2 peut également j||
activer d'autres géenes. Le géne MECP2 est situle $omg (q) le bras du chromosome X dans

la bande 28 "Xg28", a partir de 152 808 110 pairdase jusqu’a 152 878 611 paire de base.




Malgré que la protéine MeCP2 fait partie d'uneili@e protéines a domaine méthyl-

B CpG-binding, mais posséde ses propres différentigsies qui aident le mettre en dehors du §||
groupe. Il dispose de deux domaines fonctionnels:

L un domaine meéthyl-cytosine-liaison (MBD), compodéeB5 acides aminés, forme un

= coin et se fixe a des sites méthylés CpG sur les dfADN -

N région réagit ensuite avec Sin3A HDAC (Les histodésacétylases) (Nan et al, 1998).
- Cette association permet mieux la répressionadgahscription a la méthylation grace J-
a l'activité HDAC
u & HMGD1 : high mobility group protein-like domain 1 u
m Deux protéines a haut m
N L HMGD2: high mobility group protein-like domain 2 mobilité N

L % CTD: C-terminal domaine ||

B L CTD: C-terminal domaing contient le domaine WW de liaison, qui est impégudans B

les interactions de facteurs d'épissage (6).

m 497 residues

_________________________________________________________

- 3.2. ldentification de MeCP2 et de ses isoformes -

= MeCP2, methyl-CpG binding protein 2, a initialemété identifiée, purifiée et séquencée |-
par I'équipe du Dr Adrian Bird sur la base de spacité de liaison a des dinucléotides CpG
B meéthylés (7,8), sa dégradation selon la méthodelrddn a permis de générer des sondesj|-
utilisées pour identifier la séquence compléte de ADN complémentaire. Son gene a
B ensuite pu étre localisé sur le locus Xg28 et reaomomme soumis au meécanisme J-—

d’inactivation du chromosome X.




MECP2 a longtemps été considéré comme un genés&kons, chacun prenant part a

B la formation de la protéine. Cependant, en 2008¢tpiencage et I'analyse bioinformatique J||
détaillée des locus humains et murins a révélésferce d’'un exon additionnel en 5’ (8).
B Plus récemment encore, deux études paralléle< B

ont montré l'existence d'un site d’épissac

u alternatif au niveau de I'exon 1 générant de .. ) \ ~ N B
| isoformes, appelées MeCP2A et MeCP2B ch .. (‘ )_ IJ—f w\ | ) i
| rnomme (9). La forme MecP2a, (21 résidu vy
I pl Acide=4,25 base) initialement décrite = /ITI 1w ‘II i

] humains; la forme MeCP2B (9 résidus, pl Acide = Base) utilise un ATG localisé dans -
'exon 1, en exprime les 24 acides aminés maisuéxes 9 acides aminés initiaux codés par
- 'exon 2. Une des différences majeures entre cag ®formes est la présence de séquenceq|
répétées poly-alanine et poly-glycine a I'extrémiMéerminale de la forme « longue »
- MeCP2B. Ces deux protéines sont distribuées denfabauitaire dans I'organisme mais la §

forme B est exprimée de facon préférentielle darcetveau.

L Exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 L

B ( Forme MeCP2-e1 (protéine de 498 AA) B

: — G :
j' l Forme MeCP2-e2 (protéine de 486 AA).




3.3. Domaines associés a la fonction de MeCP2

i 3.3.1. MBD methyl-Cp& binding domain i

- En général il y a 5 génes donnent des protéingsBB, sont localisés sur les |
chromosomes 18921 pour MBD1 et MBD2, 19p13 pour NAB& 3g21-22 pour MBD4
] (Hendrich et al. 1999), et MECP2 sur chromosome28q u

Tableau 2 : Localisation chromosomique et structure des gémesans codant les protéines a MBD (Hendrich
et al., 1999a; Kriaucionis and Bird, 2004).

L Geénes MeCP2| MBD1 | MBD2 | MBD3 | MBD4 |
| Localisations chromosomique Xq28 18421 18421 19913 | 3q921-22 ||
L Longueur (Kb) 60 14 50 7 11 |
L Nombre d’exons 4 16 7 7 7 L

L] Il est toutefois a noter qu’'a leur extrémité 5's@nq genes possedent tous un ilot de ||
CpG, suggérant que leur régulation pourrait étremrsse a un mécanisme méthylation-
| dépendant. Les génes des protéines a MBD codefératifs isoformes et variant, qui §

résultent d’épissages ou de sites de polyadénglatiernatifs.

CXXC CXXC CXXC e
i weot (AR H—H _ro |
— Stoy —
(70 kDa) P 636 as
= MEBD2Za (44 kDa) =
L (RGN Coiled coil L
mED2 - = =D
AUG Stop 41t aa

] MBDZE (29 kDa) —

Coiled coil {En

I weo: (NN i
[ (32 kD=} 285 aa ]
a ws0a " Giycosyiase — — -
L (63 kDa) 5 ||
f=t=1
! MeCP2o [
MeCP2Z  (A,GIN _n,
(63 kDa)} |
- v -
ALNG 485 aa
— MeaeCP2Z23 ]




MeCP2 est le membre fondateur de la famille dedyhet
B CpG binding proteins qui ont la spécificité de @& la des ==

L

m . L . . " N . L = 7 B

| dinucléotides CpG méthylés grace a un domaine disoh o =l L]
Ll o it

B conserveé : le methyl-CpG de 85 acides aminés (@ep8-162) «7 - = ﬁ_;g;ﬁf;._-,-, b, B

[ , . . .. N . . o '-—.‘-'."-_;-—--1\ J F [

|| nécessaire et suffisant pour permettre sa liaisACEN in vitro g 8 _E:_*’ B e~ L

B et la reconnaissance d'une seule paire de nucEotdpG ..?:5? s B

symétriguement méthylés sur les deux brins deitBéADN. ----------------- il
Fig.9: Structure du domaine MBD

I
I
« NCBI » :
I

B La présence d'une séquence riche en A/T a proxichés
dinucléotides CpG méthylés (a une distance de 3bas@s)
B augmente l'affinité de MeCP2 pour ses cibles (L&)structure en solution du domaine MBD
a été résolue par spectrométrie RMN et a révéléstmeture en « coin » constituée d’'un
B feuillet-b antiparalléle a quatre brins (A, B, C3tsur la face N-terminale et d’'une hélice-a
suivie d’'un coude sur la face C-terminale. Ensembléoucle flexible entre brins B et C, et

B les faces exposées des brins B, C et D constitaentface de liaison a 'TADN méthylé (11).

- 3.3.2. TRD methyl-Cp& binding domain

MeCP2 contient également un domaine

= de répression de la transcription (TRD), locali Répression de |a transcription

| des résidus 207 a 310. Ce domaine est f f\/ |
= basique (26 % de lysine et d’arginine) et ricl ALY y — =
| en acides aminés neutres (12,5 % dalanii  SF R |
- 10,5 % de valine et 8 % de proline). L  StesGAL4 Promoteur =

H nécessaire a la répression de la transcripiI Fig.10: P””fj%%?g‘;ﬁzzfrgtea?ezggzsfription GAL4E
par MeCP2 in vitro et in vivo ; il S'associe a-------=-=-==-=-=-=““~“—~“------_--_ .
m des facteurs de co-répression ou a la machinamsdriptionnelle basale et permet une action
a distance (12). Le signal de localisation nuckde MeCP2 est localisé au sein du TRD, des
m résidus 255 a 271

Ces domaines ont été identifiés par des expéedeedélétions et des systemes de
m co-transfection GAL4 (une protéine activateur taaupgionnel codée par le géne Gal4) (Nan
et al.,1997;Fujita et al., 1999;Ng et al., 2000;B»oet al., 2000). Bien que les domaines TRD
m différent totalement par leur séquence peptidigaaemplissent des fonctions équivalentes.

S’effectue par Réalisation dans des cellules eturutles co-transfections de vecteurs codant




le domaine potentiel, de la répression transcmpigdle TRD, fusionné au domaine de liaison

B de I'ADN GAL4 ; et de vecteurs codant un géne rafgo placé sous le contréle d'un §|
promoteur et contenant en amont des sites deni&@gd 4.
B Enfin, MeCP2 contient un domaine (WDR) capable ddiar spécifiguement aux B
domaines WW de groupe Il des facteurs d’épissagelBEBforming binding protein 11) et
B HYPC. La région WDR de MeCP2 (résidus 325 a 48éxremité C-terminale) contienten ||
son centre une séquence riche en proline (376€t@ux régions conservées CR1 et CR2 en
B C-terminal (13) B
3.4. Réqgulation de I'expression _de MeCP2

Dans le systeme nerveux central, MeCP2 est fortemarimée dans les populations
B neuronales mais absence des cellules gliales (ghieyoligodendrocytes et astrocytes) (14). B
Le géne MECP2 contient plusieurs sites d'initiaté@nla transcription, contenus dans
B une région riche en résidus GC et en ilots CpGs matune des boites canoniques TATA ou §[|
CAAT (15). Des expériences de gene rapporteur emhg d’identifier la région minimale du
B promoteur de Mecp2 (-677/+56) suffisante pour régliexpression dynamique de MeCP2 {|
spécifiguement aux neurones centraux. L'activittnptrice est présentée dans une séquencq
B de 1 kb en amont du site d'initiation de la traign et qui est composée d’'un « coeur » (-
179/-309) qui assure le niveau d’expression basabéhe, de deux éléments régulateurs
B positifs (-681/-847 et -847/-1071) et de deux élémaégulateurs négatifs (-309/-370 et - §||
553/-681) (15).

B Le locus de MECP2 contient trois régions qui pademarenfermer des éléments |||
B régulateurs en Cis : B

“2 un large intron 2 de 60 kb ;

L] “2 une région 3'UTR de 8,5 kb avec séquences hautecomiservées et sites de [

B polyadénylation; L]
“2 une région intergénique de 40 kb en amont de MECP2.

En réalisant des comparaisons de séquences ipecesset des essais de genes rapporteurs

= (Liu et al), ont identifié quatre « enhancers »euxi « silencers » parmi 27 séquences j—
conservées non codantes inclues dans la régi@i@&b entourant le locus de MECP2. Ces

= éléments sont capables d’agir a distance sur lag@eur de MECP2. =

L’'un des enhancers et I'un des silencers sontikgEsaldans la région 3'UTR a environ 75 kb
B de MECP2, les deux autres enhancers sont a plL8alkb en aval de MECP2 (16). =




i 4. Fonctions biologiques de MeCP2 i

4.1. Répression de la transcription

Dans les cellules eucaryotes, deux voies majeuoesrddent la répression de la
B transcription : =
% les modifications de la chromatine
B # la modulation des activateurs transcriptionnels. =
Pour rendre I'ADN inaccessible aux activateurs gcaiptionnels. Les histones centrales des
B nucléosomes subissent des modifications réverstoesne méthylation ou acétylation cette §i
derniere contribue a I'activation des genes alara ¢jinverse, leur dé-acétylation constitue
B un mécanisme actif de répression génique. Pour lmodpécifiguement I'expression de Ji
genes cibles, les enzymes de modification desrastaloivent donc étre recrutées sur leur
B lieu d’action soit par des activateurs, soit pas dépresseurs transcriptionnels. MeCP2 §i

participe dans ces mécanismes et joue ainsi urdediépresseur transcriptionnel.

4.1.1. Répression par dé-acétylation des Histones dépendante

= En général Le mécanisme d’action des dé-acétyjaemset de retirer un groupement J|
acétyl porté par un résidu lysine sur des histoo@sposant le nucléosome. Cette
= conformation de '’ADN diminue l'accessibilité auadteurs de transcription ou a d’autres §
protéines qui se lient a la chromatine, amenant censéquence a une répression
] transcriptionnelle (Wade, 2001; Yoshida et al. 2001 -
en ce qui concerne le mécanisme mettant en évidiencéle de MeCP2 dans la
= répression transcriptionnelle, I'équipe du Dr Batdcelle du Dr Wolffe ont mis en évidence §
une interaction entre MeCP2 et le co-répresseuB/fsincette interaction directe est
= dépendante du domaine TRD et de la région située eglui-ci et le domaine MBD de la }
protéine MeCP2Kig.11).

B (AGin N
i MeCP2 (RN RIS —— o 20 ]

_______________________________________________________

o - - = = = - = - - -




L’association de MeCP2 a Sin3A permettrait alorsreleruter le complexe HDA

B Sin3, qui contient 6 corépresseurs: les histoneaaftylases de classe |, HDAC1 et HDA B
et les sous-unitésRbAp46, RbAp48, SAP18 et SAP30, qui interagissenicdes histors
B (Zhang et al., 1997;Zhang et al., 1998;Zhang e1.8P9). B

B MeCP2 existe principalement sous forme libre, modgue. Ces données suggerent B

MeCP2 n’est pas obligatoirement un membre du caxeptépresseur Sin3 et pourrait al

B s’engager dans didres interactions pour établir la répression twepsonnelle. (17 B

Complexe HDAC Sin3

Ao
A Ac Désacétylatig
des histonafl —|

—_— Nucléosomes -

Chromatine compactée et inacti

= = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = = = ===
1

, Fig.12 Réression transcriptionne par interaction de MeCP2 et Sin3A des regiméthylées
I du génome « Zhang et al., 1%

- 4.1.2. Répression par Méthylation des histones dépendante -

La méthylation est un évenement clé des modifinatipos-traductionnelles de
= histones. Elle représente un mécanisme de régulafipigénétique important po =
I'organisation de la structure chromatinienne egfaression de I'expression cgenes (18).
= MeCP2 est impliquée dans la répression géniquedaviméthylatiol des lysines 9 =
(H3K9) et 27 des histones H3 de plus les lysinedeéhistones H4 participe également
= répression transcriptionnelle de nombreux genestdgars séquences activatrices méthy =
(19). Des associations entre MeCP2 et des historgkyltransférases (HMT) sur I'ADI
= meéthylé entraine la méthylation des lysines detwhés, qui conduit a la compaction de =

chromatine puis a la répression transcriptionn




Des expériences de co-immuno-précipitation ont néoque MeCP2 interagit avec
CoRest, partenaire du facteur séquence spécifid&TRet 'HMT Suv39H1 au niveau de J||
régions méthylées favorise la méthylation des bsi& (MeK9) d’histones H3.

MeK39

Meéthylation des
histones H3

—_— Nucléosomes <

Chromatine compactée et inactive ||

_____________________________________________________________

Des lors, L'analyse de la chromatine inactive memjue la répression induite par MeCP2
conjointe des marques de dé-acétylation et de naditny des histones. Toutefois, a I'heure §|-
actuelle, aucune étude ne s’est intéressée a déezran le recrutement d’HDAC ou d’'HMT
par MeCP2 était simultané, exclusif ou successif. -

4.1.3. Autre type de répression de la transcription B

Une étude récente (Horike et al., 2005) montre meég@et une situation sensiblement
différente. En effet, la protéine MeCP2 pourrareé&tapable de réprimer la transcription de j|
certains génes non pas directement comme il esjué@ddé-acétylation et Méthylation) mais
plutét en les placant dans une « boucle » d’ADNMtina. En fait, la protéine pourrait ne pas
avoir le réle simple que j'ai attribué initialente se fixer en amont des genes a réprimer et
empécher leur expression. Elle semble étre cambl®connaitre certaines régions d’ADN
spécifiques et contribuer a faire des boucles ezlkes. La conséquence de cet isolement dang

des boucles serait 'absence d’expression des gpnasy trouvent.




B Encore plus récemment, I'équipe d’Adrian Bird a détné que la protéine MeCP2 a ||

une répartition tres large dans le noyau des nesr@ost-mitotiques et qu’elle pourrait y
B avoir un role de modulateur de I'expression dessgén remplacant I'histone «linker» H1 §[]

dans ces cellules. MeCP2 aurait donc la capacitéatkiler I'expression du programme

génétique d’une cellule nerveuse via une modificatjlobale de la structure chromatinienne
B (Skene et al. 2010). B

Fig.15: Organisation de la chromatine (remplacement de

1
1
| I'histone H1, en jaune) « Skene et al. 2010 » I
1

e o o e - - —

- S. Différentes mutations de MECP2 =

- Les mutations les plus fréquentes dans le gene R2E€Dnt retrouvées chez plus de J-
95% des filles atteintes d'un syndrome de Rettqtypi Tous les types de mutation sont
= présents dans ce gene : -
X mutations faux-sens (remplacement d'un acide amaréun autre dans la
m protéine MeCP2), par exemple T158M (thréonine esitipm 158 devient une m
méthionine) ;

| X mutations non-sens (remplacement d'un acide an@nérmpsignal d'arrét de la
] synthese de la protéine MeCP2), par exemple R2a4X%t(de la synthese de la ||
protéine aprés l'arginine (R) en position 294) ;

m X délétions ou insertions (de 1 base a plusieursems)l n

m Mutations les plus fréquentes chez les patientsgifee francaise et marocaine dans la série §
de Philippe JONVEAUX (Philippe et al. 2005) (20)




= R168X (11.5%)
- = R270X (9%) -

= R255X (8.7%)

B & T158M (8.3%) 90.8% des mutations sont localiskass I'exon4 B
(20). }

B “ R306C (6.8%) B

R294X (5.9%)

B @ R133C (4.2%) ) B

q

i 6. Identification de génes ciblés par la protéine Me(CP2 i

Pour la recherche des génes infectés de ces nmeagilusieurs équipes ont mené des études
de transcriptome et de protéome pour mesurer légtioms globales d’expression génique au
sein des cellules déficientes pour MECP2/MeCP2.

L Des études menées sur des lignées lymphoblastisguess de patientes souffrant du
= syndrome de Rett ont effectivement montré des altdrs subtiles du niveau [
d’expression de divers génes dans ces cellules2@1 Pour certains d’entre eux, la
= liaison de MeCP2 sur leurs promoteurs dans degdgmellulaires normales suggere J-

gue MeCP2 pourrait contribuer de fagon directeuadépression ;

B L, Aussi bien le cas du gene H19 (H19 est un géeneywo@ARN non codantes longues, |
qui se trouvent dans les humains et ailleurs. Qe geemble avoir un rdle dans
B certaines formes de cancer. Le gene H19 esine&pexclusivement sur un seul J |
allele parental dans un phénoméne connu sous ledhmpression. H19 est
B seulement transcrit & partir de l'allele héritdadenére; I'allele paternel H19 n'est pas |
exprimé); bien gu’il soit une cible directe de M&C& que son niveau d’expression

B soit doublé dans les cellules déficientes pour Me¢23). B

- L Deux equipes ont simultanément identifié le genairBderived neurotrophic factor J-
(Bdnf) comme une cible potentielle de MeCP2 (24) Bdnf est un facteur
- neurotrophique primordial pour la survie, la crarsse et le maintien des neurones au -
cours du développement du systéme nerveux cehtrpliqué dans I'apprentissage et
- la mémorisation, il a la capacité de moduler lastitéé synaptique en remodelant les -
connexions axonales et dendritigues. Le Bdnf estécpar un locus complexe




contenant quatre promoteurs, dont 'un d’eux, ediv@ lors de la dépolarisation

B membranaire des neurones en culture (25). B
L’expression de Bdnf, contrdlée par ce promotedirdtux calcique lors de I'activation, est
B corrélée a la déméthylation d’éléments de réponseaiium localisés en cis. MeCP2, en |
complexe avec ses partenaires mSin3A et HDAC1lsatas spécifiquement a ce promoteur
B de Bdnf lorsque les neurones sont au repos. Appslarisation membranaire, MeCP2 est ||
phosphorylée et se désassocie partiellement deoogopeur, permettant ainsi le remodelage

B local de la chromatine et la transcription du g26( B
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: Fig. 16: Représentation schématique d’un mécanisme moléeuldir MeCP2 des modifications épigénétiques auscber :
: la division des cellules somatiques (adaptée deuia et al., 2003 (Kimura and Shiota, 2003)). :

. 1-le complexe MeCP2/Sin3A/HDAC1/2, se lient a 'ADNuble brin méthyle, -
répriment I'expression de génes via I'établissengam environnement chromatinien
= condense ; =
2- Au cours de la réplication, ce complexe se dissddeCP2 interagit alors avec
B DNMT1 et 'ADN hémi-méthyle au moment de la néo#gse du nouveau brin ’ADN. Le |-
complexe MeCP2-DNMT1 méthyle alors le nouveau bikDN néo-synthétise.
= 3- MeCP2 se retrouve ainsi lie a de ’ADN doublentméthyle. =
4- Elle se dissocie alors de DNMT1 et recrute deveau ces corépresseurs
= Sin3A/HDAC1/2 pour rétablir I'environnement chronmén et la répression =
transcriptionnelle. La méthylation de I’ADN, I'emehnement chromatinien condensé et la
= répression transcriptionnelle peuvent ainsi éteentenus au cours des divisions cellulaires §i-

des cellules somatiques.







- 1* Prélevement des patients -

1-1° Choix et description des patients prélevés
Nos patients prélevés répondre aux criteres de didigs cliniques de syndrome

B Rett (tableau 3) avec un score de diagnostic seyréai 4 =
@ Le nombre de cas étudiés est de 8 pa
= m e sexe sont tous de sexe fémi T
m 6 mois (P7) et 11 ans (F
- @ Origine :4 de Fés, 2 de Berkane, 1 de Hoceima et 1 de Tazant tous de | =

région Nordest du Maroc

m 2* Préparation des prélévements au laboratoire i
Chaque prélévement est accompi d’'une fiche de consentement écrit écla (voir

= annexel) et fait dans des conditions d’asepsiairgyse. Il s'agit d’'un prélevement sangt =
périphérique de 5ml detubes d’EDTA. Le sang acheminé dans I'immédidtiaité puis

- conservé a — 20°C. -

= 2-1°) Lextraction d ADN génomique sur suspension cellulaire -

Pour détecter les difféerees mutations présentant dans le gene responsak
— syndrome de Rett on ait mené a faire ces éetudelAfdN des patientes et pour cette ren =
on proceéde paune extraction a partir du sang préleselon 2 méthodes soit par SEL ou
— KIT commercialisé dont le but est d'avoir une quignet qualité suffisante permettant ¢ =

analyse.
5 2-1-1*Exgraction &’ ADN par SEL u

m Extraction d’ADN par SEL se base sur 4 étapes ¢tisles: m

(
%a ]

i
@
a
©)
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) |
|| ) \ ﬁv« el e € [
L nf \.3 b V r ” @'&j @[:!g\@ —
i e 1<) vt D 5ela I
e ———— (1l
P
B { Lyse des lyse des \ gegraie‘apon <. [ conservation ||
globules globules . z;od:;nes de le méduse
- rouges blancs . / : B
impurtés d’ADN

Tris-EDTA 20
i mM/5mM

* SLB *Na Cl 5M

* Protéase K 10mg/ml *EDS Tris-EDTA 10 H

mM /1 mM




= Réactifs nécessaires (voir annexe 2):

i <> Tris-EDTA 20 mM / 5 mN ;
<> SLB & +42°C;

= <> Protéase K 10 mag/i ;

<> Eau Distillé stéril ;

- <> NaCl5M;

L <> Ethanol 75% & +4° ;

<> Tris-EDTA 10 mM /1 m\.

= On a utilisé pour I'extraction d'ADN, le sang cangedans le tube EDTA qui a été stock-

20°C. Donc on le laisse décongeler durant toutenuiite juste avant la manipulatic

B 14e sang de chaque pati est mis dans un tube stérile de 15 ml

- [X] 2.deux volumes du tampon d'extraction TE 20sont ajouté:

dans chaque ;
N [X] 3-rensemble esnis dans la glace pendant 201 ; - Z———— = T— -
4-puis les tubes sont centrifugé2500 tr/mn pendant 5min ;

[X] 5-le surnageamst aspiré pour garder 1ml du cuL

m On refait les étapes précédenide 1 a 5) jusga I'obtention un culot blar

Le culotrécupéré de I'étape précéd: est suspendu dans 3ml de soln de la lyse des
= globules blangvoir annexe 2), puis on ajoute 100 pl de proté@nasle tout est incub2°C

pendant une nuit sous agitation do

4 ml d'eau distike stérile et 4 ml de NaCl 5 M sont ajouté dangjebdube puis bie

= homogénéiser et centrifuggB000 tr/mn pendant 30 r

B Le surnageant est récupéré dans un nouveau tui@ i ;

- deux volumes d'éthanol absolu froid sont ajoutéb@amogénéisé pour faire appara
"la méduse" d'ADN ;




. On récupere cette derniére dan tube eppendorff, suivi d’'utavage par I'éthanol 75' =

Enfin I'ADN extraitest conservée dans 200 ul de TE 1(1mM et stocké -20°C.

2-1-2* Extraction d’ ADN par KIT commercialisé

Cette méthode d’extraction se base aussi sur #gtgsentielle:

| | fixation l‘digésﬂ?npar \lavcge 4 ADN i
i d'ADN protéase | L

— A——

| Réactifs nécessaires: |

] <> Kit GeneCatcherTMDNA (3-10 ml de Sang) contenant les solutions suive ]
B *2 GeneCatcherTM tampon Lysis (L:; =
*2 Protéase ;

“2 Tampon Protéa ;
B #2 GeneCatcherTM billes Magnétiq ; m
- “2 GeneCatcherTM tampon de lavage (\\; =

*2 GeneCatcherTM tampon Elution (E;

L <> Isopropanol absolu ; i

] <> Isopropanol 50 %. -

m Avant de commenceda manipulation le bain marest réglé a 65°C m




B Les prélevements selon classés onction du volume (tableau 4) s mis dans des
tubes stériles de 50 ml.
8. les billes Magnétiques vortexer et le tampon dgid {1 13) sont ajoutés, puis le tc

| est mélangé

______________________________________________________________

Qo 105 120 135 150

0. Une incubation” a temperature ambiante pendarin%es faite avec une agitation ¢
L] temps en temps, ceciermet a I'ADN de se lier aux billes.

8. Les tubessont placé surle Support de Séparateur Magnétique pendant 3 asr
- puis le surnageangst éliminé soigneusement par aspiratin veillant a ne pa
toucher les billes

8. Les tubesont élevés du Séparateur Magnét ;

0. 5 ml du tampon de Lysis (L1%st ajouté sans tenir
| compte du volume du sang suivie par une agite
douce ;

- 0. un lavage estéalisé dans le but enlever toutes traces

de contamination résiduel ;

= 0. Puis une incubation température ambiante pendant IBO Fig 2C : 'ADN lié aux
[ N . . | R

secondes etune deuxiéme incubati pendant 20---------------------
= secondesout en place les tubsur leSéparateur Magnétique, apres on élir ;

80, le surnagearast éliminésans toucher les billes.




L] 0. le tampon protéase et la protéase sont ajoutéslesrubes qui sotoujours placé au L]
- séparateur magnétique (tableau 4), vortexé durant 30s -

- Tampon 3 |3 B 3 35 4 4-5 5 .
L protéase ml J{

L & P -Proéasepl | 40 -40 .40 -4.0 -4.0 -40 -4.0 -4.{1 L

ar la suite sont incubé a 65°C pendant 10 minettea température ambiante dur

L 10minet avec une légere agitation psuspendre les billes. u

- Cette étape est realisée par I'ajout d’isoprop@iA) 100 % aux différents tub: -
qui seront meélangé doucement jusqu'a I'apparititun d’agrégat visible. Le
- échantillons sont remis sur le séparateur magime pendant 30 secondes a 1 min -
Le surnageant est éliminé toujours sans touchdailles ;
= on ajoute 3 ml 50 % (v/v) d'isopropanol aux tulsesyie d’une agitatic ; =
I'échantillon est encore remis sur le Séparateugndiique pendant 30 secont
B suivie par I'élimination du surnageant sans touchsrbifles. Ces tubes sont gart n
sur le Séparateur Magnétique pendant une 1 mirautegermettre au reste du liqui
m de se précipiter au fo ; m
lors de cette derniere étape de lavSans déplacer le tuben ajoute doucement 2!
B i | du tampon de lavage (W12), on incube pendamhidute et on élimine | B

surnageant.

- On répete ces étapes deux fois, puis on enléubéedu séparateur magnétic -

- 8. Pour éluer 'ADN1 ml du tampon 'élution (E5) est ajout@uis I'échantillorest agité -
doucemenen tourbillon dar le but de sortir la boulette de bille du mur dee ;
= 8. Apreés incubation & 65°C pendant 1 heure. on mix®igenu du tube par une pipe =
et on place le tube sur le séparateur mtique jusqu'a clarification du surnage ;
m 8. Une fois claire on récupére le surnageant contenant 'ADN éplarés un tub m
d'eppendorff de 1,5.

= De méme, I' ADN sera stocké a +4°C pour toute utilisation ultérieure. =




NB : Pour éviter la congélation répétet le dégel d'ADN, il faut aliquoter 'ADN stockeé rue
B des tubes grendorff de 0.5ml c'e-a-dire a utilisation limitée et lessdocké -20°C. B

] 2-2°)Dosage d ADN extrait |
= Le dosage d’ADN est trés important car c’est urapsatre primordial pour la réuss =

de la PCR. De ce fait la concentration de I'’'ADN estimée au niveau de l'uni par Le
= NanoDrop (NanoVue™ qui permet de mesurer les différentes concentratisurdes =
microéchantillons (< 2 ul), grace a son logici¢égré
u > NanoVue™ s quantifie rapidement et précisément les échanslldtacides u
nucléiques et de protéines, en utilisant une @atiéchantillonnage pratiq ;
B » Calibration automatique en longued'ondes ; B

| » Visualisation des graphes sur I'écrarristaux liquides (115 x 85 mn L]

B Modes de mesures : B

n + Absorbance et concentrat . n
B + Dosage et calcul de la pureté des acides nucle : B
B + Dosage des protéines par les méthode- ]
| programméesde Bradford, BCA, Lowry, Biuret et U |
| + Balayage spectral |
L 4+ Calcul du Tm L
= + Cinétiques enzymatiques -
m + Mesure a plusieurs longueurs d'o u
B + Application microarray : mesure de l'incorporatites B

CyDye.

______________________________

B 2-3°) Amplification des séquences nucléotidigues par réaction en chaine par polymérisation =

N (PCR) B
Il 2-3-1* Principe de l[a PCR B

Réaction en chaine par polyméir (PCR) est une méthode in vitro d'amplification

. séquences spécifiqgues d'ADN. La premiére PCR déitéte par K.Leppe et al. En 1971. | =
fallu ensuite attendre 1983 pour voir reparaitrPGR danses travaux de kry Mullis qui a
. décrit les principes ce qui lui a valu le prix Nblea 1993. Tout le monde s'accorde a =
aujourd’hui que PCR est une technique biologiqueplies puissantes et utiles. La PCR
= aujourd’hui une technique standard de labora -

2-3-2*Les réactifs de la P
La PCR permet d'amplifier une séquence spécifiqiDN dans un ménge

= réactionnel approprié (Mix). T




= Le mélange contient:

Taq (la Thermus Aquaticus polymeraselest un enzyme permettant la synthese desj| |

nouveaux brins d'ADN lors de I'amplification. Cept@téine de 94 kiloDaltons, isolée
de la bactérie Thermus Aquaticus. La Tag polymersteune ADN polymerase

thermostable. Elle résiste a des températuresé&p@buvant atteindre jusqu'a 95°C ;

Les dNTP (deoxynucleotide triphosphateg: mélange contient les différentes bases|| |

A, T, G, Csous laforme ATP, TTP, CTP, GTP;
MgCl : les ions magneésium sont importants dans la PGRinfluent sur l'activité

enzymatique de la Taq, ne pas mettre de MgCh augniastringence de la réaction ;

Les amorces ou oligonucléotides (primergg:sont des polymeéres nucléotidiques, de |||

séquences spécifiques du gene a amplifier. Lortad@CR, les amorces se fixent

spécifiguement sur I'ADN dénaturé par chauffagkA&N compris entre les amorces

est amplifié. Leur choix est trés important, ilsteginent les caractéristiques de

I'ADN amplifié (longueur, spécificité et nature) ;

L’ADN matriciel : En théorie une copie ADN de la séquence recheresigsuffisante
pour avoir une amplification, il faut cependantitecompte de la probabilité de
« rencontre » des molécules d’ADN matrice avec dasorces. Dans la pratique
plusieurs copies sont nécessaires pour avoir untaéscorrect. Mais la mauvaise
qualité et/ou une quantité trop importante d’ADN tritcg& peut conduire a une
amplification aspécifique, voire a une inhibitiomzgmatique. Il est possible
d’expliquer cette inhibition par la présence detaorinants provenant de I'échantillon
ou des réactifs utilisés dans les protocoles cbexitvn d’ADN.

Le tampon Le tampon utilisé pour la réaction PCR sert a neaiintstable le pH du

milieu réactionnel au niveau optimal pour la Tadyperase (TrisHCI a pH basique

8,5 a 9). Il contient des cations bivalents Mg2efacteurs indispensables pour la

réaction de polymérisation avec la Taq polymérdse.présence dans le milieu
réactionnel des cations bivalents Mg2+ et de catinonovalents (K+ ou NH4+) vont

neutraliser les charges négatives des groupemhbotppates au niveau de 'ADN et

ainsi stabiliser les hybrides ADN/ADN. En pratiqgue, concentration en sel doit
cependant rester compatible avec I'activité de IM\polymérases.

Primers :les amorces qui permettent I'amplification spéaigqiu fragment d'intérét
(ADN).

Eau pure :sert pour la dilution des réactifs de PCR et pue le volume final soit

entre 20 et 50 car la concentration élevée destifi®gueut inhiber la réaction




d'amplification. on peut remplacer I'eau par TEi§-EDTA) mais dans les conditiol

B purement stérile. u

Une fois le Mix distribué dans les tubes appropriés échantillons d'ADN sont ajout
- individuellement. Leur mode de préparation est éor-apres. =

2-3-3* Principe de Lamplification &’ ADN par la technique P
Cette technique d’amplcation représente une évolution puisqu’elle perdiebtenir

m guelques microgrammes d’'une séquence a partir detitgs infimes d’ADN. La techniqt m
est basée sur les répétitions de réplication d’ADdartir d’amorces spécifiqu
= L’'une des propriétés doute les ADN polymérase est de ne pouvoir synthétesbrin T
complémentaire qu’a partir d'une amorce. Cette pét des ADN polymérase a été ultili
m pour amplifier, par réplication successives, lequsé@ces désirées. Il suffit pour cela m
choisir desamorces capables de s’hybrider spécifiguement ®NAet ce réaliser les
= réplications quiassureront I'amplification de la séquence cibléé @sublé a chaqu T
réplication, et son augmentation est exponent{8iéntoni et al., 200(

m Apres 30 cycles, on obtient en moyenne une amalibo d’un million de copies. ¢ m
'on est parti d'un picogramme de cible contenusdan microgramme d’ADN génomiq!
= totale, on récupére un microgramme de cible andg! m
Les étapes nécessaires pour der la quantité de I'ADN cible constituant un cy
u sont: m
¥ Phase 1 : Séparation des brins de I'échantilloDN'Aar chauffage entre 90°C
u 95°C; B
¥l Phase 2: les amorces se fixent sur 'TADN monobria g&empérature d'annealing
m d'hybridation requise (en 55°C et 68°C) ; m
¥ Phase 3 : La Tag polymerase va synthétiser le tmwmplémentaire a partir «
B I'amorce en utilisant les dNTP, ce qui permet debtkr I'ADN cible. Cette étape =
déroule & 72°C.

| ¢ Mais les différents températures et cycles dépdndaataque gene amplifi |

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 30

10%
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Chaque cycle ainsi répété permet d'aboutir a un Al multiplié exponentiellement par

B 2n (n= nombre de cycles). B

L 2-3-4* Limites de [a PCR.: -

B La premiere limite est celle de la taille de lawtce que I'on souhaite amplifier. Il
n’est guere possible, sauf cas tres exceptionishplifier des séquences dont la longueur est
B supérieure a 3 Kb, au dessous de 1,5 Kb, les aogpitins sont difficiles a réaliser. La J|-
seconde limite est celle du nombre de copies d’Alibie, Ainsi que son extréme sensibilité
= de telle sorte qu'une trés faible contamination [d&DN peut engendrer des erreurs J—
désastreuses des analyses, d’'ou la nécessitétaeliféement de deux contréles, positif et

B négatif, lors des analyses (Lepennec, 1991). =




- Amplification par PCR du géne MECP2

Précautions :

& Reéserver un thérmocycleur.

u 1° Conservation des réactifs

< |l faut respecter la réglementation liée a I'airé-pCR ;
- < || faut porter des gants et utiliser des pointdstre pour éviter toutes contaminations
B par des produits de PCR de réactions de PCR amigsie
B < |l faut vérifier la calibration des pipettes préfRC

& Et la gestion des stocks des réactifs primairels gtetit matériel,

| Réactif primaire Conditionnement

i H20 ppl Ampoule de 20 ou 50m
l Tampon PCR 1.5 ml

: MgCI2 1.5ml

l Taq Polymerase (Thermoprime) 50 ul (5U/ul)

| dNTF 4 x 25 umol (250 1

m Amorces Eppendorf de 1.5 ml

] 2° Préparation des réactifs secondaires

m 2-1*dNIP 2,5 mM

- i Tableau6 :la concentration et le volume utilisé pour la réantde PCR i
B Sl ~Ci~ [ Cf (mv)” |"Volame (uiy 1~~~ '
N (mM)

] dATP 100 2,5 25

B dCTP 100 2,5 25

] dGTP 100 2,5 25

B dTTP 100 2,5 25

B H20 (gsp 900

B 1ml)

B L Dosés au NanoDrop

concentration finale voisine de 100ng et 50ng ;

B 2-2*@réparation des ADN

Tous les ADN doivent au préalable étre:

= N Reprécipités et repris dans du TE 1X diluée palfedel pure de fagon a obtenir une




2-3* @réparation des amorces (27

e p Vol pour Taux de GC
- Couples | sens (5'->3') sequence 200pmol/l % B
N ExondA | F | GAGTGGCTTTGGTGACAGGT 2775 o5 i
o 38.9 L
R GATGCCTTTTCAAACTTC 3825
m Exen4B—F AFCTFCCCAAAGCTFCCAGGAACTGCGCAGA 165 567 B
— FR - - - - = -1 GAGAAGAGEGCGGAAAGGAGF - - - - - - - 2375 55 —
= 40 [l oA ANCCOTACLTOCAAATAN [~
— CAUITHC Ll OAUOACCOCUOTACTUOUCUOUCUUATOAA 323 L
L R LGGAGAGCGCAAAGACATTIGT . 204.5 50 L
Exon4b—+ AACGAGGAGAAGATGCCCAGA 575 S0
| - | ACCTAACCAGGGCCAGAAGT  _ _____. 244 55 B

B Dans la mise au point de la réaction PCR, le chi@g amorces est crucial. Elles [
permettent d’assurer un double réle; en s'hybtidaiADN matrice, elles délimitent la
B région d’ADN a amplifier (étape 2 du cycle) et avear extrémité 3' OH libre servir B
d’amorce pour 'ADN polymérase (étape 3 du cycle).

Les oligonucléotides amorces s’hybrident aux exii€s de la séquence d’ADN qui va
L] étre amplifiée (voir annexe 3), il faut donc conremiles séquences nucléotidiques des §l-
extrémités de la région ADN amplifiee. Pour faeilitte choix des séquences des deux

L] amorces, des logiciels d’analyse de séquences fiennde vérifier les points suivants : L

% Des Tm comparables. Les oligonucléotides amorcdsedp s’hybrider a I'ADN

= matrice dans les mémes conditions de température ; =

*

Des séquences qui ne soient pas complémentaires adlgs (en particulier dans la
m région 3’) ; m
| % Des séguences qui ne contiennent pas de séquefigéas inversées (pas de jL

repliement intramoléculaire).

B W CalculedelaTm: B

. Les températures de dénaturation et de polymeésrsabnt fixées, seule la température §-
d’hybridation doit étre calculée pour chaque ndleveCR. Cette température d’hybridation
- dépend de la composition en bases des amorcesedfllégerement inférieure (environ de §-

5°C) au Tm qui est la température de demi-dénaturat
*2 Oligonucléotide inférieur a 20 nt :
B (A+T) *2 + (C+GA= Tm =

L] “2 Oligonucléotide supérieur a 20 nt : L]




[(A+T) *2 + (C+G) *4] * (1 + [(N—2P20]) = Tm

Avec N=le nombre totale d’oligonucléotides

= Ou bien, on peut savoir la Tm des amorces par giniegd nommé par Perl Primer.

X Aussi bien par Primer 3plus gu’'on peut juste intliogl la séquence a détecté en
m rempliant quelques parametres tels que % CG, dasxmations de Tm... et on peut avoir
plusieurs amorces a choisir.

B W Aliguot des amorces

Les amorces sont portées sous forme lyophilisé @oobncentration aprés une dilution
L] par I'eau pure est de 100pmol/ul, qui sont ensuiddexées et considérées comme
solution meére. Alors pour atteindre une concerdratie 10uM on réalise une autre

L dilution de 1/20 (1l d’amorce+ 19ul d’eau purehdie volume final est de 20ul.

3° Préparation du mélange réactionnel de PCR

3-1*®rocédure :

- | || faut tout d’abord décongeler les réactifs a ténapure ambiante (sauf la Taq
polymérase qui reste a -20°C) ;

] = Annoter la(es) barrette(s) de tubes suivant le merdtamplifications par PCR a
réaliser ; Lorsque la décongélation est totaletexar brievement les réactifs ;

u m Préparer un mélange réactionnel selon le tableaargu

Promoteur/exon 1 :

] Ci cf V /tube
= Tampon thermoprime 10x SX Sul
B MgCL, thermoprime 25 mM 1mM 1ul
L dNTP 2,5 mM 0,2 mM 25ul
| Amorces F+R 10 uM 10 uM 2ul
|| DMSO 100 % 7,5 % 1,5 ul
|| Tag Thermoprime SU/ul 1,5 U/l 0.5 ul
B H20 11.5uf
|| Total MIX 24 ul
B + ADN (200ng/ul) 1 ul]
| Exon 2, 3A, 3B, 3C, 4A, 4B, 4C, 4D:

L Cencentration V /tube

= Tampon thermoprime 10 x 2,5ul

- MgCL, thermoprime 15 mM 1,5 ul

o




N dNTP 2,5 mM 2ul B

B Amorces F+R 10 uM 0,5 ul B
Tag Thermoprime SU/ul 0,25 ul

B H20 16,75 ul ]

B Total MIX 24ul ]
+ ADN (200ng/ul) 1ul

[
!

m Sortir la TagDNA polymérase du congélate-20°C et ajouter le volume d’enzyr =

nécessaire au mélange réactio ;

[
i

m Ranger les réactifs au congélatet-20°C ; m

L] m Vortexer brievement le mélange réactionnel et paurér dans 'ensemble des tut L]

H 4° Réaction d amplification par PCR =
i 4-1*Procédure B

B m  Avant de commencer toute procédure au nivee termocycleur , il faut Bouch

| hermétiquement les barrettes de ti; n
[ Placer les barrettes de tubes dans I'un des thgulear réservé au préala

m | Utiliser le prgramme de PCR correspondant a la région ¢ m

B Température Temps Nombre de cycle ]
] 94°C 6min 1 H
| 94°C 30S |
u 62°C pour toutes les amorces 30S -
B 72°C 30S 7 =
B 94°C 30S B
] 55°C pour toutes les amorces 30S B
| 72°C 45S 25 |
| 72°C 7min 1 |
= 10°C 0 u




m Avant de débuter la réaction de PCR, il faut vérifque le programme sur

B thermocycleur correspond bien a c sur la feuille de travail.

—————————————————————————————————————————

Etape 1 dénaturation initialt :

C’est une étape de chauffage (généralement 10ndirilBes a 9 °C). Elle permet c:
- @ déshybrider les ADN double br ;

@ de casser les structures second ;

B @ d’homogénéiser leilieu réactionne par agitation thermique ;

= @ d’activer les polymérases de tyg Hot start » ;

@#de dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étmes da solution (Transcripta
= Inverse, Uracil-NGlycosylase

u Etape 2:conditions poul’hybridation des amorces :

Les amorces utilisées pour ce géne nécessitenPQOfe intermédiaire  qui a comme r¢
d’augmenter I'hybridation spécifique de ces amarégsl’élimination de ce stage ne dor

L] aucuns résultats de polymeérisation de prodt PCR.

Etape3: les cycles de PC

Ce stage est constitué de trois périodes diffése

-------- 1 |=—————— - e | ———————=
N E_Etape 1, . Etape 2 i 1 Etape 3, 1 Etape 4,
T TTEa T ! Lo _——- TEEe T T el !
| & 3 3 8
L | T= i p _T294°C. 305 1 1 T=94°C»305 | T= 72°C 1
H SN N i Tin=62°C— 308 ! fmmm e
|| [ PR | T 1 """'O """" 1 . 1
i t o1 1L T=r2ecw 308 11 Tm=3S°C305 | -___7_*"1”}__:
| ,----*____I \: T= 72°C— 455 :'";',,'1":\
I o o o
_______ 4 L —————I
i o | 40 02

| @ Dénaturation La température dans le tube — TR “G

u réglée a 94°C et permet la dénaturation alc[r[ric|alelc|alalc|Ticiclafr|a CIHﬁ]EIHﬁcIE

>
>

3

Dénaturation

i 'ADN. En effet, TADN perd sa structur ‘(Chnu_ﬂ'age)

u caractéristique en double hélicar les liaisons RS R AR AT AR A ARE]

hydrogene reliant les bases de chaque




d’ADN sont instables a cette température. L’ADN bdie-brin (2 brins) est dénatu

B en ADN simple brin (1 brin B

J,Hybn‘dution @ Hybridation: La température d’hybridation -

généralement comprise entre 50°C et 60°C elle depdm la

>

. U@MHEWEWHWHQ@WHHE cAR composition en désoxyribonucléotides (dATP, dTTBTH, =

efrlcld
l 5 ¥ ¥ et dCTP) des amorces. Ces derniéres reconnaietesd

d
9

A
A
T

T

¥
=

[
X
=z
=
p

TCICNN@(T]@@N@N@@H@HH%@ fixent a leurs séquences complémeetien reformant de B

liaisons hydrogene.

@ Elongation: La température d’élongation est
= 72°C, qui est la température idéale pour I'acti

de la Taq polymérase, qui permet de synthétis

EREE

. brin complémentaire a 'ADN matrice, grace ¢ | rEErEErEEErEEE =2

dNTPslibres présents dans le milieu réactior

Au cycle suivant, les nouveaux fragments synthgts¥vent a leur tour de matrice pou

B synthese de nouveaux fragments d’A B

- Etaped: Elongation fine -

L] Permet de conférer a I'enzyme Taq polyméra temps d’achever la synthése des I. L]

5° Visualisation du produit PCR par électrophorése sur qel d'agarose a 2%
| S-1*Principe |

L'électrophorese sur gel d'agarose est une teahrmjgupermet la séparation des moléc
m chargées sous l'action d'un champ électrique eantifonde leur taille et de leur char m
électriqgue. A pH neutre, les molécules d'/ADN changgativement en rais de la présence
m du phosphate migrent vers l'anode. Le BET s'étdatcalé entre les bases de I'ADN m
permettre de visualiser les bandes d'ADN sous

m Réactifs nécessaires (voir annexel): m
<> Poudre d'agarose

< TAE 1X

2 < BET .

B <> Solution de charge. =




| S5-2* Protocole expérimental

L] Dans un premier temps, on prépare le gel d'age2%. Pour ceci on met dans
- récipient J de poudre d'agarose et 50 ml de TAE 1X, on partébullitior durant
m 30secondespuis on ajoute 2 pl de BET qui est un agent régélapar sa fluoiscence sous
B U.V et qui va s'intercaler entre les bas
On coule le gel dans le moule a électrophorese, iastalle un peigne qui sera reti

apres refroidissement du gel en laissant a sa diex@uits ou sera dépoe produit PCR.

Apres refroidissement, on installe le moule dansule qui est remplie du taion de
| migration (TAE 1X), on dépose dans chaque puitsnétange dé& pl de produit PCR et ¢2
. pl de solution de charge qui a pour réle de st&dillADN au fond du puits et on lance
m migration a 100 V. Finalement, on visualise lesdesnd'ADN fluorscentes sous U

Fig 25: A- Appareil Electrophorétique pour migration de prodde PCF
BAppareil pour visualiser les bandes migrées graem logiciel “perfect Image




u 6 °Séquencage de [ ADN: N

6-1*Principe :
Le séquencage est un procédé permettant d’obigerséquence cible d’'un fragment
= d’ADN. Le principe de la technique repose sur lathnde de SANGER, qui permet le J-
recopiage d'un brin matrice par une ADN polyméradeN dépendante est initiée par la
u fixation d’'un oligonucléotide spécifique (amorcepmplémentaire du brin matrice. Cette [
ADN polymérase va permettre I'élongation d’'un ncawebrin complémentaire du brin
= matrice dans le sens 5’ 3’ L’ADN polymérase perhnecorporation de nucléotides (ANTP: -
déoxynucléotides) libres présents dans le milieactiénnel par la formation d’'un pont
L phosphodiester entre le 3'OH de la chaine et [ghbsphate du dNTP suivant. L]
La réaction de Sanger repose sur l'incorporatiliéatoire par cette ADN polymérase
= de didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (d®)Ndux aussi présents dans le milieu §i-
réactionnel. Ces ddNTP different des dNTP par kxtrémité 3. L'extrémité 3'OH des
L dNTP est remplacée par une extrémité 3'H. Cetteification empéche la formation de la §||
liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporésdanchaine et le nucléotide suivant.
= L’allongement de la chaine est alors interrompu. u
Dans le milieu réactionnel il y a compétition entes dNTP et les ddNTP. Le rapport
L spécifigue ddNTP/dANTP et I'affinité de la Taq palague nucléotide sont optimisés de telle §|
facon qu'un ddNTP soit statistiquement incorporéoates les positions possibles. Une
= migration électrophorétique du produit de cettectiéa de séquence sur un gel trés résolutif §l-
(polyacrylamide) va séparer tous les fragmentsgmtésen fonction de leur masse moléculaire
= (taille). Les plus petits fragments vont migrer lapidement que les grands. La grande §l-
résolution de ce gel permet de distinguer des feagsdifférents entre eux d’'une paire de
= base. L’identification du ddNTP présent a I'extréam3’ de chaque fragment déterminera la §l-

séquence nucléotidique du brin matrice initial.

6-2*Protocole expérimental
= Avant toute manipulation de séquencage on doitfipude produit de PCR en raison [
d’éliminer toutes traces des constituants de latigia de PCR (les amorces, les DNTP...)

= dont le but de conserver que ’ADN a séquencer. =




B & 1° Purification d’ADN par ExoSAP : B

EXOSAP-IT est utilisé pour purifier le produit BER d’'une maniére rapide et efficace.

- Il comporte deux enzymes hydrolytiques : -

L] “2 | 'exonucléase | (Exo S1) qui dégrade les ADN simpléns (les amorces) ; |

*2 La phosphatase alcaline de crevette (SAP) qui dipturyle les dNTPs libres, et en
B exces sans interférence avec les applications &n aette enzyme est active a 37°C |-

et inactive a 80°C spécifiquement sur les fragmsimples brins inferieurs a 100pb.
m Alors au niveau réactionnel: m
| Purification de produit de PCFon utilise : L]
<> 2.5u1 d’Exo SAP :

m <> Une dilution de produit de PCR : 2.75 d’ADN + 2d®&au pure n
< Volume final = 8ul

NB : la dilution du produit de PCR dépend de lintefisde la bande sur le profil

d’électrophorese.

L] Cette dilution est essentielle pour avoir des pliase et nette sans bruit de fond. L]

= Par la suite on centrifuge le tout rapidement eplaice le tube dans un thermocycleur -
= réserve au préalable =

i Etape 1 |

I ‘M’ I

& 2° Préparation des amorces (Forword et Revers)

La concentration finale des amorces utilisées&toé de 6 LM, pour ceci on procede la regle
de trois

- 10uM — 1 -
B 6uM —>» X =0.6uL |
- Pour préparer 2L : on prend 1.2uL des amorcesL{)1€on compléte par 0.8 d’eau pure. -




% 3° Réaction de séguence

] La réaction de séquence basée sur le principadeéthode de Sanger est realisée gracej |
au kit BigDyeR Terminator V1.1. Il contient nonugament les tampons, les dNTPs, la Taq
u Polymerase nécessaires a la synthése des brind\j’ARis aussi les 4 dNTPs essentiels au |
séquencgage, chacun étant couple a un fluorochrdfiéeedt. Ce couplage va permettre la
] détection des fragments synthétises en électropbomapillaire et ainsi de connaitre §-
'enchainement des nucléotides composant la seguEAON.
= La réalisation de la réaction de séquence sevai ks produits de PCR purifies a 'lExoSAP. |

Dans ce cas on utilise :

B <> 2uL de Bigday 1.1 qui est composé de : B
@l Taq polymérase
B Wl dNTP B
& ddNTP marqués
B = tampon B
€ MgCL2.

<> 4uL de Produit PCR purifié par 'TEX0SAP;
<> 1ul d’amorces spécifiques de 6uM

] <> 3uL d’eau stérile. B

L] < Volume final = 10ul L]

| Par la suite on centrifuge le tout rapidement eplace le tube dans un thermocycleur §.

réservé au préalable.

B 1 Etape 1 | | Etape 2 ! u
———————— 4 U |
: J e :
i N | 96°C—» -
i L S 4y i
i N I 50°C —» B¢ ! i
i L Lmir R 2 -
. \ { L _80C»> |
I R | YT S I
| i Cycle * ! ' Cycle R , 4000 E :




% 4° Purification du produit de réaction de séquence

L] Le but de cette purification est déliminer I'excdss réactifs de la réaction de [
séquencage pour ne pas géner le séquencage.
- Dans cette étape on utilise le puit de plaque omen: L]
<> 45uL de Solution SAM™ (tampon) ;

<> 10ul de Solution XTerminator™ (résines)

<> 10pL de produit de PCR
- < Volume final = 65ul -
Par la suite, on procéde a I|égere une agitatiodge 30 min, suivie d'une
- centrifugation. Enfin on transfere le surnageamteoant les fragments a séquencer dans leq -

puits de la plague du séquenceur.

- L 5° Chargement du séguenceur -

B Dans la derniére étape on met la plaque dans leeségur qui est capable d'automatiser -
'opération de séquencage de I'ADN par I'électoogde capillaire en utilisant des tubes
= capillaires de verre de seulement quelgues miatendiametre, sur plusieurs dizaines de §
centimeétres de longueur (30 a 50 cm en généraly, aliser la séparation des brins d'ADN
m de cette électrophorése . =
Une fois arrivés au site de détection, les qudhtesochromes des dDNTP terminaux
= seront excités, suite a cette derniere, chaquarothhrome émettra une lumiere a une J
longueur d'onde différente qui sera détectée poisvertie en séquence par le logiciel

m d'analyse des séquences. =







= L’objectif de ce travail est de diagnostiquer pardgie moléculaire le syndrome

Rett tout en udiant les mutations préser dans notre échantillon de population maroc
= Pour ce fait la stratégie est commencer par le séquencage des exons 4 puidet
résultat est négatif, une étudies exons 1 et 2 sera réali

- 1* Résultats de dosage &’ ADN par NanoDrop
Tous les prélevements présentent une absorbalé®,acela traduit par le pic

L] niveau de dee absorbance (voir annexe 4), et par conséquamee bonne concentratic
B d’ADN (tableau 7).
] Exemple du patient 2JADN]= 460ng/ul

L " Concentration & 4600 D ngpl =
Pathlength S —prem —
I A?301 AZE0 AZB0 A320

Ll 8.58 10. 86 6.64 1.66

I A?SO-’A?&OJ AZEOIAZ30
L 1.847 1.329

(v} paurqiosqy

: Tableau 7: concentration d’ADN dedifférents patients atteisie syndrome de Re !

] N° Prénom Concentration d’ADN en ng/p
B P1 Salma 609
i P2 Marowa 460
P3 Safae 413
] P4 salwa 83.5
l P5 Romaysae 312
: P6 Imane 123
o P7 Sara 540.5
— P8 Douae 399.5




- 2* Résultats de la mise au point de PCR, N

Etude par PCR du gene MECP2, est faite par leggtyuvantes :

L % 1° Design des amorces L

m Le choix des amorces a été mené du laboratoira gériétigue médicale de Necles m

L Francetout en vérifiant les criteres de sa sélection ||

Exemple ‘exon 1 I'amorce A’

CAGOCATCAACAGCT GGAGGGGT COGOCCOCT TTTCOCT GBOOGAAAT GGACAGGAAAT CTCGCCAAT TGACGGC
ATCGCOGCTGAGACCT CCOCCCT CCCOCGT CCTCOCCGTCCCA
CGCAGCGECGCCGAGREOGREEGE0GECEEE0G0GCAGGET GCAGCAGCGOGOGEECOGGECCAAGAGGRCGEGGCE0GA
B CGTCGEO0GT GOGGRGT CCGRAAAAT CGECGGE0GCECGOGCT COCT CCT CTCGGAGAGAGGGCT GTGGTCCOCGE B
- CGTCOGGAAAAT GBOCGOCGOCGCCGCOGCOG0GCOGAGCGRAGGAGGAGGAGGAGECGAGGAGGAGAGACTGTG .
u AGT GGGACCGOCGT GRCCGCGEG0GGEGACCCT TGCOGGEEGECEEGEGT CAGGGECEGGACGT GGCGOGEGAGE o
GGCCOGOGGGEGT CGGACGACACGECT GGUGGA T EERETeEEIEEIEIENAS CCT CCOCCT COCGOCGCCGCOGET
GGOGACTCTCCCCT CGGROCOGT CACCCGT GCT CGCGRGT GACCGT CCT CBGEOGGOCT COCT GRAGCOGCCTTC

2° Optimisation de la réaction de PCR

2-1* Protocole initial utilisé

B Etape . Etape Etape . Etape - ]
= T= T=94°C T=94°C—» T= =
B 6 rpin T=62°C» T=55°C—» 7 min B
I y ¥ i
N Cycle * 1 T=72°C—» T=72°C>» Cvcle * . |
| v v B
5 4.0 O
: Cvele *7 Cvcle * 2t :




Le résultat obtenureutilisant ce protocol B
initial est de 4 bandes au lieu d’'une se
Ainsi, notre réaction de PCR doit ét B
optimisée en modifiant les paramét

suivants : B

X Latempérature d’hybridatic ; u

Fig 28: amplification par les amorces 4A et avec
Tm (Etape 2) =62°C, Tm (Etape 3)= 55°C
[ADN]= 200ng.

|
|
I X La concentration d’ADI ;
1
I -
X La concentration des amor ;

N X Mgcl2... . m

2-2* Optimisation de Température d’hybridation

L] Toujours par établir les conditions de températapimales d’hybridation des L]
amorces, c’est-dire la température d’amplification la plus élevéans diminutior
L] appréciable du rendaeamt. Pour ce fairenous procédons pamn gradient de températi L]
(intervalles de @°C) en nous inspirant des valeurs calculées defopourcentages de lie
L AT et GC Tm = [4(A+T)* 2(C+G)] et les températarthéoriques retrouvées par l'instit L

de synthese des amor¢€enome) (Tableau ¢

] Exons Tm calcule Tm de Génom B
B =2*T+A) + 4 *(C+G) =
| F R F R |
i Exon 1 60 52 58.8 60.5 -
| Exon 2 60 60 57.3 57.3 ]
B Exon 3A 60 68 60.5 62.1 m
| Exon 3B 64 58 63.1 58.2 i
N Exon 3C 60 62 58.8 58.9 -
| Exon 4A 62 56 60 62 |
] Exon 4B 68 62 62 60 B
i Exon 4C 62 60 59.4 573 |
N Exon 4D 60 62 57.3 59.4 B




B Sur ce, la température optimale d’amplificationté &éoisie en fonction des Tm donnée ||

par la société et qui est calculée par la formuieasite : ,=Tm --5 (tableau 9).

] E ﬁﬁ:\)/ztlon Dénaturation | Hybridation | Elongation | Poursuivis ]
B tapes . Stage 2et 3 Stage 2et 3 | Stage 2et 3 | de cycle ]
L] polymérase L]
Nombre
1| [Tee > I
ycles
B temps Tps co Tps ™ Tps Tps co Tps B
B C° | (min) (sec) (sec) ° | (sec) (min) B
: Exons :
| 1 94 6 94 30 |3 30 72 | 30/45| 72| 7 7125 |
B 2 94 6 94 30 |3 30 72 | 30/45| 72| 7 7125 ]
| 3A 56 L
i 3B 94 6 94 30 |57 |30 72 | 30/45| 72| 7 7125 |
| 3C 53 L
| 4A 55 L
| 4B 55 L
i 40 94 6 94 30 53 30 72 | 30/45| 72| 7 7125 i
| 4D 53 L

2-3* Concentration d’ADN

Une Forte concentration d’ADN peut inhiber la rémttde PCR, de méme une
B concentration faible ne permettra pas son ampliinoa Pour cela, il faut chercher sa J[]
concentration idéale, ceci est fait par une gandeeconcentration croissante de 50ng/ul
B jusqu'a 400ng/ul. La vérification de la bonne camication se fait par la migration sur gel J
des produits PCR, jusqu'a I'absence de tout Smegpattes et a la présence d’'une bande d¢g
B taille attendue et d’intensité satisfaisante. (€abl10) B

2-4 Concentration des dNTPs

- Les dNTPs sont des bases de nucléotides (A, @, T &eurs concentrations varient
selon la taille du fragment amplifié. C'est-a-dinen long fragment a besoin de plus de
- nucléotide pour sa synthese qu’un fragment deepiille. -

En principe la bonne concentration de dNTPs étlisst de 2,5mM (Tableau 10).




____________________________________________________

=1 1 2 3 4

u N ul pl pl pl

= Compositions

= Mgcl2 1ImM 1mM 1mM 1mM
= == ==1.5 ==1.5 ==1.5

B Tampon 5X 1X 1X 1X

B == ==2.5 ==2.5 ==2.5

= dNTP 0.2mM 2.5 2 2 2

] Amorce F10pmol 2 0.5 0.t 0.5

] Amorce R 10pumol 2 0.5 0.5 0.5

| ADN polymérase (AmpliTe 0.5 0.25 0.2t 0.25
|1 | Gold) 1.5U/ul

| ADN( 100ng/ul) 1 1 1 1

B Eau (gsp 25 pl) 9 16.75 16.7¢ 16.75
| DMSO I T e L —
i ==15 N .

u 2-5Essai de la PCR sanétape 2

- Apres avoir déterminé les différents parametrelisés dans les différeies étapes, jai
réalisé une autre manipulation dans le cadre deuséc lintérét de I'étape 2 dans
- 'amplification des amorces. n éliminant cette étape aucun résuftaist montr. Donc cette

derniereest indispensable pour la réussitedla PCR.

T P8 3C 4A




& 3- PCR pour I'exon 4 avec les amorces 4C, 4Drefixant la concentration d’ADN
- entre 50 et 100 ng ]

= 3-1* PCR pour I'exon 4 amorce 4C —

3 P MT

2652 L]
800 pt
350pt —

Fig 3C: Résultats de I'amplification par PCR de I'exbdu géne

1
1 1

m i MECP2 a partir de I'ADN du patient 7 en utilisafamorce 4C : m
! *MT désigne marqueur de taille en pb !

2652 pl T

800 pt
350pt —

| Fig 31: Résultats d’amplification par PCR avéamorce 4D a partir de
B | I’ADN génomique de I'exon 4 du géne MECP2 chezphtient 7.
1

Les résultats obtenus montrent que le couple d’eenbret R 4D (Fig 30) et 4C (Fig 31)
L] du gene MECP2 « exon 4 », génere un fragment Gl attendue pour le patient 7 Rett et J|

gu’il sera séquence par la suite




i 3* Résultats de séquencage: i

- Unité de génétique médicale et d’oncogénétique CHU Fés : ]

= Le séquencage a éteé realisé sur le produit dedvGratient 7 (figures 30, 31). =

= m La premiére migration (figure 30) génere une seulande a été séquencée par J-

'amorce 4C (F, R), dont la dilution du produit slequencage est de Y.
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On ne peut pas réaliser un alignement puisqu'’ilay@ésence des bruits de fond qui sont dds,
] soit a la concentration de dilution du produit éguence, soit a la purification de la réaction §-
de séquence, ou bien soit a I'optimisation de domde PCR.

u Aprés une deuxieme dilution de % on constate uméndition de bruit de fond (figure 33). u

I
B0 SN 300 390 GSAD 390 380 4000 420 440 4060 4080 4100 o a0 450 TN |
i T T ¢ T GT CT GCAG AG CT CCT G AT AA A C T G ACA AT ]

— 3|15 SIZU 3|25 SIIBU 31|35 3?0 —

. . ) , . , . 1

| Fig 33: 2™ séquence de I'exon 4 de géne MECP2 par 'amorcg-4®) du patient 7. I

- ! “Dilution de ¥4” | -
1




®m Pour la deuxieme migration (figue 31) qui a étd@lisée par I'amorce 4D (F, R), la
présence aussi des bruits de fond (figure 34) mpéehent de réaliser I'alignement J||
par BIAST.
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Cetravail représente la premiére étude réalisée au Maroc sur le syndrome de Rett. L’ analyse
mol éculaire sera disponible au profit des patients marocains dans le futur proche, en explorant
en premier |’ exon 4 et en deuxieme lieu les autres exons.

Laboratoire de Génétique Humaine CHU de Nancy-Brabois :

Au niveau du laboratoire de Génétique Humaine CldWdncy-Brabois, on a analysé les
patients de syndrome de Rett par d’autres amopeasfigues (voir annexe 5) qui ont permet J[|
d’obtenir des mutations au niveau de gene MECR1) 4.
®E On ce qui concerne la séquence réalisée par 'andhc(F, R), la présence d’'une |
mutation délétére chez le patient 4 "397 C>TT'&@at hétérozygote dans I'exon 4 du

géne MECP2 (Fig35). m
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Apres alignement et correction des séquences [rAST”, les résultats ont

B confirmé la mutation sur ce géne de ce patieigurés 36).
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L'alignement de cette premiere partie d’exon 4ntmeoune mutation de substitution de paires
B de nucléotide de type transition 397C>T (figure38% et par conséquence elle a engendré a
niveau protéiqgue Argl33 en Cys.

W Pour la séquence établie par 'amorce 4B (F, dR),peut mettre en évidence la

B présence des mutations chez deux patients 5 et 6.

X @atient 5: présent une mutation délétere 1158 1186 delat hétérozygote dans
B I'exon 4 (Fig 37).
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Fig 37 : Analyse de la séquence de I'exon 4 de gene ME@PRamorce 4B (F, R),
du patient 5. |




Apres alignement et correction des séquences PRAST”, les résultats ont confirmé la

B mutation sur ce gene (figure 38). B
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L'alignement de cette partie d’exon 4 avec 'amatBemontre une mutation délétere de
= paires de nucléotide. 1158 1186del (figure 37,38)par conséquence elle a engendré aul-
niveau protéiqgue Pro387 Arg fsX8.
m X @atient 6 : présent deux mutations 916 C>T; 1208dupC dansr'dxdu géne MECP2 m
(Fig 39, 40).

& Mutation 916C>T
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B Apres alignement et correction des séquencesghrsgtats ont confirmé la mutation sur le |
gene MECP2 (figure 40).
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B L'alignement de cette partie d’exon établi par bmoes 4B montre une mutation de
substitution de paires de nucléotide de type ttimsi 916C>T (figure 39, 40t par

B conséguence elle a engendré au niveau protéiqg80BCys

B & Mutation 1208dupC
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Fig 41 : Analyse de la séquence de I'exon 4 de géne MeCPRap@orce 4B (F, R)
du patient 6
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1-Chromosome normal avant mutation

. 2-Genes du chromosome homologue sont copiés eéidaés la séquence génétique




3-Nouveau chromosome posséde tous les genes xndiasi qu'un double emploi, qui est

B généralement inoffensive m
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= | Fig 43: Résultat de I'alignement de MECP2 du P6 | =
L |

On ce qui concerne cette mutation 1208dupC, lesgérutants sont affichées deux fois sur
B le méme chromosome au terme de duplication dg&ess. Cela peut révéler une mutation -
avantageuse étant donné aucune information géeétmprdue ou modifiée et de nouveaux

= géenes sont acquis. -







comnclivrstoiy |

MeCP2 est donc une protéine multifonctionnelle bsgde moduler de fagon quantitative
et qualitative I'expression génique et dont le défiiexpression est a I'origine d’une pathologie
lourde. Ses fonctions biologiques majeures sonbrdéss clairement identifiées mais pourtant,
ses cibles génétiques sont imprécises et leurifidatibn est encore une source de débat dans la
littérature.

Ce travail est une contribution a I'étude au Maddaspect génétique par le diagnostic
moléculaire des maladies neurologique dans le lutraduver une corrélation phénotypes —
génotypes chez ces patients avec la maladie demsyedle Rett.

En France en 1999, Amir et al. (Amir et al. 1999emt en évidence 5 mutations dans le
gene MECP2 chez 29 patientes étudiées, ce quiseapaat un taux de couverture du syndrome de
Rett d'environ 20%. Lors de la deuxieme publicatfégvan et al. 1999), le gene MECRat B
incriminé dans 50% des cas. Aujourd'hui, les amslye mettent en cause dans 80 a 8&8ite B
méme 100% des cas (Auranetal. 2001). Cette augmentation est a corréler faetgmvec une B
sélection de plus en plus stricte des patienteseptant un syndrome de Rsfpique. m

Lors de mon travail nous avons réalisé une étéametigue sur 8 patients, de la région,
par la mise au point de la technique PCR pour egllas mutations responsable de ce syndrome. |-
Par exemple : L

“*2 |a mutation 397C>T chez la patiente 4, qui a uéeumrence de 29 fois en France (28).
C’est une mutation de faux-sens localisé au niviEalexon 4 précisément au niveau de B
la région MBD « domaine de liaison aux cytosineshylées » m

“ |a mutation 916C>T chez la patiente 6, qui a udeumrence de 45 fois en France (28).
C’est une mutation de faux-sens localisé au nigkalexon 4 précisément au niveau de
la région TRD « domaine de répression transcripgtia»

“ |a mutation 1158-1186del chez la patiente 5, Qlestmutation de délétere localisé au
niveau de I'exon 4 précisément au niveau de laréegRD « domaine de répression
transcriptionnelle»




Tout en comparant avec la France selon (Wan. 4198P), on remarque que la majorité
des substitutions correspondaiaules transitions C>T localisées au niveau de si@3&3'. Ceci
est le cas des 2 patientes parmi 3 précédemmeémsciLes dinucléotides 5'CpG3' sont sous-
représentés dans le génome humain du fait de igperimutabilité. En effet, 60 a 90% de ces
dinucléotides ont une cytosine meéthylée chez I'Henmeh cette cytosine méthylée peut étre
désaminée spontanément pour donner une thymiaecté montré que le systéme de réparation
de I'ADN ne reconnaissait pas efficacement le nEd@ment T-G, contribuant ainsi au maintien
de la substitution par transition C>T au cours gale suivant de réplication de I'ADN (Bird
1986). Ce meécanisme de mutagenese du gene MECE@ns8tue pas une particularité, il est
B retrouvé dans de nombreux autres genes (Krawczak £¥296). B

B D'autre part, la région codante 3' de I'exon 4 éluegMECP?2 (entre les nucléotides 1011
m et 1189) est encline a de petites délétions (d&Y1epb). L'analyse de la séquence de cette régiory —
= et notamment a proximité des bornes des délétiomst, en évidence des répétitions de J-
= pentanucléotides: CCACC qui seraient responsal@endasappariements a l'origine des délétions §—
= (Bienvenu et al. 2000). -




i Perspectives |

i Afin de réaliser la mise au point de PCR pour détecter les B
différentes mutations responsables de ce syndrome. Le vise a faire des
= analyses sur un grand nombre échantillon des qu’on disposera de =
nouveaux patients par des collaborations avec d’autre CHU du Maroc
dans le but de valider la fiabilité de ce test moléculaire et I'appliqué dans
u le diagnostique local au sein de 1"unité. B







I A nmmesxe 1 I
| GFiche de consentement |

| FORMULAIRE DE RECUEIL DE CONSENTEMENT ECLAIRE |

Participation a une recherche biomédicale

— (Fait en 2 exemplaires : un exemplaire est rerfasp@rsonne, l'autre est conservé par l'investigat —

L] Connu pere, mere, tuteur, del'enfant ..., |
] Age i L

= Diagnostic en biologie moléculaire du syndrome delRI' T (gene MECP2) =
- dont les promoteurs sont I'Unité de génétique naddiet d’'oncogénétique du CHU Hassan -
. Il , FES ,MAROC et ld_aboratoire de génétique moléculaire, CHU de NANCY Hoépital =
— BRABOIS, FRANCE -
. J'ai recuoralement et par écrittoutes les informations nécessaires pour compeendr J-
- l'intérét et le déroulement de I'étude, les bérediattendus, les contraintes et les risques]—
. previsibles. =
- J'ai pu poser toutes les questions nécessaires kiriae compréhension de ces J-
- informations et j'ai recu des réponses clairegétipes. =
- Jai disposé d'un délai de réflexion suffisant eméis informations recues et ce -
. consentement avant de prendre ma décision. -
. Interruption de la participation : =
- Sans justification et sans compromettre la qualégé soins qui sont dispensés a |-
- 'enfant : -
. - Je suis libre de refuser la participation de I'ebfacette étude, =

m - Je peux interrompre sa participation a tout momeumuel cas j'en informerai le médecin §
qui le suit au cours de cette étude, pour gu'ildtdpose, le cas échéant, une prise en
charge adaptée.

En foi de quoi,jaccepte librement et volontairement que I'enfant sous ma
responsabilité participe a cette recherche.

Par ailleurs, I'enfant pourrai éventuellement &ieti(e) de I'étude par le médecin s'il
I'estime nécessaire.

Recueil des données :




Les données ayant trait a I'état de santé de Ignfa ses habitudes de vie, & sa
situation administrative, demeurent strictementficdentielles et ne peuvent étre consultées
gue par le médecin qui le suit et ses collaboratepar des personnes mandatées par le
promoteur et astreintes au secret professionnmretles autorités mandatées par les autorités
sanitaires et judiciaires.

En cas de prise de photos ou de films

Je donne mon accord pour que des photos ou de®svidéient prises pour usage
diagnostique.

J'ai bien été informé(e) que ses données pers@nsdiront rendues anonymes, avant
d’étre intégrées dans un rapport ou une publicaadentifique.
Information :

A ma demande, je peux obtenir toute information pi@émentaire aupres dBr
OULDIM KARIM.

Je serai informé(e) de toute nouvelle informatsusceptible de modifier ma décision
guant a mon accord pour la réalisation de cet erame

Je serai informé(e) des résultats globaux de I'exara I'issue de celui-ci.
Les prélévementsanguingéaliséstinutilisés lors de cettétude moléculaire du géne
MECP2 seront conservés au DNAtheque du CHU Hassan ||, M AROC
Ces prélevements pourront étre utilisés pour dgserehes futures portant sur le syndrome de
RETT et ce dans le respect de la confidentialité.
J'ai bien été informé des conditions de consermatitod’utilisation des prélévements et :
(Cocher la case correspondant a votre volonté)
| [] Je n'ysuis pas opposé(e).
[1 J'y suis opposé(e).

Je conserve un exemplaire de cette information.




Ammexe 2
Composition des produits weifisés

«» Préparation des solutions utilisées dans I'extraain d’ADN par sel :

Lyse des hématies : TE20/5: 1L

X 20 ml de tris — HCI pH=7.6 1M
X 10 ml EDTA disodique pH=8 0.5M

X Complexer avec H20 distillé jusqu’'a 1 | (970ml)

Lyse des globules blancs:

X 10 ml de Tris HCL pH=7.6 1M
X 20ml EDTA disodique pH=8 0.5M
X 20ml SDS 10% (sodium dodécyl sulfate)

X 10 ml Nacl 5M et on compléte jusqu'a 1 |

Lyse et conservation de la méduse d’ADN (200mIY1TDE

X 2 ml Tris Hcl pH=7.6 1M
X 400ul EDTA disodique pH=8 05M
X Compléte jusgu’a 200ml de H20 distillée

Tris HCI 1M - minimise l'activit¢ DNase
X Tris base 121.1g
X Eau distillé gsp 1L

X Ajuster le pH a7.6 par du HCl—o—= pH:76 on doit ajOUter 60ml d’'H

X Autoclaver et conserver a 4°C




L] SDS a 10% détruit les protéines nbeamaires |

-

% 25g de SDS + ED gsp 205ml 50g SDS + 40020 H—r>>
- Vi=500ml -

L] X Conserver a température ambiante L]

Préparation de la protéinase K :

X Pour 100ml de Tampon de stockage
- 50ml CaCl2 mM -
50 ml Tris HCI 250mM

X Pour 10 ml de protéinase K solution mere :
| @ Ajouter 10ml de tampon de reconstitution a 100m@mbtéinase K L
@ Mettre 200l de la solution mére dans des tubesmgmf de 1,5 ml
| @ Stocker a-20°C |

Préparation de la CaCl2 50mM

m X Dissoudre 1.375g de CaCkl2 (PM=110) dans 250ml a'eéistillée m

o Préparation du Tris HCI 250mM ]

X Prendre 25ml de la solution Tris HCI 1 M

X Compléter jusqu’a 100ml

m Préparation de Nacl 5ml - les ions Na+ neutralisémmolécule B

d’ADN qui devient moins hydrophile et donc beaucmgins soluble dans 'eau

| X Nacl : 292,29 } |
V=l

- X H20 :  800ml F -

L] Préparation d’EDTA 0.5m > agent chélateur se camtau Mg2+ |

(cofacteur de la DNase) qui inactive sa fonction.

— X 186,1g d’'EDTA =

i % 1000ml d’'H20 Ve=l |

X pH=8(20g de NaOH)




«» Préparation des solutions la migration des produitsle PCR :

] BET ( Bromure d’ethidium) a 10mag/ ml : m

- X BET: 0.5g L
X Eau distillé : gsp 50ml
] X | aisser dissoudre

m X Conserver a 4°C et a I'abri de la lumiére =

Gel d'agarose a 2% :

i X Agarose : 1g |
X Tampon TAE 1X: 50ml m

u X Chauffer a ébullition u
x

Couler le gel dans la cuve d’électrophorése

Tampon TAE (Tris-Acétate-EDTA) 50X :

Alliquoter et autoclaver m

m X Tris-base : 242g m
: X EDTAO5MPHS8: 100ml :
| X Acide acétique : 57ml |
Il X Eau distillée : gsp 1000ml ]
x
x

L Conserver a 4°C L

Tampon de charge

i X bleu de bromophénol : 0.1g i
m X sucrose : 509 m
i X eau distillée : g. sL@OmI |
| X conserver la solution a 4°C |




2,652 |

| 800 =
i 350 ]
] photo du marqueur du taille DNA i
| Ladder 50pb 150 ng/lane 150 |
] ng/lane L
= 2% E-Gel® Ex- agarose gel =
| 50 |




CAGCCAT CAACAGCT GGAGGGGT CCGCCCCCT TTTCCCT GGCCGAAAT GGACAGGAAAT CTCGCCAATTGACGGC

ATCGCOGCTGAGACCT CCOCCCT CCCOCGT CCTCOCCGTCCCA
B CGCAGCGGECGCGAGRE0GEEE0GECGEEG0G0GCAGGT GCAGCAGCGOGCGGEGCOGGECCAAGAGGECGEEGCGGA N
- CGTCGGO0GT GOGGGGT CCGRAAAAT CGECGE0GRCGECGOGCET COCT CCT CTCGGAGAGAGGGCT GTGGTCCOCGE -
| CGTCOGGAAAAT GBOCGOCGOCGCCGCOGCOG0GCOGAGCERAGGAGGAGGAGGAGECGAGGAGGAGAGACTGTG |
AGT GGGACCGOCGT GRCCGCGEG0GEEGACCCT TGCOGEEGGECEEGEGT CAGGEECEGGACGT GRCGOGEGAGE
GGCCOGOGGGEGT CGGACGACACGECT GGUGGA T EERETOEEIEBIEIENAS CCT CCOCCT COCGOCGOCGCOGET
GGOGACTCTCCCCT CGGEOCCGT CACCCGT GCT CGCGRGT GACCGT CCT CGEOGGOCT CCCT GGAGCOGCCTTC

H TCTAACAAGCAT GAATCTTTCCT TTATTTTAGCACTGT GTGTTACGT GCCAGTAATTTGCAGCTTATCCTTTGTT -
TCTAGCTACETAACEICEEAAATABEE T AGTACTTTGT CTATGTGT TTATCT TCAAAAT GTCCCAAATAGCCCTG
GGAAAAAGGT CGT GCAGCT CAAT GGGGGCT TTCAACTTACAAT TTTCT TTGT TTTAGGCT CCATAAAAATACAGA
CTCACCAGT TCCTGCTTTGATGT GACAT GT GACT COCCAGAATACACCT TGCT TCTGTAGACCAGCT CCAACAGG
B ATTCCATGGTAGCTGGGATGT TAGEGCT CAGGT AAGTAACCTTCCTTTTTTTTTTTTTAGTATATGTCCTGGTTT B
- GGCCATCTGTTTTTTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAGGAAAAGAGGAAAAAAATATACTACTCTTGGACAGT .
u ATAAAAGTACCCCAAAGACT AAAGACATTAACTCTCEEARABTGIGEE AT AT AAT AAAAAAAAGT CACTTCCCTGA i
GOCCTGAAAGGTCAG

GTTGT CCT GGGGAAGGACAT CAAGAT CTGAGT GT AT GATGGOCT GBGGCCT TGCATGTGGT
B BEEIEIEE T CACT TGTTCTGCAGACT GGCATGT TCTCTGTGATACT TACATACT TGT TTAACACT TCAGGGAAGA m
H AAAGT CAGAAGACCAGGACCT CCAGGGCCT CAAGGACAAACCCCT CAAGT TTAAAAAGGT GAAGAAAGATAAGAA H
| AGAAGAGAAAGAGGGCAAGCAT GAGCCCGT GCAGCCAT CAGCCCACCACT CTGCT GAGCOCGCAGAGGCAGGCAA |

COGOCOCGRCT GTGOCGGAAGCT TCT GOCT CCOCCAAACAGOGGCGCTC
CATCATCOGT GACCGGGGACCCAT GTATGAT GACCCCACCCT GOCT GAAGGCT GGACACGGAAGCT TAAGCAAAG
B GAAATCTGBCOGCT CTGCTGGGAAGTATGATGT GTAT T TGATCAAGT AAGT AAGAGCAACT CCTATCTCTACAGG B
- GCAGGGAGGGCAGGGACAAGGAT CCCT CATGGAGCAGGAAAAT GTAT GTGCOCAGGGT GEGGT CGBGRGGAACAT -
u AAACAAT GAACACT GAGACCAGGT GT GCTTGAAAT GACCGT GTACAGAGGT CGCTGCOCT u

cggcaggcagacgagt FEGHGGNNINGONEEeEEEHC ct caggggcagecaggeagt gt gact ct cgt t caat ag
taacgttt gt cagagcgtt gt caccaccat ccgct ct gccct at ct ct gacatt gct at ggagagectctaattg

= ttcecttgtgtctttctgtttgtccccacagTCCCCAGCGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTGGAGT TGATTGCGTA =
L CTTCGAAAAGGT AGGCGACACAT CCCTGGACCCTAATGATTTTGACT TCACGGT AACT GGGAGAGGGAGCCCCTC L
CCGGCGAGAGCAGAAACCACCT AAGAAGCCCAAAT CTCCCAAAGCT CCAGGAACT GECAGAGCECCGEEGEACELCC
CAAAGGGAGCGGECACCACGAGACCCAAGGECGECCACGT CAGAGEGT GT GCAGGT GAAAAGGGT CCTGGAGAAAAG
B TCCTGGGAAGCT CCTTGT CAAGATCEETIITCAAACTICGCCAGGGEECAAGGCT GAGBGEGGT GGBECCACCAC ]
m ATCCACCCAGGT CATGGT GAT CAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAGCT GAGGCCGACCCT CAGGCCATTCCCAA m
- GAAACGGGGECCGAAAGCCGEEGAGT GT GGT GGCAGCCGCT GCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGT GAAGGAGT C -
TTCTATCCGATCT GT GCAGGAGACCGT ACT CCCCATCAAGAAGCGCAAGACCCGEGAGACGGT CAGCAT CGAGGT
CAAGGAAGT GGT GAAGCCCCT GCTGGT GT CCACCCT CGGT GAGAAGAGCGCCGAAAGGACT GAAGACCT GTAAGAG
CCCT GGECCEGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGCGEECGCAGCAGCAGCGCCT CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCA
B CCACCACCATCACCACCACT CAGAGT CCCCAAAGGCCCCCGT GCCACT GCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACC ]
— TGAGCCCGAGAGCT CCGAGGACCCCACCAGCCCCCCT GAGCCCCAGGACT TGAGCAGCAGCGT CTCCANAEHEEA —
L EAAGRIEEEEAEA GGAGGCT CACT GGAGAGCGACGGCT GCCCCAAGGAGCCAGCT AAGACT CAGCCCGCGGT TGC -
CACCGCCGCCACGGECCECAGAAAAGT ACAAACACCGAGCEGAGEGAGAGCCCAAAGACAT TGI TTCATCCTCCAT
GCCAAGCCCAAACAGAGAGGAGCCT GT GGACAGCCGGACGCCCGT GACCGAGAGAGT TAGCTGACT TTACACGGA
GCGGATTGCAAAGCAAACCAACAAGAATAAAGGCAGCTGT TGTCTCTTCTCCT TATGGGT AGGGECT CTGACAAAG
m CTTCCCGATTAACTGAAATAAAAAATATTTTTTTTTCTTTCAGTAAACT TAGAGT TTCGT GGCTTCAGGGT GGGA m




GTAGT TGGAGCATTGGGGATGI TTTTCT TACCGACAAGCACAGT CAGGT TGAA

GCTTTGCACTTTTCTAAACTAGCCTCCTTCAACAAGGCT TCCTGCAGATACTACTGACCAGACAAGCTGITGACC
AGGCACCT CCCCTCCCGCCCAAACCT TTCCCCCATGT GGT CGT TAGAGACAGAGCGACAGAGCAGT TGAGAGGAC
ACTCCCGITTTCGGTGCCATCAGI GCCCCGT CTACAGCT CCCCCAGCT CCCCCCACCT CCCCCACTCCCAACCAC
GI' TGEGACAGGGAGGT GT GAGGCAGGAGAGACAGT TGGAT TCTTTAGAGAAGAT GGATATGACCAGT GGCTAT GG
CCTGT GCGATCCCACCCGT GGT GGCTCAAGT CTGGCCCCACACCAGCCCCAATCCAAAACT GCCAAGGACCCTTC
ACAGGACAGGAAAGT GGCACCT GT CTGCTCCAGCT CTGGCAT GACT AGGAGEEEGGAGT CCCTTGAACTACT GGG
TGTAGACT GGCCTGAACCACAGGAGAGGAT GECCCAGGGT GAGGT GGCATGGT CCATTCTCAAGGEGACGT CCTCC
AACGGGT GGCGCT AGAGGCCAT GGAGGECAGT AGGACAAGGT GCAGGCAGGCT GECCT GEGGT CAGGCCGGEGECAGA
GCACAGCGEGEGET GAGAGGGATTCCTAAT CACT CAGAGCAGT CTGT GACT TAGT GGACAGGGEGAGEGEEECAAAGSG
GGAGGAGAAGAAAATGT TCTTCCAGI TACTTTCCAATTCTCCTTTAGGGACAGCTTAGAATTATTTGCACTATTG
AGTCTTCATGI TCCCACTTCAAAACAAACAGAT CCTCTGAGAGCAAACTGECTTGAATTGGTGACATTTAGT CCC
TCAAGCCACCAGATGTGACAGT GTTGAGAACTACCTGGATTTGTATATATACCTGCGCTTGT TTTAAAGT GGGECT
CAGCACATAGGGT TCCCACGAAGCTCCGAAACT CTAAGT GT TTGCTGCAATTTTATAAGGACT TCCTGATTGGTI T
TCTCTTCTCCCCTTCCATTTCTGCCTTTTGI TCATTTCATCCTTTCACTTCTTTCCCTTCCTCCATCCTCCTCCT
TCCTAGI TCATCCCTTCTCTTCCAGGCAGCCGECGGT GCCCAACCACACT TGTCGGECTCCAGT CCCCAGAACTCTG
CCTGCCCTTTGI CCTCCTGCTGCCAGT ACCAGCCCCACCCTGT TTTGAGCCCTGAGGAGGECCTTGECECTCTCCTG
AGT CCGACCTGGECCTGT CTGT GAAGAGCAAGAGAGCAGCAAGGTCTTGCTCTCCTAGGTAGCCCCCTCTTCCCTG
GTAAGAAAAAGCAAAAGGCATTTCCCACCCTGAACAACGAGCCTTTTCACCCTTCTACTCTAGAGAAGTGGACT G
GAGGAGCTGGCCCCGATTTGGTAGT TGAGGAAAGCACAGAGGCCT CCTGT GGCCT GCCAGT CATCGAGT GGCCCA
ACAGGGEGECT CCATGCCAGCCGACCT TGACCT CACT CAGAAGT CCAGAGT CTAGCGT AGT GCAGCAGGGCAGTAGC
GGTACCAATGCAGAACT CCCAAGACCCGAGCT GGGACCAGT ACCT GEGT CCCCAGCCCTTCCTCTGECTCCCCCTT
TTCCCTCGGAGTI TCTTCTTGAATGCCAATGT TTTCCTTTTGCT CGATGCAGACAGGGEGGECCAGAACACCACACAT
TTCACTGTCTGTCTGGTCCATAGCTGTGGT GTAGGEGECT TAGAGGCATGGECTTGCTGTGEGT TTTTAATTGATC
AGTTTTCATGTGGGATCCCATCTTTTTAACCTCTGI TCAGGAAGT CCTTATCTAGCTGCATATCTTCATCATATT
GGTATATCCTTTTCTGTGI TTACAGAGATGI CTCTTATATCTAAATCTGI CCAACTGAGAAGTACCTTATCAAAG
TAGCAAATGAGACAGCAGT CTTATGCT TCCAGAAACACCCACAGGCATGTCCCATGT GAGCTGCTGCCATGAACT
GICAAGIGTGTGTTGTCTTGTGTATTTCAGT TATTGTCCCTGGCTTCCTTACTATGGT GTAATCATGAAGGAGT G
AAACATCATAGAAACTGTCTAGCACTTCCTTGCCAGT CTTTAGTI GATCAGGAACCATAGI TGACAGT TCCAATCA
GTAGCTTAAGAAAAAACCGTGITTGTCTCTTCTGGAATGGT TAGAAGT GAGGGAGT TTGCCCCGTTCTGT TTGTA
GAGTCTCATAGI TGGACTTTCTAGCATATATGTGTCCATTTCCT TATGCTGTAAAAGCAAGT CCTGCAACCAAAC
TCCCATCAGCCCAATCCCTGATCCCTGATCCCT TCCACCTGCTCTGCTGATGACCCCCCCAGCTTCACTTCTGAC
TCTTCCCCAGGAAGGGAAGGEEEGET CAGAAGAGAGEGT GAGT CCTCCAGAACT CTTCCT CCAAGGACAGAAGECT
CCTGCCCCCATAGT GGCCTCGAACT CCTGGCACTACCAAAGGACACT TATCCACGAGAGCGCAGCATCCGACCAG
GITGTCACTGAGAAGATGI TTATTTTGGTCAGT TGGGT TTTTATGTATTATACTTAGT CAAATGTAATGTGECTT
CTGGAATCATTGT CCAGAGCT GCTTCCCCGT CACCTGGECGT CATCTGGT CCT GGTAAGAGGAGT GCGT GECCCA
CCAGGCCCCCCTGTCACCCATGACAGT TCAT TCAGGGECCGAT GGEGCAGT CGT GGTTGGGAACACAGCATTTCAA
GCGTCACTTTATTTCATTCGGEGCCCCACCT GCAGCT CCCTCAAAGAGGCAGT TGCCCAGCCTCTTTCCCTTCCAG
TTTATTCCAGAGCT GCCAGT GGEECCTGAGGCTCCTTAGEGTI TTTCTCTCTATTTCCCCCTTTCTTCCTCATTCC
CTCGTCTTTCCCAAAGGCATCACGAGT CAGT CGCCT TTCAGCAGGECAGCCT TGECGGT TTATCGCCCTGECAGEC
AGGGEECCCTGCAGCTCTCATGCTGCCCCTGCCT TGEGGT CAGGT TGACAGGAGGT TGGAGGGAAAGCCT TAAGCT
GCAGGATTCTCACCAGCTGI GTCCGGECCCAGT TTTCEGGTGTGACCTCAATTTCAATTTTGTCTGTACTTGAACA
TTATGAAGATGGEGECCTCTTTCAGT GAATTTGT GAACAGCAGAAT TGACCGACAGCT TTCCAGTACCCATGEGEG
CTAGGTCATTAAGGCCACATCCACAGT CTCCCCCACCCTTGI TCCAGT TGT TAGT TACTACCTCCTCTCCTGACA
ATACTGTATGT CGT CGAGCT CCCCCCAGGT CTACCCCT CCCEECCCT GCCTGCTGGTGEECT TGT CATAGCCAGT
GGGATTGCCGGT CTTGACAGCT CAGT GAGCT GGAGATACT TGGT CACAGCCAGGCGCTAGCACAGCTCCCTTCTG
TTGATGCTGTATTCCCATATCAAAAGACACAGGGEGACACCCAGAAACGCCACATCCCCCAATCCATCAGT GCCAA
ACTAGCCAACGGECCCCAGCT TCTCAGCT CGCT GGAT GGCGGAAGCT GCTACT CGT GAGCGCCAGT GCGGGT GCAG
ACAATCTTCTGI TGEGT GGCAT CAT TCCAGECCCGAAGCAT GAACAGT GCACCT GGGACAGGGAGCAGCCCCAAA
TTGTCACCTGCTTCTCTGCCCAGCTTTTCATTGCTGTI GACAGT GATGGCGAAAGAGGGTAATAACCAGACACAAA
CTGCCAAGT TGGGT GGAGAAAGGAGT TTCTTTAGCTGACAGAATCTCTGAATTTTAAATCACT TAGT AAGCGECT
CAAGCCCAGGAGGGAGCAGAGGGAT ACGAGCGEGAGT CCCCT GCGCGEGACCATCTGGAAT TGGT TTAGCCCAAGT
GGAGCCTGACAGCCAGAACTCTGT GTCCCCCGT CTAACCACAGCTCCTTTTCCAGAGCATTCCAGT CAGCGCTCTC
TGGGECTGACT GGGCCAGCGEGAGGT TACAGGTACCAGI TCTTTAAGAAGATCTTTGEGCATATACATTTTTAGCCT
GI'GTCATTGCCCCAAATGGATTCCTGI TTCAAGI TCACACCT GCAGATTCTAGGACCTGTGTCCTAGACT TCAGG
GAGTCACCTGI TTCTAGAGT TCCTACCATGGAGT GGGT CTGGAGGACCT GCCCGGT GEEEEEECAGAGCCCTECT
CCCTCCGEGTCTTCCTACTCTTCTCTCTGCTCTGACGGGATTTGTTGATTCTCTCCATTTTGGTGTCTTTCTCTT
TTAGATATTGTATCAATCTTTAGAAAAGGCATAGT CTACTTGT TATAAATCGT TAGGATACT GCCTCCCCCAGSG
TCTAAAATTACATAT TAGAGGCGAAAAGCT GAACACT GAAGT CAGT TCTCAACAAT TTAGAAGGAAAACCTAGAA
AACATTTGCCAGAAAATTACATTTCGATGT TTTTGAATGAATACGAGCAAGCT TTTACAACAGT GCTGATCTAAA
AATACTTAGCACT TGGCCT GAGAT GCCT GGT GAGCAT TACAGGCAAGGGGAAT CTGGAGGT AGCCGACCT GAGGA




CATGCCTTCTGAACCTGTCTTTTGGGAGT GGTATGGAAGGT GGAGCGT TCACCAGT GACCT GGAAGGCCCAGCAC
CACCCTCCTTCCCACTCTTCTCATCTTGACAGAGCCT GCCCCAGCGCT GACGT GTCAGGAAAACACCCAGGGAAC
N TAGGAAGGCACT TCT GCCT GAGEGECAGCCTGCCTTGCCCACT CCTGCTCTGCTCGCCTCGGAT CAGCT GAGCCT B
= TCTGAGCTGGECCTCTCACT GCCTCCCCAAGGECCCCCT GCCTGCCCT GT CAGGAGGCAGAAGGAAGCAGGT GTGAG =
| GGCAGT GCAAGGAGGGAGCACAACCCCCAGCT CCCGLT CCGEGCT CCGACT TGT GCACAGGCAGAGCCCAGACCC L
TGGAGGAAATCCTACCTTTGAAT TCAAGAACAT TTGGCGAATTTGGAAATCTCTTTGCCCCCAAACCCCCATTCT
GTCCTACCTTTAATCAGGT CCTGCTCAGCAGT GAGAGCAGAT GAGGT GAAAAGGCCAAGAGGT TTGGCTCCTGCC
CACTGATAGCCCCTCTCCCCGCAGTGT TTGT GT GT CAAGT GGCAAAGCTGTTCTTCCTGGTGACCCTGATTATAT
] CCAGTAACACATAGACTGTGCGCATAGCCCTGCTTTGTCTCCTCTATCCTGGECTTTTGI TTTGCTTTTTAGT TT B
— TGCTTTTAGITTTTCTGTCCCTTTTATTTAACGCACCGACTAGACACACAAAGCAGT TGAATTTTTATATATATA —
TCTGTATATTGCACAATTATAAACTCATTTTGCT TGTGGCTCCACACACACAAAAAAAGACCTGT TAAAATTATA
CCTGTTGCTTAATTACAATATTTCTGATAACCATAGCATAGGACAAGGGAAAATAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAA
AAAAACGACAAATCTGTCTGCTGGTCACTTCTTCTGT CCAAGCAGATTCGTGGTCTTTTCCTCGCTTCTTTCAAG
B GCCTTTCCTGT GCCAGGT GAAGGAGGCT CCAGGCAGCACCCAGGT TTTGCACTCTTGT TTCTCCCGTGCTTGTGA B
m AAGAGGT CCCAAGGT TCTGGEGT GCAGGAGCGCT CCCT TGACCT GCTGAAGT CCGGAACGT AGT CGECACAGCCT G —
- GT'CGCCTTCCACCT CT GGGAGCT GGAGT CCACT GGGGT GACCTGACTCCCCCAGT CCCCTTCCCGTGACCTGGTC -
AGGGT GAGCCCATGT GGAGT CAGCCT CGCAGECCT CCCTGCCAGTAGGGTCCGAGT GTGT TTCATCCTTCCCACT
CTGT CGAGCCT GGGEGGECT GGAGCGGAGACGEGAGECCT GECCTGTCTCGGAACCT GTGAGCT GCACCAGGTAGAA
CGCCAGGGACCCCAGAAT CATGT GCGT CAGT CCAAGGEGGT CCCCTCCAGGAGTAGT GAAGACT CCAGAAATGTCC
N CTTTCTTCTCCCCCATCCTACGAGTAATTGCATTTCCTTTTGTAATTCTTAATGAGCAATATCTGCTAGAGAGT T m
— TAGCTGTAACAGTTCTTTTTGATCATCTTTTTTTAATAATTAGAAACACCAAAAAAATCCAGAAACTTGITCTTC —
L CAAAGCAGAGAGCATTATAATCACCAGGECCAAAAGCT TCCCTCCCTGCTGTCATTGCTTCTTCTGAGGCCTGAA L
TCCAAAAGAAAAACAGCCATAGGECCCTTTCAGT GGCCEEECTACCCGT GAGCCCT TCCGAGGACCAGGECTGEGEG
CAGCCT CTGGGECCCACAT CCEGEECCAGCTCCCECGT GTGT TCAGT GTTAGCAGT GGGTCATGATGCTCTTTCCC
B ACCCAGCCT GGCGAT AGGGGECAGAGGAGECGAGGAGGECCGT TGCCCCTGATGT TTGECCGT GAACAGGT GGGTGTC B
m TGCGTGCGT CCACGTGCGTGTTTTCT GACT GACAT GAAAT CGACGCCCGAGT TAGCCT CACCCGGTGACCTCTAG m
- CCCTGCCCGGAT GGAGCGGEGECCCACCCGGT TCAGT GT TTCT GGGGAGCT GGACAGT GGAGT GCAAAAGGCTTGC -
AGAACTTGAAGCCTGCTCCTTCCCTTGCTACCACGECCTCCTTTCCGTTTGATTTGT CACTGCTTCAATCAATAA
CAGCCGCTCCAGAGT CAGTAGT CAATGAATATATGACCAAATAT CACCAGGACTGTTACTCAATGT GTGCCGAGC
CCTTGCCCATGCTGEECTCCCGTGTATCTGGACACTGTAACGTGTGCTGTGT TTGCTCCCTTCCCCTTCCTTCTT
I TGCCCTTTACTTGICTTTCTGGEEGTTTTTCTGTTTGEGTTTGGT TTGGTI TTTTATTTCTCCTTTTGTGT TCCAAA W
= CATGAGGT TCTCTCTACTGGTCCTCTTAACTGTGGTGT TGAGGCTTATATTTGTGTAATTTTTGGT GGGTGAAAG =
L GAATTTTGCTAAGTAAATCTCTTCTGTGT TTGAACTGAAGTCTGTATTGTAACTATGTTTAAAGTAATTGI TCCA L
GAGACAAATATTTCTAGACACTTTTTCTTTACAAACAAAAGCAT TCCGAGCGAGEGEGATGGT GACTGAGATGAG
AGGCGGAGAGCT GAACAGAT GACCCCT GCCCAGAT CAGCCAGAAGCCACCCAAAGCAGT GGAGCCCAGGAGT CCCA
CTCCAAGCCAGCAAGCCGAATAGCTGATGTGT TGCCACT TTCCAAGT CACTGCAAAACCAGGT TTTGI TCCGCCC
u AGTGGATTCTTGTTTTGCTTCCCCTCCCCCCGAGATTATTACCACCATCCCGT GCTTTTAAGGAAAGGCAAGATT u
— GATGTTTCCTTGAGGGGAGCCAGGAGGGEGAT GT GT GT GT GCAGAGCT GAAGAGCT GGEGAGAAT GEGGECTGGEECC —
CACCCAAGCAGGAGGCT GGGACCGCT CTGCT GT GGGCACAGGT CAGCCTAATGT TGGCAGATGCAGCTCTTCCTGG
ACAGGCCAGGT GGTGEECATTCTCTCTCCAAGGT GTGCCCCGT GGECATTACTGI TTAAGACACT TCCGTCACAT
CCCACCCCATCCTCCAGGGECTCAACACTGTGACATCTCTATTCCCCACCCT CCCCTTCCCAGGEGCAATAAAATGA
B CCATGGAGGEGEECTTGCACTCTCTTGECT GT CACCCGAT CGCCAGCAAAACT TAGATGTGAGAAAACCCCTTCCC B
— ATTCCATGGECGAAAACATCTCCTTAGAAAAGCCATTACCCTCATTAGGCATGGT TTTGGGCTCCCAAAACACCTG —
| ACAGCCCCTCCCTCCT CTGAGAGGCGCGAGAGT GCTGACT GTAGT GACCAT TGCAT GCCGGGT GCAGCATCTGGAA o
GAGCTAGGCAGGGT GT CTGCCCCCT CCTGAGT TGAAGT CATGCT CCCCT GT GCCAGCCCAGAGGCCGAGAGCTAT
GGACAGCATTGCCAGT AACACAGGECCACCCT GT GCAGAAGGGAGCT GGCTCCAGCCTGGAAACCTGTCTGAGGT T
GGGAGAGGT GCACT TGGGGECACAGGGAGAGECCGEGACACACT TAGCTGGAGAT GT CTCTAAAAGCCCTGTATCG
H TATTCACCTTCAGTITTTTGIGITTTGGGACAATTACTTTAGAAAATAAGTAGGTCGT TTTAAAAACAAAAATTAT H
— TGATTCCTTTTTTGTAGI GT TCAGAAAAAAGGT TCTTTGTGTATAGCCAAAT GACTGAAAGCACTGATATATTTA —
L AAAACAAAAGCCAATTTATTAAGGAAATTTGTACCATTTCAGTAAACCTGTCTGAATGTACCTGTATACGTI TTCA L
AAAACACCCCCCCCCCACTGAATCCCTGTAACCTATTTATTATATAAAGAGT TTCCCTTATAAATTTacat aaaa
atgtccgtttgtgtcttttgttgtaaaaatcaagtgattttttcataaggttcttttactattggaaaagatggg
cagcacgcagttttattttatttttgtaagttttttaatacat gt gaaagcaaagaat act cagcat gcctttct
= aagt gacgcgtttgcacctttt m
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DNA 21/03/2012 10:43:58
Product NanoVue
Version 4282 Vv2.04
Serial Number 116259
Date 21 March 2012
Time 10:43:58
Instrument Calibration Fail
21 March 2012 10:40:57
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/pl
Sample 2
Concentration 460.0 ng/ul
Pathlength 0.5 mm
‘ A230 A260 A280 A320
8.58 10.86 6.64 1.66
‘ A260/A280 A260/A230
1.847 1.329
104--
5|
R i i i i A S U W N O T S O
5 g
g %
5 i
3 g
& D T N e D A e
=
| PRI SUNPVUN SMION DRRRLE: JUMSIIS “NUNARS: DUNSIS;  WORe] SRR RNDVUE AR NS IR INUVUEE WUTIRET SO b e SNN YUY SRRRE, - AUL SR
T e s T 0 UL, S (A S, i) e
2 -

Wavelength (nm)
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DNA 21/03/2012 10:45:43
Product NanoVue
Version 4282 Vv2.0.4
Serial Number 116259
Date 21 March 2012
Time 10:45:43
Instrument Calibration Fail
21 March 2012 10:40:57
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/ul
Sample 3
Concentration 123.0 ng/pl
Pathlength 0.5 mm
‘ A230 A260 A280 A320
1.26 2.04 0.88 -0.42
‘ AZ260/A280 AZ60/A230
1.892 1.464
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DNA 21/03/2012 10:47:15
Product NanoVue
Version 4282V2.0.4
Serial Number 116259
Date 21 March 2012
Time 10:47:15
Instrument Calibration Fail
21 March 2012 10:40:57
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/pl
Sample 4
Concentration 609.5 ng/pl
Pathlength 0.5mm
A230 A260 A280 A320
8.64 13.18 7.55 0.99
A260/A280 A260/A230
1.858 1.593

() soueqiosqy

Wavelength (nm)

serial: 116259

NanoVue
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DNA 21/03/2012 10:48:33
Product NanoVue
Version 4282v2.0.4
Serial Number 116259
Date 21 March 2012
Time 10:48:33
Instrument Calibration Fail
21 March 2012 10:40:57
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/pl
Sample 5
Concentration 3125 ng/pl
Pathlength 0.5 mm
A230 A260 A280 A320
2.83 5.73 2.80 -0.52
A260/A280 A260/A230
1.883 1.866
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Wavelength (nm)

serial: 116259

NanoVue
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DNA 21/03/2012 10:49:47
Product NanoVue
Version 4282 v2.0.4
Serial Number 116259
Date 21 March 2012
Time 10:49:47
Instrument Calibration Fail
21 March 2012 10:40:57
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/ul
Sample 6
Concentration 83.5
Pathlength 0.5 mm
A230 A260 AZ280 A320
1.25 1.40 0.62 -0.274
A260/A280 A260/A230
1.876 1.099
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Wavelength (nm)
serial: 116259 1 NanoVue
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DNA 21/03/2012 10:51:15
H Product NanoVue
|| Version 4282Vv2.0.4

Serial Number 116259
M Date 21 March 2012
L Time 10:51:15
m Instrument Calibration Fail
H 21 March 2012 10:40:57
|| Pathlength Automatic

Dilution Factor 1.000
W Background On
L Factor 50.0
|| Units ng/ul
- Sample 7
| Concentration 413.0 ng/ul
m Pathlength 0.5 mm
B A230 A260 A280 A320
m 4.40 8.13 4.34 -0.132
| A260/A280 A260/A230

1.848 1.823
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Wavelength (nm)

serial: 116258

1 MNanoVue
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DNA 21/03/2012 10:54:30
Product NanoVue
Version 4282 Vv2.0.4
Serial Number 116259
Date 21 March 2012
Time 10:54:30
Instrument Calibration Fail
21 March 2012 10:40:57
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/ul
Sample 8
Concentration 540.5 ng/pl
Pathlength 0.5 mm
A230 A260 A280 A320
5.17 10.67 5.61 -0.139
A260/A280 A260/A230
1.880 2.036
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serial: 116258 1 MNanoVue




SR P8 Douae

DNA 14/05/2012 10:41:39
Product NanoVue
Version 4282v2.04
Serial Number 116259
Date 14 May 2012
Time 10:41:39
Instrument Calibration Pass
14 May 2012 10:34:45
Pathlength Automatic
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ng/pl
Sample 2
Concentration 399.5 ng/ul
Pathlength 0.5 mm
A230 A260 A280 A320
8.48 10.73 7.24 2.74
A260/A280 A260/A230
1.776 1.392
75 (581 Vo R SRR ety e Y . S sy d_ ___________________________________
5 ___________________________________________________________________________________________________________________________________
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g
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serial:116259
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|| Prosoinle dumplificusion por 20 b gone HECP)
i Walborasire Wamey Frange" ]

L] Amorces L]
] Couples se:;)(s séquence taille du produit ]
|| exon4A | Fbis | TGT AAA ACG ACG GCC AGT CGT TTG TCAGAYGT TGT CA 339 pb ||
R CAG GAA ACA GCT ATG ACC ACA GAT CGG ATA GAA GACICC TT
B exon4B | F | TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTT TTC AAACTTGC CAG GG 582 pb B
m R CAG GAA ACA GCT ATG ACC TGC TCA AGT CCT GGG GCTA m
B Exon 4A, 4B : |
Cf V /tube
Tampon thermoprime 1X 2,5 ul
MgCL, thermoprime 1,5mM 1,5 pl
dNTP 0,2 mM 2l
Amorces F+R 0,2 uM 0,5 pl
Taqg Thermoprime 1,5 U/ul 0,25 pl
H20 16,75 pl
Total MIX 24 pl
+ ADN (200ng/ul) 1ul
2. Réaction d’amplification par PCR
Température temps Nb de cycles
95°C 5 min
95°C 30sec 32 autres
62°C edA, edB 30 sec 38 el/pro
72°C 45sec
72°C 10 min
4°C ©
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RésUMe

Le syndrome de Rett est une pathologie neurodépelopntale progressive sévere,

- causée par des mutations dominantes du gene MEGP»rotéine MeCP2, fortement J-
exprimée dans les neurones matures, est un répregaascriptionnel de la famille des
- methyl-CpG-binding proteins (MBP) caractériséeslpar capacité de liaison aux nucléotides §-
CpG méthylés. Bien que les mécanismes moléculagggonsables du syndrome de Rett
- demeurent obscurs, il semble probable que cettmiogfie soit due a I'expression incontrolée §-
de génes normalement réprimés par MeCP2 dans le®nes. Une étape clé dans la

- compréhension de cette maladie serait donc diitemies genes cibles de MeCP2. -

= Les objectifs de ce travail sont : -

m Mettre au point les techniques de cytogénétiqueaaiionnelle et moléculaire pour le  §
diagnostic de ce syndrome tels que :
N » L’extraction d’ADN i
L » Réaction de polymérisation en chaine -

» Séquencage.

Détecter les mutations responsables chez les pat&rigines marocaines.




