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Introduction

Les expériences réalisées au cours de ces Travaux Pratiques vont permettre de mettre en évidence le polymorphisme génotypique au niveau d’un locus du chromosome 15 du génome humain (locus nommé D15S542). Ce locus correspond à une région contenant le microsatellite CA répété (« variable number of tandem repeats », VNTR) dont il existe plusieurs variants dans la population avec un taux d’hétérozygotie élevé. La présence de tel ou tel variant (caractérisé par le nombre de répétitions du dinucléotide CA) n’a absolument aucune incidence sur le phénotype des individus (ce type de locus est qualifié d’« anonyme »).
Déroulement des Travaux Pratiques

Chaque binôme (ou trinôme) va préparer un échantillon d’ADN génomique à partir d’un prélèvement buccal provenant d’une des 2 (ou 3) personnes du binôme/trinôme. Cette préparation d’ADN va servir de matrice pour l’amplification par PCR du locus étudié (séance 1). Après la réaction de PCR, les produits obtenus seront analysés (séance 2) par électrophorèse en gel d’agarose et par électrophorèse en gel de polyacrylamide (électrophorèse en capillaire sur un appareil utilisé pour le séquençage et le génotypage).
· Origine et séquence des amorces utilisées pour la PCR :

PCR : l’amplification du microsatellite D15S542 va être effectuée avec le couple d’amorces suivant:

D15S542-A:
5’-TGC-CTT-CTT-GCT-GGG-GCT-G-3’ 
Tm (°C): 62.0
D15S542-B:
5’-AGC-AGA-CTC-CGC-AAC-CTC-AT-3’ 
Tm (°C): 62.0

( L’amorce D15S542-A est modifiée en 5’ par l’addition d’un radical fluorescent, la 6-carboxyfluorescein (6-FAM)
    82201 cagcagactc cgcaacctca tcactcacac acacacacac acacacacac acacacacac
    82261 acacacacac acacacacac ccggcagccc tgccagcaga ctccgcagcc tggaaggcag
    82321 gaagcagcct ccagccccag caagaaggca ggtcttggcc tttggctgac ctcggccacg

Figure 1 : séquence d’un des deux brins du chromosome 15 au niveau du locus du microsatellite D15S542. Les bases soulignées correspondent à la position des deux amorces. Le nombre de répétitions du dinucléotide CA est variable d’un chromosome à un autre. 
(source: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/28927884?report=genbank)
La taille attendue des produits PCR obtenus avec ce couple d’amorces est de l’ordre de 150 pb. 
Séance 1

· Préparation de l’ADN matrice

L’ADN utilisé comme matrice pour les réactions de PCR va être préparé à partir de cellules prélevées dans la bouche, en frottant (pendant 1 minute) un écouvillon de prélèvement stérile (swab) contre la paroi interne des joues et sous la langue, en suivant la procédure préconisée par le fournisseur :
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Figure 2 : instructions pour l’utilisation des écouvillons Isohelix SK2 Buccal Swabs.
Chaque binôme/trinôme prépare un échantillon d’ADN. Pour éviter toute contamination, il faudra s’équiper de gants de latex (valable pour toute la durée de l’expérimentation).

L’ADN des cellules buccales est ensuite préparé à l’aide d’un kit en suivant scrupuleusement les instructions du fournisseur (Isohelix/Cell Projects).
Chaque binôme dispose d’un ensemble de tubes contenant des fractions aliquotes de chaque solution, dans des quantités suffisantes pour l’expérimentation.

( Avant de démarrer la préparation, allumer un bain-marie réglé à 60°C. 

Préparation de l’ADN à partir des cellules collectées sur l’écouvillon :

( Assurez-vous de bien disposer de tout l’équipement nécessaire avant de commencer l’expérimentation.
- Ajouter 500 µL de solution LS (solution de lyse, contient un détergent) au tube contenant la tête de l’écouvillon. Pour cela, ouvrir le tube par son grand bouchon (et non le petit qui a servi pour retirer la tige de l’écouvillon) ;

- Ajouter 20 µL de solution PK (qui contient de la protéinase K) et mélanger au vortex pendant quelques secondes. Avant de rajouter cette solution PK, bien mélanger le contenu du tube de PK avant utilisation. Ne pas centrifuger avant de prélever les 20 µL dans le tube fourni ;
- Placer le tube dans le bain-marie à 60°C pour 60 min ;

- Après cette incubation, centrifuger quelques secondes et prélever 400 µL du contenu du tube pour les transférer dans un nouveau tube stérile (tube type Eppendorf 1,5 mL). Jeter le tube initial contenant l’écouvillon et le reste du liquide. Monter la température du bain à 80°C ;
- Ajouter 400 µL de solution CT (contient de l’éthanol). Mélanger au vortex pendant quelques secondes ;

- Centrifuger pendant 10 min à 4°C (pré-refroidir le rotor) à pleine vitesse de la microcentrifugeuse ;
- Immédiatement après la centrifugation, éliminer le surnageant sans traîner mais délicatement en évitant de pipeter trop près du culot (lequel est invisible ou quasiment invisible) ;

- Centrifuger quelques secondes pour faire tomber le liquide résiduel qui sera éliminé délicatement et  totalement à la pipette ; 

- Laisser le tube bouchon ouvert sur la paillasse pendant une 10aine de minutes ou sur un bain à sec préalablement réglé à 37°C ;

- Ajouter 150 µL de tampon TE (10 mM Tris-HCl pH7,5 ; 1 mM EDTA) pour resuspendre le culot d’ADN et laisser le tube pendant 5 minutes à température ambiante ;

- Incuber le tube à 80°C pendant 5 minutes. Centrifuger brièvement. L’ADN est prêt pour la PCR.  
· Amplification in vitro en chaîne (PCR) :

Les réactions de PCR vont être réalisées à l’aide du kit « DyNAzyme II » en suivant les instructions du fournisseur (« DyNAzyme II PCR Master Mix » commercialisé par OZYME France). Chaque binôme/trinôme réalise une PCR avec la préparation d’ADN qu’il a effectuée.
Le volume réactionnel total est de 20 µL. Le « DyNAzyme II PCR Master Mix » est fourni sous une forme concentrée 2X. La solution stock des amorces fournie contient les deux amorces F et R ; chacune d’elle a une concentration de 2 µM dans le mélange ; leur concentration finale doit être de 0,2 µM dans le mélange réactionnel de la PCR). Le volume de la préparation d’ADN à ajouter est de 1 µL. Le volume final doit être ajusté avec de l’eau ultrapure stérile. Ces réactions sont effectuées dans des petits tubes de 0,2 mL à paroi fine. Les mélanges réactionnels (contenant tout sauf l’ADN) pourront être préparés pendant les temps morts de la préparation de l’ADN. Les tubes en attente doivent absolument être placés sur la glace.
Très important : il est impératif d’utiliser de l’eau et du matériel (tubes, pointes de pipettes) préalablement stérilisés, ainsi que des gants, pour la mise en œuvre de ces expérimentations. Il faudra également veiller à ne pas contaminer le contenu des solutions stocks et à changer systématiquement de pointe entre chaque pipetage. Les couvercles des boîtes de pointes et des récipients contenant les tubes doivent être remis en place rapidement. Les tubes contenant des solutions doivent être refermés rapidement également.
Après la PCR, les produits obtenus seront analysés par électrophorèse en gel de d’agarose (lors de la séance 2) et en gel de polyacrylamide (entre les deux séances).

Conseils pour la préparation des mélanges réactionnels :

· Commencer toujours par homogénéiser le contenu des tubes des solutions stocks avant utilisation et replacer les tubes immédiatement sur de la glace après avoir centrifugé brièvement (sauf solution PK : ne pas centrifuger).
· A chaque fois que nécessaire, ne pas hésiter à centrifuger pendant quelques secondes les tubes contenant des liquides afin d’éviter des pertes (gouttes présentes sur les parois ou dans le bouchon) ; à pratiquer notamment après chaque homogénéisation et après la réaction de PCR (condensation dans le bouchon).
· Ces conseils sont valables pour tous les mélanges préparés à partir de plusieurs solutions différentes (et contenant des enzymes).
· En cas de doute sur l’utilisation des pipettes automatiques, demander à l’intervenant.
· Conditions de PCR :

Chaque réaction de PCR est précédée de 3 min de dénaturation à 94°C suivies de 30 cycles comprenant :

30s de dénaturation à 94°C

30s d’hybridation des amorces à 60°C

30s d’élongation (polymérisation) à 72°C

Les 30 cycles sont suivis d’une étape de polymérisation de 5 min à 72°C puis les échantillons sont amenés à 4°C.

Après la PCR, faire tomber les gouttes de condensation présentes dans le couvercle ou sur les parois en centrifugeant pendant quelques secondes à pleine vitesse (utiliser des adaptateurs fabriqués avec des tubes Eppendorf (type 1.5 mL) dont le couvercle aura été retiré.
De ce mélange, 18 µL seront déposés sur un gel d’agarose 2% (en réalité 20 µL constitués de 18 µL de mélange réactionnel additionnés de 2 µL de tampon de charge 10X).

Par ailleurs, 2 µL du mélange réactionnel de PCR seront également déposés dans l’appareil de génotypage (en réalité 15 µL constitués de 2 µL de la réaction de PCR additionnés de 13 µL d’une solution de formamide contenant le standard de taille « GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard » (Life Technologies) ; les échantillons d’ADN, dénaturés pendant 5 min à 95°C puis refroidis brutalement sur glace, seront déposés dans un génotypeur automatique par l’ingénieur en charge de l’appareil. Cette étape de préparation des échantillons après la PCR sera effectuée par l’intervenant de TP à l’issue de la première séance.
Séance 2

· Préparation du gel d’agarose :

Préparer 50 mL de gel d’agarose à 2% final dans du TBE 1X (à partir de TBE 5X) contenant 1 µL d’une solution de bromure d’éthidium à 10 mg/mL (ajouter le BEt uniquement après avoir fait fondre l’agarose). Couler le gel sur la plaque prévue à cet effet (utiliser le format de peigne compatible avec le nombre total d’échantillons du groupe de TP ; un seul gel est préparé pour l’ensemble du groupe).
Déposer 20 µL de chaque échantillon dans les différents puits. Inclure un puits avec 3 µL du marqueur de taille « TrackIt™ 100 bp DNA Ladder » (Invitrogen™/Life Technologies) servant à étalonner le gel.
[image: image2.emf]
Figure 3 : profil électrophorétique du marqueur « TrackIt™ 100 bp DNA Ladder ».
(NB : XCFF et Tartrazine sont deux colorants visibles à l’œil nu permettant de suivre la progression de l’électrophorèse)

Procéder à l’électrophorèse pendant 45 min à 100 V (front de migration environ à la moitié de la distance totale). Observer le résultat sur la table UV.

