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A_naly.éé directe des anomalies de ‘I’ADN'

Une maladie en rapport avec une
mutation congénitale ou acquise
(cas des cancers) d’un gene peut étre
analysée au niveau du produit du
gene muté et deson ARN, quand ils
sont présents, ou bien directement
au niveau du geéne. C’est ce dernier
point que nous analyserons ici,
I’étude sur les ARN faisant 'objet
du «Lexique» du prochain numéro.
1. Les délétions ou les insertions
d’un nombre suffisant de bases (plus
d’une centaine): elles sont aisées a
détecter par. Southern blot; elles
entrainent la disparition ou le chan-
gement de taille d’un fragment
révélé par hybridation moléculaire
avec les sondes radioactives spéci-
fiques du gene normal.

2. Les mutations ponctuelles,
microdélétions ou microinser-
tions: leur identification nécessite
en revanche I’utilisation de métho-
des beaucoup plus complexes.

e Confection d’une banque d’ADN
génomique, détection du clone
muté, détermination de la séquence
nucléotidique (voir Lexique de
médecine[siences n° 6, vol.2). La
méthode est extrémement lourde
pour des genes qui peuvent étre
immenses (prés de 200 kilobases
pour le géne du facteur VIII!). Si
’on dispose de sondes reconnaissant
tous les exons (par exemple une
copie d’ADN complémentaire com-
plete du messager), il est alors possi-
ble de n’étudier qu’eux en faisant
I'impasse sur une mutation introni-
que qui pourrait entrainer des ano-
malies d’épissage.

e Digestion de ’ADN par “toute
une batterie d’enzymes de restric-
tion reconnaissant des séquences
différentes, et hybridation du
Southern blot avec des sondes spéci-
fiques. Quoique plus d’une centaine
d’enzymes de restriction soient
connues a I’heure actuelle, cette
méthode n’explore pas toutes les

s séquences possibles l... et elle est de
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Figure 1. Protection d‘hybrides ADN-ARN contre la digestion par la
ribonucléase A A gauche, un fragment d’ADN génomique inconnu est déna-
turé (c’est-a-dire que ses brins sont dissoci€s), I'un des brins étant hybridé avec
une sonde d’ARN radioactif connue. S’il existe un seul mauvais appariement
entre les brins d’ADN et d’ARN (sur la figure, un C, marqué d’un astérisque, au
lieu d’un A), la ribonucléase A pourra cliver 'ARN a ce niveau. A droite, la
sonde ARN est analysée, aprés traitement, par migration en gel dénaturant: elle
est entiére si I'ADN est «normaln et clivée si ’ADN est «muté ».
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Figure 2. Détection d’une mutation particuliére par hybridation de
Southern blots avec des oligonucléotides de synthése. Des oligonu-
cléotides de 17 résidus complémentaires de la région a explorer sont synthétisés.
Ills sont congus de telle sorte que la base éventuellement modifiée se trouve au
milieu de I'oligonucléotide. De telles sondes spécifiques du gene normal hybride-
ront mieux avec un fragment de ce dernier qu’avec le fragment équivalent du
gene muté. Par contre un oligonucléotide complémentaire du géne muté hybri-
dera mieux avec lui quavec le géne normal. —[1— : oligonucléotide complémen-
taire du géne normal ((J : base éventuellement modifiée); —O—: oligonucléotide
complémentaire du géne muté (O: base mutée). Le trait rouge indique le
fragment d’ADN hybridant avec la sonde, les traits fins représentant les nombreux
fragments d’ADN transférés sur les filtres mais non reconnus par les sondes.
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