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l'organisation moléculaire du chromosome bactérien. On se limite a la présentation de la structure de I'opéron lactose
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Objectifs : extraits du programme

Document téléchargeable sur le site
https://lwww.svt-tanguy-jean.com/

forme d’ADN ou d’ARN) constituant le génome viral, et des | virus.
protéines. On distingue des protéines a role structural,

parfois une enveloppe lipoprotéique.
Précisions et limites :

trois exemples, sans rentrer dans les détails des cycles de multiplication : bactériophage lambda, VMT, un coronavirus

Flux de matiére et d’information dans une cellule eucaryote (SV-C-2)
Structure des acides nucléiques (SV-D-2-3)

Structure des protéines (SV-D-2-4)

Glycosylation et phosphorylation des protéines (SV-D-2-4).

Expression des génes homéotiques au cours du développement embryonnaire (SV-H-2)

Savoirs visés

Capacités exigibles

SV-F-1-1 Organisation des génomes

L'ensemble des molécules d'ADN contenues dans une
cellule et 'information qu’elles portent constitue son
génome.

L’étude des génomes passe par une panoplie de
techniques dites de biologie moléculaire.

Des techniques de séquengage permettent de déterminer
la séquence d’un fragment d’ADN puis de proche en
proche la séquence des génomes.

L'utilisation d’outils bioinformatiques permet d’identifier
les différents types de séquences codantes et non
codantes.

— : _ . Introduction
- Réaliser et analyser les résultats d’une électrophorése
d’ADN.
- Interpréter |'organisation des génomes a partir des On appelle information génétique ou patrimoine génétique I’ensemble des données
résultats de séquencage. qui assurent [I'organisation, le développement et le fonctionnement d’un
- Exploiter les données de séquencage pour réaliser des organisme vivant ou d’un virus, se transmettant au fil des générations d’individus.
alignements de séquences et comparer les séquences. Cette information est portée universellement par de 'ADN dans tous les organismes

cellulaires et par de 'ADN ou de I'ARN chez les virus. L’ensemble de I’ADN d’une
cellule ou d’un organisme, ou des acides nucléiques pour un virus constitue le
génome* de cette entité, toutes les portions n’étant pas forcément codantes.

Précisions et limites :

a mémoriser.

n'est pas exigible (la fiche technique du logiciel est fournie).

Les principes généraux et les objectifs des différentes techniques évoquées sont a connaitre mais les protocoles ne sont pas

Pour le séquencgage, seul le principe de la méthode de Sanger doit étre connu.
La mise en ceuvre pratique n’est exigible que pour I’électrophorése. La maitrise d'un logiciel d'alignement de séquences

Le mot génome peut avoir plusieurs définitions selon les auteurs ou le contexte d’emploi :

1/ 1l peut désigner I’ensemble de Iinformation génétique d’un individu. Quand on s’intéresse a la
variété interindividuelle, il sera plus pertinent d’employer la notion de génotype.

2/ 1l peut désigner I’'ensemble de I'information génétique propre a une espéce, définition a
laquelle nous faisons ici référence. Néanmoins, au sein de cette définition, certains auteurs font

Chez les bactéries, le génome a localisation cytoplasmique
est constitué d’un chromosome circulaire et
éventuellement de plasmides. Le génome des bactéries
est constitué presque exclusivement de régions codantes.
Certaines sont associées a des régions régulatrices
communes ce qui forme des opérons.

Chez les Eucaryotes, on distingue le génome nucléaire et
le génome des organites. Le génome nucléaire est
constitué de chromosomes linéaires.

L’ADN nucléaire des Eucaryotes est associé a des protéines
dont des histones, constituant la chromatine. Il existe

référence :

- — — — a) A I'ensemble des unités informatives (génes codant les protéines) seulement.
- Comparer I'organisation du génome des bactéries, des b)A 'ensemble des unités transcrites ou transcriptibles en ARN (y compris les ARN autres que
Eucaryotes et des virus. messagers) (génes au sens large).
- Comparer le génome cytoplasmique eucaryote et celui ¢) A la totalité du matériel génétique, qu’il soit codant ou non. *
des bactéries. Cest clairement cette définition qui est aujourd’hui la plus usitée et a laquelle fait référence le programme.
- Estimer la proportion de séquences codantes et non
codantes dans les génomes des Eucaryotes, des bactéries
et des virus. I Comment s’organisent les génomes des cellules et des virus ?

Il est absolument impératif de revoir et de maitriser les notions traitées dans le chapitre 8 sur les nucléotides
pour comprendre et apprendre le présent chapitre. J'ai remis les notions sur les acides nucléiques dans le
chapitre.
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I. Lanature etl’étude des génomes

A. Les acides nucléiques, des hétéropolymeéres (séquencés) de

nucléotides porteurs d’'une information

e Les acides nucléiques sont de longs polyméres de nucléotides comprenant les
ARN et I’ADN.

o |Is sont présents sous forme acide dans les cellules (en réalité, c'est la base
conjuguée au sens de BR@NSTED qui est représentée dans les cellules, en lien
avec notamment I'ionisation des phosphates). lIs sont largement hydrophiles.

e Puisque tous les nucléotides ne sont pas identiques, les acides nucléiques sont
des molécules séquencées, c'est-a-dire caractérisées par un ordre
d’enchainement de leurs monomeéres qu’on appelle ici séquence nucléotidique.

1. L’ADN, support universel de I'information génétique des étres vivants

(cellulaires)

o L’ensemble des étres vivants (au sens des organismes cellulaires) a pour support
de son information génétique I’ADN qui est un acide nucléique support de
linformation génétique, contenu dans le noyau des Eucaryotes ou le nucléoide
des ‘procaryotes.

a. Une molécule bicaténaire
e L'ADN ou acide désoxyribonucléique (figures 1-3) (encadré A) est un acide
nucléique support de I'information génétique, contenue dans le noyau des
Eucaryotes ou le nucléoide des ‘procaryotes’.
o L’ADN est une molécule fondamentalement bicaténaire, c’est-a-dire qu’il est fait de
deux brins : rigoureusement, il s'agit donc d’'un double polymére de nucléotides
associés par des liaisons hydrogéne.

b. Des brins orientables : extrémités 5’ et 3’
e Chaque brin peut étre orienté : on trouve une extrémité 5’ P (carbone 5’ associ€ a
un groupement phosphate libre, sans nucléotide derriére) et une extrémité 3’
OH (carbone 3’ portant un groupement OH, non associé a un nucléotide).

c. Structure secondaire et tertiaire : deux brins antiparalléles organisés en

double hélice

e Pour qualifier la structure secondaire de I’ADN, on dit qu'’il présente une structure
en double hélice car il est fait de deux brins qui s’enroulent en hélice ; les deux
brins sont antiparalléles, c’est-a-dire qu’ils sont orientés de maniére inverse I'un
par rapport a I'autre (un brin 3’5’ et l'autre 3'>5’). L'hélice est, dans la forme
majoritaire de ’ADN (ADN-B), une hélice droite. Un tour de spire est réalisé toutes
les 10 paires de bases environ ; on note la présence, dans I'hélice, d’'un petit sillon
et d’'un grand sillon.

Encadré A Quelques repéres historiques dans I'identification du support

de I'information génétique

Mise en évidence d’un facteur « transformant » codant I'information génétique :
expériences de Frederik GRIFFITH (1879-1941) (1928)

EXPERIENCE Frederick Griffith a étudié deux souches de la bactérie
Streptococcus pneumaoniae. Les bacténes de la souche «S= (pour smooth
ou lisses) causent la pneurmanie chez les souris; elles sont pathogénes
parce qu'une capsule les protége contre le systéme immunitaire des
Animaux. Les bactéries de la souche «R» (pour rough ou rugueuses)
sont dépourvues de capsule et ne sont pas pathogénes. Afin de vérifier le
pouvoir pathogene de ces deux souches, Frederick Griffith les a inoculées

a des souris:
Cellules R

Cellules 5 tuges  vivantes

et lysées par meélangées a
Cellules 5 Cellules R I'action de des cellules S
Vivantes vivantes la chaleur Tudes et lysdes
{temains (Emoins (témoins par |'action
pathogénes)  non pathogénes) non pathogenes)  de la chaleur

¥ \

/ F.
! 'y

S
L2

r:. / 5;'.-"
RESULTATS
La souris La souris est La souris est La souris
meurt. en bonne santé.  en bonne santé, meurt.
Dans un échantillen
@ de sang de la souris

@ morte, on trouve

des cellules S vivantes
(avec une capsule)
pouvant se reproduire
pour donner plus

de cellules 5

CONCLUSION Griffith en a conclu gue les bactéries vivantes de la
souche R ont été transformess en bactéries pathogenes de |a souche S
par une substance inconnue provenant des cellules mortes de |a souche S.
Cette substance a permis aux cellules de la scuche R de fabriquer des
capsules,

FIGURE a. L’expérience de GRIFFITH (1928). D’aprés CAMPBELL et al. (2012) et Wikipédia (cliché).
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Identification de ’'ADN comme support de I'lG : AVERY, MACLEOD & MCCARTY (1944),
HERSHEY & CHASE (1952)

» Si GRIFFITHS (1928) a pu montrer I'existence d’un facteur porteur de I'information génétique, un
débat a longtemps existé pour savoir s’il s’agissait de protéines ou d’acides nucléiques. Le travail
d’Oswald AVERY, Colin M. MACLEOD & Maclyn MCCARTY (1944) (figure b) permet de montrer qu'il
s’agit de 'ADN mais il faudra attendre I’expérience d’Alfred HERSHEY & Martha CHASE (1952) pour
que cette réalité soit confirmée et admise par I’ensemble de la communauté scientifique (figures
c-d).

{A) L'activite transformante des cellules S n'est pas détruite par la chaleur.

Cellules 8 Extrait de cellules S
tudes par {contient principalement
la chaleur de I'ADN avec quelques

protéines et ARN)

{B] L'activité transformante n'est détruite ni par une protéass,

§ (€} L'activité transformante est détruite
ni par une RNase,

par une DNase.

RMNase Protéase
(détruit (détruit les
I"ARM) . protéines)

Extrait de
cellules §

Extrait de

Extrait de
cellules 5

cellules S

Culture en présence de cellules R

Dans les deux cas, la descendance des cellules R produit La descendance des cellules R produit
des colonies A et quelques colonias 5. uniguement des colonies R,

Comclusion : L'acrivité transformante Conclusion : L'activité transformante |
n'est pas une protéine ou de I'ARN | est probablement de 'ADN,

Schéma de I'expérience démontrant que 'ADN  tables de protéines et/ou d’ARN. (B) L'activité transfor-
est le matériel actif dans la transformation bactérienne. (A)  mante n’est détruite ni par une protéase, ni par une RNase.
De IADN purifié¢ extrait de cellules S tuées par la chaleur (€) Lactivité transformante est détruite par une DNase et
peut convertir certaines cellules vivantes R en cellules §, repose done probablement sur la présence d’ADN.
mais I'extrait pourrait encore contenir des traces indétec-

FIGURE b. Expérience d’AVERY et al. (1944). D’aprés HARTL & JONES (2003).

Des phages contenant 'ADMN
marqué au 2P infactent
—_une callule non radioactive,

Des phages contenant des

B)
i protéines marquées au 5
— —_ Infectent une cellule
/— ~, non radioactive.
( ) A

- . | —
Mixer de Mma McDonald Mixer de Mme McDonald
op
Les tétes des Les tétes des phages
phages sont sont éliminées,
éliminées. T
/——“-H\\ /—'_—
/& ADN infoctioux . Rl ) e B S
l'\ marqué La cellule infectée | it | La cellule infectée
b est intacte. nNon margue / est intacte.
e
Formation de la progéniture Formation de la progéniture
phagigue : lyse de la cellule. phagique : lyse de la cellule.

La progéniture du phage
ne contient pratiguemen
/ pas de protéines
marquées au 195,

La progéniture du phage &
contient de |'ADN
margué au 2P,

WhA
FLa

| Conclusion : C'est principalement I'ADN, et non les protéines, qui est hérité du phage parental |

Expérience (« mixer») de Hershey-Chase, qui dance du phage en quantités substantielles. (B) Les pro-
démontre que I'ADN, et non les protéines, est chargé de téines radicactives sont transmises a la descendance du
diriger la reproduction du phage T2 dans des cellules E. colfi  phage en quantités négligeables.
infectées. (A) L'ADN radioactif est transmis a la descen-

FIGURE c. Expérience d’HERSHEY & CHASE (1952). D’aprés HARTL & JONES (2013).

-

FIGURE d. Martha CHASE (1927-2003) et Alfred HERSHEY (1908-1997).
https://sites.google.com/site/dd95hersheychaseexperiment/ (octobre 2015)
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Identification de la structure de 'ADN (F. CRick & J. WATSON, 1953)

» La structure de I’ADN est élucidée en 1953 par Francis CRICK (1916-2004) & James D. WATSON
(1928-2025) a partir d’'un cliché de diffraction aux rayons X montré par Maurice WILKINS (1916-
2004) ; ces trois personnes recevront le prix de Nobel de physiologie-médecine en 1962.
L’histoire a longtemps oublié Rosalind FRANKLIN (1920-1958) qui a pourtant produit le si précieux
cliché ayant permis cette découverte (figure e).

(b) Radiographie de I'ADN par
diffraction de rayons X produite
par Rosalind Franklin

(a) Rosalind Franklin

Rosalind Franklin et sa radiographie de I'ADN
par diffraction de rayons X. Franklin, une spécialiste trés doude en
cristallographie par diffraction de rayons X, a effactue des expériences
remarguables et produit la radiegraphie grace a laguelle Watson et
Crick onl pu cécouvrir la structure en double hélice de 'ADN

FIGURE e. Les artisans de la découverte de la structure de ’ADN : Rosalind E. FRANKLIN (1920-
1958), James D. WATSON (1928) et Francis H. C. CRICK (1916-2004).
D’aprés CAMPBELL et al. (2012) et Wikipédia.

Importance des liaisons faibles dans la structure de I’ADN :

- liaisons hydrogéne entre bases appariées (— association des deux brins avec
possibilité d’ouverture et de fermeture de la molécule d’ADN)

- interactions hydrophobes (liaisons de VAN DER WAALS de type forces de LONDON)
entre les bases empilées verticalement (— cohésion interne, autorisant toutefois une
déformabilité et I'hélicoidalité) : c’est le base stacking (empilement de bases).

Note : la répulsion mutuelle des squelettes ose-phosphate semble neutralisée par des
cations (Mg?') et les protéines basiques (chargées positivement) s’y associant (ex.
histones des Eucaryotes).

Lisisons

i
i i
Liaison A "-@ Q
- 2 - ="
phosphodiester T !

y

hydrogéne E},__@ G%

entre bases prae
azotées Vi
P

Un brin d’ADN
1

I B Un nucléoside

&%‘q \ Un nucléotide
P

' Désoxyribose
. *ﬂ@f/
! A T )
@cﬁ I\QJ::P \%P'
T

L

P = phosphate

i En mauve : désoxyribose

- / i
& Q: :. _,@jl-ﬁ“ v’%ﬂ Bases azotées
| S i / { A = adénine
™ i G =guanine
f « Epine dorsals » =3 T =thymine
i | sucre-phosphate L C = cytosine
Extrémité 3' Extrémita 5

Structure et composition de I’ADN.

D'aprés RaveN et al. (2007)

Lizisan hydrogéne

34nm

i fond Aol

{a) Principales caractéristiques {b) C chimique for

tridimensionnelles de la structure
de 'ADN

Autre vision de la constitution de I'ADN (a droite)

et illustration de la structure en double hélice (a gauche).
Draprés Campresil & Resce (2004)

A FIGURE 1. Organisation de ’ADN. Sources variées.
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A FIGURE 2. Organisation de I’ADN : une autre vision. D’aprés PETIT & JULIEN (2007).

Encadré B  Structure primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire des
acides nucléiques

Hélice Tige-boucle .
(= épingle a cheveux) Pseudonceud

ADN-B Tige-boucle Pseudonceud

mﬂ= épingle a cheveux)

ADN-Z

ADN  protéine
histone

A FIGURE. Les niveaux de structure des acides nucléiques. Wikipédia (traduit 2021).
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» Dans un acide nucléique, on peut définir les niveaux de structure suivants (figure) :

= La structure primaire : elle désigne le polymeére linéaire de nucléotides et est
définie par I'ordre d’enchainement des nucléotides au sein de I’acide nucléique
(séquence nucléotidique). [« 1D »]

» La structure secondaire : elle désigne la bicaténairisation (— 2 brins) locale des
nucléotides sous forme d’hélice, d’épingles a cheveux ou de pseudonceud.
[« 2D »].

= La structure tertiaire: elle désigne la forme tridimensionnelle des acides
nucléiques (incluant leurs structures secondaires), c’est-a-dire leur conformation
réelle dans I'espace. [3D]

II existe plusieurs formes d’ADN : 'ADN-B, la plus courante naturellement, et des formes plus rares, 'ADN-A et 'ADN-Z,
rencontrées in vitro ou dans des zones particulieres du génome. Elles différent par la conformation spatiale
tridimensionnelle de la double hélice, en lien avec diverses caractéristiques propres des nucléotides, I'état
d’hydratation et |'état d'enroulement. Le programme limite |'étude de I'’ADN a la forme B.

= La structure quaternaire : elle désigne I’"association de I'acide nucléique avec un
autre ou d’autres acides nucléiques, ou avec une ou des protéines.

Structure tridimensionnelle:

Biochimie "
_ _une structure en double hélice

Extrémité 5' :
| Plans des bases 5 ADN 3
décalés de 36°
JT.SS_Ocia!iol1 par ~+ forme d'hélice )
iaison ionigue G . T
avec des protéines CD T =0 l Hi Extrémité 3 xS
chargées positivement o Grand sillon
i T on————
| 0
o,  [A> CH,
jo Bl I
Désoxyribose RED L o .
H |
E|J O=T_O 2 brins |
Liaison _——" antiparalléles |
phosphodiester ‘*-——9__: T =0 Ho
? (
o]
CH, o CH,
Extrémité 3' )( é
H I /
oH O=P—0 LN 7 .
| Lt Squelette désoxy ribose - phosphate
Bases complémentaires 0 externe

Charges () des—
P ) = interaction

G NS~ 2brinsantiparalieh
P} Extrémité 5' non spécifique & -‘3[ ':'nsan iparalicles

par liaison faible
i
Molécule _ Information x [
séquencée  génétique {2 om g

liées par liaisons H

A FIGURE 3. L’ADN : relations structure / propriétés chimiques / fonction(s).
D’aprés DAUTEL et al. (2021), modifié
[I'histoire des sillons n’est du reste pas trés claire sur ce document]

d. Une molécule qui respecte les regles de CHARGAFF

Les brins sont associés par des liaisons H entre bases azotées des nucléotides en
vis-a-vis dans les brins, toujours de la méme facon : A en face de T (2 liaisons H),
C en face de G (3 liaisons H). Ce sont les regles de complémentarité entre
nucléotides ou régles d’appariement exclusif des nucléotides.

Rappelons que les liaisons hydrogéene sont des liaisons faibles (contrairement aux liaisons
phosphodiesters de nature covalente). Ces liaisons sont donc plus labiles et plus faciles a rompre
que des liaisons covalentes, ce qui permet a la molécule d’étre aisément ouverte et refermée,
notamment lors de 'expression génétique (transcription) ou lors de la réplication.

Proposées par le biologiste autrichien Erwin CHARGAFF (1905-2002), les regles de

CHARGAFF sont les suivantes :

= 1 régle : Une molécule d’ADN est caractérisée par une quantité équivalente
de thymine et d’adénine, et une quantité équivalente de guanine et de
cytosine : A/IT=C/G=1.

CHARGAFF découvrait donc «en avance» (en 1950) ce qu'on baptisera les regles de complémentarité entre nucléotides,
quoique la structure de I’ADN n’ait pas encore été élucidée et qu'il fat donc alors impossible, a I'époque, de penser les
choses en ces termes.

= 2° régle: Chaque espéce est caractérisée par un rapport (A+T)/(C+G)
caractéristique (figure 2 : tableau).
Cela ne présage rien des séquences nucléotidiques possibles.

e. L’ADN, une molécule séquencée capable de porter une information

a. La capacité de porter une information : approche intuitive

L’ADN est un hétéropolymére constitué de I'enchainement de nucléotides
variables, de quatre types différents. Cette molécule est donc séquencée, c'est-a-
dire définie par la nature et I'ordre des nucléotides qui la composent (séquence
nucléotidique).
Le caractere séquencé de 'ADN permet le codage, dans une sorte d’alphabet a
quatre lettres, d’une information qui est I'information génétique de I'individu
(ensemble des informations nécessaires au fonctionnement et au
développement de lindividu) : la_séquence nucléotidique de I’ADN (ou de
I’ARNm) code ainsi la séquence peptidique de la protéine concernée.

Voir plus bas I'organisation des séquences codantes et les parties correspondantes du programme

B. Le caractére universel du codage de I'information génétique : mise en évidence
par la transgénése

En laboratoire, il est possible d’effectuer le transfert d’un géne (portion d’ADN)
d’un organisme donneur a un organisme receveur appartenant généralement a
une espéce différente : c’est la transgénése (figure 4).

Les principes de la transgenése sont abordés dans le B.
Sauf difficultés techniques (et il y en a!), le caractére codé par le géne s’exprime
alors dans I'organisme receveur, méme s'’il n’est pas de la méme espéce que
I'organisme donneur : I'information génétique est donc écrite dans un langage
universel, a savoir ADN.
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1 paire de chromosomes

Fragment
1} tsolement  dADH =
du géne GFP Y-
g ————

hitp:/iblinks free.frid_2e/planete_Terre/06/GFP/in:

x.himl {consultation janvier 2012)

Meéduse

Celluie-cauf _
desouris % Développement

de I'embryon

- _.\\_ —

Geéne GFP

) Naissance d'un souriceau

() Transfert du géne génétiquement modifié

Une expérience de transgénése.
La transgéneése est une technique qui permet de transférer, au laboratoire, un fragment d’ADN
d'un organisme 2 un autre. Ici, le fragment d'ADN transféré est le géne determinant
le caractére héréditaire « fluorescence de couleur verte» (géne GFF) chez la méduse Aequorea
victoria. L'organisme obtenu est dit génétiquemnent modifié: c'est un 0GM.

D'aprés Manuel Seconde Belin 2010.

A FIGURE 4. Transgénése et universalité de la molécule d’ADN.

f. Un codage par triplets de nucléotides de I’ADN (= codons dans '’ARNm) :
le code génétique

a. Un systéme de correspondance (quasi-) universel entre séquence nucléotidique
et séquence peptidique
e Parmi les portions codantes de PPADN, linformation génétique s’organise en

triplets de nucléotides (ensembles de 3 nucléotides) qui équivalent a des
codons sur ’ARN messager, lesquels seront lus par les ribosomes lors de la
traduction et convertis en acides aminés. On appelle le systéeme de
correspondance entre acides aminés et codons de ’ARN (ou triplets de ’ADN)
le code génétique (figure 5). Ce code est le méme pour tous les étres vivants
(sauf chez quelques rares organismes qui parfois ont un ou deux codons qui
différent du code génétique classique) : c’est 'universalité du code génétique.

B. Un code ponctué : des codons initiateurs et terminateurs de la traduction
o |l existe un codon initiateur ou codon start (capable d’initier la traduction — qui
code également '’AA méthionine : AUG dans 'ARNm) et des codons stop (codons
terminateurs) (qui arrétent la synthése protéique: UAA, UAG, UGA dans
’ARNm).

Y. Un code caractérisé par sa redondance (ou dégénérescence)
e Comme il existe 64 codons possibles (4°) mais seulement 20 acides aminés
protéinogénes, il y a des codons qui codent le méme acide aminé : on dit que le
code génétique est redondant ou dégénéreé.

Cela explique I'existence de mutations silencieuses : quand une mutation modifie un codon en
un codon équivalent, la mutation ne modifie pas la séquence peptidique de la protéine codée.
Attention, les mutations silencieuses ne sont qu’un cas particulier de mutations neutres.

deuxiéme base
U C A G

sotom] s8] o (8010

U |UUAT gy | UCA 58" | UaA Stop |UGA Stop| A

UuG ucGd UAG Stop |UGG Trp |G

guu CoUT CAUT s |CCU u
| | GUC Lieu| BCC Lpro |CAC CGC Arg | € |
|~ [cua CCA CAA L gIn | CGA A [
% CUG CCG CAG CG G %

8 |auu ACUT AAU AGU U
5| 4 AUC}IIB ACC [p anc AN e ser | %

AUA ACA ARAT 1y [AGAT arg | A

AUG Met| ACG AAG AGG G

GUU GCUT G“”]-As GG u

G | GUC | g | GCC | pp [GACT™PlGGC L, | C

GUA GCA GAA gy, | GGA A

G GCG. GA GG G

A FIGURE 5. Le code génétique (exprimé, comme presque toujours, par rapport a ’ARNm).
D’aprés http://www-lemm.univ-lille1.fr/biologie/biocellulaire/apprendre/chapitre9/ch9 page1.htm
(octobre 2015).

g. Lanotion d’ORF, cadre ouvert de lecture
e La notion d’ORF est trées présente dans la littérature scientifique mais pas si

facile a conceptualiser parce quelle est rarement définie et que plusieurs

définitions ont pu ou peuvent encore coexister.

On peut définir :

= Le cadre de lecture (reading frame) comme la division d’une séquence
nucléotidique en triplets non-recouvrants et subséquents (= qui se suivent
immédiatement) de nucléotides, base d'une possible lecture de la séquence
lors de I’expression génétique.

= Un cadre ouvert de lecture ou plus souvent ORF (open reading frame) de deux
maniéres principales qui semblent encore coexister :

o 1/ Usage historique (mais parfois encore observé, notamment en annotation
de génomes) : il s’agit d'une partie de cadre de lecture (donc d’une
séquence découpée en triplets) susceptible d’étre traduite en protéine.
Dans ce cas, les introns (s'il y en a) sont inclus.

Il s'agissait la d'un outil « pragmatique » lors des grands chantiers de séquencage de génomes permettant d'inférer la
position de génes potentiels. ORFFinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) emploie cette définition.

o2/ Usage plus récent: il s’agit de la partie d’un cadre de lecture
effectivement codante et traduite en protéine allant du triplet start ou
triplet stop (ce dernier étant généralement inclus) ; cette derniére acception
peut étre pragmatiquement mise en synonymie du terme cistron ou encore
séquence codante.

Evidemment, dans le cas de génes morcelés (cas typique des Eucaryotes), 'ORF peut s’étendre sur plusieurs exons.

Dans ce second cas, la plupart des définitions de ’'ORF excluent alors clairement les introns (et
a fortiori les séquencesrégulatrices, les régions-exoniques-non-traduites(UTR), efc.).
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h. L’ADN, une molécule en interaction avec des protéines qui s'exprime, se

conserve, se transmet et peut varier
e En interaction avec les constituants alentour, notamment des protéines, et selon

des modalités qui présentent des similitudes mais peuvent tout de méme varier

entre les Eubactéries et les Eucaryotes, ’ADN est une molécule :

= Qui s’exprime, notamment en protéines, par le biais de la transcription en ARN
et la coopération des différents types d’ARN.

= Dont I'expression est soumise a régulation en fonction des besoins de la cellule
ou de I'organisme, en lien avec des signaux extérieurs.

= Les régles d’appariement entre un ARN et un autre ARN, ou bien entre un ARN et un brin
d’ADN sont les mémes qu’entre les brins de I’ADN : |a seule différence est que U remplace T
(on aura donc un appariement A avec U).

" ’ARN est fondamentalement monocaténaire (un seul brin de nucléotides) mais, chez les virus,
on peut trouver des ARN bicaténaires (comprenant deux brins). Du reste, beaucoup d’ARN
d’étres vivants se replient sur eux-mémes par endroits et sont « localement » bicaténaires
(exemple : ARNt).

" | es ARN permettent I'expression de I'information génétique chez les étres vivants, mais
certains virus ont pour support de leur information génétique un ou des ARN. La encore, cette
situation est propre aux virus et ne se rencontre pas chez les étres vivants.

= Qui se conserve au travers de la réplication et se transmet au travers des
divisions cellulaires.
= Qui se peut subir des mutations, des réparations post-mutationnelles et une
variation au fils des générations par les mécanismes de recombinaison (méiose,
parasexualité bactérienne...).
Voir les items du programme de SVT concernés.

Parmi les protéines associées a I’ADN, on peut en distinguer caricaturalement deux types: les
protéines de travail ou protéines « fonctionnelles » qui assurent le dynamisme du génome
(expression, réplication, régulation... bref, I’ensemble des « activités génétiques ») et les
protéines de structure qui permettent de structurer la molécule et assurent sa condensation.

L’interaction avec les protéines est :

= En partie non spécifique (certaines protéines, ou certaines parties de protéines données), en lien
avec le squelette ose-phosphate qui est régulier et riche en charges négatives (dues aux
phosphates), assurant la liaison entre ’ADN et des protéines nucléaires (ou nucléoidales)
chargées positivement.

= En partie spécifique (certaines protéines, ou certaines parties de protéines données), en
conséquence de la séquence nucléotidique et des liaisons faibles qui en découlent et qui
permettent d’établir spécifiquement une association avec certaines acides aminés.

2. Les ARN, des copies plus ou moins transitoires de portions d’ADN
concourant a I'expression génétique (ou supports de I'information chez
certains virus)

a. Les ARN, des acides nucléiques plutot monocaténaires (pouvant se

bicaténariser) constituant des copies de petites portions d’ADN
e Un ARN ou acide ribonucléique est un polymére généralement monocaténaire
de nucléotides qui participe a I'expression de I'information génétique ou son
contréle (figures 6-7). Ce peut aussi étre un support de I'information génétique
chez certains virus.
e Les nucléotides de I’ARN (ribonucléotides) présentent des différences avec les
nucléotides de ’ADN (désoxyribonucléotides) :
= Le pentose présent dans ces nucléotides est le ribose (et non le
désoxyribose).
= Les nucléotides a thymines (T) n’existent pas; ils sont remplacés par les
nucléotides a uracile (U).

e Les ARN sont produits a partir d’une portion d’ADN par un processus nommé
transcription.

, Squelette pentose-phosphate
Extrémite V (sur fond bleu)

S Base stacking

= Mucléoside

Base azotée

o]
i :
0-P-0——H,
o
S Groupernent 8,
B . phosphate Menosaccharide
S, (pentose)
+=F (b) Nucléotide
OH
Extrémité 3"

A FIGURE 6. Organisation de base d’un ARN. D’aprés CAMPBELL et al. (2012).
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3
Extrémité 3'-0H ARNm

OH OH

A FIGURE 7. Les ARN avec un focus sur ’ARNt :
relations structure / propriétés chimiques / fonction(s).
D’aprés DAUTEL et al. (2021)

b. Des molécules variées participant a I'expression génétique

Il existe différents types d’ARN que I'on peut distinguer selon différents criteres. Le
tableau | propose une introduction a cette diversité ; nous détaillerons ces aspects
dans le chapitre consacré a I'’expression génétique, fonction a laquelle coopérent
les ARN.

c. Etude sommaire d’'un exemple : un ARN de transfert (ARNt)

Les ARN de transfert (= ARNt) (figures 8-10) sont les ARN assurant
I'acheminement des acides aminés vers le ribosome au moment de la
traduction. Ce sont des petits ARN (75-100 nucléotides) repliés dans I'espace et
ayant une forme de feuille de tréfle ; ce repliement est notamment assuré par des
appariements de bases complémentaires, ce qui rend la molécule localement
bicaténaire, grace a la formation de boucles en épingles a cheveux (tiges-
boucles).

__simplifiéed'un ARNt

Proportion
Durée
de vie

Taille

Structure

Fonctions

Vv TABLEAU |. La diversité des ARN. D’aprés SEGARRA et al. (2014).

ARNmM
5%
Genéralement courte
{guelgues minutes
& guelgues heures)

Trizs variable:
quelgues cantaines &
quelques millions de
nucléatides

Lingaire,

quelques structures
en épingles

a cheveux parfois.
« Copie de travail »
de I'ADN, support
manipulable par
les ribosomes

de l'information
génétique

ARNt

s
(81}
-3
o

Longue

75 & 100 nucléctides

Structure secondaire
en feuille de tréfle,
et structure tertiaire
enl,

Adaptateur entre
ARNmM et acides
amines. Liaison
a un acide aming
en 3’

ARNr
BO %

Longue

100 & 2000 nt,

taille exprimée

en unité Svedberg:

* eucaryotes: 28,18,
5,88t55

* eubactéries: 23, 16
et 53

Complexe,

avec association
aux protéines
ribosomales.

+ Structural pourla
mise en forme
des ribosomes.
Catalytique pour
la transpeptidation
(notion de
ribozymes).
Positionnement du
ribosocme avec la
séquence de Shine
et Dalgarno pour
aubactéries

Petits ARMN

<1%

Trés variable

< 1000 nt

Complexs, association
a de nombreuses
protéines

Catalytigue (ARN

de la télomérase)
Catalytique

et structural

pour le spliceosome.
Contrdle

de l'expression

de linformation
genétigue (ARN
interférence)

L’extrémité 3’ (située au niveau du « pétiole ») est capable de se fixer a un acide
aminé spécifique. Chaque ARNt présente, au niveau de la boucle centrale, un
anticodon (figures 8-10): cet ensemble de 3 nucléotides est complémentaire
d’un codon correspondant, dans le code génétique, a I’acide aminé porté par
ARNt. Notez qu'une tolérance d’appariement atypique sur le troisiéme
nucléotide est possible (effet wobble).

On y trouve des nucléosides modifiés (exemple : inosine, dont la base azotée est
'hypoxanthine), voire des appariements ponctuels atypiques (dits non
canoniques) comme G-U entre anticodon et codon.

Les ARNt ont une durée de vie plutot longue (plusieurs secondes a dizaines de secondes... c’est

énorme pour un ARN !) et peuvent servir de multiples fois.
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site de liaison & I'acide aminé /‘%3 ?\?v‘;?:grfg’r’if:k“?""”iq“e

Site de liaison
de I'acide aminé

~ appariement bancal
(wobble pairing)

WIES ~ > R

domaines en
double helice A

boucle variable

Anticodon boucle de I'anticodon

i ell :
3'CUAGUAUAC{AUUU i

(a) Structure bidimensionnelle. Les quatre régions qui comporient
des bases appariées, ainsi gque les trois boucles et |a séguence de
bases du site de liaison de |'acide aminé situé & Mextrémité 3', se ARN messager ——
retrouvent chez tous les ARNL Le triplet de I'anticodan varie selon
le type d'ARN. {Les astérisques désignent une base ayant subi une

GCGCCAGU &

madification chimigue qui I'a rendue différente de A, C, Gou U, Structure d'un ARN de transfert (ARND
il s'agit d'une caractéristigue propre aux ARNt.) Droite : structure secondaire. Gauche : structure tertiaire. Il s'agit ici de 'ARNt portant
Iacide aminé phénylalanine, qui peut reconnaitre les deux codons UUU ou UUC au niveau
A FIGURE 8. Structure secondaire d’un ARNt. D’aprés CAMPBELL & REECE (2004). de la boucle de l'anticodon. On notera les domaines en hélice A, qui different de la forme

B observee couramment dans 'ADN. Bases et nucléotides particuliers : T = thymine ; @

On notera le caractére « localement » bicaténaire de la molécule. i S e : e
= pseudouridine ; D= désoxyribouridine ; Y = inosine.

Site de liaison A FIGURE 10. Vision d’un ARNt proposée par PERRIER, BEAUX et al. (2021).
de I'acide aminé

Dans I"ARN, on observe des appariements dit non canoniques. ou bancals (appelés en
anglais wobble pairing) qui expliquent des repliements tridimensionnels particuliers. On
notera en particulier I'appariement G-U, important pour expliquer la redondance du code
geénétique. La figure page précédente présente la structure d’un ARNt dont I"anticodon AAG
peut reconnaitre le codon UUU, par wobble pairing.

Certains ARN possedent des bases azotées non canoniques, ou des nucléotides modifiés
(pseudouridine, hypoxanthine. thymine).

Liaisons
hydrogene

w Anticodon
Anticodon
(b) Structure tridimensionnelle (c) Symbole employs

dans e présent ouvrage

A FIGURE 9. Structure tertiaire d’'un ARNt. D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).
On notera le caractere « localement » bicaténaire de la molécule.
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A FIGURE 11. Nucléotides (et acide nucléiques) : une vue d’ensemble.
D’aprés SAINTPIERRE, BORDI et al. (2021).

Capacités exigibles mutagenese.]

B. Des génomes étudiables par des techniques de biologie moléculaire
e L’étude des génomes passe par une panoplie de techniques dites de biologie
moléculaire. Quelques-unes dentre elles sont examinées ici. Une autre partie
sera examinée dans le chapitre sur le contréle de I'expression génétique
(chapitre 15).

v Réaliser et analyser les résultats d’'une électrophorése d’ADN.

v Interpréter I'organisation des génomes a partir des résultats de
séquengage.

v Exploiter les données de séquengage pour réaliser des alignements
de séquences et comparer les séquences.

v [Analyser des résultats issus d’expériences de transgenése ou de

v [Analyser et interpréter des résultats expérimentaux utilisant les
techniques de Southern blot, Northern blot, Western blot, hybridation
in-situ ou de puce a ADN.]

v [Identifier et justifier les témoins de charge des blots.]

v' [En se basant sur le fonctionnement des ADN polymérases, expliquer
le principe de la PCR.]

1. Notions de techniques de biologie moléculaire et biotechnologies

e Les techniques de biologie moléculaire regroupent, au sens le plus large,
I’ensemble des techniques permettant I’étude et la manipulation des molécules
biologiques. Dans les faits, on entend surtout derriere ce terme les techniques
modernes d’étude des macromolécules biologiques (protéines, acides
nucléiques), notamment les acides nucléiques.

e Dans une approche plus appliquée aux besoins humains, on peut parler de
biotechnologies pour désigner ce que I'OCDE propose de définir comme
« I'application des principes scientifiques et de l'ingénierie a la transformation
de matériaux par des agents biologiques pour produire des biens et services ».
Les biotechnologies incluent notamment le génie génétique qui désigne
I’ensemble des techniques permettant I’utilisation ou la modification du
génome des organismes.

Le terme biologie moléculaire peut désigner plusieurs réalités selon les auteurs :

° Pour certains (par exemple BREUIL, 2003), il s’agit plus ou moins d’un synonyme de biochimie.

° Pour d’autres auteurs (par exemple BERTHET, 2006) il s’agit plus spécifiquement de I'étude des
protéines et des acides nucléiques (ADN, ARN) qui sont les macromolécules du vivant.

° Pour la plupart des auteurs modernes et dans le monde académique, ce terme renvoie
spécifiquement a I'étude des acides nucléiques et plus généralement de tous les
mécanismes génétiques ayant lieu a I’échelle cellulaire et moléculaire (codage, organisme
du génome, expression, régulation, conservation...); il s’agit alors d’un synonyme de
génétique moléculaire. C’est la I'usage le plus répandu.

2. Les électrophoreéses sur les acides nucléiques

e Une électrophorése est une séparation des constituants d’un mélange selon
leur capacité a migrer dans un champ électrique (figures 12-13). Cette technique
est fréquemment utilisée aussi bien sur les protéines qu'avec les acides
nucléiques.

e Elle se fait généralement sur gel d’agarose (acides nucléiques) ou de
polyacrylamide (protéines). Des puits sont creusés dans le gel ou sont déposés,
par pipette a piston, les mélanges a étudier (souvent préalablement colorés ou
couplés a un révélateur); un des puits contient généralement un marqueur de
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taille/masse qui servira de référence pour évaluer la taille/masse des
substances migrant sur les autres pistes.

Marqueur Echantillon
detaille £ pontilon 2 Echantillon

Ligne

de dégét >

1,000 bp

900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

1 3

Taille des fragments

I 1 2
Il EmEm -~

—J - c

o

N s

— o 'g

[——] == %

= @
—_— 3 Distance de migration
des fragments

V4

A FIGURE 12. Principe d’une électrophorése d’acides nucléiques sur gel d’agarose.

D’aprés SAINTPIERRE, BORDI et al. (2021).

Sens de migration
Taille des fragments

v +

A FIGURE 13. Un profil électrophorétique révélé aux UV. Wikipédia

Dans le cas des acides nucléiques, le marqueur est un marqueur de taille : cette
référence permet d’évaluer la longueur en pb des fragments d’ADN ou d’ARN
présents initialement dans les puits.

e Les molécules de taille importante migrent plus lentement que celles de taille
plus faible.

e Une électrophorése permet I'obtention d'un électrophorégramme ou profil
électrophorétique (figures 12-13).

e La révélation est généralement permise par I'ajout d’'un colorant d’acides
nucléiques au mélange initial ou tout autre substance que I'on peut révéler
facilement (figure 13).

La méthode de révélation la plus utilisée pour les acides nucléiques est la révélation au bromure
d’éthidium ou BET. Le bromure d’éthidium est un agent d'intercalation (= qui s’insére entre les
nucléotides) couramment utilisé comme marqueur d'acide nucléique dans les laboratoires de
biologie moléculaire. Lorsqu'il est exposé a des rayonnements ultraviolets, il devient fluorescent
avec une couleur rouge-orangée, plus intense lorsqu'il est lié a un acide nucléique. Il est
néanmoins trés dangereux car hautement mutagéne. Des produits de substitution existent.

3. Les méthodes de séquencage des génomes et leurs prolongements
e On appelle séquencage la reconstitution de I'ordre d’enchainement des
monomeres d’un hétéropolymere linéaire (= séquence). Dans le cas d'un acide
nucléique, il s’agit donc de reconstituer la séquence nucléotidique.

Les techniques de séquengage en usage concernent des molécules d’ADN. Le séquencage des
ARN suppose dans la plupart des cas leur préalable rétrotranscription en ADN (par une
rétrotranscriptase ou transcriptase inverse).

a. Le principe d’'une méthode historique de séquencage de petits
fragments : la méthode enzymatique de SANGER (1977)
(a) Fragment & séquencer :
3’ TGAGTCTTGCCGAAGCAT 5°

{b) obtention de brins néosynthétisés de longueurs différentes apres introduction de ddNTP
des différents types (A, C, G, T}

(A A (c) A - (d)
ACTCA - T |
ACTCAG - C | e— :}
ACTCAGAACGGCTTCGTA ; <i /e
( A0 - T | —
ACTC - C | —
ACTC -
ACTCAG GG -
ACTC: "GGCTTC - o) = |
G ACTCA -
ACTCAG -
ACTC 3G -
ACTC! ACGGCTTCG -
I ACT - &
ACTCA ACGGCT - —
ACTC GGCTT T C |-
ACTCA CGGOTTOGT .
G C AT
(e} séparation des fragments par amorce radioactive

(d) séparation des fragments par détection des fluorophores

A FIGURE 14. Une illustration possible de la méthode de SANGER
(révélation par autoradiographie et fluorescence). D’aprés DAUTEL et al. (2021).
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dNTP ddNTP
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OH H par 'ADN polymérase H H

32P l l
. La polymérisation Polymérisation
Primer (amorce) peut se poursuivre blogquée
g e TPy o 1
3 GTAACGTACGATCGTA A; 5
N
Séquence connue ADN polymérase
+ dATP, dCTP, dTTP, dGTP

Dans chaque tube, 'ADN polymérase

utilise des désoxyribonucléosides triphosphates
et de fagon aléatoire incorpore

un didésoxyribonucléoside triphosphate présent
qui empéche la polymérisation de se poursuivre

®[j @@ @[j @[j

+ddATP +ddTTP +ddGTP +ddCTP

Contenu
du tube +ddATP '
" — T 3
@ ¥ grapcomcontcorn ——s | | mmm al
5 @ CATTI | | C
Il g ACGATCETA ——5' — G
L (imissos JE ) . A
".-—-T——' == il
Pt 111 - Partie polymeérisée
c ureconstituée”, Visualisation
— complémentaire de des bandes
© — T | laséquencede aprés
— A | génome inconnue autoradiographie
it == | C | (GTAACGTA...)
migration — G
= T
= T
(® | - A
= | C 5’

Gel d'électrophorése

Les contenus des tubes @, @et @ contiennent des séquences de longueur variable
se terminant toutes avec l'incorporation de didésoxynucléoside triphosphate,
respectivement ddTTF, ddGTP et ddCTP

A FIGURE 15. Une illustration possible de la méthode de SANGER

(révélation par autoradiographie). D’apres DAUTEL et al. (2021).

Une animation pour comprendre le séquengage :
https://www.dnalc.org/resources/animations/cycseq.html

5-CATTCT-3 Amorce
3-GTAAGAGAAGATTCCAAAGAG-5'  Brin a séquencer

Tampon, ADN polymérase
dATP, dTTP, dGTP, dCTP

+ ddATP +ddTTP +ddGTP +ddCTP

“CATTCT CT-3' 5'-CATTCT CTTCTAAG-3' 5-CATTCT C-3'

CATTCT CTT-3 5-CATTCT CTTCTAAGG-3 5-CATTCT CTTC-3

-CATTCT CTTCT-3 5'-CATTCT CTTCTAAGGTTTC-3'
“CATTCT CTTCTAAGGT-3' 5-CATTCT CTTCTAAGGTTTCTC-3
“CATTCT CTTCTAAGGTT-3'
“CATTCT CTTCTAAGGTTT-3'
“CATTCT CTTCTAAGGTTTCT-3'

5-CATTCT CTTCTA-3
5'-CATTCT CTTCTAA-3'

;oo o,

“ZATTCT CTTCTAAGGTTTCTC-3' Brin synthetise
GTAAGAGAAGATTCCAAAGAG-5' Brin a sequencer

i (] e S e i |
- — |k

= T

- “].'

- = 5

— G

- A
- A
= T

- |

- 55

oo - l\

Sens de migration Y ¢

A T G c

Resultats observes apres electrophorese
des brins synthétisés par la méthode de Sanger

TCCCCAGC TCCATTC TC TTC TAAGG TTTC TCCAC TGG TG GCAT TC TC TACAG
40 50 6

TCAGC TC TGCATC TTG AACC TCCA TC TCAGAC TTG TA CAGG TCAGGCTCAAA
150 170 180 1

Allure d’un profil de séquengage avec des NT terminateurs couplés a un fluorochrome

A FIGURE 16. Une illustration possible de la méthode de SANGER

(révélation par autoradiographie en haut, fluorescence en bas). D’apres SEGARRA et al. (2014).
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@
§ S

e La méthode peut étre résumée comme suit :
= L’ADN est tout d’abord extrait, purifié et découpé (a l'aide d’enzymes de
restriction) en de multiples fragments.

Pr.-rﬁller
= Amorce Synthése d’ADN en présence de

L’extraction et la purification ne sont pas vraiment au programme, méme s'il ne s’agit pas d’étapes
trés compliquées. La récupération de séquences particuliéres utilise des sondes (voir plus loin).

didésoxyribonucléotides couplés a des fluorochromes
( Eme ' | Ede h
AUMABHAANANS AMMEBHAAEAS ABMIY AUMABHAANAKHe
AHMA K. ABMEBKAN  ANMBHe
Abkite 0 e 2 e
& \

Electrophorése

= [Les séquences d’intérét sont aujourd’hui souvent amplifiées par PCR (voir plus
loin)].

= L’ADN est dénaturé (double brin — simple brin).

= Les fragments sont placés dans quatre tubes (si méthode radioactive) ou un
seul (si méthode par fluorescence) contenant un mélange comprenant :

o Une solution tampon

o De 'ADN polymérase

o Des amorces ADN permettant d’initier la réplication, si_possible
correspondant a des séquences connues (ce qui évite de les multiplier) ;

o Des désoxyribonucléosides triphosphates (dNTP) des quatre types ;

o Dans chaque tubeen faible quantit¢é : un didésoxyribonucléoside
triphosphate (ddNTP) marqué radioactivement (*2P) ; en cas d’usage de la
méthode par fluorescence, un seul tube avec les quatre ddNTP (couplés
chacun a un fluorochrome différent) suffit.

Les ddNTP ont la capacité de stopper la polymérisation d’ADN suite a leur incorporation dans
le brin néoformé : ce sont des nucléotides terminateurs.

=

Faisceau laser

Fluorescence

Ordinateur

= On laisse ensuite le processus de réplication s’opérer. Les ddNTP vont venir se
placer, au hasard, en face d’'un nucléotide du brin matrice et stopper le
processus, a des endroits variables.

= On procede a une électrophorése qui permet la migration des brins matrices
appariés a leur brin complémentaire de taille variable. Les molécules migreront
d’autant plus loin que le brin complémentaire est court.

2 3 Dideoxynuclectide

= Si l'on utilise la méthode radioactive, on réalise quatre puits, un pour chaque tube
correspondant a chaque ddNTP.
= En cas d’'usage de la méthode par fluorescence, un seul puits suffit.

A FIGURE 17. Une illustration possible de la méthode de SANGER modernisée
(révélation par fluorescence). D’aprés COOPER (2019), traduit.

= Les profils électrophorétiques sont ensuite soumis a révélation, soit par
autoradiographie, soit par fluorescence, et la lecture de la séquence se fait du
font de migration vers le pole de dépot.

Une autre vision : https://sciences.brussels/printemps2/pds2009/poster/biomol3.pdf Important : notez bien que le séquencage s’'opere dans le sens 5’ — 3’ (rappelez-vous que les NT polymérisent

(consultation février 2022) toujours en

3’) et donne la séquence du brin néoformé. La séquence du brin matrice sera obtenue par

application des régles de complémentarité.

o Constituant encore la base de nombreux séquengages, la méthode de

séquencage de SANGER (1977) est une méthode de séquencage d’ADN dénaturé b. L’existence de techniques plus modernes et moins colteuses : le

(monobrin) basée sur la synthése du brin complémentaire avec des
nucléotides normaux et d’autres bloquant la réplication (= nucléotides
terminateurs), marqués, suivie d’'une migration électrophorétique de fragments
avec leur brin complémentaire synthétisé, cette migration étant d’autant plus
éloignée du front de dépét que le brin néosynthétisé est court, couplée a une
révélation par radioactivité ou fluorescence.

o Elle s’applique sur des fragments de quelques dizaines a quelques centaines de
paires de bases.

e Méme si le principe de la manipulation est en réalité assez simple, la
schématisation de cette technique ne parle souvent pas beaucoup aux
étudiants, je vous en propose plusieurs versions (figures 14-17).

séquencage haut débit

o La méthode traditionnelle de SANGER est longue et colteuse, méme si elle a
permis la plupart des séquengages jusqu’au début des années 2000.

e Aujourd’hui, un nombre considérable de techniques différentes existe. S’inspirant
plus ou moins de la méthode initiale de SANGER, elles sont :
= De plus en plus rapides méme si quelques erreurs peuvent subsister ;
= De plus en plus automatisées ;
= De plus en plus fiables ;
= De moins en moins coliteuses.
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e A coté des méthodes de lecture courte (short-read sequencing methods), dites Un exemple de méthode de lecture longue (3° génération)

aussi de 2° génération, qui requierent toujours des acides nucléiques plutét Le séquencage nanopore fait passer la molécule d’ADN dans un nanopore (ex. porine)

courts (plusieurs centaines de pb), des méthodes de lecture longue (long-read enchdssé dans une membrane qui sépare deux solutions ioniques : le passage de chaque

sequencing methods) ou méthodes de 3° génération voient le jour depuis une nucléotide déclenche des perturbations ioniques qui sont fonction du type de nucléotide, la

dizaine d’années. Plus besoin de fragmenter'ADN, le défi est alors au contraire de succession des perturbations étant a I'origine de la séquence reconstituée. Cette méthode est
A : | sans polymérase ni électrophorese.

garder les molécules intactes ! = Taille maximale des fragments : 2,3 Mb (moy. 10-30 kb)

= Fiabilité : 92-97 % (en amélioration constante)

Un exemple de méthode de lecture courte (2° génération) = Colt pour 1 Gb (1 milliard de pb) : $ 7 (!!) a $ 100
Le pyroséquencage permet, sans électrophorése, le séquencage en détectant le nucléotide = 24-48 h pour lire jusqu’'a 260 Gb (260 milliards de pb) !

incorporé par une ADN polymérase couplée a une enzyme chimioluminescence, au moyen de
la quantification de lumiére suite a la métabolisation du le pyrophosphate libéré lors de
polymeérisation.

= Taille maximale des fragments : 700 pb

= Fiabilité : 99,9 %

= Colt pour 1 Gb (1 milliard de pb) : $ 10 000

= 24 h pour lire 1 Mb (1 million de pb)

ADN a séquencer

Courant
ionique

Courant
caractéristique de
chaque type de
nucléotide

Protéine motrice
(dénaturant FADN
et transloquant
un brin)

(1) Un seul type de dNTP ajouté

(dATP, (d)TTP, dCTP ou dGTP) (2) Emission d'un

pyrophosphate AMP"g

ADN polymérase [dTTP| o e |

Protéine
nanopore

TTTTITIT GAATTC '/ » TTTTTTTT GAATTCT / W TTTTTTTT GAATTCT /

LRl Lt Lt Enzyme 2

(3) Production d’ATP

ATP (non incorporable par — Le passage par le nanopore de chaque nucléotide
I’ADNpol) o J: Membrane produit un trés faible courant €électrique ionique qui
Sequence reconsfituée Microélectrode artificielle différe d’un type de nucléotide & I'autre. La mesure par
-|: une microélectrode de ce courant en temps réels permet
+ de reconstituer la séquence.
Enzyme 3 lon —
Capteur (4) Génération de
AVP lumiére . L L . .
A FIGURE 17ter. Séguencage nanopore : principe simplifié [pour information].
Pyrogramme Schéma BioRender, adapté.
(sur ordinateur) + Enzyme 4 dégradant les (5) Dégradation des
bortion do <& = dNTP en trop dNTP non incorporés
ortion de sequence ICl : T L P4 . .
GCAGGCCT ¢. La possibilité d'aligner les séquences et de rechercher les fragments

) . R . chevauchants pour aboutir a une reconstitution de longues séquences
- Cette technique dérive de la PCR (qui nécessite donc un ADN dénaturé a séquencer, des amorces, des ARN

polymérases... + quelques enzymes propres).
- La polymérisation se fait nucléotide par nucléotide. 5 3
- A chaque étape, on ajoute seulement un type de désoxyribonucléoside triphosphate (dNTP) (1).

° 8'il s’agit du NTP complémentaire qui convient pouvant étre ajouté au brin en cours d’élongation, il est ajouté
au brin néoformé (une ou plusieurs fois selon le nombre de bases semblables se suivant inmédiatement) ;

° S'il ne s’agit pas du NTRP-complémentaire, alors il n’y aura pas de polymérisation.

- En cas de polymérisation, il y a éjection d’un PPi (2) qui réagit avec de ’AMP présente dans le milieu (grace a Fragment_s_sequences (alignement par

une enzyme 2), produisant de 'ATP (dans une version non incorporable a I’ADN en cours d’élongation) (3). superposition des secteurs chevauchants)
- Cet ATP est consommé par une enzyme 3 (avec d'autres substrats) qui génére alors une luminescence @

détectable par une micro-caméra (4).

(1) S’il y a luminescence, on peut dire que le dNTP a été ajouté : on a élucidé une base de la séquence (voire 5 3’
plusieurs si la luminescence est élevée et que le ANTP a été incorporé plusieurs fois de suite).
(1) S’il n’y a pas luminescence, le dNTP n’a pas été ajouté et c’est un autre candidat qui convient.

- Les dNTP surnuméraires sont dégradés par une enzyme 4 (5), moins rapide que la polymérase mais agissant Sequence reconstituee

sGrement.

- On ajoute alors un nouveau type de dNTP, et on recommence le cycle. A FIGURE 18. Le principe de 'alignement de séquences dans le cadre de la reconstitution
A FIGURE 17bis. Pyroséquencage : principe simplifié [pour information]. d’une séquence d’ADN plus longue que les fragments séquencés (shotgun). Original.

Schéma compilé a partir de sources variées.
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On appelle alignement des séquences une représentation de plusieurs

séquences de macromolécules biologiques (ADN, ARN ou protéines)

superposées les unes sous les autres, de maniére a en faire ressortir les

régions similaires ou au contraire les régions différentes.

Dans le cas de I’ADN, cette technique peut permettre :

= De reconstituer progressivement les génomes en inférant des séquences
globales a partir de fragments séquencés (figure 18) ; c’est la méthode shotgun
(« fusil de chasse ») de reconstitution des génomes (figure 19).

= De mettre en évidence et comparer des zones semblables d’'un génome :
séquences répétées, familles multigéniques = génes paralogues (= génes
dérivant évolutivement d’une méme séquence originelle)...

= De comparer des génomes entre eux et d'y découvrir des génes homologues
(= génes partageant une méme origine commune)

Dans ce cas, il existe des génes orthologues et des génes métalogues... nous y reviendrons dans le chapitre sur la
phylogénie.

Notons, dans le cas du séquengage global, que l'existence de séquences
répétées est un frein a la reconstitution des génomes entiers a partir de petites
séquences fragmentées... Les outils de lecture longue en cours de
perfectionnement sont donc d’'un immense secours.

d. La bio-informatique au secours du séquencage et de I'annotation des
génomes ; notions de génomique (structurale / fonctionnelle) et de
métagénomique

L’outil informatique est le seul capable de gérer les énormes flux de données

suscités par le séquengage a grande échelle, qu’il s’agisse du stockage ou du

traitement des séquences.

L’automatisation du séquencage et I'usage de linformatique ont permis la

genése d’une discipline nommée génomique ou étude globale du (ou des)

génome(s) dans leur organisation comme leur fonctionnement. Celle-ci

comprend deux axes en réalité imbriqués :

= La génomique structurale qui s’intéresse a la nature, la taille, I’'organisation et
la séquence des génomes.

= La génomique fonctionnelle qui s’intéresse au fonctionnement des génomes,
c’est-a-dire au réle des séquences présentes. Elle se base en partie sur I’étude
de I'ensemble des transcrits (= ARN) d’une cellule ou d’un organisme
(transcriptome) ou transcriptomique, ainsi que sur I’étude de I'ensemble des
protéines d’une cellule ou d’un organisme (protéome) ou protéomique.

des organismes de plus grande taille, sans passer par les longs délais de la

systématique classique.

e. Lataille des génomes et sa non-corrélation avec la position

phylogénétique des organismes : le paradoxe de la valeur C
e On peut appeler valeur C (C-value) la taille d’un génome en nombre de paires de

bases.

e On appelle paradoxe de la valeur c le constat qu'il n’existe pas de lien entre Ila
position phylogénétique d’un taxon et la taille de son génome (tableaux Ibis-Il).

pertinente et unanime (encadré C).

Certains auteurs disent plutét qu'il n’existe pas de lien entre la « complexité » des organismes et
leur taille de génome mais cette notion de « complexité » n’a jamais regcu de définition

Important : la mesure de la taille des séquences et
Pour mesurer une séquence nucléotidique d’ADN, un chromosome ou un génome, on utilise la
paire de base ou pb qui correspond a une paire de nucléotides se faisant face au sein des deux
brins d’ADN. L'unité accepte les préfixes multiplicateurs : 103 pb = 1 kb (kilobase), 10¢ pb = 1 Mb
(mégabase), 10° pb = 1 Gb (gigabase).

Vv TABLEAU Ibis. Comparaison du génome de quelques organismes.

D’aprés SEGARRA et al. (2014).

Dans le cadre de la génomique, on procede a l'annotation des génomes, c'est-a-dire une
analyse (informatique) des génomes visant a déterminer la fonction des séquences,
supposant d’identifier par exemple les séquences codantes, les familles multigéniques ou
encore les séquences répétées.

L’identification des séquences codantes repose notamment sur la recherche de promoteurs
géniques, de codons start / stop, de sites d’épissage, efc. On cherche a y identifier les ORF
potentiels ou séquences susceptibles d’étre traduites en protéines.

La recherche des fonctions géniques peut aussi passer par I'inactivation de
génes ou au contraire leur transfection dans un organisme / une cellule qui ne
les exprime pas naturellement (voir plus loin).

La métagénomique consiste a séquencer I’ensemble des génomes présents
dans un habitat donné. Cela peut aussi bien permet d’étudier le microbiome que

Organisme Nombre de paires | Nombre de génes = Densité génique
de bases estimés (Génes/Mb)
Taille des génomes 1\ 26ma 0,6.10° 450 860
de quelques étres
vivants procaryotes | E. coli 4108 4000 950
(e’:”é cucgizs’”a Saccharomyces cerivisiae | 12108 6 000 480
et eucaryotes Arabidopsis thaliana 142108 26 000 220
(les autres) Caenorhabditis elegans 97108 19 000 190
Drosophila melanogaster | 137.10° 14 000 82
Homo sapiens 3.10° 20 a 25000 6.25

Vv TABLEAU ll. Comparaison du génome de quelques organismes (en kb).

D’aprés PETIT & JULIEN (2007).

Plantes
Ciseaux
Mammiieres
Reptiles |
Amphibiens
Poissons osseux
Poissons cartilagineux

Echinodarmas
Crustacés
Insectes
Mollusgues
Vers
Moisissures
Algues
Champignons
Bagctéries Gram®
Bactéries Gram™
Mycoplasmes
102 102 104 108 108 107 108
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Encadré C « Complexité » et paradoxe de la valeur C

La « complexité » des organismes, I'impossible définition

» De maniére surprenante, il est « évident » pour nombre de scientifiques qu’'une bactérie comme
Escherichia coli est moins complexe qu’un étre humain. Pourtant, cette « évidence » repose-t-elle
sur des critéres objectifs ou bien sur une indéfinissable « intuition » empreinte de subjectivité
et de jugement de valeur ? Sur quels critéres peut-on dire qu'un organisme est plus « complexe
» qu’un autre ? Le tableau 1 montre qu’il n’existe aucun critére vraiment opérationnel pour définir
une notion que I'on baptiserait « complexité » dans I'ensemble du vivant. |l faudrait alors combiner
plusieurs critéres mais dans ce cas, si deux critéres s’opposent, il conviendra de définir un ordre de
précession des critéres... qu'il faudra pouvoir justifier scientifiquement ! On voit donc que poser la
question de la « complexification » du vivant est quasi-impossible puisque la question méme
ce qu’est ou de ce qui fonde la « complexité » des organismes ne trouve pas de réponse
satisfaisante et n’est, en tout cas, certainement pas tranchée. La science ne peut pas évaluer
quelque chose qu’on ne parvient pas a conceptualiser ni a appréhender rigoureusement. La
« complexité » apparait donc davantage comme un jugement de valeur que comme un concept
scientifique et des lors, il appartient a d’autres champs disciplinaires que celui de la biologie (comme
la philosophie ?) de s’interroger sur ce concept.

Le paradoxe de la valeur C est-il un vrai paradoxe ?

> |l est dit de longue date qu’il n’existe pas de lien entre la « complexité » d’un organisme et la
taille de son génome (nommée valeur C car c’est une constante pour un organisme donné), ce
qu’on appelle « paradoxe de la valeur C ». La formulation de ce paraxode ne nous dit néanmoins
pas quel autre critére est retenu pour appréhender la complexité et, comme nous avons vu
guaucun critere d’appréciation de la complexité autre que génomique n’était vraiment
objectivable (et le paradoxe ainsi formulé fait clairement référence a une complexité autre que
génomique), il apparait qu’il y aurait un « paradoxe » entre la taille du génome et quelque chose
d’intuitif qu’on n’arrive pas a définir ni a appréhender rigoureusement ! D’autres auteurs,
conscients du probléme et de la vacuité de la notion de complexité des organismes, ont proposé
de formuler le paradoxe différemment : il n’existe pas de lien entre taille du génome et position
phylogénétique d’un organisme, ce qui est pour le coup beaucoup plus rigoureux (puisque la
position phylogénétique est une réalité biologique appréhendable). En réalité, cet apparent paradoxe
peut étre levé en remarquant que :
= Dans certains taxons (comme les Angiospermes ou la valeur C varie de 10" a 10" pb), les
phénomenes de modification du caryotype, notamment par polyploidisation, sont fréquents,
ce qui augmente grandement la taille du génome.
= Les processus d’augmentation de la taille du génome (duplications, transpositions,
mutations chromosomiques...) sont fréquents a I’échelle de I’évolution et peuvent faire varier
de maniére importante la taille des génomes.
= || existe a l'inverse des simplifications de génomes qui peuvent intervenir suite a la perte
d’une fonction (cas de la diminution du nombre de génes chloroplastiques dans les taxons
ayant perdu les plastes ou ayant des plastes non photosynthétiques).

» L’évolution est un processus qui modifie les génomes en permanence, y compris entre
taxons apparentés, sans obéir a une tendance réguliére et uniforme. Il y a ajustement
adaptatif de la taille du génome en fonction des forces évolutives (dont la sélection) qui
s’exercent sur les organismes associés a leur milieu de vie ou aux contraintes de leur plan
d’organisation.

Vv TABLEAU 1. Les critéres possibles d’évaluation de la complexité
des organismes et leurs limites.

Critére retenu Limites du critére

Nombre de cellules = Ce critére ne fonctionne pas pour comparer pour des unicellulaires entre eux (comment
comparer la complexité de deux Eubactéries par exemple ?).

= |l est impossible de compter les cellules de la plupart des pluricellulaires : on ne les
estime que de maniére indirecte et spéculative par des calculs se fondant sur des
extrapolations.

= Le nombre de cellules est souvent fonction de la taille dans beaucoup de groupes
(notamment animaux), ce qui n'est pas forcément un grand indice de « complexité » :
ainsi une Souris serait présentée comme moins complexe qu’'un Eléphant.

Nombre de types = Des « types cellulaires » peuvent apparaitre ou disparaitre de maniéere imprévisible dans

cellulaires I'évolution.

= Sur quels critéres peut-on dire de deux cellules qu’elles font partie d'un méme type
cellulaire ou qu’elles relévent de deux types cellulaires différents ?

Nombre d’organes = Ce critére ne permet pas de comparer des organismes qui n'ont pas déja un plan
d’organisation un temps soit peu similaire.

= Des organes peuvent apparaitre ou disparaitre assez inopinément dans I'évolution.

= Sur quels critéres peut-on dire de deux structures qu’elles font partie d’'un méme organe
ou gu’elles constituent deux organes différents ?

Diversité des tissus = Les organismes assez proches ont globalement les mémes types de tissus donc ne
peuvent étre appréhendés par ce critére.

= La encore, il conviendra de définir a partir de quels critéres on peut que dire deux tissus
sont différents ou constituent un seul et méme tissu.

= Ce critére est d'usage impossible chez des organismes n’'ayant pas un méme plan
d’organisation et donc des tissus homologues.

Complexité = On a parfois proposé de retenir ce crittre sans qu’aucune définition plausible de la

comportementale « complexité » d’'un comportement n’ait jamais pu étre aportée : une attention particuliere
a été portée sur le comportement social mais, en réalité, il s'agit plus de comparer la
socialité animale a la socialité humaine prise comme référence (et considérée a priori
comme la plus complexe) que de fournir un vrai substrat objectif.

= Les organismes n'ayant pas de vrai «comportement» ne peuvent étre ainsi
appréhendés, ce qui réduit le champ d’application de ce critere aux Métazoaires.

Complexité du = Ce critére ne fonctionne que pour les organismes eumétazoaires (qui sont pourvus d’'un

systéme nerveux systéme nerveux).

= |l convient de définir ce qui fonde la complexité du systéme nerveux: le nombre de
neurones ? la présence ou non de cellules gliales engainantes autour des axones
(comme la gaine de myéline des Gnathostomes) ? La taille du cerveau (dans ce cas, le
Cachalot est beaucoup plus complexe que 'Homme) ?

Nombre de génes = |l s’agit 1a (enfin) d’un critére objectivement appréhendable dont I'étude est permise par

dans le génome les travaux de séquengage génomique dont nous disposons

= Les phénoménes de polyploidisation évolutivement fréquents, particulierement dans les
génomes de groupes tels que les Angiospermes, peuvent « gonfler » le nombre de
cadres de lecture détectés mais impliquent-ils vraiment une « complexification »?

= |l faut étre prét a dire qu'un plant de mais (50 000 génes) est nettement plus complexe
qu’un étre humain (30 000 génes) — ce qui n’a rien de choquant scientifiguement.

Taille du génome = |l s’agit la encore d’'un critére objectivement appréhendable.

(valeur c) = Les phénomeénes de polyploidisation peuvent la encore « gonfler » la taille des génomes
mais impliquent-ils vraiment une « complexification » ?

= || faut étre prét a dire qu'un unicellulaire comme I'amibe Polychaos (675 000 Mpb) est
nettement plus complexe qu’un étre humain (3 400 Mpb).

f. Le barcoding (et le metabarcoding) : des séquences d’un géne hautement
conservé pour désigner les espéces
e A Theure ou la biodiversité disparait & une vitesse fulgurante, des systématiciens ont
décidé de lancer un grand programme de séquencage visant a répertorier les
espéces, connues ou inconnues, sans passer par les longs délais de la
taxonomie classique : le DNA barcode (code-barres ADN), une séquence ADN
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ultra conservée formant un code-barre propre a une espéce donnée malgré la
possibilité d’une faible variation intraspécifique (figure 19).

e |l s’agit de séquencer, chez un maximum de taxons, un géne identifié dont la
séquence constitue le code-barre d’une espéce : chez les Animaux, c’est souvent
le géne de la COIl, cytochrome oxydase sous-unité I, une sous-unité de protéine
mitochondriale codée par environ 600 pb; dautres loci sont employés
(tableau Ill). Ces séquences peuvent en outre étre utilisées en phylogénie
moléculaire pour reconstituer des liens de parenté.

e Ce systeme de « description » ou de reconnaissance pose toutefois de nombreux
problémes :
= fiabilité pour reconnaitre des espéces,
= difficulté de mise en ceuvre sur le terrain,
= absence totale d’information sur les taxons séquencés s’ils n'ont pas fait

I'objet d’une description classique...
= Efc.

e Son intérét est de permettre une identification a grande échelle, sans
taxonomistes. Le systéme permet aussi de distinguer les espéces jumelles,
espéces qui ne peuvent pas ou trés difficilement s’identifier sur des caractéres
structuraux, et de mettre en évidence des espéces cryptiques, espéces jumelles
dont la découverte n’est permise que par le séquengage ou une autre
approche moléculaire et qui n’auraient pas été découvertes sans cela.
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A FIGURE 19. Code-barres ADN de quatre Métazoaires. Wikipédia (2015).
Chacune des quatre couleurs représente un type de nucléotide (A, T, C, G).

Chez les Métazoaires, le DNA barcod est généralement la séquence de la sous-unité 1

de la cytochrome oxydase (protéine mitochondriale).

Vv TABLEAU lll. Séquences utilisées en barcoding [pour information].
D’aprés Wikipédia (2022)

Groupe Loci
Animaux COl, Cytb, 12S, 16S
Chlorobiontes matK, rbcL, psbA-trnH, ITS
Bactéries COl, rpoB, 16S, cpn60, tuf, RIF, gnd
Eumycétes ITS, TEF1a, RPB1, RPB2, 18S, 28S
Eucaryotes ITS, COI, rbcL, 18S, 28S, 23S
unicellulaires

o Des bases de données mondiales de DNA-barcods tendant a étre incrémentées
trés rapidement : BOLD' (Barcode of Life Data System), UNITE, Diat.barcode...

e Le métabarcoding désigne le barcoding en masse de I’ensemble des
organismes d’un groupe vivant au sein d’un habitat naturel ou d’un
échantillon. Des campagnes de recherche de biodiversité dans le sol, au sein du
microbiote, dans un écosystéme tropical... intégrent de plus en plus cette
pratique.

g. L’existence de banques de données assurant la mutualisation mondiale
des portions séquencées et des protéines connues

e On assiste, depuis plusieurs années, a une multiplication des bases de données
moléculaires qui assurent la mutualisation des séquences nucléiques ou encore
des connaissances sur les protéines :
= Banques de séquences comme GenBank? qui recense les séquences
nucléotidiques disponibles publiquement.

= Banques de barcords : voir ci-dessus.

= Banques génomiques ou le génome entier d’'une espéce est présent (exemples :
Saccharomyces Genome Database, FlyBase, The Arabidopsis Information
Resource (TAIR), Mouse Genome Informatics (MGI)... Les données génomiques
de nombreuses espéces sont compilées par NCBI (National Center for
Biotechnology Information) : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

Une question traverse aujourd’hui les biologistes moléculaires : avec le faible coat et la rapidité
actuelle du séquencage, conserver de trés nombreux génomes n’est-il pas parfois plus couteux
que de les re-séquencer en cas de besoin ?

= Banques protéiques ou, au-dela des séquences protéiques, de tres

nombreuses informations structurales (y compris des modéles 3D de la
conformation native ou des versions mutées) et fonctionnelles sont
généralement présentes. Exemple : Protein Data Bank (PDB)*

' https://www.boldsystems.org/index.php/TaxBrowser Home
2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
3 https://www.rcsb.org/ [liens valides en février 2022]
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4, L'amplification des séquences nucléotidiques

e Aujourd’hui, nul besoin de récupérer en tres grande quantité de ’ADN (ou des
ARN) pour procéder ensuite a son (leur) séquencage ou son (leur) étude... Des
méthodes d’amplification, c’est-a-dire de polymérisation reproductive en grande
quantité d’acides nucléiques, existent. La technique PCR, avec ses (ires
nombreux) dérivés, constitue I'approche la plus répandue.

a. L'amplification de séquences d’ADN : la réaction de polymérisation en
chaine (PCR)

Cette technique a été publiée en 1986 par I'Américain Kary B. MuLLIs (1944-2019) [Prix Nobel de Chimie 1993] et mise en

ceuvre avec succes en 1988 avec la Taq polymérase. .. Fruit de nombreuses recherches impliquant des chercheurs variés,

la paternité de ce tournant majeur de |a biologie moléculaire demeure largement discutée et mériterait une discussion

complete.

e Produire une grande quantité de copies d’'un fragment d’ADN est permis par la
réaction en chaine de la polymérase ou PCR (Polymerase Chain Reaction)
(figures 21-22).

Cette réaction repose sur des cycles, répétés de nombreuses fois, de :

= dénaturation_de I’ADN, c’est-a-dire séparation thermique des deux brins
d’ADN (a 94 °C),

= fixation d’amorces (primers) [annealing] ADN sur les brins séparés (a 50-
60 °C),

Le choix des amorces est crucial ; elles délimiteront la région d’ADN effectivement amplifiée (qui
peut donc en pas correspondre a l'intégralité du fragment d’ADN initialement introduit).

Des PCR utilisant plusieurs amorces différentes permettent d’amplifier plusieurs séquences
cibles (PCR multiplex).

= et polymérisation (élongation) de dNTP formant le brin complémentaire par
une polymérase thermostable (stable a la chaleur) et agissant a chaud
(72 °C), la Taq polymérase.

La Taq polymérase provient d’'une Bactérie thermophile découverte dans le parc américain du
Yellowstone : Thermus aquaticus, jadis nommée Thermophilus aquaticus).

e Les séquences amplifiées (= obtenues apr PCR) sont nommées des amplicons.

o Trés tot depuis les débuts de la PCR, des appareils automatisant les PCR ou
thermocycleurs (figure 20) ont été mis au point. Leur colt a considérablement
baissé alors que leur efficacité n’a fait qu’augmenter.

A FIGURE 20. Thermocycleur. Wikipédia (2022).

* LA REACTION
DE POLYMERISATION EN CHAINE (PCR)

Le principe de |a PCR (pour « Polymerase Chain
Reaction » ou Réaction de Polymérisation en
Chaine a été décrit par Saiki et collaborateurs en
1985 et sa mise au point a recompensé du prix
MNobel de Chimie K. Mullis en 1993, La PCR a depuis
été développée pour un certain nombre
d'applications.

Cette technique permet |'obtention d'un trés
grand nombre de copies d'un segment particulier
d'ADN, nommé ADN cible. Le principe de cette
technigue consiste 3 utiliser deux amorces, courtes
séguences d'ADN de 18 & 24 nucléotides, qui
s'hybrident & des sites complémentaires situgs en
orientation inversée sur les deux brins de I'ADN et
qui encadrent la région que I'on veut amplifier.
L'élongation des brins complémentaires a partir
des amorces est assurée par une enzyme, I"ADN
polymérase, Alors que le principe de la PCR a &té
décrit en 1985, en 1988 la PCR devient encore plus
performante avec I'emploi de la Tag polymérase
dérivée d'une bactérie thermophile, Thermus
aquaticus, isolée des sources chaudes du parc de
Yellowstone et qui présente |a propriété d'étre
stable & la chaleur.

La réaction de PCR repose sur trois étapes

{figure )

* |a dénaturation de I'ADN realisée a haute
température (30 sec 2 1 min & 94 °C) conduit &
la séparation des brins d’ADN ;

5 3
Dénaturation
B 3 B
' 3
Hybridation e 3 Am1 5
aTm 5t Am2 3
3 5
MagCl dNTP
5 2 e 27 3:
Elongation = Taq 7 5
L A E/
72 °¢C 5 AmZ (iaq \P ,
3 \_/ 5

La PCR comporte trois e‘rapes:
dénaturation, hybridation et élongation.

+ |'hybridation des amorces spécifiques se réalise
& une température déterminée par rapport a la
température de fusion des amorces notée Tm
(30 sec & 2 min & 50-60 °C) ;

« |'élongation des brins d’ADN est effectuée a
72 °C (30 sec & 1 min).

La durée de ces étapes dépend de plusieurs
facteurs, comme la performance de |'appareil
utilisé et la longueur des fragments a amplifier. Les
produits de PCR obtenus sont désignés sous le
terme d'amplicons.

Pour effectuer une PCR, on utilise un thermocycleur
qui peut contenir plusieurs blocs. Chaque bloc peut
contenir de 25 4 96 microtubes ou une microplaque
selon les modéles.

Chaque microtube contient, outre du tampon :
I'ADN de I'organisme & partir duguel on veut
amplifier une région cible, cet ADN servant de
matrice ;

— les deux amorces encadrant la région & amplifier ;

—des dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTPF) a partir
desquels les brins complémentaires seront
synthétisés ;

- du MgCl,, cofacteur de la réaction ;

- de la Tag polymérase qui polymérise la réaction,

Notons que la détermination de la concentration

en MgCl; est importante et se situe entre 1,0 et

3,0 mM. En effet, un excés de MgCl; provogue des

hybridations non spécifiques et un mangue de

MgCls induit une diminution de 'activité de la

polymérase.

Pour chagque PCR, on établit pour un bloc un pro-
gramme comprenant un cycle de trois températu-
res (dénaturation, hybridation, élongation) répété
de 20 & 40 fois. A chague cycle, la quantité d’ADN
est amplifiée par un facteur de 2, puisgue chacun
des deux brins d’ADN nouvellement synthétisés
sert de matrice & la fabrication d'un nouveau brin
complémentaire. A I'issue de la PCR, n cycles pro-
duisent en théorie 2" — (2n) amplicons.

Une séquence peut &tre amplifiée par un facteur
Les amplifiats obtenus aprés PCR sont vérifiés sur
gel d'agarose. Leur taille doit correspondre a la
taille attendue pour la région ciblée (figure 4.3).
La RT-PCR (pour « Reverse Transcriptase PCR »)
permet 'amplification d'une région donnée 3
partir d'ARNm. Cette réaction a comme premiére
étape, étape de rétro-transcription (RT) la
conversion des ARNm en ADN simple brin (ADNc
pour ADN complémentaire) en utilisant une
enzyme d’origine virale, la transcriptase inverse.
Cet ADN sert ensuite de matrice pour la réaction
de PCR classique.

A FIGURE 19. Etapes et schématisation de la PCR : une vision trés simplifiée.

D’aprés HARRY (2008).
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Ttape T: dénaturation. On part d'un mélange contenant
'amorce présente en excés (généralement une séquence
synthétique de 20 3 30 nucléotides) et du fragment d’ADN a
amplifier. Ce mélange d’amorces et de fragments est chauffé
i environ 98°C. A cette température, le fragment d’ADN
bicaténaire se dissocie en brins monocarénaires.

Etﬂpc 2: renaturation (annealing) des amorces. La solu-
tion est ensuite refroidic 4 60°C environ, En refroidissant,
les brins isolés ’ADN se réassocient en brins bicarénaires.
Cependant, en raison de 'important excés d'amorce, chagque
brin du fragment farme des paires de bases avec une amorce
complémentaire voisine de la région 4 amplifier, le reste du
fragment restant simple,

Etape 3: extension de 'amorce. On ajoute maintenant une
ADN polymérase trés thermostable, la polymérase Tag (du
nom de la bactérie thermophile Thermus aguaticus, d'ol pro-
vient Taq), ainsi qu'une provision des quatre nucléondes. A
partir de 'amoree, la polymérase recopie le reste du fragment
comme 5’1l répliguait PADN, Quand la synthése est terminée,
Pamorce a €€ allongée dune copie complémentaire de tout
le fragment monocaténaire. Les dewr brins ’ADN ayant éé
répliqués, on a maintenant deux exemplaires du fragment
d'origine,

Séguence cible B

‘ Refroidissement
—

des amorces

Cycle
1

ADN palymérase
Mucléotides libres

(@ Extension
des amorces

4 copies

—

B coples
Cycle

3

Réaction en chaine de la polymérase. (1) Démarution : une solution
contenant des amorces et le fragment MADN & amplifier est chauffée
pour séparer I"ADN en brins monocarénaires. (2) Remarwrasion des
amorees: la solution est refroidie et les amorces s'unissent aux séquences
complémentaires de I'ADN bordant la ségquence i amplifier. (3) Frtengon
des amorees: 'ADN polymérase copie ensuite le reste des différents brins
en commengant par amorce, Les étapes 1-3 sont répéeées avec les brins
répliqués. Ce processus se répéte de nombrenses fois, doublant chaque
fois le nombre de copies jusqu'a ce que le nombre de copies du fragment
d"ADN soit suffisant pour 'analyse.

A FIGURE 20. Etapes et schématisation de la PCR : une autre vision trés simplifiée.

D’aprés RAVEN et al. (2007).

On réalise généralement entre au maximum 20 et 40 cycles d’amplifications, ce chiffre étant
difficile a dépasser car les réactifs (amorces, nucléotides...) viennent tout simplement a manquer.

b. L'amplification de séquences d’ADN issues d’ARN : la PCR aprés
rétrotranscription (RT-PCR)

e L’amplification directe d’ARN n’est pas immédiatement possible et suppose une
rétroconversion de ’ARN en ADN ou transcription inverse (= rétrotranscription)
permise par une enzyme nommée rétrotranscriptase ou transcriptase inverse
(transcriptase reverse si on « anglo-saxonise »), généralement d’'origine rétrovirale.

e Dans une RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), un ARN est
rétrotranscrit en ADN avant que cet ADN soit a son tour soumis a une
amplification par PCR (figure 21).

L’ADN issu d’une rétrotranscription d’ARN s’appelle un ADN complémentaire (ADNc).

= La synthése du premier brin requiert 'ARN (souvent préalablement polyadénylé) que I'on
souhaite amplifier, des amorces ADN, une transcriptase inverse, des dNTP...

= D’autres amorces (ADN), des dNTP toujours et une ADN polymérase permettent ensuite de
produire, aprés dénaturation du complexe ARN-ADNCc, le second brin et ainsi de reconstituer
un ADNc double-brin sur lequel la PCR classique peut alors s’appliquer. Le premier cycle de
PCR est souvent responsable de cette étape.

ARN isolé AAAA
(poly-adénylé) Fixation d’amorces
(oligo-T)
ARN ! . AAAA Amorce poly-T

e’

Synthése du premier brin
(transcriptase inverse)

ARN AAAA
ADNc monocaténaire s TTTT

s

1¢" cycle PCR

ADNCc bicaténaire

l, Autres cycles PCR

A FIGURE 21. Principe simplifié d’'une RT-PCR. D’aprés ADAMS (2020), adapté / traduit.
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c. Une approche quantifiée de la PCR et de la RT-PCR : la PCR et la RT-PCR 5. L'utilisation d’enzymes de restriction dans le découpage de ’ADN

quantitatives (= en temps réel) que I'on note qPCR et qRT-PCR
a. Des endonucléases bactériennes qui reconnaissent et découpent des

séquences-types généralement palindromiques (sites de restriction)

ADN ARN isolé AAAA Sites d tricti
isolé EEEEE——————————— (poly-adénylé) ,‘ Fixation d’amomei WeT ites de restriction,
igo- morce poly-
l Dénaturation (oligo-T) poly i 4 %——]
(chaleur) ARN Aﬁ*ﬁ/ 1 L o | Diblex
l’ Synthése du premier brin (E CITAAG CTIAAG ke
(transcriptase inverse) A A
ARN AAAA
_— ADNc S— TTTT L'endonucléase de restriction |
; Fixation d’amorces l Dénaturation Bouts collants (queues mono- odipe SABM: |
(chaleur) caténaires complémentaires d'ADN|
I| -H“"*n
] — =
s l\ (‘&g;m G)
= CITAAD)
=" -
‘ Elongation J
Fixation d’amorces -
On ajoute ADN d'une autre e e —
B T T T T ﬁ source coupee par la méme M
f— a— endonuciéase de restriction.
l' Elongation
T T
L~ = ___w W ]
— Détection - — — G (JBELK
Fluorochrome libre par fluorescence CONA, T S, S CTTAA ) @-

Fluorochrome lié — Détection

par fluorescence L'ADN ligase

réunit les brins.

A FIGURE 22. Q-PCR et gRT-PCR. D’apres ADAMS (2020), adapté / traduit.

e On parle d’amplification en temps réel (real-time) d’acides nucléiques, ou
amplification quantitative d’acides nucléiques, notée qPCR pour 'ADN et qRT- . CRATIE
PCR pour les ARN (le g signifiant ‘quantitative’ en anglais), pour désigner les PCR —CTIARE
ou RT-PCR permettant de mesurer, en temps réel, la quantité d’amplicons (= Moléculs a*ADN recomBlrant
nombre de copies d’ADN produits par amplification) produits grace a un agent
intercalant fluorescent (ou plus rarement du BET détecté par rayonnement UV)

Beaucoup d'endonucléases de restriction produisent des fragments d’ADN avec des « bouts
collants»,  Dendonucléase de restricrion EaRT coupe tonjours la séquence GAXTTC entre G et

(figure 22) A La méme séquence se retrouvant sur les deux brins, tous dews sont coupés, Cependant, les dews
o L'agent intercalant s’intercale a peu prés réguliérement dans I’ADN double brin S5 oss ko . crlouoges el s fes st i B ensdanencs s i
constitué et il suffit de mesurer la fluorescence, grace & un capteur intégré au e s, Sl ot s et
thermocycleur, pour en inférer la quantité d’ADN présente dans le mélange A FIGURE 24. Action des enzymes de restriction et production de bouts collants.
réactionnel en temps réel. La mesure intervient généralement a la fin de chaque D’apres RAVEN et al. (2007).

cycle d’amplification.

Nucléase : enzyme capable de cliver les liaisons phosphodiesters entre deux nucléotides dans

un acide nucléique. Une RNAse ou ARNase est une nucléase agissant sur les ARN alors qu’une

DNAse ou ADNase est une nucléase agissant sur ’ADN.

= Une endonucléase est une nucléase qui clive un acide nucléique en milieu de chaine.

= Une exonucléase une nucléase qui clive un acide nucléique par une extrémité (5’ ou 3’),
rarement les deux en méme temps.

Lorsque la mesure de la quantité d’amplicons est mesurée uniquement a la fin du processus,
on parle de PCR (ou RT-PCR) en point final.

La PCR (ou RT-PCR) quantitative suppose au contraire une mesure au fur et a mesure du
processus, d’ou la notion de « temps réel ».
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e Les enzymes de restriction sont des protéines de type endonucléase qui
coupent PADN au niveau d’une courte séquence de nucléotides
caractéristique, généralement palindromique®, appelée site de restriction
(figure 24).

* palindromique = qui peut se lire dans les deux sens.

Chaque enzyme de restriction reconnait ainsi un site spécifique. Plusieurs centaines d’enzymes
de restriction sont actuellement connues ; on les retrouve naturellement dans un grand nombre
d’espéces de Bactéries ou elles agiraient notamment comme protection contre les
bactériophages (virus bactériens).

Une Bactérie produisant une enzyme de restriction fabrique aussi une deuxiéme enzyme appelée méthylase qui est également spécifique
du site de restriction ol elle modifie ADN bactérien en lui rajoutant un groupement méthyle sur un ou plusieurs nucléotides. Cette
méthylation empéche la coupure du site de restriction par 'enzyme de restriction. C'est la garantie que I'enzyme de restriction
n‘attaquera que de I'ADN d’origine exogéne mais pas I'ADN bactérien.

les deux

Ce systéme de défense bactérienne, associant touj y s'appelle systéme de restriction-modification.

e Les enzymes de restriction permettent de fragmenter I’ADN lors de son étude.
C’est une étape importante dans le séquencgage traditionnel et de deuxiéme
génération.

b. L’existence de sites de restriction en baionnette permettant de générer
des bouts collants utiles en génie génétique

v TABLEAU IV. Quelques enzymes de restriction. D’aprés PEYCRU et al. (2013).

Micro-organisme Type Séquence cible (généralement
Fii) producteur de coupure de type palindrome)
5' o
Hpal Haemaphilus Coupure GTTIAAC
pa parainfluenzae franche CAATTG > -
- '
5' ¢—
P . GIAATTC
EcoR1 Escherichia coli CTTAAIG
. > 5'
Extrémités 5« "
. S cohésives AGCTT
Hind 3 Haemuophilus influenzae (coupure en TTCGAIA o
batonnette) ' gl
5 - 1
N CTGCAlG
Pst Providencia stuarti GlACGTC _
T L 5I

e Les sites de restriction peuvent étre (tableau V) :
= De petites séquences coupées de maniére transversalement nettes ou
coupures franches.
= de petites séquences coupé€es en « zigzag », dites coupures en baionnette, ce
qui produit de courtes queues monocaténaires pouvant se lier entre elles au
niveau d’'un méme site de restriction.

On dit ainsi qu'une enzyme de restriction alors produit des bouts collants (= extrémités
cohésives) (figure 24, tableau V). Cette caractéristique est particulierement utilisée en génie
génétique pour ajouter un géne d’intérét a un ADN cible ; on utilise généralement une ADN ligase
pour suturer les bouts collants lors du processus.

c. L'utilisation d’enzymes de restriction dans la production de certaines
empreintes génétiques

e On appelle empreinte génétique (ou profil génétique) un résultat d’analyse
génétique permettant I'identification d’un individu.

e Ce type d'outil est utilisé dans les tests de paternités, les enquétes policiéres
(pour retrouver un criminel dont 'ADN a été récupéré sur un lieu d’exaction par
exemple) mais aussi couramment dans les études de polymorphisme au sein des
laboratoire de recherche.

o Des méthodes variées de profilage génétique existent.

i

N

!ﬁ

AR

I
|

T

Profils ’ADN de O.J. Simpson et des échantillons de sang provenant de la scéne du
meurtre de son ancienne épouse. On s'est servi de ces profils comme preuve lors du
procés pour meurtre trés médiatisé et controversé de 1995,

A FIGURE 25. Réle des empreintes génétiques dans les enquétes policiéres.
D’aprés RAVEN et al. (2007).
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* On alongtemps utilisé — et on utilise encore parfois — des techniques faisant appel
a une enzyme de restriction ou un cocktail d’enzymes de restriction découpant
le génome des individus (désormais souvent aprés amplification PCR). Le
génome découpé subit ensuite une électrophorése et une révélation par des une
ou plusieurs sondes dans le cadre d’un Southern Blot (voir plus loin). Comme les
individus ont une diversité de séquences propres, le nombre et la localisation
de nombreux sites de restriction est propre a 'individu d’ou un découpage de
I’ADN par les enzymes de restriction propre a Pindividu, a l'origine d’un profil
génétique unique propre a chaque individu (figure 25).

On a traditionnellement utilisé les profils RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism,
polymorphisme de longueur des fragments de restriction) qui se faisaient sans amplification mais
nécessitaient une assez grande quantité d’ADN. On a ensuite réalisé des profils AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism, polymorphisme de longueur des fragments amplifi€és) avec une
amplification préalable de séquences.

o Depuis prés de 30 ans, on emploie plutdét ’analyse STR (short tandem repeats)
(encadré D).

Encadré D Les empreintes génétiques aujourd’hui : 'analyse STR

» En France, un fichier national recense les empreintes génétiques ayant été mises en cause
dans le cadre d'enquétes judiciaires : le FNAEG (fichier national automatisé des empreintes
génétiques).

i Morqueur STR1  Morquewr 5TA S A 0 TEE 0N
i - =
1 = - - i AT A e F e
.‘&__ Marqueur STRZ M O o I O 1
1 ENE 0 aaT e

Individu & Extrait ADN
individu A

- . 4 - O N W ¥
Vﬂ 8] Margueur STRZ  Marqueur 5TR 4 1
T TRAT TN
= g MATCH
Individa B CULANN Individu A / Trace
ndividu Extrait ADH hmplification PCR multiplexs s b
il Prafil génétique Individu B
ndividu 8
4
Marqueur STR 1 Marque CEERE I R L
p -

=
Sod]

Extrait ADN
Trace

Amplification PCR multipless

Marqueur 5STR T Margueur 5TR 3

Marqueur STR2  Marqueur STR 4
- - = - - .

Amplification FLR multiplexe

(RO T TE I

Peefil géndtique Indlvidu &

T EN OO 0o

(TE e L R

| [ T
A T T
W o om

Prafil génétigue Traze

FHAEG

D’apres LAURENT et al. (2017)

» Pour réaliser des empreintes génétiques aujourd’hui, on utilise I’analyse STR (short tandem
repeats) : celle-ci repose sur [P'amplification par PCR d’une vingtaine de séquences
microsatellites ou STR (séquences trés répétées du génome et hautement variables longues
de quelques pb) avec des amorces spécifiques couplées a un fluorochrome puis leur
électrophorése avant observation ; les pics de fluorescence sont caractéristiques des
séquences présentes chez un individu. L’électrophorése ici employée est une électrophorése
capillaire (dans un capillaire de quelques ym a dizaines de ym de diametre), compatible avec des
espeéces chimiques a pouvoir de migration trés rapide.

» Les séquences STR utilisables et leur possibilité de stockage sont codifiées par la loi.

e Le séquencage (partiel ou total) de génome commence a étre ponctuellement
utilisé dans certains pays.

d. L’établissement de cartes de restriction
e On appelle carte de restriction wune représentation schématique
« cartographique » d’une unité génétique (plasmide, chromosome bactérien,
génome viral, chromosome eucaryote...) sur laquelle sont reportées les sites
de restriction d’une enzyme de restriction ou d’un ensemble choisi d’enzymes
de restriction (figure 26).
o Cette carte peut étre construite :
= Soit par soumission a une enzyme, puis une autre, efc., puis deux enzymes
ensembles, etc. de Punité génétique étudiée avec, a chaque fois, migration
électrophorétique des fragments pour connaitre la taille des fragments
obtenus. Le croisement des données (aujourd’hui assisté informatiquement)
permet de reconstituer progressivement la carte.
Soit par séquengage de l'unité génétique étudiée, ce qui permet de visualiser
directement la position des sites de restriction.

EcaRl

15.4/0

EcoRV

HindI1l

4.0 Hindlll

EcoRV 44
4.45 Belll
EcoRV
EcoRY

Xhol

EcoRV

A FIGURE 26. Carte de restriction du plasmide de résistance aux tétracyclines pSS2 des
Bactéries Aeromonas. D’apres BALASSIANO et al. (2007).
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6. Des outils de recherche et de détection de séquences nucléotidiques
spécifiques
o La recherche et la détection de séquences dans une cellule ou un organisme
peut s'opérer selon diverses techniques ; nous en exposons quelques-unes ici.

a. L’hybridation in situ d’ARN ou d’ADN monobrin

e Une hybridation moléculaire consiste a associer expérimentalement deux
molécules complémentaires qui s’associent ainsi spontanément.

o Elle est dite in situ quand on la réalise dans les structures biologiques (cellules,
tissus).

e Une hybridation in situ (HIS) d’acides nucléiques désigne une technique de
mise en évidence, dans des tissus fixés, d’une séquence donnée d’ARN ou
d’un ADN monobrin (nécessitant alors, dans ce second cas, une dénaturation
préalable) par I'usage d’une sonde nucléotidique (ARN ou ADN généralement
monobrin) marquée (isotopes radioactifs, produit fluorescent, enzyme,
hapténe...) qui se fixe par complémentarité de base sur la séquence d’intérét.

L’'une des approches repose sur l'utilisation de digoxygénine (DIG), une molécule stéroide fixée
sur la sonde qui est un hapténe, c'est-a-dire une molécule susceptible de déclencher une
réaction immunitaire si elle est associée a une molécule porteuse. La DIG est soumise a des
anticorps, eux-mémes soit couplés a un fluorochrome, soit couplés a une enzyme. Dans ce
second cas, il suffira alors de soumettre I’échantillon au substrat de 'enzyme et d’observer alors
la formation du produit coloré localisant la séquence d’intérét (figure 26).

ajolt d'anticorps substrat phosphoryle
anti-digoxigénine incolore
L) lié & une B
““phosphatase alcaline

Localisation de I'ARN m
par la coloration

Repérage des sondes par
les anticorps anti-DIG

Hybridation de de la sonde
avec 'ARNm cible

A FIGURE 26. HIS utilisant la digoxygénine.
D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).

o Cette technique permet de mettre en évidence des ARNm, des petites
séquences ADN ou carrément des portions chromosomiques.

o Diverses variantes existent. Dans I’hybridation in situ par fluorescence (FISH,
Fluorescence in situ hybridization), de ’'ADN double brin peut étre utilisé comme
sonde pour localiser des portions chromosomiques précises comme les
centroméres, les télomeéres ou d’autres régions chromosomiques (figures 27-28).

A FIGURE 27. Principe de la FISH (hybridation in situ par fluorescence). Wikipédia (2022)

A. Sonde ADN bicaténaire. B. Marquage fluorescent de la sonde
C. Dénaturation (par la chaleur) et hybdridation de la séquence cible avec les brins de la sonde.
D. Possibilité d’observation : la fluorescence localise le locus de la séquence d’intérét.

A FIGURE 28. Principe de la FISH (hybridation in situ par fluorescence). Wikipédia (2022)
Chromosomes métaphasiques (colorés au DAPI) montrant des sondes (fluorescence rouge et
verte) fixées sur des séquences d’intérét.

b. Des outils de recherche de séquences ADN ou d’ARN exprimés par
hybridation avec des sondes : les Blots (buvardages avec emploi de
révélateur)

e Les Blots visent a identifier certaines protéines ou certaines séquences
particuliéres d’acides nucléiques aprés migration électrophorétique au moyen
d’anticorps complémentaires de protéines (couplés a un fluorochrome, une
enzyme a produit coloré...) pour les protéines, ou de sondes ADN ou ARN
(radiomarquées) pour les acides nucléiques.
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e La technique est parfois qualifié¢e de «buvardage » en frangais (traduction
discutable de blot qui signifie « marque, tache ») puisqu’elle suppose la réalisation
d’une réplique du profil électrophorétique sur une membrane de nitrocellulose :
celle-ci est produite en faisant migrer par capillarité sur la membrane les
molécules ayant migré dans le gel d’électrophorése posé en dessous et saturé
en tampon (figures 29-30).

e Les taches obtenues sont d’autant plus intenses que la molécule révélée par la
sonde est en quantité importante dans I’échantillon d’origine.

+ Echantillons d'/ADN extraits d'espéces apparentées
+Tous les ADN sont coupés avec la méme enzyme

Marqueurs de restriction

de poids moléculaire

L’importance du témoin de charge

Un témoin de charge qui est une molécule (ARN ou protéine en résultant) dont I'expression est constante

dans la situation d’étude. |l a deux intéréts :

= |l constitue un contréle de purification (témoin d’extraction) garantissant le bon déroulement de
I’extraction des ARN ou protéines, et donc la validité du Blot.

= |l peut servir dans les tentatives de quantification d’expression. En effet, si cette molécule est régulierement
et constitutivement exprimée indépendamment de la situation expérimentale, on pourra alors normaliser
I'expression génétique constatée des molécules d’intérét sur celle du témoin de charge.

Electrophorése sur gel d'agarose

Paquet de serviettes de papler

Acidas
nu:.léuque‘s?'*‘*"-:::_.,___
tasts . = e i3 . T | sur membrane de nitrocellulose
1 T = N Epange 4 lus ma
3 - E — R i
Margueurs I _ __ E E o \'/ e
radioactifg ——— . — — — E
de tailles T = - - ]
epéoifi | Wil E
pecifiques | : —_ - E % .- 2= Membrane
; | - - MPON —— de nitrocellulose
Gel —_— - —
d'électropharése ——— | o ey i e eee— — Mise en contact avec un fragment d'ADN
s - ‘ 2. I;a aﬁg'ﬁtf;ﬁmﬁ Il:;\; {:s;léi féee t;r\:;;:l]ulfse ot i marqué (fluorescent ou radioactif) utilisé
— —_— ? f ] . Les T (56 inc a)
. — agents chimiques alcalins du tampon dénaturent — comme sonde i i S
1. On applique une dlectrophoress | I'ADN en brins menocaténaires, Le tampon traverse le .
avec des mangueurs radioactits gel et la nitroceliuiose, puis un paguet de serviettes de | ﬁ ADN d_énature
servant de rélérences & la premiére | Papier Place au-dessus de Ia_n!'tl'ocelluloee. | :—"].-l_.: idation avec |a songe
| piste. o _' Southern blot ;
Reconnaissance d'une séquence
o Enveloppe scellée cc-r'r.cl-ler‘.l.entcl-!ire :
Filmy 1
- i s : . * _ Acides nuciéioues ﬁhﬁr_ ) Identification dans fa sonde v i
Lacido bichebte ~ imprime  fhalitcoent marqués par = | d'une séquence homologue & celies despeces
le papier de nitroceliviose, 2 \ radioactivité | | étudices et trés yraisembiabl codante
. A, -
- v % . Eif;ﬂ;ﬁ& _,.-/J..’_ — '_,/" A FIGURE 30. Le Southern Blot (étude des ADN) : une autre vision. D’aprés DAUTEL et al. (2021).
£ / — . . . . . . .
’ i . s -~ ' 1) Les marqueurs de tailles sont généralement radioactifs, ce qui manque sur cette figure...
) - i
111 v ; -
¢ 5 s | i -
; YeEIEES "B . Southern Blot (ADN), Northern Blot (ARN) et Western Blot (protéines) : diversité
. hybridés W ———— |
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il S—| ks ik s [ (autaradiographie). Sur la nitrocellulose, on - : _ L e .
LT | radioactivité, puis incée. e e A Squthern .Blot (figures 29-31) : il permet I’étude des ADN. |l comprend les étapes
hybridation des acides nucléiques d'origine avec suwanteg .
Ceux qui sant marqués par radioactivite, o Electrophorése des fragments d’ADN a étudier (+ un marqueur de
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position des bandes rdivactives,

A FIGURE 29. Le Southern Blot (étude des ADN). D’aprés RAVEN et al. (2007).
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Depot d'un 2 d]e prpier Gel
mélange d'AN absarban . Y
_ 63 — \

AN margug ——
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de Ld||||:.u_|r|r|u -

servant d'étalon

Tampon

Filtre ——

1/ Les AN sont sépareés 2/ Les AN sont transférés 3/ On enléve le filtre sur lequel
en fonction de leur taille sur un filtre par capillarite sont fortement fixés les AN
< Sac plastique
_ _ L — Bandes
Position des molécules d'AN <7 | marquées

etalon de taille connue

Y

\— Sonde marquée

dans un tampon

4/ Hybridation avec une sonde
margquée spécifique d’un AN donné

5/ La sonde marquée s’associe
par complémentarité a certaines molécules

A FIGURE 31. Le Southern Blot (étude des ADN) et le Northern Blot (étude des ARN) :
une vision simplifiée. D'aprés SEGARRA et al. (2014).
AN = acide nucléique.

o Incubation de la nitrocellulose avec des sondes ADN monobrin (ou
d’ARN) marquées (souvent radioactivement) complémentaires des
séquences ADN recherchées qui s’hydrident avec ces séquences-
cibles.

o Révélation (recherche de la radioactivité) sur la nitrocellulose pour
localiser les séquences cibles.

= Northern Blot (figure 31): il permet I'étude des ARN. Il présente le méme
principe que le Southern Blot sauf que les séquences cibles sont des ARN ; les
sondes peuvent étre des ARN ou des ADN monobrins.

= Western Blot (figure 32) : il permet I’étude des protéines qui sont révélées par

immunodétection aprés buvardage. On désigne parfois cette technique par le
terme « immunobuvardage ».

o Apres migration électrophorétique, un buvardage du profil obtenu
(Blot) est réalisé soit par un champ électrique, soit au moyen d’'un
solvant tampon comme pour les autres Blots.

o Cette réplique est alors soumise a un anticorps anti-protéine
cible (anticorps primaire); on utilise généralement ensuite un
anticorps secondaire (anti-Ac primaire) le plus souvent couplé a un
fluorochrome, une enzyme... I/ arrive toutefois qu’il n’y ait qu’un seul
anticorps qui permette directement la révélation.

Membrane

o La révélation des protéines recherchées se fera par révélation de la
fluorescence (excitation du fluorochrome) ou réaction enzymatique
(ajout du substrat de I'enzyme).

1. Transfert 2. Incubation avec un anticorps 3. Révélation
primaire puis un anticorps
secondaire marqué

Liaison anticorps

Champ primaire / anticorps
électrique secondaire
I\
LO \ \\
Gel
—_—

Western blot

A FIGURE 32. Principe du Western Blot (étude des protéines). D’aprés SEGARRA et al. (2014).

Le Southern Blot est le premier test inventé en 1975 par le Britannique Edwin M. SOUTHERN (né en
1938). Par la suite, les autres tests ont été humoristiquement baptisés avec d’autres points
cardinaux en hommage a ce scientifique. L'Eastern Blot n’existe pas !

c. Vers une automatisation de la recherche des ARN exprimés : les puces a

ADN (biopuces), outil majeur en transcriptomique

e Le transcriptome est I'ensemble des ARN présents dans une cellule (ou un
ensemble de cellules) a un moment donné. Son étude, ou transcriptomique, est
possible par un séquencgage intensif des ARN ou encore des puces a ADN.

e Les puces a ADN ou biopuces (figure 33) sont des plaques rigides (en verre ou
plastique) dont la surface est subdivisée en quelques milliers a quelques
dizaines de milliers de zones de dépét d’acides nucléiques (spots) répartis sur
quelques cm?,

e Chaque zone de dép6t comprend une sonde a ADN monobrin (ADN dénaturé),
dont une séquence précise. Celle-ci est déposée, par un procédé assisté par
ordinateur, des ADN monobrins généralement construits a partir d’ARN
rétrotranscrits ou de maniére purement synthétique.

o Les ARNm extraits du lysat de cellules a étudier sont eux aussi soumis a une
rétrotranscription en ADNc (et souvent amplifiés par PCR). Ces ADNc sont
couplés a des fluorochromes de type cyanines (ou jadis parfois radioactifs) ; ils
sont ensuite ajoutés sur la plaque et dénaturés. La révélation par fluorescence
permet de savoir si les fragments d’ADNc déposés se sont ou non hybridés avec
les sondes de la puce, et donc si telle ou telle séquence est exprimée par une
population de cellules. Lalecture et le traitement des résultats sont
informatisés.

Des biopuces modernes permettent de travailler avec des ADN double brin.

Notons qu'on peut étudier, en jouant sur diverses couleurs, plusieurs populations de cellules
conjointement (souvent deux).
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7. La production d’organismes génétiquement modifiés (OGM) : la
transgénése

a. Principes généraux et étapes de la transgénése

a. Notion de transgénése, géne d’intérét et avantage sélectif

La transgénése est le transfert, opéré en laboratoire, d’'un gene d’intérét
(= transgéne = géne hétérologue) depuis un organisme donneur vers un
organisme receveur appartenant généralement a une espéce différente.

Transcription inverse et marquage

ADNCc cellule 1 + ,l

'I' ADNCc cellule 2

Vous verrez parfois le terme de « transfection », de périmetre un peu variable en fonction des
auteurs, pour désigner le fait d’ajouter une portion exogéne d’ADN (voire d’ARN, pour certains
auteurs) dans des cellules eucaryotes ; cette définition est parfois — mais pas toujours! —
complétée par la mention « sans utiliser de vecteur viral ».
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A_e A& 2 + fluorochrome
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Dépét des sondes
ADNc monobrins complémentaires de nombreux
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Interprétation

Sonde ADN@ ADNc Q ‘

monobrln monobrin

T

Puits noir (sans fluorescence) :  Puits vert : cet ARNm* n’est Puits rouge : cet ARNm* n’est  Puits jaune : cet ARNm* est
cet ARNm* n'est exprimé par exprimé que par la cellule 2 OU exprimé que par la cellule 1 OU  exprimé par les deux cellules
aucune cellule plus par la cellule 2 que la plus par la cellule 1 que la en quantité proche
cellule 1 cellule 2 .

ADNc
monobrin
cellule 1

A FIGURE 33. Principe des puces a ADN. D’aprés SEGARRA et al. (2014), complété.
Sous-entendu : * TARNm correspondant a ’TADNc obtenu par rétrotranscription et fixé dans le puits. °
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Le géne d’intérét (= transgéne) exprimé permet alors a 'organisme receveur de
bénéficier d’une nouvelle caractéristique génétique sur laquelle il est
sélectionné et qui présente généralement un intérét pour I’étre humain : on dit
que la transgénése confére un avantage sélectif au profit de I'espéce humaine (a

ne pas confondre avec un avantage-sélectif au-sens-évolutif).

B. Principales étapes du processus

La transgénése au sens le plus Iarge comprend les étapes suivantes :

= Isolement du géne d’intérét a l'aide d'une enzyme de restriction et son
identification grace a une sonde moléculaire.

Amplification par PCR de ce géne.

[Construction de PADN recombinant (ADNr) (= ADN artificiel obtenu en
laboratoire par réunion de matériel génétique issu d’origines différentes) en
insérant le géne d’intérét dans un vecteur comme un plasmide // parfois
intégration directe dans le génome cible]

Insertion du géne d’intérét dans le génome de I’organisme cible

Criblage : sélection des cellules ou organismes exprimant ’ADN recombinant
(souches transformées).

Y. Intéréts et risques de la transgénése

La transgénése est un outil important en recherche scientifique ou elle a permis
d'immenses progrés. C’est aussi un outil utilisé par l'industrie pharmaceutique
(production par des bactéries d’hormones, de vitamines...), le monde
agronomique et agro-alimentaire (production de variétés végétales résistantes
aux ravageurs ou aux herbicides, production de variétés a croissance plus rapide
et/ou plus importante...).

Toutefois, des risques (environnementaux, sanitaires voire économiques a
cause de certains monopoles notamment dans les semences) existent et leur
évaluation n’est pas forcément toujours réalisée sérieusement (encadré E : exemple
des plantes transgéniques).

b. Isolement du géne d’intérét

Le géne d’intérét est généralement obtenu par fragmentation du génome par des
enzymes de restriction et Southern Blot sur les fragments obtenus.

Notons que, si I'on souhaite exprimer un géne morcelé eucaryote chez des
Eubactéries, on produit un géne artificiel sans introns généralement au moyen de
I'ARNm mature du gene rétroconverti (par la transcriptase inverse) en ADNc
monocaténaire (ADN complémentaire monobrin immédiatement obtenu) puis
(apres action d’une polymérase) en ADNc double brin (figure 34).
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Encadré E Les OGM en agriculture : entre bénéfices et risques

Bénéfices

Risques

Augmentation du rendement
Diminution de la charge de travail ;
moins de traitements chimiques et
mecanigues

Dependance de I'agriculteur 4 des
firmes agro-chimigues
Contraintes pour les agriculteurs pour

Production de nombreuses molécules
(plante-using)

Agriculture L : : i ilé
g * Plus de sécurité : moins d'utilisation de ISGCI\c:qe)(lstence de-filiéres OGM et non
pesticides toxiques A
* Diversification des débouchés (ex : ' Contar‘pll}atlan de champs non
pharmacie) transgenigues
* Produits avec de nouvellles qualités s Problérmes éthi i bilité d
) organoleptiques et nutritionnelles ’ &s ethiques : brevetabilite dlu
Sociéte vivant

Risques sanitaires encore peu cernés

Environnement

Diminution des intrants (pasticides) :
baisse de |z pollution agricole des sols
et des nappes phréatigues

Meilleur respect de |a faune
Phytoremédiation

Flux des transgénes hors culture
Risques de perturbation des équilibres
biologigues

D’aprés MEYER et al. (2008)

A FIGURE 34. Technigue de ’ADNc (ADN complémentaire). D’aprés RAVEN et al.
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l Transcription

Transcrit primaire -
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¢. Insertion directe ou indirecte du géne d’intérét (transgéne) dans le
génome cible

Deux solutions se présentent, avec souvent I'inconvénient que I'on maitrise mal a

quel endroit le géne d’intérét (= transgéne) va s’insérer :

= Soit le géne est inséré directement dans le génome cible.

= Soit le géne est inséré dans un vecteur qui permettra I'insertion du gene
d’intérét dans la cellule cible et son expression.

a. Quelques modalités classiques d’insertion directe : électroporation, micro-
injection et biolistique

On peut citer :
= |’électroporation : sur des cellules bactériennes, des cellules végétales sans
paroi (protoplastes) ou des cellules embryonnaires (ou zygotes) d’Animaux,
on applique un champ électrique qui déstabilise les membranes, ce qui
permet I’entrée d’ADN extracellulaire dans la cellule puis le noyau.
= La micro-injection (figure 35): utilisée chez les Animaux mais aussi sur des
protoplastes végétaux, il s’agit d’injecter une solution contenant 'ADN
d’intérét directement dans le noyau des cellules a modifier.
La biolistique (contraction de « bio- » et « balistique ») (figure 36) : utilisée sur les
organes végétaux (feuilles notamment, ou bien ensembles de cellules
meéristématiques obtenus artificiellement qu’on nomme cals), il s’agit de faire
pénétrer les ARN d’intéréts par le biais de billes d’or ou de tungsténe
propulsés sous pression au moyen d’un canon a particules. On régéneére
ensuite une plante entiére par multiplication végétative artificielle des cellules
exprimant le géne d’intérét et ne semblant pas déstabilisées (car hélas le géne
peut s’insérer n’importe ou, y compris au milieu de séquences codantes qui
sont alors endommagées).

et addition de la trans-

Isolement de I'ARNmM
l criptase inverse

Addition d'enzymes
décomposant 'ARNm

Géne d'ADNG bicaténaire U
sans introns ;

Production d’ADNe.  On isole un transcrit marure 'ARN du
cytoplasme d'une cellule. On utilise une enzyme, la transeriptase inverse,

pour fabriquer un brin I*"ADN complémentaire de 'ARNm mature.
Cet ADN sert de modile pour 'ADN polymérase, enzyme qui assemble
en face de lui un brin complémentaire d'ADN et donne 'ADNe, ADN

bicaténaire représentant PARNm sans introns.

. (2007).

Aspiration €————

Pipette de maintien

Solution d’ADN

A FIGURE 35. Micro-injection d’ADN.

http://nptel.ac.in/courses/102103016/module3/lec24/3.html (consultation décembre 2015).
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A FIGURE 36. Biolistique. © Académie en ligne (consultation décembre 2015).

B. Transformation de la cellule cible via un vecteur plasmidique ou viral
e On peut également transformer génétiquement des cellules en produisant un
vecteur (plasmide recombiné, génome viral recombiné) (figure 37).

i. Utilisation de plasmides

e Les plasmides recombinants sont des plasmides intégrant un géne d’intérét et
produits au moyen d’enzymes de restriction en ajoutant le géne d’intérét et
également, trés souvent, un géne rapporteur. Ce dernier est un géne dont
I’activité est facile a observer ou tester (géne d’une enzyme comme la
luciférase, géne GFP, géne de résistance aux antibiotiques...) qui permettra de
savoir si la transformation a réussi ou échoué.

e Cette technique est trés utilisée chez les Bactéries.

o Cette technique peut aussi étre utilisée sur certaines plantes sensibles a la
Bactérie Agrobacterium tumefaciens (= Rhizobium radiobacter) responsable de
tumeurs. Cette Bactérie posséde un plasmide Ti (Tumor inducing Plasmid) qui est
capable de s’insérer dans la ‘plante’ et de se transmettre ensuite aux cellules
végétales produites par divisions cellulaires tout en provoquant des tumeurs
végétales. On utilise alors des Agrobacterium dont le plasmide a été modifié :
suppression ou inactivation des génes de virulence, ajout du géne d’intérét et
d’un géne rapporteur... (figure 38).

Je continue d'utiliser le genre Agrobacterium comme cela correspond & mon vieux schéma mais le nom actuel est bien Rhizobium

radiobacter.

ii. Utilisation de virus
e Chez les Bactéries, on utilise un Bactériophage (figure 37) dont le génome est
modifié : insertion du géne d’intérét et du géne rapporteur, favorisation du cycle
lysogénique... Il y a ainsi modification durable du génome cible. On peut aussi
utiliser le cycle lytique (figure 37) simplement pour multiplier les vecteurs.
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A FIGURE 37. Plasmides et phages, des vecteurs. D’aprés RAVEN et al. (2007). Notons que la

production d’'un OGM stable par bactériophages suppose une induction du cycle lysogénique.
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A FIGURE 38. Transformation génétique végétale par plasmide Ti modifié d’Agrobacterium
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e Chez les Eucaryotes, on peut utiliser un rétrovirus modifié : insertion du géne
d’intérét et du géne rapporteur, suppression ou inhibition des génes de
virulence... Il y a 1a encore modification durable du génome cible. Notons qu'il
s’agit la d’une technique également employée en thérapie génique.

¢ Inconvénient de ces techniques : l'insertion du provirus est aléatoire et fait courir
le risque d’une altération de séquence codante.

Y. Une technique en plein essor d’édition du génome: les ciseaux génétiques (cas
de la protéine CRISPR Cas9)

-Enzyme Cas 9

Domaine de coupure —,

Domaine d'attachement —
\

—Domaine de
positionnement
de 'ARN
= ARN guide dirige
le positionnament

1§ de l'enzyme Cas 9
. _‘_}rﬁﬁw‘f [ |
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\11 il q_ﬂy_,‘\- \
/ \— Zonede
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A FIGURE 39. Génie technique utilisant Crispr Cas9. D’aprés DAUTEL et al. (2021).

e La protéine Cas9 (CRISPR* associated protein 9) ou CRISPR Cas9 est une
protéine a activité endonucléasique d’origine bactérienne — initialement a
fonction antivirale — capable de couper ’ADN en presque n’importe quel point
précis guidée par un ARN guide modifiable par I'expérimentateur.

Cette technique reléve des méthodes d’édition du génome, ensemble de techniques visant a
modifier le génome en un point précis, 1a ou la transgénése classique présente un caractére
d’insertion aléatoire et imprévisible. D’autres techniques existent mais 'usage de Cas9 est la
plus efficace et prometteuse parmi les approches actuellement disponibles.

ARN guide (séquence
complémentaire de la ~— =
séquence cible)

* CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, Courtes répétitions
palindromiques groupées et régulierement espacées = familles de séquences répétées dans
I’ADN ou des répétitions directes courtes (de 21 a 37 paires de bases) sont réguliérement
espacées par des séquences appelées spacer, généralement uniques, de 20 a 40 paires de
bases. En réalité, CRISPR Cas 9 peut se fixer ailleurs que sur des séquences CRISPR dés lors
qu’on modifie son ARN guide.

e Le terme ciseaux génétiques parfois employé fait référence a 'idée que cet outil
génétique permet de couper 'ADN un endroit précis et choisi, comme les
ciseaux permettent de couper volontairement un objet de maniére choisie.

En génie génétique, la protéine Cas9 peut étre artificiellement chargée avec une
séquence d’ARN guide complémentaire d'une séquence que le biologiste
cherche a éditer (modifier). Le complexe enzymatique ouvre la molécule d’ADN
et coupe alors la séquence cible suite a sa reconnaissance par 'ARN guide
(figures 39-40).

ARN guide (séquence
interagissant avec Cas 9)

Cas9 |

Séquence . _J

cible \T// ci
» ivage
f X

Clivage

A FIGURE 39. Une autre représentation de Cas9. Wikipédia (2022), adapté.

Il est ensuite possible dinsérer, par d’autres systémes enzymatiques
reconnaissant la coupure, une séquence d’intérét portée par exemple par un
plasmide. La technique permet donc d’introduire un nouveau géne mais aussi,
plus souvent, de réparer ou modifier un géne (voire de l'inactiver)... L'utilisation de
cet outil en transgenése devient courante et son emploi en thérapie génique est
prometteur.
Dans le détail, I'insertion de nucléotides ou de génes aprés coupure se fait par
deux mécanismes principaux et naturels que le biotechnologiste peut détourner
a son avantage (figure 40) :
= La jonction d’extrémités non homologues ou NHEJ (Non-Homologous End-
Joining) : mécanisme hautement conservé dans le monde vivant, des
systémes enzymatiques complétent aléatoirement avec quelques paires de
bases la zone cassée d’ADN. La séquence initiale n’est pas restaurée et des
nouveautés génétiques peuvent apparaitre ou bien, si la nouvelle séquence est
peu efficace ou non codante, rien de notoire ne se passe.
En génie génétique, cette méthode permet de faire, par exemple, de la mutagenése dirigée.
= La réparation dirigée par I’homologie ou HDR (Homology directed repair) :
mécanisme non encore totalement élucidé ou un ADN présent dans la cellule
(dans un vecteur, en cas de génie génétique, ou naturellement dans une
autre portion du génome) est inséré au niveau de la coupure dans le seul cas
ou le nouvel ADN est encadré par des séquences homologues des
séquences encadrant la coupure de I’ADN initial, ces séquences homologues
étant échangées entre les deux entités génétiques.
Cette méthode permet d'insérer, par exemple, un transgéne en recourant a un vecteur plasmidique.
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A FIGURE 40. Edition et modification du génome par Cas9. https://www.neb.com/tools-and-
resources/feature-articles/crispr-cas9-and-targeted-genome-editing-a-new-era-in-molecular-biology
(consultation février 2022), modifié et adapté.

d. Clonage des cellules aprés insertion du transgéne

a. Principe général
e Tres souvent, les cellules ou organismes ayant subi la transgénése sont clonés,
c'est-a-dire qu’'on produit des cellules ou organismes génétiquement
identiques, ce qui permet au passage de multiplier les séquences d’intérét.

Un clone est, au sens premier, un ensemble de cellules génétiquement identiques. Chez les
organismes pluricellulaires, on peut parler de clones pour désigner des individus porteurs du

méme patrimoine génétique.
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\ intéret i de facZ
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-
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melange, les deux types d°ADN
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bouts collants ; I'ADN ligase
réunit les fragments.
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et plasmides

Génelac 2" —
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4 = ..\. y —_— _\\
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( &) w2 - o
- — W, ] /| Etape3: les plasmides sont insérés

dans les cellules bactériennes par
transformation ; les cellules bactériennes
se reproduisent et donnent des clones,

["x@ﬁg. / Clone 2

Vers I'étape 4 : les clones

Parties d'une bangue de clones EEE———————. | 501t criblés pour ie géne
|dintérat.

Etapes d'une expérience de génic génétique. A I'émpe |, "ADN contenant le géne d'intérér (dans ce cas, provenant d'une cellule animale) et PADN
d'un plasmide sont coupés par la méme endonucléase de restrivtion. Les génes amp® et deeZ' se trouvent dans le plasmide et servent i cribler un clone
(étape 4). A I'érape 2, les deus types "ADN sont mélangés et s'apparient par leurs bouts collants, A Iérape 3, PADN recombinant est introduit dans une
cellule bactérienne qui se reproduit et donne des clones. A 'étape 4, les clones bactériens seront criblés en fonetion du géne dlineérét.

A FIGURE 41. Etapes d’une expérience de génie génétique incluant I’étape de clonage.
D’aprés RAVEN et al. (2007).

e Dans tous les cas, les cellules ou organismes qu'on a essayé de modifier
génétiquement seront (le plus souvent aprés clonage) testés de maniére a
vérifier que la transgénése a réussi : c'est le criblage (voir E).
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Développement d'une plante

de résistance & herbicide a été introduit chez
le blé (Triricim aestronme). LADN content

B. Cas des Bactéries

e Dans le cas des Bactéries, on laisse simplement les cellules se reproduire
naturellement (figure 41).

y. Cas des ‘plantes’

e Dans le cas des ‘plantes’, on cultive artificiellement les cellules qu'on suppose
transformées sur un gel en jouant sur différentes hormones végétales. Les
cellules sont d’abord poussées a se dédifférencier en cellules méristématiques (i/
arrive que ce soit a ce stade qu’on pratique la transgénése) puis a se multiplier ;
enfin, on sépare les ensembles artificiels de cellules méristématiques et I'on
pousse artificiellement (pas des hormones végétales) ces ensembles de cellules a
se différencier en plantes entiéres (figure 42).

8. Cas des Animaux
e Chez les Animaux, la transgénése a souvent lieu sur des zygotes ou de trés
jeunes cellules embryonnaires. On laisse ensuite généralement se développer
des embryons transformés mais sur seulement quelques divisions : en effet,
alors que les cellules sont encore totipotentes, on les sépare artificiellement et
chaque cellule donnera individuellement un nouvel embryon.

Aprés criblage, lorsque des individus transgéniques et viables ont été obtenus, les nouveaux
animaux transgéniques sont produits en croisant les animaux transgéniques existants entre eux
par reproduction sexuée classique.

LADN contenant un géne

aussi le géne GUS, qui sert de marquear, Le
gene GUS produit une enzyme qui catalyse

la transformation d'une solution hmpide en
un colorant blew. (@) Tissu embryonnaire
immédiatement avant 'inseraon de PADN
étranger. () aprés le ransfert, les cellules du
cal contenant 'ADN étranger se reconnaissent
a la couleur produite par le géne GUS (taches
bleues). (¢) Formation de tiges feuillées sur
des cals transgéniques cultivés sur un milien
sélectif. Ici, le géne de résistance 4 I'herbicide
permet le développenent des cellules
résistantes sur le milieu sélectif contenant
I'kerbicide. (d} Croissance comparée, sur

le milieu sélectif, de plantes transgéniques
possédant le géne de résistance (@ gauche) et
d'une plante non transformée (i drofte).

A FIGURE 42. Implication de la multiplication végétative artificielle dans la mise au point d’une

plante transgénique (+ criblage en d). D’aprés RAVEN et al. (2007).

e. Criblage génétique : sélection des souches transformées par vérification

de l'insertion et de I'expression des transgénes
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|dantification IJ%]
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Ampicilline dans
o mulyau

{a) - = B >
Les cellules qui n'avalent pas incorporé le p!asmlde Les cellules qui n'avaient pas incorporé les fragments
ne sont pas rési al etn d"ADN possédsnt des génes lacZ’ fonctionnels,
pas de colonies sur les milieux contenant :e& antibiotique. de iser X-gal, et i bleues

sur les milieux contenant X-gal,

i des clones i . Las luetéries sont transfor istance i

puar tles plasimiides recombinants porteurs du géne de
L plas

o L subsrrear arnficiel X-gal pe

Pampicilling {mpt i st ainsi possible sur un milien contenant de Tanp

? qui enche fa 8-

galacrosidase, envyme i te il'un sucre, le 1 et duhrm une

enloration e 5 bty frry

passédant un plasmide seront capables de croftre sur Pampicilline, (5 €

pour Pactivité de 3-galacosidase: e |'J|||'-II|I(|{. a €t congu de manmiere # ce que PADN inséré intervompe le géne deZ’ pour inactiver la 3ogalacrosidase,
Aprés énalement sur un mi sontenant X-gal, les bactéries hébergeant Jes plasmides dépourvus d'insere seront hlewes, alors que celles qui possédent des
inserts ne seront pas colorées (elles serome blanches)

[ 5. Une comparaison avec ta plaque |

originelle permet d'identifier la
calenie contenant la géna.

1. Les colonies de bactéries
contanant le plasmide sont f 'y
cultivées sur agar ! chacune i N\
représents un clone de la banque, ]

2. Une copie de la plagque est réalisés an
appliguant un papler filtre sur les
colonies. Des celiules des différentes

| colonies adhérant au filtre.

3. Le filire est rincé par une solution qui dénature ;' .‘ e | 4, Seules les colonies contenant ke
I'ADN ot contient la sonde marquée par | @ .' géne s'unirent & la sonde et
radioactivité. La sonde contient des séquences ® &mettront de la radisastivita sur i
nucléotidiques complémentaires du géne d'intérét N, - / film place sur le filire,
et s'unit aux cellules contenant ce géne, R * 2

identification du géne d'intérét par h»bndanun (1) Dans cetre culture
dérivés d'une seule cellule. Pour vérifier si un cert
contiennent un AN qui € hybric

trienne, chaque colonie représente des millions de clones
n clone particulier, il est nécessaire d'identifier les colonies dont les cellulas
s " ADN complémentaires du ge pres Papplication d'un papier
cellules des différentes colonies adhérent s filtre. {7) Le l'||':I'L est ensuite rincé par une solution qui dénature 'ADN
1ée par radioactivied, (4) Seules les colonies contenant PADN qui s'hybride & lo sande,
marqueront le Glm dsutoradigraphic. (7 Le film est ensuite compare 3 1

le avec une sonde contenant des

filtre sur la plague dorigine, des
et contient la sonde 1

ntient done le géne d'inérér,
plaque d'origine paur identifier la colonie contenant le géne.

A FIGURE 43. Criblage génétique : exemple chez des Bactéries transgéniques.
D’aprés RAVEN et al. (2007).
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e Le criblage consiste a tester les cellules ou individus obtenus aprés
transgénése afin de vérifier le succés (ou I’échec) du processus. |l s’agit soit de
vérifier directement si les souches d’organismes modifiés expriment bien le
géne d’intérét, soit de vérifier si elles expriment le géne rapporteur dont on
déduit le succés de la transgénese (figures 42-43).

8. L’élucidation de la fonction des génes

e L’élucidation de la fonction d’un géne passe par diverses techniques de génie
génétique : quelques-unes sont ici présentées. Une partie d’entre elles consiste a
invalider le géne et rechercher la fonction / la protéine manquantes ou
diminuées en conséquence.

B. La mutagenése dirigée : le déclenchement de mutations ciblées par PCR
mutagéene

e La mutagenése dirigée (par PCR) est une technique visant a modifier une
séquence nucléotidique amplifiée par PCR en utilisant des amorces
complémentaires de I’ADN cible a I’exception du (ou des) nucléotide(s) que
I’'on souhaite muter, ce qui engendre une amplification de séquences ayant la
mutation spécifique souhaitée a I’endroit souhaité.

e Des variantes jouant sur la longueur des amorces (on peut en utiliser plusieurs
ou au contraire employer des méga-amorces de trés grande taille) ou les systémes
enzymatiques éventuellement ajoutés au mélange existent.

e Les amplicons peuvent ensuite étre insérés dans des organismes par

transgenése.
a. La possibilité de muter le géne étudié ici en vue de son invalidation : la
mutagenése aléatoire ou dirigée
e On appelle mutagenése le processus d’apparition d’une mutation
(généralement ponctuelle) dans I’'information génétique.

e Le terme peut aussi faire référence aux techniques de génie génétique visant a
provoquer artificiellement et volontairement la mutation d’'une séquence.

y. L’édition génomique par le systéme CRISPR Cas9
e Comme nous lavons vu plus haut, I'édition du génome par Cas9 permet de
produire des alléles nouveaux / mutés, notamment par NEHJ. Cette technique peut
méme étre utilisée in vivo et constitue la voie de « mutagenése dirigée » (méme si
le terme est normalement plutdt a réserver au cas exposé en ) qui sera sans doute
privilégiée dans les années a venir.

a. La mutagenése aléatoire : le déclenchement de mutations non maitrisées par
des agents mutageénes (en des lieux variables) ou la PCR mutagéne (sur une
séquence précise)

b. La possibilité d’'invalider un géne par l'introduction d’ARN interférents
e L’injection d’ARN (ou d’ADN monobrins) antisens (= avec une séquence
complémentaire de ’FARNm visé) permet, par interférence, de déclencher la lyse

. R . L. N . N L de ’ARNm d’intérét et donc d’empécher son expression sous forme de protéine.
i. Mutagenése aléatoire par des agents mutagénes : des mutations a localisation et

en nombre imprévisibles L ibilité d’éteindre un gén r mbinaison homol n
e On appelle agents mutagénes des agents capables d’augmenter le taux de ¢. La possibilite d etel € un gene par reco Inaison homologue avecu

mutation au sein de 'information génétique. || peut s’agit d’agents physiques alléle muté non fonctionnel (knock-out KO) ou de le remplacer par un autre
(rayonnements UV ou ionisants) ou d’agents chimiques (analogues de bases, (knock-in)

agents alkylants...).

e La soumission dune cellule ou d'un ensemble de cellules a des agents
mutagénes provoque des mutations en nombre variable et non prévisible qui, si
elles ne sont pas corrigées, peuvent perdurer dans les lignées cellulaires.

Un excés de mutations et/ou une seule mutation mal placée peut conduire a des organismes non
viables.

e L’identification ultérieure des mutations se fait par identification de phénotypes
mutants méme si ce travail est fastidieux et parfois difficile si I'expression des
modifications phénotypiques est discréte.

ii. L'utilisation de la PCR mutagéne : des mutations favorisées lors I'amplification

d’une séquence

o L’amplification par PCR est fiable mais posséde un taux d’erreur minime. Ce taux
d’erreur peut étre artificiellement augmenté par le manipulateur en modifiant la
solution tampon, en déséquilibrant les quantités de NTP... Des amplicons mutés
apparaissent alors et peuvent ensuite étre insérés dans des organismes, via des
vecteurs ou non, par transgenése.

e Sil'on sait ici quelle séquence est touchée (celle qu'on a amplifiée), on ne peut
pas prédire la localisation ni le nombre des mutations engendrées qui, de plus,
peuvent différer entre les différents amplicons.

e Une recombinaison homologue est un processus ou deux portions d’ADN sont
échangées entre deux molécules d’ADN grice a un enjambement (crossing-
over) au niveau de séquences semblables (homologues) encadrant les
séquences subissant I’échange (figure 44).

e On détourne généralement I'appareil enzymatique impliquée dans la réparation
dirigée par ’homologie (HDR) vue page 30 en utilisant un plasmide (présentant le
géne a inséré encadré par des séquences homologues des séquences
encadrant le géne a remplacer) introduit dans la cellule.

e Un knock-out de gene est une extinction de géne typiquement par
recombinaison homologue avec remplacement de I’alléle fonctionnel par un
alléle muté invalidé. Ici, il s’agit de remplacer un ADN génique fonctionnel par un
ADN génique muté ou incomplet conduisant a invalider I'expression du géne
dont on cherche a étudier le rdle.

e Un knock-in de géene est un remplacement de geéne typiquement par
recombinaison homologue par un autre géne différent (par exemple un géne
rapporteur), ce qui invalide le géne 6té mais assure I’expression a sa place du
géne inséré souvent placé sous les mémes séquences régulatrices.

Dans ce cas, si le géne de substitution est un géne exprimant une fluorescence, un composé
coloré ou encore une activité enzymatique aisément détectable (par soumission au substrat), alors
on peut localiser les lieux d’expression du géne originel, voire parfois la quantifier (voir d).
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e On utilise des cellules-souches embryonnaires dans lesquelles le géne muté est
inséré au moyen d’un vecteur (entré dans le noyau par électroporation) qui réalise
un crossing-over avec ’ADN-cible qu’il remplace.

géne muté inséré
dans un vecteur

Séquences identiques entre la construction
génétique et ’ADN cible

Recombinaison homologue
(« crossing-over »)
ADN-cible avec géne

fonctionnel . .
Géne fonctionnel

. originel

A FIGURE 44. Principe du knock-out et du knock-in.
Document G. FURELAUD (Planet-vie.ens.fr), modifié.

d. La possibilité d’exprimer un (trans)géne rapporteur ayant méme
séquence régulatrice qu'un géne dont on cherche a localiser et dater
I'expression

Facteur de

Le X-galactose, cu 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-f-D-galac-

topyranoside, est un dérive du
galactose. |l peut &tre hydrolysé par
la P-galactosidase en formant du
galactose et un composé bleu dérivé
de I'indigo, ce qui permet de détec-
ter la présence de cette enzyme.

transcripti?
Promoteur  Géne de la p-galactosidase

£
B-galactosidase
ERE spécifique |
du géne HOX R

considéré

X-galactose _—

Xbleu Galactose

Modele de chimeére généiique employé pour I'étude de 'expression
des génes HOX. (ERE : élément de réponse).

A FIGURE 45. Fonctionnement d’'un géne rapporteur : le géne de la béta-gal.
D’aprés GODINOT et al. (2010).

e Souvent produits par knock-in, des organismes génétiquement modifiés
capables d’exprimer un géne que l'on place sous la dépendance des mémes
séquences régulatrices (éléments de réponse) — souvent des séquences
enhancer — que le géne dont on veut localiser I’expression.

Construction génétique :

¢ Ainsi, la séquence enhancer sera activée pour les deux génes en méme temps :
= le géne rapporteur
= le géne d’étude dont on veut déterminer quand et ou il s’exprime

e Le géne rapporteur est souvent un géne produisant un composé coloré (par
fluorescence, activité enzymatique...).
Exemple : le géne Lac Z de la béta-galactosidase permet, en présence de X-
galactose, la formation d’'un composé bleu (figure 45).

e. Lamise en évidence d'une interaction entre une protéine et un acide

nucléique par la technique du retard sur gel (EMSA)

e La technique du retard sur gel ou EMSA (electrophoretic mobility shift assay, test
de décalage / retard de mobilité électrophorétique) (figure 46) est un Blot
conjoint de protéines et acides nucléiques visant a mettre en évidence
linteraction entre une protéine (ou un ensemble de protéines) et un acide
nucléique (ADN ou ARN), révélé par sonde radioactive, au moyen de la mise en
évidence d’un retard de migration (shiff) en cas de formation du complexe
protéine-acide nucléique.

o Des anticorps contre la (ou les) protéines étudiées peuvent étre ajoutés,
induisant alors la formation d’un supercomplexe anticorps-protéine-acide
nucléique dont le retard de migration (supershift, « super-retard ») est encore
plus important que le shift du complexe protéine-acide nucléique.

e L'absence de retard sur gel indique que la protéine et I'acide nucléique
n’interagissent pas alors que la présence d’un retard de migration permet de
conclure a I'existence de I’interaction.
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- - + - 5 CCEDIVELTD M MER, e On s'intéresse a caractériser ici le génome des Bactéries — au sens des

interagissant avec la protéine
- - - + - « Acide nucléique non -
complémentaire de la protéine

Erggig‘;?afﬁléa:""“ ablloenchin v/ Comparer I'organisation du génome des bactéries, des Eucaryotes et

« Anticorps (anti=" . .. des virus. . . ) L.

protéine étudiée) W Capacités exigibles v/ Comparer le génome cytoplasmique eucaryote et celui des bactéries.

v’ Estimer la proportion de séquences codantes et non codantes dans
les génomes des Eucaryotes, des bactéries et des virus.

Eubactéries, donc excluant les ‘archées’.
Composants dans les puits

s socssssassssses
*
*
*
-
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AL Al L L] supersnin

] (retord da A. Un génome généralement circulaire et localisé dans le cytoplasme
i I'association -l e L’ensemble du génome bactérien a une localisation cytoplasmique et peut se
! s _ |sonde-protéine- > présenter sous deux formes (figure 47). Le génome n’est donc pas cenfiné/
! ¥ anticorps) 8gé i iculier.
E " Sf]ift : Vv TABLEAU V. Comparaison des génomes eucaryotes et eubactériens.
i ; ; ; (retard d0i @ e - - Inspiré de PEYCRU et al. (2013).
! - v I'association i ;
' sonde-protéine) n
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différentes a§soc|at|ons de détection de:s sondgs par Noyau différentes Ny _ Homme 50 % | Quelques espéces
molécules autoradiographie (= génome Linéaire ctat i 3 20m1rgge b du génome avec trés peu
9 nucléaire) (ZSmsir?;:te:n X p (mais peut d’inltrons (ex.
- A tomber a evure
o diploidie cas de
A FIGURE 46. Le principe de 'EMSA ou retard sur gel. > ploidie) c(ertaines quelaues % chez | - Saccharomyces
Fond de schéma : http://www.cloud-clone.com/incrementServices/IS043.html o ‘amibes’ : 101" :‘:ngass) cerevisiae)
(consultation mars 2022). o 310"211)
Organites { er:}gltijzlseurs Petite : de 10* Pas d’introns
semi- p 4106
autonomes " " . " Proportion Quelques génes
(= génome el Mltochqndr.le ADNmt nulle ou faible avec introns auto-
humaine
extra- 1415 co iés humain : épissables chez
nucléaire) souven?S ’ 16,6 x 10° pb certaines especes
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Souvent 53107
Cytoplasme : circulaire 1072 107p0
chromosome (linéaire ! j: Proportion
bactérien (trés rarement E. coli 5 P Pas d'introns
) 7 dans chez plusieurs) 4,64 x10°pb nulle
v L’ensemble des molécules d’ADN contenues dans une cellule et @ (l’ o quelques
I'information qu’elles portent constitue son génome. i@} nucléoide) espéces) (Mycoplasmes :
v L’étude des génomes passe par une panoplie de techniques dites "% . 10° pb)
i i & i © . rés petite :
Bilan (adapté du v i blologle_moleculalre., . . | Cvtoplasme 10%a 10° pb
rogramme) Dgs techniques de séquencage p_ermettent de déterminer la Plasmides '
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v L'utilisation d’outils bioinformatiques permet d'identifier les c roTJ‘Som'q exceptions
différents types de séquences codantes et non codantes. notoires !)
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Un unique chromosome
bactérien circulaire

Un cliché de microscapie électronique d'Escherichia coli et le schéma d'interprétation d'une bactérie.

A FIGURE 47. Le génome bactérien : vue d’ensemble. D’apres DAUTEL et al. (2021).

1. Un « chromosome bactérien » le plus souvent circulaire et unique situé dans
une zone nommée nucléoide : le génome principal

a. Nature et taille du chromosome bactérien

e Le chromosome bactérien (parfois appelé génophore) est une molécule d’ADN
présente en un seul exemplaire (exceptionnellement plusieurs), sauf en cas de
réplication ou il y a évidemment doublement de I’ADN, de taille souvent
inférieure a ’ADN eucaryote et le plus souvent circulaire (mais on trouve des
chromosomes bactériens linéaires chez quelques espéces bactériennes).
= Le génome est donc globalement non fragmenté.

e Les génes portés par le chromosome bactérien sont indispensables au
fonctionnement cellulaire. On dit que le chromosome bactérien correspond au
génome principal de la bactérie, en ce sens qu'il comprend a la fois I’essentiel
de linformation génétique et la portion indispensable au fonctionnement
cellulaire de cette information génétique.

e Le chromosome bactérien présente généralement :
= Une taille comprise entre 1000 kb =1 Mb a 5000 kb = 5 Mb.
= Un nombre de génes autour de 1000 (parfois plusieurs centaines) a 6000 génes.

Escherichia coli :
= 4,64 Mb = 4 640 kb
= 4300 génes.

b. Localisation fine (nucléoide) et organisation du chromosome bactérien

(condensation modérée et protéines de structure)

e Ce chromosome bactérien est situé dans une zone du cytosol appelée
nucléoide qui correspond, pour certains auteurs, au chromosome bactérien lui-
méme [c'est un peu pénible, d'ailleurs...]. Cette zone est parfois visible dans les
clichés de MET et se reconnait alors par son aspect filamenteux (lié a la présence
d’ADN) et relativement clair comparativement au reste du cytoplasme (figure 48).

Membrane Nucléoide
externe (avec ADN)
Membrane
plasmique
Cytoplasme

— non nucléoidien

A FIGURE 48. Escherichia coli (MET).
http://tblsbio.blogspot.fr/2009/09/prokaryotes-are-everywhere.html (septembre 2015)

e Le chromosome bactérien est constitué d’ADN « nu » (absence de protéines de
type histone*) circulaire (rarement linéaire) et replié en une cinquantaine de
boucles associé a un noyau protéique (figures 49-50).

* Malgré I'absence d’histones, mais il existe des protéines associées au chromosome bactérien
tout de méme, notamment celles qui interviennent dans le fonctionnement génomique et des
protéines de structure dont celles qu'on appelle NAP (« histone-like »), Nucleoid Associated
Proteins, agissant sur I’état de condensation du chromosome.

e La condensation est permise par un surenroulement de 'ADN permis par les
NAP ; des topoisomérases gerent également le degré d’enroulement et donc de
compaction de I'ADN (figures 49-50) qui conditionnerait, comme chez les
Eucaryotes, I’accessibilité des génes a la transcription. La condensation reste
néanmoins trés modérée par rapport a celle de I’ADN eucaryote.

e Notons que les protéines du nucléoide présentent beaucoup d’AA basiques
(ionisés positivement) qui font aisément des liaisons avec les charges négatives
de ’ADN.
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échafaudage
protéique
boucle d'ADN

/ super-enroulé (avec protéines)
\ boucle d'ADN

décondense

Organisation de "ADN dans le chromosome bactérien
(D’aprés T. Brown : Genomes - second edition, Wiley-Liss, 2003 ).

A FIGURE 49. Organisation du chromosome bactérien. D’aprés PEYCRU et al. (2013).
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Chbr:cr?;r?g:;ne Domaine Domaine
ik urenroulé déployé
replié surenroulé \ J éploy
dans la cellule ‘- — LL
>
Organisation Possibilité
trés dynamigue de
et contrdlée transcription

A FIGURE 50. Organisation du chromosome bactérien. D’aprés DAUTEL et al. (2021).

Production d’auxines

2. Des plasmides, petites unités génétiques fréquentes (mais non

systématiques), circulaires, autonomes et transmissibles : le génome

facultatif ou accessoire
e Les plasmides sont des petits ADN bactériens circulaires, surnuméraires et
capables de s’autorépliquer de facon autonome (figure 51 + revoir figure 26
page 23).

| Des plasmides peuvent s’intégrer au génome bactérien : ce sont les épisomes.

e Non indispensables, inexistants chez certaines espéces, ils ne sont pas
toujours présents — mais peuvent étre présents en de nombreux exemplaires
lorsqu’il y en a — et portent généralement des génes apportant un avantage
sélectif aux Bactéries détentrices dans des conditions données (exemple :
résistance a un antibiotique, virulence...): c’est le génome accessoire ou
facultatif de la Bactérie.

e lIs s’échangent aisément entre Bactéries via des pili sexuels par un mécanisme
nommé conjugaison.

e Leur taille est en général de quelques centaines a quelques dizaines de milliers
de pb, mais des mégaplasmides peuvent étre bien plus grands, comme le
plasmide Ti des Agrobacterium (100 kb a.... 2000 kb !).

Région ADN-T

Production de cytokinines Synthése d’opines

Frontiére droite
de 'ADN-T

Frontiére gauche

de FADN-T \ Transfert conjugatif

Plasmide Ti

Région Vir

Catabolisme des opines

Origine de réplication

A FIGURE 51. Le plasmide Ti d’'une Agrobactérie (un gros plasmide !) et quelques génes

classiquement portés. D’aprés A. CAMPEAU-PELOQUIN, S. ROY & G. CHABOT
(https://monde.ccdmd.qgc.calressource/?id=121442&demande=desc)
(consultation mars 2022)
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B. Un génome largement codant et des génes souvent groupés en
opérons polycistroniques

1. Peu de séquences répétées et non codantes : un génome largement codant
et plutot compact

e Contrairement aux Eucaryotes chez lesquels on trouve une grande quantité
d’ADN non codant et beaucoup de séquences répétitives, chez les Bactéries,
I'ADN est majoritairement codant (prés de 90 %) et les rares répétitions sont
surtout dues a des séquences conservées comme les promoteurs de génes, les
génes codant des ARNt...

e Les génes sont séparés par des quantités d’ADN espaceur trés faibles.

e Le génome bactérien est donc assez compact.

2. Des génes non morcelés (= sans introns) et souvent organisés en opérons,
unités de transcription polycistroniques dépendant des mémes unités
régulatrices

e Les séquences codantes sont souvent organisées en opérons (cas de prés de
60 % des genes chez E. coli) : un opéron est un ensemble de génes bactériens
disposés immédiatement a la suite les uns des autres et qui sont gouvernées
par une méme séquence régulatrice (figures 52-54). Ces opérons sont donc des
ensembles polycistroniques, c'est-a-dire comportant plusieurs séquences
codant des protéines (cistrons).

Chez Escherichia coli, 59 % des sénes sont regroupés au sein d’opérons - ensemble de génes de
structure mis bout a bout (fiow 1) et placés sous le contrdle des mémes séquences régu-
latrices (ex : promoteur, opérateur) ainsi que ces séquences - tandis que les 41 % restants sont
dispersés. Ces génes codent chacun une protéine qui, ensemble, assurent le plus souvent une méme
fonction (ex : 3 protéines participant au métabolisme du lactose pour 1" opéron lactose). Lorsqu'il y
a activation de I'expression de ces genes de structure, un seul ARNm est produit mais il permet la
synthése des différentes protéines. C'est donc un ARNm polycistronique (poly = plusieurs, cis-
tron = unité codant une chaine polypeptidique). Les protéines sont toutes synthétisées en méme
temps ce qui garantit une plasticité phénotypique rapide i un changement de I’environnement
pour I"eubactérie (ex : absence de glucose mais présence de lactose dans le milien). Inversement,
lorsqu'il y a inhibition de | expression, ¢’ est I'ensemble des protéines qui cessera ou presque d’étre
exprimé. Un opéron fonetionne done sur un mode « on-off » qui permet une économie d'énergie
en ne synthétisant les protéines que quand elle en a besoin. Par contre, cela ne permet pas une
modulation indépendante de ’expression de chague géne d’un opéron.

séquences regulatrices génes de structure

promoteur

ety
opérateur #Uansoﬁption d'un seul ARNm

oy

protéine codée protéine codée protéine codée
parlegéne Z parlegéneY parlegéne A

un ARNm polycistronigue
* traduction des 3 protéines

Organisation et fonctionnement d’un opéron (ex. : I'opéron lactose).

A FIGURE 52. Les opérons, base du génome bactérien : ’exemple de I’opéron lactose.
D’aprés PEYCRU et al. (2013).

ADN codant
distrons
=ene Ps {génes de structure)
regulateur Opfmter -~
_______ : ADN du chromosome:
= ) 0 LacZ LacY Lac A EaetaTicn

/ \.__../._} Transcription

Production Promoteur 5 Tisdluctin 3
d'une protéine commun ;
inhibitrice pouvant aux 3
s fixer sur cistrons
l'opérateur Séquence de
fixation de

I'ARN polymérase

Transacétylase

shmer  ooemean 3
Productions synchrones,
en méme guantité, de protéines intervenant
dans la voie métabolique du lactose

A FIGURE 53. Les opérons, base du génome bactérien : ’exemple de I’opéron lactose.
D’aprés PEYCRU et al. (2013).

Site d'initiation de Site de terminaison
la transcription de la transcription
ORF (codant) ORF (codant) ORF (codant)
T Gene 3 ]
ADN GLear::ey2 | i LacA | Terminateu
+1
ATG T Séquence palindromique
TATAAJ box Transerption riche en CG puis
Op : Opérateur = séquence régulatrice - (cytosol) séquence riche en TA
Permettant une expression synchrone des
génes de I'opéron seulement en présence
de lactose dans le milieu
=> économie de moyens, souplesse de
régulation
N ! I ciston2 ] Cistron 3 I !
ARN polycistronique 5P i °'f;"§$ i i 'fa'{:’R | FCH
AUG UAA
| Séquence consensus Codon Codon
| (détaillée en dessous) dinitiation sToR Traduction
. cytosol
Untranslated region (oy )
Région non traduite

3 chaines polypeptidiques ~ N-ier QOOOQQ Cter  N-ier QOOOOQD Cter  Ner QODOCOOCOO Cer

p-galactosidase Lactose Tl
permettant I'hydrolyse
du lactose en galactose
+ glucose

permettant I'entrée du

participant au métabolisme de
lactose dans la cellule

molécules voisines du lactose

A FIGURE 54. L’opéron lactose : des génes aux protéines.
Document S. FABRE (Lycée Chateaubriand, Rennes)
Voir le chapitre sur I'expression génétique.
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lll. Le génome des Eucaryotes

Capacités exigibles v' Comparer le génome cytoplasmique eucaryote et celui des bactéries.

On s’intéresse désormais au génome des Eucaryotes, qui se divise entre un
génome principal située dans le noyau et un génome extranucléaire situé dans
les organites semi-autonomes.

v' Comparer I'organisation du génome des bactéries, des Eucaryotes et
des virus.

v’ Estimer la proportion de séquences codantes et non codantes dans
les génomes des Eucaryotes, des bactéries et des virus.

A. Localisation, organisation et structuration du génome eucaryote

1. Vue d’ensemble : un génome protégé comprenant une composante
principale nucléaire et une composante mineure cytoplasmique

Le génome des Eucaryotes est protégé dans des organites et comprend (revoir le

tableau V page 35) :

= Le génome nucléaire: des chromosomes au sens strict, longs filaments
d’ADN associés a des protéines présentant des niveaux variables de
condensation. La taille totale est trés variable mais généralement nettement
plus importante que celle du génome bactérien (un peu plus de 3 Gb chez
I’homme).

Chez les Eucaryotes, il existe généralement une phase haploide du cycle de vie ou les
chromosomes sont en un seul exemplaire (ex. gametes chez les Mammiféres) et une phase
diploide ou les chromosomes sont en deux exemplaires (ex. toutes les autres cellules chez les
Mammiferes). Les chromosomes sont alors représentés en paires de chromosomes homologues
ou autosomes (chromosomes de méme taille, portant les mémes génes) auxquels s’ajoute, chez
de nombreux Animaux, une paire de chromosomes sexuels ou gonosomes. On appelle caryotype
soit le cliché des chromosomes d’une cellule ou d’un individu classés par paires (figure 55), soit
le nombre de chromosomes d’une espéce, d’un individu ou d’une cellule (= « garniture
chromosomique », terme désuet a éviter).

v Chez les bactéries, le génome a localisation cytoplasmique est
constitué d'un chromosome circulaire et éventuellement de
plasmides.

v Le génome des bactéries est constitué presque exclusivement de
régions codantes.

v’ Certaines sont associées a des régions régulatrices communes,
ce qui forme des opérons.

Bilan (adapté du

programme)

= Le génome extranucléaire (= cytoplasmique): il s’agit du génome des
organites semi-autonomes (plastes, mitochondries) situé dans la matrice ou le
stroma. |l s’agit de petits chromosomes circulaires de type bactérien, dans
leur structure comme leur fonctionnement (ce qui confirme la théorie de
I’endosymbiose), qui codent une partie des polypeptides de I’organite. Notons
que la majorité des polypeptides mitochondriaux ou plastidiaux sont codés
par le génome nucléaire (cas de 70% environ des polypeptides
mitochondriaux chez ’'Homme) : de nombreux genes ont été transférés de
I'organite vers le noyau au cours de I’évolution. Ces génomes sont d’ailleurs
trés petits (ex. génome mitochondrial humain env. 16 kb). On trouve souvent
ce génome en de multiples exemplaires.
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{consultation janvier 2012)
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orange.fritroisieme/unite _diversite/caryotypes.html/

{consultation jamier 2012)

A FIGURE 55. Caryotype humain.
[Caryotype humain : 23 paires de chromosomes : 22 paires d’autosomes, 1 paire de gonosomes]
Notation du caryotype humain diploide : 2n = 46 [si c’était un gaméte haploide : n = 23]

2. Le génome nucléaire, une entité composée de chromosomes linéaires
pouvant présenter des niveaux variables de condensation

Structure simplifige d'un nucléosome.

a) l'octamére d'histanes ; b) I'enroulement de ' ADN autour de Focramere st sa solidifi
cation par 'histone H1; ¢) protubgrance vers l'extérieur des queues N-terminales
d'histones de Foctamére,

Chacune des classes d'histones est constituée de petites protéines
riches en amino-acides chargés positivement (lysine et arginine). Leurs
séquences en amino-acides sont restées remarquablement identiques
atr cours de I'évolution. Les histones H2A, H2B, H3 et H4 (11 2 15kd)
sont en quantité égale et chacune en double exemplaire, elles forment
un octamére d'histones (Fig.

| constituant un « coeur » protéique

discoide de § protéines autour duguel 'ADN nucléosomal d’une
taille de 147 paires de bases est enroulé (Fig. ). L'histone H1 (20 kd)
ne Fait pas partie du « ceeur », Elle est attachde d'une part, a1’ ADN de
liaison situé entre les nucléosomes et, d’autre part, & I'ADN nucléo-

somal ce qui a pour effet de solidifier 1'ensemble (Fig. ‘).
a. Organisation fondamentale : des chromosomes comportant une ou deux
. . . ) .z S 14 Mucléosome
chromatide(s) impliquant des protéines associées a ’ADN (dont les —_—
histones) ,nq 7 =
- P . | |
e Le génome nucléaire eucaryote est fondamentalement fragmenté en de Octamére g [ |
multiples chromosomes linéaires (ex. 8 chez la Drosophile, 46 chez 'Homme). et [ |§% 5’& /,l
e On appelle chromatide une molécule d’ADN eucaryote associée a des “D\N-;:':—
e —— Al
protéines. T inismuciéosomique Euchromatine
e Un chromosome est constitué d'une chromatide (chromosome simple — en {20 ~80pby
phase G1 du cycle cellulaire) ou bien de deux chromatides (chromosome double .
= dupliqué — en phase G2 du cycle cellulaire). Dans ce second cas, il s’agit de deux Histana H1 \1
chromatides identiques (chromatides sceurs) (aux erreurs de réplication pres).
e Ony trouve deux types de protéines associées : e < e

= les protéines de travail, permettant le fonctionnement et la dynamique du
génome : la transcription, la réplication...

= les protéines de structure, assurant I'organisation du génome, dont les
histones (figure 56), protéines formant des octaméres nommés nucléosomes
autour desquels s’enroule 'ADN eucaryote (ou archéen).

Ce sont toujours des protéines fortement basiques (chargées positivement), ce qui facilite les

dhistones —f

e
ADN & ==

k I Hétérochromatine

Représentation simplifiée d'un enchainement de trols nucléosomes
mantrant le réle de histone H1 dans le resserrement de PADN autour de l'octa-

liaisons a ’ADN acide / chargé négativement. mére d'histones

A FIGURE 56. Histones et nucléosomes. D’aprés PETIT & JULIEN (2007).
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e On appelle nucléosome I'assemblage régulier d’histones et d’ADN (figure 56).

Le premier niveau de condensation ainsi formé s'appelle fibre nucléosomique 4 ?05“%?9;10,?
(ou nucléofilament, ou encore « collier de perles ») (figure 56). e ﬁo@ elice
Vous devez savoir représenter simplement un nucléosome et expliquer sa constitution.
; A , Chromatine
b. Degres de condensation de I’ADN en collier de perle nm  Compaction : x6
Etat du Euchromatine
PANORANMA La condensation de la chromatine chromesome
dans un chromosome eucaryote pendant i
I'interphase |J Fibre chromatinienne
Cette sérle de schémas ot de photographies prises au microscope électronique de 30 nm 30 nm Compaction : x 40
@ transmisslon montre e que 'on sait anjourd’hul des niveaux d'enroulement 316, i
et df\l I'l[‘P,lIFI'I:&‘I'!I ‘dle I'AF;;\". II‘:"III\jstl;:tilnn :u‘;e (I'llm; ‘-:mpl: |:I|cll‘é:1k' d'.-;l];:l jusqu'a (solénoide) Hétérochromatine
un fl'l[ﬂlTIf“DIﬂE" Tﬂétﬂpllai](lul’ asser ‘I_(I'GS l)ﬂ\ll' ("TIE Vi au |mrmm)pe phmnnlqup.
Ntk 1 Partie &étalée _
{40 nm e diarrgtre) f i d'un chromosome 300 nm Compaction : x 1000
i
3&?&5 == Charpente
{dharnétre de 2 ) proteigque
~f S Partie condensée
= - o ! Etat du d’un chromosome 700 nm
\ [ , ( , \ 0 Quie chromosome métaphasique l
\ Histanes e fhistons pendant
; les dlviai?na '\( CRrHGRSTS
Chromatide cellulaires - ‘f
(700 nm} A AT )
Chromosome i, Uiy 1400 nm Compaction : x 10 000
métaphasique entier i

A FIGURE 58. Niveaux de condensation de ’ADN eucaryote (vision simple).
D’aprés SEGARRA et al. (2014), adapté.

Fibre de 30 nm

o L’ADN eucaryote peut se compacter a des niveaux divers imbriqués selon le
moment du cycle cellulaire.
e On peut citer les niveaux de compaction suivants de 'ADN (figures 57-58) :
Des discussions existent sur I'organisation fine de ces structures.
= Fibre nucléosomique (déja abordée ci-dessus) (facteur de compaction: 6)
[correspond a 'euchromatine].
= Fibre épaisse = chromatinienne, dite en solénoide, ou fibre de 30 nm
constituée de I’enroulement d’environ 6 nucléosomes en hélice; cette
structure est stabilisée par les histones H1 (facteur de compaction: 40)
[correspond a I'hétérochromatine].
Au-dela, les niveaux de compaction suivants ne sont atteints que lors de la condensation de 'ADN au moment des
divisions cellulaires. Cest dailleurs seulement lors des divisions que les chromosomes sont visibles et individualisés.
= Fibre compacte de 300 nm formée par la réalisation de boucles qui

Armature

Fibre de 300 nm

:ﬂ%im} s’associent sur un cceur protéique non composé d’histones.
= Cette fibre s’enroule ensuite en domaines d’ordre de grandeur 700 nm que I'on
A FIGURE 57. Niveaux de condensation de ’ADN chez les Eucaryotes. retrouve au sein des chromosomes condensés (largeur environ 1400 nm), le
D’aprés CAMPBELL et al. (2012). chromosome métaphasique étant le point culminant de la condensation.

[Attention a savoir reconnaitre ces niveaux de compaction sur les électronographies
+ maitriser les échelles !]
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c. L’ADN en interphase

a. Notions de chromatine (euchromatine vs. hétérochromatine) et de nucléole(s)

e Dans un noyau en interphase (figure 59), on trouve de la chromatine (essentiel
de I’ADN et protéines associées) et un ou plusieurs nucléoles (ou sont
synthétisés les ARNr et ou sont assemblées les sous-unités ribosomiques).

Attention : ne pas confondre chromatine et chromatide !

e On peut ensuite distinguer au sein de la chromatine, en fonction du niveau de
densité aux électrons au MET, I'euchromatine et 'hétérochromatine ; seule la
premiére est accessible aux ARN polymérases qui réalisent la transcription.

La chromatine baigne dans le nucléoplasme . La microscopie électronique 2 trans-

mission permet de reconnaitre deux catégories bien différentes :

* TI'hétérochromatine (ou chromatine dense, trés opaque aux électrons) localisée essentiellement
en périphérie contre la face interne de I’enveloppe nucléaire et autour du ou des nucléoles.

* 'euchromatine dispersée dans le nucléoplasme.

Sur le plan fonctionnel, I"hétérochromatine est inaccessible aux ARN pol, 2 la différence de
I"euchromatine ; ¢’est pourquoi I’hétérochromatine est qualifiée d'inactive contrairement i
I'euchromatine.

enveloppe nucléaire

hétéroch i :
romatine Noyau cellulaire

et chromatine observés au M.E.T.
(Cliche J. André labo, BC4, Orsay, « Atlas de
Biologie cellulaire , .-C. Callen, |.-C. Rolland,
A. et D. Szollasi, Se éd. Dunod, 2001).»

euchromatine

hétérochromatine

nucléole

e S gy S

A FIGURE 59. Allure du noyau au MET (taille env. 4 um). D’aprés PEYCRU et al. (2013).

B. Une association de I’hétérochromatine avec la lamina nucléaire (LAD) ou le
nucléole (NAD), et un regroupement fonctionnel des zones d’expression dans
I’euchromatine (usines a transcription)

e Les boucles de I'hétérochromatine sont transcriptionnellement inactives et
associées de maniére non covalente, soit a la lamina nucléaire (LAD : lamina-
associated domains), soit au nucléole (NAD : nucleolus-associated domains)
(figure 60).

e Les domaines euchromatiniens sont transcriptionnellement actifs et sont
organisés en unités décondensées ou les génes transcrits sont regroupés dans
des zones riches en enzymes, protéines et autres molécules (ex. NTP)
nécessaires a la transcription (figure 61). On appelle usines de transcription
(transcription factories) ces regroupements d’ARN polymérases et de facteurs de
transcription dans lesquels plusieurs domaines de chromatine active sont
transcrits simultanément et qui seraient fixés sur un coeur protéique.

e Les limites de domaines, c’est-a-dire les zones de transition entre les domaines
euchromatiniens et hétérochromatiniens, sont structurées par le CTCF
(contraction de CCCTCT-binding Factor), un facteur spécifique de transcription
qui intervient aussi et en I'occurrence dans la limitation des domaines
chromatiniens, et des protéines de condensation particuliéres nommées
cohésines (figure 60).

. polymérase
Euchromatine e

Hétérochromatine

Enveloppe

nucléaire

Lamina
nucléaire

A FIGURE 60. Distribution de la chromatine active et inactive [pour information ?].
D’aprés COOPER (2019), adapté / traduit.

Euchromatine (active
transcriptionnellement)

Usine de
transcription

o/ &lli=s

= . — ]

1N\
A\ gﬂ%‘.“!:l

A FIGURE 61. Les usines de transcription (transcription factories) [pour information ?].
D’aprés COOPER (2019), adapté / traduit, modifié.

Lycée Chateaubriand (35) « Classe préparatoire BCPST « SVT « SCIENCES DE LA VIE » Chapitre 12. Méthodes d’étude et organisation des génomes
Cours complet rédigé  Page 42



y. L'importance de I’histone H1 et du complexe de remodelage de la chromatine
dans la transition euchromatine / hétérochromatine

Histone H3K9
méthyltransférase

Fixation du chromodomaine
de HP1 a la H3K9Me,

/HP1 /1:{;'1\ APT ﬂ [/Im HPT\
L__I \__ d_fl.__J M
Me, Mey Mea

@Mﬁm -

lOIigumérisation de HP1

HPT /HPT\ LHPW%

(et HP1 o HP1 HPT g/ HP1 JEL

Hétérochromatine

A FIGURE 62. Un modéle de transition eu-/hétérochromatine médié par la méthylation des
histones H3 et le recrutement des histones H1 [pour information ?].
D’apres LODISH et al. (2014).

e Des complexes enzymatiques permettent de modifier les histones et ces
modifications (par exemple : méthylation de I’extrémité N-terminale de I'histone
H3, figure 62) peuvent entrainer le recrutement d’histones H1 a l'origine de la

condensation de I’euchromatine en hétérochromatine.

On précisera ces aspects dans le chapitre sur le contréle de |'expression génétique.

8. Une répartition des chromosomes décondensés non aléatoire et localisée :
notion de territoire chromosomique

Un territoire chromosomique est un volume nucléaire occupé
préférentiellement par un chromosome décondensé en interphase (figure 63).
La taille de ces territoires et leur localisation peuvent légérement varier en
fonction de I’état de la chromatine et de I'activité génétique. Ces territoires ont

été mis en évidence par hybridation in situ de type FISH.

{a)

EXPERIENCE Pendant l'interphase, les
chromosomes humains restent dans des territoires non chevauchants
dunoyau. Des fibrablastes humains fixés en interphase ont subi

une hybridation in situ avec des sondes marguées par fluorescence,
spécifiques de séquences situées sur toute la longueur des chromaosomes
hurnains 7 {cyan) et 8 (rose). LADN est marqué en bleu par du DAPIL

Dans la cellule diploide, chacun des deux chromosomes 7 et des deux
chromosomies & est limité & un territoire ou domaine dans le noyau, au
lieu de s'étendre dans la totalité du noyau. (b} Méme chose qu'en (a) 3
l'exception du fait que les sondes de coloration chromosamicue
spécifiques de chaque chromesome ont été hybridées pour révéler la
position de presque tous les chromosomes dans un fibroblaste d'homme.
Certains de ces chromosemes sent invisibles dans cette coupe optique qui
passe a travers le noyau. [Partie () aimablement communigude par Drs. | Solovel
&T. Cremer. Partie [b) d'aprés A Bolzer et al, 2005, PLOS Biol 3:826.]

A FIGURE 63. Les territoires chromosomiques. D’aprés LODISH et al. (2014).

d. Le chromosome mitotique (cas du chromosome métaphasique)

e Dans un chromosome condensé (figures 64-65), nécessairement double avant
'anaphase, on constate que les deux chromatides sont associées par un
centromére. On appelle téloméres les extrémités chromosomiques. Le
kinétochore est un complexe protéique ou viennent s’attacher les fuseaux de

division en prophase.

Notez que téloméres et centroméres existent sur les chromosomes décondensés
mais ne se distinguent alors pas en microscopie (sauf usage de FISH).
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A FIGURE 64. Le chromosome métaphasique. D’apres BREUIL (2007).
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A FIGURE 65. Organisation d’un chromosome double condensé.
D’apres PEYCRU et al. (2010a), légérement modifié.

Encadré F Des chromosomes particuliers

(Au-dela du programme : pour information)

Des chromosomes particuliers.

(a) Chromosomes polyténiques, glandes salivaires d'une larve d'insecte (Chironome)
% 900, (Cliché W. Beermann). Dans les noyaux des cellules des glandes salivaires,
plusieurs cycles de réplication de I'ADN se succédent sans séparation des chromosomes
fils. Les chromosomes polyténigues ou chromosomes géants gui en résultent rassem-
blent des faisceaux de chromosomes interphasiques. Les bandes sombres sont des
régions riches en ADN condensé et les inter-bandes claires ne contiennent que 15 % de
I'"ADN du chromosome. Les puffs ou anneaux de Balbiani (ab) sont des zones ol I'ADN
est décondensé ; a ce niveau, 'incorporation d'uracile tritiée ou d'uridine tritiée démon-
tre I'existence d'une transcription intense. Les bandes sombres sont donc des zones ol
sont localisés des génes; les puffs sont des zones ol les génes sant fonctionnels. Au
niveau de certains puffs sont synthétisés les ARN ribosomiques ; ces puffs correspondent
donc aux nucléoles (nu).

(b) Chromosomes en écouvillon, ovocyte de triton, contraste de phase x 900, (Cliché
4. Gall). Une paire de chromosomes hemologues a été isolée d'un noyau d'ovocyte en
prophase de méiose, A ce stade les chromosomes présentent des expansions latérales en
forme de boucles; & ce niveau, l'incorporation d'uracile tritiée ou d'uridine tritiée
démaontre |'existence d'une transcription intense.

(c) Schémas d'interprétation (chromosomes en écouvillon).

FIGURE a. Chromosomes polyténes (= polyténiques = géants) et chromosomes en écouvillon.
D’aprés PEYCRU et al. (2010a).
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Les chromosomes géants (chromosomes polyténiques)

» Ce sont des chromosomes observables dans les cellules larvaires de glandes salivaires
d’Insectes Diptéres (figure a.a). Il s’agit de chromosomes constitués du regroupement de trés
nombreux chromosomes interphasiques ayant subi de multiples réplications en restant
solidaires (un chromosome polyténique peut compter jusqu’'a 512, voire 1024 copies!). On y
distingue, en microscopie électronique, des bandes sombres hautement condensées et des
interbandes moins condensées. Les puffs ou anneaux de BALBIANI (ab sur la figure a) sont des
zones décondensées d’intense transcription qui ont permis de démontrer que [Iétat
décondensé était indispensable a la transcription des génes ; certains puffs constituent le
nucléole. L'état polyténique permet une synthése protéique trés intense.

Les chromosomes en écouvillon

» Ce sont des chromosomes observables dans les ovocytes d’Amphibiens en prophase | de
méiose (stade diploténe) montrant également le lien entre décondensation et transcription
(figure a.b-c). Ces ovocytes accumulent une grande quantité de réserves utiles a la gamétogenése
et au développement embryonnaire. Les chromosomes en écouvillon présentent des boucles
disposées en vis-a-vis ou I’ADN est décondensé ; cette organisation lui donne un aspect
plumeux, d’ou I'expression écouvillon.

Vv TABLEAU VI. Taille de quelgues génomes eucaryotes. D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).
Les données, surtout relatives au nombre de génes,
peuvent varier notoirement d’un auteur a l'autre.

Hombre de Taille du

chromosomes par jeu Nombre

Organisme génome

haploide et nombre (Mb)

de lots haploides

de génes

e La morphologie des chromosomes peut varier : beaucoup d’auteurs présentent les
chromosomes géants ou les chromosomes en écouvillon, souvent abordés en
classe préparatoires. Notez qu’ils ne sont pas explicitement au programme : les
données de I'encadré F sont donc proposées seulement a titre d’information... mais
on ne sait jamais avec ce concours ! ©

e. Une taille variable du génome nucléaire (en moyenne grossiérement de
I'ordre du Gb)

e Le génome nucléaire peut présenter une taille variable (tableau VI), ce qui vaut
aussi pour le nombre de génes.

Saccharomyces Ascomycéte 16 13 6 200
cerevisiae
Arabidopsis thafiana | ~:ngiosperme 5x2 120 25 500
(Brassicacées)
= Angiosperme = Environ
BE2 (Poacée) =2 20 40 000
Blé Ang:ogperme 7%6 17 000
(Poacée)
Drosophile Insecte 4 %2 180 13 400
s Environ
Mus musculus Mammifere 20x2 3 000 20 000
Homo sapiens Mammifére 23x2 2400 21000

Saccharomyces cerevisiae (levure Ascomycete) :
= 13 Mb =13 000 kb
= 6200 génes.

Homo sapiens (Homme) :
= 3,2 Gb =3 200 Mb = 3 200 000 kb
= 20 000/ 25 000 génes.

Polychaos dubium (amibe) :
= 670 Gb =670 000 Mb = 670 000 000 kb
= ?7?génes.

3. Le génome extranucléaire, un ensemble de chromosomes de type bactérien

codant tres partiellement les polypeptides des organites semi-autonomes
e Qu'il s'agisse des plastes ou des mitochondries, le génome des organites semi-
autonomes (tableau VII) présente les caractéristiques suivantes :
= || est protégé dans les organites semi-autonomes (dans le stroma plastidial ou
la matrice mitochondriale).
Contrairement a celui des Bactéries, le génome eucaryote — méme extranucléaire — n’est donc jamais cytosolique
= || est de taille plutét faible, de 'ordre de 10* & 10° pb (ex. ADN mitochondrial
humain: 16,6 kb/ 37 géenes dont 13 polypeptidiques ; ADN plastidial A.
thaliana : 155 kb / 87 génes protéiques).
Il est de type procaryote (ADN circulaire, génes sans introns, parfois en
opérons, traduction cotranscriptionnelle...), méme si certains peuvent
présenter, notamment dans les plastes, des introns auto-épissables.
Il est exprimé dans I'organite semi-autonome lui-méme.
Il code au maximum 30 % des polypeptides locaux (ADNmt humain : 5-10 %)
Les autres polypeptides sont codés par le génome nucléaire et importés dans
I'organite aprés synthése cytosolique ; les génes nucléaires en question sont
issus de transferts horizontaux de génes depuis le génome de I'organite vers
le génome nucléaire au cours de I'évolution.
Il N’y a pas de séquences répétées.
Il est représenté par de multiples copies (du méme ADN).
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Vv TABLEAU VII. Caractéristiques des génomes mitochondrial et chloroplastique.

D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).

Dans ce domaine aussi, les données, surtout relatives au nombre de génes,

peuvent varier notoirement d’un auteur a l'autre.

Caracteres du génome mitochondrial.

Taille

- Saccharomyces cerevisiae : 75 kb (35 genes).

= Arabidopsis thaliana | 267 kb (284 génes).

- Homme : 16,569 kb (37 génes dont 13 codant des protéines de la
phosphorylation oxydative ; 22 codant des ARNt et 2 des ARNr mito-
chondriaux).

Caractére

du génome et
information

- Le génome posséde toute l'information nécessaire a la traduction des
protéines (ARNmM, ARNt, ARNr).

- Le nombre d'ARNt (20) requis pour la synthése de protéines mito-
chondriales est inférieur au nombre d’ARNt (32) requis pour traduire
les ARN produits dans le noyau. Cette économie est permise par un
flotternent plus net de l'appariement des anticodons des ARNE, expli-
quant les différences avec le code génétique nucléaire.

- Chez 'homme, tout 'ADN mitochondrial est codant mais chez cer-
tains végétaux et mycétes, il posséde des séquences non codantes
(introns).

Relation avec le
génome nucléaire

- Le génome de petite taille ne permet le codage que de 5 410 % des
protéines de la mitochondrie (proteines de la chaine respiratoire).

- Les autres protéines du systéme de phosphorylation oxydative sont
codées par des génes nucléaires. LARNM est traduit hors de la mito-
chandrie par les ribosomes cytosoligues.

- Les protéines synthétisées sont transportées dans la mitochondrie et
le systéme est assemblé dans la membrane mitochondriale interne.

Taille

Caractéres du génome chloroplastique.

- De 15 4 500 kb (155 kb pour Arabidopsis thaliana), avec de nom-

breuses copies.
- 20 a 35 copies par chloroplaste pour A. thaliana, soit pour |'ensemble
d'une cellule de 1000 & 1700 copies

Caractére du
génome et
information

- Chez Arabidopsis, le nombre de proteines codees est de B7, dont la

moitié est impliquée dans les processus photosynthétiques.

- Les génes portés codent pour des protéines et des ARN (ARNr et
ARNL). Une partie des génes chloroplastiques comporte des introns,
produisant alors des ARNm episseés avant traduction.

Relation avec le
génome nucléaire

- Une grande partie des protéines est codée par le génome nucléaire
et est importée depuis le cytosol,

- La Rubisco est constituée de sous-unités codées les unes par le
geénome nucléaire, les autres par le génome chloroplastique.

B. Des génes nucléaires morcelés et monocistroniques

1. Notions de géne, cistron, locus, alléle, hétérozygotie, homozygotie,
dominance et récessivité

Un gene est fondamentalement un fragment d’ADN qui code un ARN (c’est donc
une unité de transcription), souvent celui d’'une protéine (c’est donc une sorte de
« plan de montage » de protéine). La partie effectivement codante d’un gene (la
séquence codant rigoureusement la protéine) peut étre appelée un cistron ou
séquence codante (coding sequence CDS).

Un géne occupe une position précise sur son chromosome qu'on peut nommer
locus.

Les différentes versions d’un géne (c'est-a-dire les séquences nucléotidiques
possibles de ce géne) constituent des alléles.

Chez une espéece diploide qui possede deux fois le méme géne (un sur chaque chromosome
homologue), on dit que lindividu est homozygote s’il posséde deux fois le méme alléle et
hétérozygote s’il posséde deux alléles différents. Dans le cas d’'un individu hétérozygote pour un
géne donné, on appelle allele dominant celui qui s’exprime et allele récessif celui qui ne
s’exprime pas. |l arrive que les deux alléles soient coexprimés, on les dira alors codominants.

2. Des génes morcelés (= génes mosaiques) chez les Eucaryotes avec des
régions non codantes (introns) séparant les portions codantes ou non
traduites (exons)

a. Mise en évidence des introns par hybridation ARN-ADN monobrin (1977)

En mettant en relation un fragment d’'un brin d’ADN dénaturé par la chaleur
(= dont les deux brins ont été artificiellement séparés thermiquement) et ’ARN
messager correspondant a son expression (technique d’hybridation, basée sur
la complémentarité entre nucléotides), I'équipe du médecin strasbourgeois
Philippe CHAMBON (né en 1931) met en évidence I'existence de séquences dans
I’ADN qui ne se retrouvent pas dans I’ARNm (figure 66). |l s'agit des introns,
séquences non codantes qui subissent une excision lors de la maturation de
ARNm.

Hélas, cette équipe n’aura pas le prix Nobel car les introns avaient été découverts un
an plus to6t sur un ADN de virus par des chercheurs américains (Philipp A. SHARP
[1944] & Richard J. ROBERTS [1943] — Nobel 1993).
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* L’hybridation entre un géne et son ARN messager

En mettant en présence les deux chaines (dissocies par la
chaleur) de 1a molécule d’ADN d'un géne de procaryote et
I"ARN messager transcril & partir de ce géne, on a observé
qu'une molécule constituée d’un brin d"ADN et d'un brin
d"ARN pouvait se reformer : c’est hybridation molé-
culaire. D’un bout & l'autre de cette molécule hybride,
chaque nucléotide de la chaine simple d'ADN est apparié
avec un nucléotide complémentaire de ' ARN messager. On
pensait qu’il en était de méme chez tous les étres vivants.

* Une observation inattendue

En 1977, P. Chambon et son équipe étudient le géne de
I'ovalbumine, la principale protéine du blanc d'ecuf. Ils
mélangent ' ADN dénaturé du géne et son ARN messager
cytoplasmique. En observant au microscope électronique les
résultats de cette hybridation (photographie ci-contre), ils |
constatent qu'elle n’est pas totale : ' ARN messager est plus
court que I"'ADN du géne |

Un résultat surprenant obtenu par des chercheurs de Strasbourg en 1977.

L' ARN messager était jusque-12 considéré comme une copie
compléte du géne. Les résultats obtenus par différentes
équipes, dont celle de Strasbourg, permettent de proposer un
nouveau modele de transcription.

Dans le noyau des cellules eucaryotes, le géne est d'abord
entirement transerit en un ARN prémessager, Des
séquences de bases, les introns, sont ensuite excisées (éli-
minées): celles qui restent, les séquences codantes ou exons,
sont épissées (recollées les unes aux autres). Le mécanisme
d’excision-¢pissage donne naissance 4 un ARN messager
mature qui sort du noyau et est traduit en séquence poly-
peplidique.

La découverte d'introns et d’exons dans les génes d'euca-
ryotes iniroduil un nouveau concept, celui de géne
maoreelé.

A titre d’exemple, le géne humain du facteur VIII de coagu-
lation (dont les mutations sont & I'origine de’hémophilie A)
est une séquence de 183000 paires de bases avec 26 exons
et son ARNm cytoplasmique contient 8 860 bases.

Le géne morcelé de 'ovalbumine

7 700 paires de nucléolides ————»
I 00 P '
Lk 12 34 5 B | 7 |
ADN l ‘ intron exon
TRANSCRIPTION
ARN prémessager
0 2 T TTTT B T

E)(CISION-|EPISSAGE

ARN messager uf -
g 0 1 s
ki 5 ARNm" 1(1 872 nucléotides)

L'ARN messager cytoplasmigue n'est pas une copie compléte du géne.

A FIGURE 66. La découverte des introns chez les Eucaryotes et I'idée d’excision-épissage des

ARN prémessagers. Manuel de Terminale S, spécialité SVT (dir. R. TAVERNIER & C. LIZEAUX,

Bordas, Paris, 2002).

b. Organisation des génes eucaryotes

e Les génes eucaryotes sont fondamentalement monocistroniques : ils sont
composés d’une seule séquence codante de protéine. En revanche, cette
séquence est fragmentée en exons (portions présentes dans I’ARNm final)
ntrecoupés de portions non codantes excisées nommées introns (figures 67-69).
La transcription d’'un ADN produit ainsi un ARN prémessager (ARNpm) qui subit
une maturation caractérisée par [|'élimination des introns (excision) et le
raboutage des exons (épissage): il y a alors obtention d'un ARN messager
(ARNm).

Les données ont €t€ acquises grice a la technique d’hybridation moléculaire entre un segment
d’ADN génomique et I'ARNm cytosolique codé par ce méme segment d’ADN (figure 17.5).
Cette technique a €€ appliquée aux génes de I'ovalbumine et de la globine B. L' ADN génomique
est rendu monocaténaire par dénaturation thermique puis il est mis en présence de son ARNm
cytosolique. La microscopie €lectronique a transmission permet de visualiser 1’appariement
éventuel de ces deux molécules a priori complémentaires.

ARN me 3T Cyosolg ADN monabrin

(a) L.

o

Séquences d'’ADN non hybridées

Exon 1 Exon 2 Exon 3
(240) (500) (250)

‘\ introns /

!
E
Geéne [ de |a globine J

Hybridation ADN-ARNm cytosolique et génes morcelés.

Cas du gene B de la globine des mammiferes. || comprend 3 exons et 2 introns ; PARNm final
correspond aux seuls exons. Les chiffres indiquent les nombres de paires de bases, respectivement
120 et 550 pour les introns A et B. (a) Figures d’hybridation (d’aprés observation au MET),
(b) Gene & de la globine.

Plusieurs constats s imposent :

* I’ADN du géne est beaucoup plus long que I’ARNm ;

¢ les deux extrémités de I'ADN n’ont pas d’équivalent chez ' ARNm ;

* I"ADN montre des secteurs appariés a I’ ARNm séparés par des boucles d' ADN dépourvues
de segment complémentaire chez I’ ARNm.

A FIGURE 67. Une autre représentation des expériences d’hybridation ARN-ADN et du
morcellement des génes. Les portions réqulatrices ne sont pas représentées.
D’aprés PEYCRU et al. (2013).
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o IMPORTANT. Les génes eucaryotes présentent également des séquences
régulatrices en amont voire en aval des portions codantes (figure 68).
L'organisation des génes eucaryotes sera précisée plus tard, notamment dans le chapitre sur I'expression génétique.
e Le cas des transcrits issus de génes codant des protéines chez les eucaryotes
est particulierement intéressant. Les modifications sont nucléaires et, la encore,
majoritairement co-transcriptionnelles. Le transcrit primaire est appelé ARN

prémessager (ARNpm) et la structure finale aprés maturation constitue 'ARN
messager (ARNm) a proprement parler (figure 68-69).

\ ARN prémessager
5" Exon Intron Exon Intran Exon 3"
i Queue po]y—i\J
o 30 3 104 105 146
Excision des introns
Segment et épissage des exons
codant
=" e —\I
ARNm ) i . Queue poly—A!
] 146\
Séquence quide =5 UTR Séguence remorgue =3'UTR
Amplificateurs Elérments de

(&léments de contrdle éloignés)

contrile rapprochés
Exon

AN
[LI]

Inv

Terminateur

tron Exon Intron Exon

son 0 W
Amont Auwal
[+]
Promoteur Transcription
Y
Transcrit primaire o
d'ARN (ARN & |
prémessager)
/ Maturation de I'ARN:
Ajout de la coiffe et de
f | la queue, excision des
e e - introns et épissage
FPTRAT N DE Cavey] 1;;';e —_— W des exons
Segment codant
! y
ARNm m’G —E-F-P-] | T I TS
e ) T, R )
Coiffe 5  Séquence Séguence Queue
guide remorgue  poly(A)

Codaon de départ

Codon d'arrét

A FIGURE 68. Le géne eucaryote : une vision précisée. D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

On notera qu’en amont du premier nucléotide codant et en aval du dernier nucléotide codant, on
trouve des séquences non traduites ou UTR (UnTranslated Regions). On les appelle
respectivement séquence 5’ UTR (ou séquence guide) et séquence 3’ UTR (ou séquence
remorque). La premiere, notamment, permet le positionnement du ribosome et peut participer au
contréle de I’expression génétique.

Soyons précis ! >> Si I'on veut étre rigoureux, un exon n'est pas exactement une portion
nécessairement codante mais plutét une portion d’ADN transcrite en ARNpm et qui demeure
dans I’ARNm final aprés excision-épissage. Au sein de ces exons, on trouve ainsi en amont du
codon start et en aval du codon stop des portions qui ne seront pas traduites en acides
aminés, que I'on peut donc considérer comme non codantes (séquences UTR).

Site d'initiation de
la transcription

ORF (dont les parties codantes)

Site de terminaison
de |a transcription

ADN

ATG

CAATbox TATA box
-1203-80 -30a-25

Transcription
(dans le noyau)

Trdnscnt prlmdlref 5P |UTRs:

ARN pré
AUG Coiffage = ajout en 5 | Polyadénylation en
,.COF“O_” d'une coiffe 7-méthy! 3 = gjout d'une
dinitiation o anosine triphosphate queue polyA
Maturation '
(dans le noyau)
Coiffe
AGGU AGG
m7Gppp (ou AGA) Epissage

T
Terminateur
!

TAA Site de
(ouTAG  polyadénylation
ou TGA) AATAAA
UTRY :|3'0H
UAA AAUAAA  Extrémité 3
Codon du transcrit
STOP primaire clivée

UTR3 :|»AAAAFT\AAAA

Queue polyA

AAUAAA

ARNm mature m AAAAAAAAA

i Séquence consensus
{ (détaillée en dessous)

UTR = Untranslated region
Région non traduite

Chaine polypeptidique  Ner QOOOOOOOOOOOSOV C-er

Traduction (dans le cytosol)

A FIGURE 69. Le géne eucaryote. Document S. FABRE (Lycée Chateaubriand, Rennes)
L’ORF est ici comprise dans sa premiére définition et inclut, pour ma collegue, les introns.

e Remarque : certains génes eucaryotes peuvent coder plusieurs protéines par le

biais de I'épissage alternatif (encadré G).

Lycée Chateaubriand (35) « Classe préparatoire BCPST « SVT « SCIENCES DE LA VIE » Chapitre 12. Méthodes d’étude et organisation des génomes
Cours complet rédigé * Page 48



Encadré G Un géne, plusieurs protéines ?

» La figure ci-dessous présente la notion d’épissage alternatif et initie a la génétique tres
complexe des anticorps.

C. La présence importante de séquences répétées et d’ADN non codant
chez les Eucaryotes

- géne de la calcitonine

un ARMN premessager
| ] | ]

Le morcellement des génes d’eucaryotes a conduit & réviser
le dogme « un génefune protéine ». En effet, on sail aujour-
d’hui que les exons d'un ARN prémessager ne sonl pas
toujours épissés de la méme fagon : cela donne naissance &

Exons e == des ARN messagers matures composés d'exons différents et
Basins TRANSCRIPTION et :;ﬂ:{u;g?:icurs protéines. C'est ce qu'on appelle I'épissage
thyroide 3, cerveau -

Ainsi, un méme géne peat gouverner la synthese de pro-
téines différentes. Considérons, par exemple, le cas du géne
de la calcitonine :

— dans certaines cellules de la glande thyroide, il gouverne
la synthése d'une hormone qui régule la quantité de calcium
dans le sang, la calcitonine ;

Vous avez vu ou vous verrez en immunologie que I'orga-

= K-

1. Mise en évidence des séquences répétitives par les expériences de

i
ARNM | i AE?IESI%?ETE}F ARNM ~ dans certaines cellules du cerveau, le méme géne gou-
= verne la synthése d'un peptide neurotransmetteur, le CGRP.
1+2+3+4 1+2+3+5 ; 2o
On estime que plus de 40 % des génes humains subiraient un
TRADUCTION épissage alternatif, d'oi la trés grande diversité des protéines .

CALCITONINE CGRP synthétisables, bien supérieure au nombre de gines. dénaturation rena_turahon
I (chaleur) (baisse T°)
Un seul géne, plusieurs protéines! — .

dénaturation-renaturation de ’ADN

e Par la chaleur (et éventuellement de I'urée), on peut dénaturer 'ADN, c’est-a-dire
en séparer les deux brins (suppression des liaisons H). La baisse de température
aboutit a la reformation de la structure bicaténaire (renaturation).

e On procéde a cette expérience de dénaturation-renaturation sur des génomes
préalablement digérés par des enzymes de restriction en suivant la cinétique de
renaturation (figures 70-71). La renaturation de I’ADN est mesurée par
I’absorption des UV, plus forte lorsque les bases azotées ne sont pas appariées.

nisme est susceptible de fabriquer des milliards danticorps e V= Lesé?;:sa;;?nzq:é!?:i:sﬁablas
différents capables chacun de reconnaitre un antigéne et un \ ff? SITE RECONNAISSANT
seul. Les anticorps, synthétisés par les lymphocytes B, sont ! f i . .. . . . , .
}mmés”par 4 C;';mg m?ypcm{’mqucs ot f-est'u,m région  chaine / L'ANTIGENE A FIGURE 70. Principe de la dénaturation-renaturation de ’ADN. D’apres PETIT & JULIEN (2007).
déterminée des chaines, dont la séquence d'acides aminés  légére } it
est différente d’un anticorps & un autre, qui permel celle /}— régions avec séquences
spécifique. i N 'aci iné 6
reconnaissance speciigue. . TIJ:]E: d'acides aminés constantes . sapiens
La variabilité des anticorps est codée génétiquemenl. Or, Vs E. coli 1008
chez 'homme, il n'y a pas des milliards de génes mais sans | | || Une molécule d'anticorps el Fraction & vitessa de réassociation rapide
doute seulement entre 20 000 et 30 000 génes. Lors de la for- N -
mation d'un lymphocyte B a partic d'une cellule souche, ) ) o £ 759 4------2
différents segments de génes répartis en différents  blage constitue son géne fonctionnel qui gouverne la syn- = @ ) _
s A ke d A i = =3 Fraction & vitesse
ensembles sur les chromosomes sont assemblés au hasard.  thése d'un anticorps. . @ £ eyl s
Chague lymphocyte B né d’une cellule souche posséde done  Deux lymphocytes B issus de deux cellules souches diffé- g ] i} ¥
un réarrangement unique de segments de génes: cet assem-  rentes produisent donc des anticorps différents. g é FI;LVR SEREEEHEEERREE,
" Un ple plus c plexe : une combinatoire entre segments d’ADN. 2 ?'; Fraction a vitesse
. . e ) - " de réassociation lente
FIGURE a. Epissage alternatif (en haut). Génétique des anticorps (en bas). &
Manuel de Terminale S, spécialité SVT (dir. R. TAVERNIER & C. LIZEAUX, Bordas, Paris, 2002). s
A Temps - Temps

Les cinéligues monophasigues de réassociation de 'ADN dénaluré d'organismes sont caractéristigues
de génome ne présentant pas de séquences repétées (A). Chez 'Homme (B), apparaissent trais paliers
correspondant aux trois fractions retrouvées: plus le reappariemeant est rapide. plus les seguences

se rehybridant sont présantes en grand nombre.

A FIGURE 71. Résultats des expériences de dénaturation-renaturation de ’ADN
d’un virus, d’E. coli et de ’'Homme. D’aprés SEGARRA et al. (2014).
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Deux situations (figure 70) sont alors possibles :

= Si les deux brins se renaturent a une vitesse qui ne subit pas de
changements brusques, on en déduit que chaque brin ne peut s’apparier
qu’avec son brin d’origine porteur de la séquence complémentaire. C'est le
cas des Bactéries (mais aussi de la plupart des virus) chez lesquelles on admet
qu’il y a trés peu de séquences répétées.

Notons que, chez les Eubactéries, on considére que la majorité de ’ADN est codant. Chez E.
coli par exemple, 90 % de I’ADN serait transcrit en ARNm. Les 10 % restants correspondent en
majorité a des portions régulatrices (+ un peu d’ADN espaceur et des séquences transposables)
ainsi que les séquences codant les ARNr, ARNt...

= Si les deux brins se renaturent a une vitesse qui présente des paliers, on en
déduit que les portions qui se renaturent en premier sont hautement répétées
(elles trouvent facilement une séquence complémentaire) alors que les
séquences qui se renaturent en dernier ne sont présentes qu’en un seul
exemplaire (elles ne peuvent s’associer qu’avec leur séquence complémentaire
d’origine). C’est le cas chez beaucoup d’Eucaryotes.

2. Nature des séquences répétitives des Eucaryotes

R T T LT
(" Introns, régions
\._non traduites... /
(" Fragments de %

o '}
il transposons A

O N TS T o
( Pseudogdnes

La proportion de séquences répétitives varie grandement d’'un Eucaryote a un
autre (figures 72-73 + tableau VIII). Si le génome humain en comprend 55 %, celui
de la Levure du boulanger Saccharomyces cerevisiae n’en comprend presque
pas. Les pourcentages évalués — de méme que la typologie — difféerent assez
notoirement d’un auteur a I’autre.

Autres

T,
(600.10% pb) [ Microsatellites

(600.10%pb)  /
= A

(‘Séqliences codantes
l {45107 pb)

Séquences
répétées

\ (1,410%p0) /

|/_ Séquences non
codantes
(1,152.10% pb)

genas,

| Régions géniques ou associées
| ! Régions intergénigues

Différents types de séquences au sein du génome humain.

La majarité des séquences ne codent pas des protéines, Seules 1,5 % des séguences
soit 48 mégabases sur 3 200 pour le génome complet, correspondent a des exons au
sein de génes codants.

A FIGURE 72. Composition du génome nucléaire humain : une vision possible.

D'aprés PETIT & JULIEN (2007).

Séquences uniques
oU peu repétées

génome nucléaire

séquences répétées

|
(non codantes) ( codantes ) (non codantes)

|
[ codantes )
I

génes ARNr,
histones...

[
(pseudogéneS) (intrcns) SeueneEs
regulatrices

( répétées en ) ( - )
S dispersées

elements
-trans posables
| |
ADN ADN ) ADN Q
satellite minisatellite icrosatellit

A FIGURE 73. Composition d’un génome nucléaire eucaryote : une vision possible.

Bilan (adapté du

programme)

D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).

Quelques éléments a retenir au-dela du tableau :

= Le génome correspondant a des séquences codantes (CDS) de protéines,
donc des exons hors UTR, serait de I'ordre d'1,5 % du génome humain.

= Les génes, notamment protéiques, peuvent étre extrémement longs : un géne
protéique humaine mesure environ 27 000 pb en moyenne mais seuls 1300 pb
sont nécessaires a la synthése d’une protéine moyenne de 430 acides aminés.
Beaucoup d’ADN génique correspond donc a des introns qui seront excisés. En
moyenne, un géne humain comprendre 8,8 exons et 7,8 introns avec des
introns souvent nettement plus longs que les exons.

= Notons que les séquences codant des ARN non messagers sont considérées

par certains auteurs comme « non codantes », restreignant la notion d’ADN

codant (ADNc) aux exons protéiques.

Pour désigner TADN non codant a fonction inconnue, certains auteurs parlent

d’ADN « poubelle » (junk DNA), notamment celui sans fonction connue, mais

des fonctions tendent a étre élucidées a mesure que la recherche avance.

v' Chez les Eucaryotes, on distingue le génome nucléaire et le
génome des organites. Le génome nucléaire est constitué de
chromosomes linéaires.

v L’ADN nucléaire des Eucaryotes est associé a des protéines dont
des histones, constituant la chromatine. Il existe différents niveaux
de condensation de la chromatine.

v Le génome nucléaire des Eucaryotes comporte une part importante
de séquences non codantes aux roles divers. La majorité de ces
séquences est répétée.

v Les génes eucaryotes sont généralement morcelés.
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Vv TABLEAU VIII. Typologie de ’ADN nucléaire (centrée sur le génome humain).
Librement mais fortement inspiré d’un document de S. FABRE (Lycée Chateaubriand, Rennes),
reprenant en partie des données de PERRIER, BEAUX et al. (2021) ou de Wikipédia

Des séquences en tandem sont des motifs nucléotidiques répétitifs disposés les uns a la suite des autres
de maniére immédiatement adjacente.

Les proportions estimées varient beaucoup selon les auteurs et sont plus qu’indicatives. . .

Niveau de

Expression Nature et caractéristiques

répétition

* Séquences CEN (centromériques) : séquences de 171 pb,
s’associant au complexe kinétochorien.

s}a:\e'i’li':e sens * Séquences TEL (télomériques) : séquences de pb
Séquences strict (TTAGG), intervenant dans la protection des extrémités
hautement chromosomiques et I’'association a la lamina ou au
répétées (ADN nucléole.
satellite sens Non transcrites > ADN minisatellite (VTNR, variable number of tandem repeat) : fragments de 1
large) a 5 kb formés de motifs répétés de 15 a 100 pb, dispersés dans le génome, a

Homme : ~10 % fonction peu évidente (régulation de I’expression ?) et a fort polymorphisme.

>» ADN microsatellite (STR, short tandem repetition) : fragments inférieurs a
150 pb formés de motifs répétés de quelques pb (1-4), dispersés dans le
génome, a fonction inconnue et a fort polymorphisme.

Les empreintes génétiques sont aujourd’hui basées sur ces séquences.

Séquences
moyennement
répétées
Homme : ~ 45 %

Non transcrites
(quand un ARN
est formé, c’est
une copie ARN)

» Eléments
génétiques mobiles
(transposons s. I. =
éléments
transposables) :
éléments
génétiques
capables de se
déplacer au sein du
génome de
maniére autonome
par un phénoméne
nommé
transposition
(encadré H).

46 % du génome
humain*

* Rétrotransposons [classe ] : séquences d’ADN
copiées en ARN (copie du rétrotransposon), rétro-
transcrit ensuite par une transcriptase inverse en
ADN pouvant s’insérer dans ’ADN.

Ony trouve :

- les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements, longs
éléments nucléaires intercalés) : 5000-7000 pb, quelques
milliers de copies complétes, quelques dizaines de
milliers de copies tronquées

- les SINE (Short Interspersed Nuclear Elements,
courts éléments nucléaires intercalés) : 130-700 pb, prés
d’un million de copies

- le rétrotransposon L1 qui occupe a lui seul 17 % du
génome (500 000 copies)

* Transposons au sens strict [classe II] : séquences
d’ADN excisées avant d’étre insérées dans ’ADN
cible ou bien séquences d’ADN répliquées
directement en ADN avant d’étre insérées. On y
trouve :

- les MITE (Miniatures Inverted Repeats Transposable

Elements, Eléments Transposables a Répétitions
Inversées Miniatures) : environ 400 pb bordées par des
séquences inversées répétées

> Génes répétés en tandem :

* génes répétés codant des protéines : histones (200 copies), actine...

+ génes codant des ARN non messagers : ARNt de transfert (20 000 copies),
ARN ribosomigues, ARN interférents...

Transcrites

> Génes codant des protéines non (ou peu) répétés, incluant les introns
[20 000 — 25 000 chez 'Homme]

» génes de ménage : génes protéiques exprimés par tous les types
cellulaires (ex. codant les enzymes de la glycolyse).

« génes tissu-spécifiques : génes protéiques exprimés dans certains types

Transcrites . N >
— cellulaires (ex. codant I'insuline)

S?quent:te§ (!) La plupart sont en un seul exemplaire, mais il existe des génes apparentés

uniques (trés dérivant d’une séquence initiale et perdurant en divers exemplaires dans le
peu ?tu. pa)s génome : ce sont des génes paralogues qui forment une famille multigénique.
répétées

Chague géne peut alors acquérir une fonction propre.

Homme : ~ 45 % > Séquences régulatrices spécifiques

> Pseudogénes : anciens génes fonctionnels devenus inactifs au sein d’un
génome, du fait d’altérations génétiques comme des mutations les rendant

Non transcrites | jncapables de conduire a la production d’une protéine.

> Eléments transposables peu / pas répétés (*a inclure dans les 46 % cités)

> Autres séquences d’ADN espaceur non répété...

Encadré H Les éléments transposables

» Les éléments transposables sont de courtes séquences d’ADN de 5000 a 10000 pb capables
de se propager de maniére autonome dans le génome griace a des enzymes de tranport
(transposases).

» On distingue :
a) Les rétrotransposons (classe I) qui sont copiées en ARN (copie du rétrotransposon), rétro-
transcrit ensuite par une transcriptase inverse en ADN pouvant s’insérer dans I’ADN.
NB La transposition est alors réplicative et suppose en outre une étape de transcription puis
rétrotranscription.
b) Les transposons sensu stricto (classe IlI) qui sont des séquences d’ADN excisées avant
d’étre insérées dans I’ADN cible ou bien séquences d’ADN répliquées directement en ADN
avant d’étre insérées.
NB La transposition peut étre réplicative (« copier coller ») ou non-réplicative (= par excision-
insertion) (« couper coller »).

Retrotransposon a ADN

=t
/ Site donneur
AoN —
périphérique ARN
polymerase
Y
transposon —_—
- e — Reverse

franscriptase

Y

Duplication

Intermeadiaine ADN —\
Al

S * utre ADN cible

Insertion Y
Transposition réplicative
_—
e
transposon  ADN cible ADN cible
—— e . —_———
Excision
e ——— e ¥
\\H__.«' autre séquence cible
. — —
Insertion ] I— —

Transposition non réplicative Elément mobile transpose

FIGURE a. La transposition sensu stricto (a gauche) et la rétrotransposition (a droite).
D’apres HARRY (2008) et SEGARRA et al. (2014)

» La transposition peut entrainer des réarrangements chromosomiques et certains auteurs
pensent qu’ils interviennent plus souvent que les dysfonctionnements de méiose. Des génes
peuvent aussi étre coupés ou modifiés suite au phénomeéne (figure b).
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| ELEMENTS TRANSPOSABLES

DANS LA MEME ORIENTATION SUR LE CHROMOSOME
| a ET. B ET c
e e T
— —————
B

| RECOMBINAISON

ELEMENTS TRANSPOSABLES
EN ORIENTATION INVERSE SUR LE CHROMOSOME
o ET B (o] D ET. E

RECOMBINAISON P —— B

DELETION

—

E c
e —— o]
II‘}VEHSION a 5 a c
— N ——————————
e m— e

REMANIEMENTS CHROMOSOMIQUES yausés

selon leur orientation respective, la délétion ou I'inver-

par la présence d’¢lé ts transposables dans le g sion des séquences qu’ils encadrent. En modifiant I’envi-
Un événement de recombinaison entre les séquences ronnement des génes, une inversion peut altérer leur
homologues de denx élé ts tra bles entraine, expression.
EXON INTRON EXON ELEMENT TRANSPOSABLE ELEMENT TRANSPOSABLE
= —
INTERRUPTION
DE LA TRANSCRIPTION TRANSCRIPTION

‘ TRANSCRIETION

3
| ARN PREMESSAGER ARN TRONQUE

TR memmE e 0 0 oy . AAS

EPISSAGE

ARMN MESSAGER
CFESTERNFEEENIR (5

_. EFFETS DE L'INSERTION D’UN ELEMENT trans-

posable sur 'expression d’un géne. Le géne normal est
d’abord transcrit en une molécule d'ARN pré ger,
qui subit ensuite I’épissage de la séquence intronique.

ARN CHIMERE

R I P A A8

PAS D'EPISSAGE ‘

Inséré dans 'intron, I'élément transposable peut inter-
rompre prématurément la transcription (production
d’un ARN tronqué) ou empécher I'épissage de la séquence
ARN intronique (production d’un ARN chimére).

FIGURE b. Quelques conséquences possible de I’'insertion d’éléments transposables dans le

génome. D’aprés BAzIN et al. in LE GUYADER (1998)

IV. Les virus et leur génome

e Les virus (du lat. virus, poison) sont des entités sub-biologiques comprenant un
acide nucléique et des protéines, ne réalisant pas de métabolisme autonome et
devant parasiter le systéme d’expression des cellules dans le cadre de leur
reproduction et leur survie.

Les virus sont-ils des étres vivants ?

Il nexiste pas forcément de réponse formelle a cette question qui mériterait un long
développement.

= Comme les étres vivants, les virus sont composés de matiere organique : protéines, acides
nucléiques, glucides, parfois lipides...

Comme les étres vivants, les virus possédent un génome et se reproduisent.

Contrairement aux étres vivants, les virus sont dépourvus de cellule, organites ou
métabolisme, ce qu’on peut nommer un état acellulaire ou acaryote (voir plus loin).
Contrairement aux étres vivants, ils sont incapables de réaliser une activité métabolique
autonome, d’exprimer de Pinformation génétique ou de se reproduire sans utiliser et
détourner le matériel enzymatique des cellules qu’ils infectent. Ce sont donc des parasites
obligatoires de cellules dont ils détournent la machinerie cellulaire, notamment celle qui
permet 'expression génétique.

v' Comparer |'organisation du génome des bactéries, des Eucaryotes et
des virus.

v’ Estimer la proportion de séquences codantes et non codantes dans
les génomes des Eucaryotes, des bactéries et des virus.

v lllustrer la diversité structurale et la diversité d'hote des virus

Capacités exigibles

A. Les virions (= particules virales), état libre des virus
e On appelle virion ou particule virale une structure biologique acellulaire de
petite taille (généralement comprise entre 50 et 250 nm) comprenant une
information génétique enfermée dans une structure macromoléculaire
protectrice et capable d’infecter une cellule. |l s’agit donc de I’état libre du virus.

1. Organisation : une information génétique enfermée dans une capside et
éventuellement une enveloppe

a. Uneinformation génétique portée par un acide nucléique

a. Un acide nucléique de nature variable qui sert de base a la classification

e |l existe une grande diversité de molécules porteuses du génome
viral (tableau IX), généralement linéaire :
= ADNbc (bicaténaire) ((cas des bactériophages))
= ADNmc (monocaténaire) [plut6t rare]
= ARNbc (bicaténaire) [plutét rare]
= ARNmc (monocaténaire). Dans ce dernier cas, trois situations peuvent se

présenter :

o L’ARN viral est immédiatement traductible, comme un ARNm, en
protéines : c’est un ARN a polarité positive ou ARN + ((cas du VMT ou des
Coronavirus))

o L’ARN viral est copié en ARN+ qui est alors traduit: 'ARN viral initial est
donc un ARN a polarité négative ou ARN - ((cas du Virus de la grippe-
influenza))
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o Chez les rétrovirus, 'ARN (bien que de sens ), n’est pas traduit mais
rétrotranscrit en ADN double brin (par des transcriptases inverses
apportées par le virion) ((cas du VIH)).

L’information génétique est stabilisée par des protéines basiques associées. Il
peut y avoir une ou plusieurs molécules d’acides nucléiques.

Vv TABLEAU IX. Classification des virus (avec des exemples de virus animaux, avec
signalement des virus au programme). D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

Classification, selon le type d'acide .
nucléique, des Virus parasites d’Animaux

CLASSE*

' Signalons que ce n’est pas I’état bicaténaire ou monocaténaire qui définit si un acide nucléique
Famille (genre)

est un ADN ou un ARN mais bien le type de pentose (désoxyribose ou ribose). Il se trouve que,
chez les étres vivants cellulaires, I'ADN est bicaténaire et I'ARN est (basiquement)
monocaténaire... mais ce n'est pas forcément le cas chez les virus.

Exemples, maladies

I. ADN bicaténaire — Nombreux bactériophages

Papovaviride Papillomes (chez 'Humain, verrues, ~ — Virus géants

Pour information

= Les virus sont regroupés artificiellement en « groupes » (Groupe |, Groupe ll... jusqu’a groupe VI)
qui se basent sur le type d’information génétique (tableau IX). La classification comprend ensuite
divers rangs taxonomiques (classes, ordres, famille, sous-famille, genre, espéce) basées sur les
caractéristiques structurales des virions et le fonctionnement viral.

= Des tentatives de classification phylogénétique existent mais se heurtent a la complexe
évolution virale (voir plus loin).

{Papovavirus) cancer du col utérin) ; polyomes
(tumeurs chez certaines espéces
animales)

Adenoviride
(Mastadenovirus,
Aviadenovirus)

Maladies respiratoires; certains

virus provoguent des tumeurs

chez les Mammiferes (Mastadenovirus)
ou les Qiseaux (Aviadenovirus).

Herpesviridae
(Simplexvirus,
Varicellovirus)

Herpes labial (Herpés simplex 1 );
herpés génital (Herpés simplex I1);
varicelle, zona (Herpésvirus 111
humain}; mononucléose, lymphome
de Burkitt (Virus d’Epstein-Barr)
Variole; vaccine

B. Une information réduite compactée et composée de quelques génes a quelques
dizaines, avec une possibilité de chevauchement des cadres de lecture
e La taille du génome
= difféere considérablement au sein des virus a ADN (3 a 300 kb),
Record : virus géants d’amibes avec un génome de I'ordre de la Mb (encadré )
= alors qu’elle est comprise entre 10 et 20 kb pour la plupart des virus a ARN

Poxviride
{Orthopoxvirus)

Il. ADN monocaténaire

Parvovirida
(Parvovirus)

Roséole (& noter que la croissance des
Parvovirus dépend généralement d’une

Ces valeurs sont a comparer aux tailles des génomes vivants (E. coli 4,34 Mb, H. sapiens 3,4 Gb).
Les virus ont donc, globalement, des génomes notoirement plus petits.

infection simultanée par des Adénovirus)

1il. ARN bicaténaire * Voila trois exemples que vous pouvez retenir (tableau X + figure 74).

Reoviridee
(Orthoreovirus)

Diarrhée; maladies respiratoires
bénignes

Vv TABLEAU X. Le génome des trois virus au programme.

Coronavirus
(Sars Cov-2)

VMT (Virus de la
ue du Tabac)

IV. ARN monocaténaire pouvant jouer le réle d’ARNm ARN + actériophage

(exemple : phage A)
ADN double brin
(linéaire mais a bouts
collants, autorisant la
cyclisation)

Picornaviride Poliomyélite et maladies intestinales
(Enterovirus, Rhinovirus) (Enterovirus); rhume (Rhinovirus)

— Coronaviridae Covid-19
[Coronavirus]

— Virgaviridae Mosaique végétale
[VMT]

V. ARN monocaténaire servant de matrice pour 'ARNm pp\ _

Togaviride
(Rubivirus, Alphavirus)

Rubéole (Rubivirus); fiévre jaune; Type de génome ARN (simple brin) + ARN (simple brin) +
encéphalite (Alphavirus)

27-32 kb
13 génes protéiques
(protéine Spike,
protéine de
nucléocapside...)

Taille 48,5 kb 6,4 kb

Rhabdoviride Rage
(Lyssavirus)
Paramyxoviride
(Morbillivirus,
Rubulavirus)

Rougeole (Morbillivirus) ;
oreillons {Rubulavirus)

Orthomyxoviride
(Virus de I'influenza)

Grippe (Virus de I'influenza
de type A, Bou C)
VI. ARN monocaténaire servant de matrice
pour la synthése de |'ADN
Retroviride
(Lentivirus)

Leucémie, lymphome (Virus oncogénes
a ARN); sida (VIH, Lentivirus)

* Les familles & 'intéricur de chaque classe (ou groupe, selon certaines taxinomies)
different surtout par la structure de la capside et par la présence ou 'absence
d'une enveloppe membraneuse. Nous avops identifié un ou deux genres
seulement par famille.

ARN + rétrotranscrit

Nombre de génes

50 a 70 génes
protéiques (selon les
auteurs)

3 génes (une
réplicase, la protéine
de la capside et une

protéine de
mouvement)

+2 ORF
chevauchants codant
2 longs polypeptides
produisant chacun 16
protéines
fonctionnelles aprées
clivage

(figures 75-76)
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Phage Virusde la Coronavirus

lambda mosaigue du
tabac
Capside Spicule
/protéique\
_—ADN —ARN—___ o
: _— —__ agliz
100 nm
200mm 300 nm Capﬂde%
protéique _@E%@
Enveloppe B
lipoprotéigue
48,5.10% pb 65.10°b 30.10°b
30 séquences 3 séquences 7215 séquences
codantes codantes codantes
Transcriptions au cours du temps Transcriptions avec cadres
T de lecture chevauchants
e ! . L )
o — . I ; +
5t 7/"’/ /." 3
o P 1] 5mG | [ 770 >3 ARN
Eléments Réplicase Réplicase Eléments
pour E = pour
capside ADN pol ARN pol capside
5'mG | | 177777/ ARAA 3 ARN
—_
P;t,ie
chevauchante

Polyprotéines

Clivage
et obtention
de protéines
fonctionnelles

A FIGURE 74. Génomes viraux. D’apres DAUTEL et al. (2021).

e La capacité plutot réduite de codage des génomes viraux est souvent compensée
par un chevauchement des cadres ouverts de lecture (figures 75-76) voire par le
phénoméne d’épissage alternatif des ARN messagers (découvert chez les
adénovirus). Les introns peuvent en effet exister chez les virus d’Eucaryotes.

e Le génome viral, codant a plus de 90 %, comprend souvent de quelques génes a
quelques dizaines. Les protéines codées peuvent étre des protéines de la
capside ou de I’enveloppe, des enzymes synthétisant d’autres constituants, des
enzymes impliquées dans la réplication et le cycle viral...

L SARS-CoV 2 génome 3

ORF1b

AP e, |

]
NSP3 NSP5|
|

Protéase  Protéase Hélicase :
i

ENSP12'NSP1:1'

| — '
ARN pol :
Génome de Sars-Cov2 avec quelques exemples de

protéines en couleurs i ” ‘ !
ORF 1a et 1b sont des cadres de lecture ouverts. Ces UL
L— JEM N

séquences sont traduites avec un décalage de cadre
de lecture (décalage de traduction) en polypeptide
T2 de 500 kDa environ et polypeptide 1b de 800 kDa —
environ, qui sont ensuite clivés respectivement en 11 3a 6 7b%b
et 16 protéines non structurales, impliguées dans |a |:| H [I
transcription et la réplication du génome. Les derniers - H Hm

e R R e i

E
Spike (S)

nucléotides marquant la fin d'ORFla sont en méme
termps les premiers nucléotides traduits pour ORF1b. b 7a8 9%

A FIGURE 75. Génome du Sars-Cov-2. D’'aprés DAUTEL et al. (2021).

Le génome du SARS-CoV-2 est un ARN de 30 kb qui code notamment pour 4 protéines de
structure (S, E. M, N) dont la protéine S (pour spike) qui permet I'entrée du virus dans les
cellules €pithéliales en se fixant sur une molécule de celles-ci et la protéine N (nucléopro-
téine) : elle se lie & I’ARN et forme autour de lui la nucléocapside.

position (kb) 5 10 15 20 25

4 proteines de structure

Cadres ouverts de lecture (ORF)
ORFila | ORF1b

16 protéines non structurales (nsp)

Génome du SARS-coV-2.

Le génome comprend aussi deux ORF, cadres ouverts de lecture (open reading frame)
Chacun correspond i une séquence codante non interrompue par un codon stop. La tra-
duction produit deux longs polypeptides ensuite scindés en protéines non structurales
(nsp) impliquées dans la réplication du virus.

A FIGURE 76. Génome du Sars-Cov-2. D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).
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b. Laprésence d’'une capside protéique protectrice

e La capside (figures 77-80) est une structure protéique dans laquelle est enfermé
le matériel génétique des virions. On peut y trouver des enzymes (ex. dans le
VIH : transcriptases inverses permettant la rétrotranscription de I'ARN viral en
ADN).

e La capside a souvent une organisation géométrique : ex. icosaédrique pour le
phage, hélicoidale pour le VMT. Chez les Coronavirus, on trouve une
nucléocapside, structure composée d’ARN et de protéines de capside
immédiatement associées a I’acide nucléique.

e La capside peut contenir des protéines ou assemblages protéiques utiles dans
'infection (exemple : fibres caudales des certains Bactériophage permettant
d’agripper la Bactérie).

Protéine de
I'enveloppe

Capside (gaine protéique)

ADN Enveloppe g

'

|

(a) .Bactériopha.ge

A

ARN

(c} Virus de 'immunodéficience
humaine (VIH)

du tabac (TMV)

Structure de virus bactérien, végétal et animal. («) Les virus bactériens, ou bactériophages,
ont souvent une structure complexe. (5) Le TMV infecte les plantes et consiste en 2130 molécules
protéiques identiques (en pourpre) formant une enveloppe cylindrique autour de I'unique brin
&"ARN (en vert). La colonne vertébrale d’ARN détermine la forme du virus et est protégée

par des molécules identiques de protéine qui lentourent étroitement. (¢) Chez les virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), PARN central est maintenu a lintérieur d'une
capside entourée d'une enveloppe protéique.

A FIGURE 77. Trois virions de trois virus différents. Notez que certains auteurs représentent deux
capsides pour le VIH (une capside interne et une capside externe nommée matrice sous la
membrane). D’aprés RAVEN et al. (2007).

Capside

ADN
= (gaine protélgue)

bl

Virus bactérien. Les
bactériophages ont une
strucrire complexe.

() Microphotographie
électronigue et (&) dessin d"un
hactériophage T4 (quelques
plaques ant éré supprimées
pour montrer intéricur.

=]
0,05 pm
{a} L]

Fibre caudale

A FIGURE 78. Gros plan sur un Bactériophage T4. D’aprés RAVEN et al. (2007).

.

\\
J

ARN + protéines
de la

:II :Spike {'“_—-77._
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-
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Structure du SARS-coV-2.

A FIGURE 79. Structure du SARS-Cov2 (env. 100 nm), adapté.
D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).
Protéine spike = péplomere = spicule = protéine de pointe
HE = hémagglutinine estérase | E = Protéine d’enveloppe | M = Protéine de membrane
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¢. La présence fréquente d’une enveloppe (= péplos) de nature
membranaire

On appelle enveloppe ou péplos (figure 79) un reste de membrane plasmique de
cellule infectée enfermant la capside de certains virions. Cette structure peut
contenir des protéines utilisées dans l'infection des cellules (exemples : spike des
Coronavirus, gp120 du VIH).

Les virus sans enveloppe (ex. phage, VMT...) sont appelés virus nus.

2, Les virions, entités composées de matiére organique mais acellulaires et
«acaryotes »

Les virions sont composés d’eau et de matiére organique : acides nucléiques,
protéines + constituants membranaires en cas d’enveloppe (protéines, lipides,
glucides).

Les virions nayant pas d’activité propre, les virus sont dépendants des cellules
sur le plan énergétique (utilisation de I'énergie des cellules infectées) et
métabolique (utilisation des enzymes — dont les enzymes de I'expression génétique
— et métabolites de la cellule).

Dépourvus de cellules, on les dit acellulaires.

Dépourvus de noyau et plus généralement de tout compartiment cellulaire, on
peut les dire acaryotes.

3. Les virions, parasites pathogénes de cellules de tous groupes

Les virus parasitent tous les types d’étres vivants (Archées, Eubactéries,
‘plantes’, Animaux...).

On a méme découvert en 2008 des « virus de virus » ou virophages.

A FIGURE 80. Trois types de virions au microscope électronique : bactériophage S-PM2 (env.

200 nm), VMT (largeur env. 18 nm) et VIH (taille env. 100 nm).
D’aprés Wikipédia (consultation novembre 2015).

lls déclenchent généralement des symptomes pathogénes dans |'organisme
infecté, pouvant finalement parfois conduire a la mort de I'individu :

Exemple du VMT : déverdissement des cellules atteintes, modification de la
structure des cellules (donnant un aspect gaufré aux feuilles qui sont par
ailleurs maculées de taches blanchatres) (figure 81). Notons que le virus se
déplace par les seves mais aussi entre cellules proches grace aux
plasmodesmes, ce qui lui permet d’infecter toute la plante.

Exemple du VIH (figure 82): diminution progressive du nombre de
lymphocytes T4 aboutissant finalement a un état de systéme immunitaire
déficient qu'on nomme SIDA (syndrome de I'immunodéficience acquise) ou se
développent des maladies opportunistes (pathologies dues a des agents
infectieux qui proliféerent face a des défenses immunitaires faibles) qui
finissent généralement par emporter le patient.

Exemple du SARS-Cov2: ce virus a déclenché une pandémie humaine
mondiale apparue fin 2019 et encore présente a ce jour. Le virus touche divers
types cellulaires des voies respiratoires mais aussi parfois des cellules
digestives, nerveuses, immunitaires...

Exemple du phage lambda : en cas de cycle lysogénique (voir plus loin), il y a
lyse de la Bactérie hote par éclatement lors de la sortie du virus.
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4. Les virus, entités évolutives a I'origine discutée [pour information]

a. Des entités génétiques qui subissent des mutations
e Comme les étres vivants, les virus évoluent (les genes des virus accumulent des
mutations) et il est donc possible de réaliser des phylogénies moléculaires pour
envisager leur apparentement.

b. Petit détour sur les origines du vivant (organismes cellulaires)

e De nombreuses hypothéses existent sur I'origine du vivant et il est souvent
admis que le vivant proviendrait d’'une évolution chimique prébiotique (précédant
I’état cellulaire) ayant donné les molécules organiques qui se seraient peu a peu
organisées.

e L’apparition de I'information génétique (vraisemblablement sous forme ARN mais
il 'y a pas unanimité) est, pour la plupart des auteurs, clairement antérieure a
I'apparition des cellules.

¢. L’origine des virus : diversité des hypothéses possibles

A FIGURE 81. Tabac atteint par la mosaique. e Un certain nombre d’hypothéses quant a la place des virus dans cette évolution est

D’aprés Wikipédia (consultation novembre 2015). avancé. On peut en citer trois principales :
= Les virus seraient contemporains des premiéres cellules et auraient émergé
Déficience plus apparente une seule fois a 'époque ou devaient foisonner de nombreuses formes de vie
_ de la fonction immunitaire; « précellulaires » dont la plupart n'ont pas persisté et ont aujourd’hui disparu :
Intection, symptGmes mineurs, apparition de malades . . . . . . .
Fara e A tion i caractristiques comine virus et organismes actuels (ces derniers dérivant de LUCA) seraient ainsi
neeuds lymphatiques les mycoses S les deux formes d’organisation biologiques ayant persisté et évolué jusqu’a

[ B | .

0s S nosjours. . o
' goncenn'auon relative = Les virus seraient préexistants au vivant. De nombreuses protéines présentes
] ti T 2 S A . . . e . .
£ osd i /— 8 i clectionsmmiialie drilnes B BN a la fois chez les organismes et chez les virus auraient été transmises au vivant
22 wod \ dans s tissus lymphatiques. S par transferts horizontaux, comme les protéines impliquées dans la réplication
g5 07 e ) A eee o
=T R DT de I’ADN par exemple. Cette hypothése est difficile a défendre pour nombre
<\ 067 relative de ViH . d’auteurs qui soulignent que les virus ne sont pas des entités autonomes et
L 6 La population virale augmente graduellement, M . e . , B . N y . A
3% 05 AR G & mesure que le VIH est libéré des tissus qu’il parait difficile d’envisager des virus sans que les hotes n'aient préalablement
BY o4 lymphocytes T, ?ﬁﬁf_‘i‘p‘gf_;ﬁmﬁ te nombre de lymphocytes T existé. Il se pourrait toutefois que les premiers hétes soient des formes de vie
it~ 4 auyiliaires di I . 3 . 2 . _a .

&3 inconnues n’ayant pas laissé de descendance jusqu’a nos jours.

0.3 7 © On constate une baisse importants des = Les virus seraient apparus de multiples fois (et continueraient
£ o021 [ eIt es AT Al £t e300 d’apparaitre ?), en méme temps ou aprés les premiéres cellules, a partir de
3 ] [ souches bactériennes ou_eucaryotes (voire d’Archées) en acquérant une

) " I " > T~ " . . .

¢ relative autonomie a partir des génomes d’étres vivants dont ils sont issus qui
o i T ] s 5 4 X 5 s auraient connu une réduction drastique de leur taille. Certains auteurs
Arindos aprs e btk da Pistection a§5|mlle_nt les génes viraux a dlgs séquences mobiles dans les génomes
d’organismes vivants (un peu a l'image des transposons) se propageant par

Stades de I'infection au VIH, infection de cellules, les virions en étant les vecteurs.

A FIGURE 82. Effet du VIH sur le fonctionnement immunitaire humain. e . . , .
D'aprés CAMPBELL & REECE (2004). d. Ladifficulté de brancher les virus sur I'arbre du vivant

o Sil parait difficile de trancher entre ces trois positionnements (qui demeurent
hypothétiques et largement spéculatifs), il est toutefois bien établi aujourd’hui que de
nombreux génes sont communs entre organismes vivants et entités virales, ce
qui démontre que de nombreux transferts horizontaux sont intervenus et
interviennent au cours de [I'évolution entre les virus et les cellules qu’ils
parasitent. L'étude de ces génes viraux et de leurs homologues chez les étres
vivants permet d’inclure les virus dans des phylogénies avec des organismes
vivants. On obtient ainsi les liens de parenté entre génes qui permettent de
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positionner des hypothéses de transferts horizontaux sans toutefois que ces liens
ne représentent nécessairement les liens des organismes et virus concernés.

e L’'existence de virus géants (encadré |) semblant jeter un pont entre monde viral
et monde cellulaire.

Certaines phylogénies tendent a montrer I'unité du monde viral et a le présenter comme une
branche phylétique singuliére alors que d’autres phylogénies suggéreraient que les virus sont
un ensemble polyphylétique de lignées se branchant en de multiples endroits sur I'arbre du vivant
(il y aurait alors eu convergence de I’acquisition de I’état viral qui peut alors étre vu comme un
état de vie régressé).

Encadrél Les virus géants ou girus (giant virus)

(Au-dela du programme : pour information)

» On connait depuis quelques années des virus géants (parfois appelés girus, contraction de
I'anglais giant virus) qui présentent un nombre de génes trés important, largement supérieur a ce
gu’on trouve dans la plupart des autres virus : un virus géant est caractérisé par une taille
supérieure a 0,2 pm et un génome formé de plus de 300 000 pb (la ou les virus « traditionnels »
ont un génome de taille souvent située autour de quelques milliers voire dizaines de milliers de pb
maximum).

» Les plus fréquents sont les grands virus nucléocytoplasmiques (NCLDV pour
nucleocytoplasmic large DNA viruses), en particulier ceux associés aux ‘amibes’ comme les
Mimivirus ou encore les Pandoravirus récemment découverts en 2013 (il y aurait jusqu’a 2500 génes
au sein de ces derniers).

» C’est sur les girus qu’ont été basées la plupart des phylogénies essayant de positionner le
monde viral par rapport au monde vivant.

» Il est intéressant de noter que si les virus amibiens sont ceux avec les plus gros génomes
viraux connus, les ‘amibes’ sont également de leur c6té les organismes vivants chez lesquels on
a trouvé les génomes de plus grande taille.

B. Infection, parasitisme et reproduction des virus

1. Fonctionnement des virus : une vue d’ensemble

Voir tableau XI.

Vv TABLEAU XI. Notion de cycle viral et comparaison de celui du VMT, du VIH et d’'un phage.
D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

Quelles sont les principales étapes

du cycle viral ?

* Le cycle viral peut &ire décomposé en guatre a cing étapes

— llinfection ;

— lintégration éventuelle dans le génome de la cellula hite ;

- l'expression de llinformation génétique virale grace 4 la machinerls cellu-

laire de la cellule

héte ;

- la reconstitution de virions (matériel génétique viral, capside, et protéines

éventuelles) ;

- la propagation du virus (par sortie de la cellule) et I'infection d'autres cellules.
Chaque virus présente des variantes de tout ou partie de ces étapes (Tableau 5).

VMT
Passive par des insectes
pigueurs,

Intégration
dans le génome

Non,

=5 Un ARN cu ADN viral est dit +

fresp. <) sl il est directement
codant [resp. siil deit &tre rétro-
transcrit).

= Llinfection peut &tre active (en

faisant intervenir un des com-
posants viraux) ou passive (par
lintermediaire d'un acteur extérisur).

génome de I’héte.

On appelle provirus le génome
viral quand il est intégré au

VIH

Active par reconnaissance de
protéines membranaires {CD4
des lymphocytes) et fusion des
deux mambranes.

Pﬁnge

SARS-Cov-2

Active par destruction de la paroi

{ysozyme} et Injaction de "ADN
viral sous forme lindaire.

Reconnaissance des récepteurs
ACE2 et endocytose des virions

Rétrotranscription de I'ARM viral
en ADM,,, puis intégration
iréversibe 3 I'aide de 'intégrase
virale = provirus,

Intégration réversible, uniquement
dans la vois lysogénigue =
prophage.

Non.

Traduction précocs (réplicases
bin + et brin -}
Réplication de I'ARN viral,

transiocasa).

des virions

Propagation

Auto ga.
Jusgu'a 60 milllons de virus par
cellide.

Traduction tardive {capsoméres,

Transcription at tradustion du
provirus.

Association des protéines et de
PARN viraux,

Inserfion de protéines virales
dans la membrane plasmigue.

Transcription précoce
{méthylases, ADNases, régulation
des génes tardifs)

Transcription tardive (capside et
ADN polymérase viraka).

Traduction précoce (réplicases
brin + et brin —)

Réplication de 'ARN viral.
Traduction paralléle (passage
par le REG et le GoLGI)

d'assemblage.

Assemblage au niveau du REG
et du GoLel — vésicules
d’exocytose.

De prache en proche par les
plasmodesmes,

Bourgeonnement des virus a

Eclatement de la callule.

partir de la membrane plasmique,

Lyse de la bactérie par chac
osmotigue (lysozyme).

Exocytose dans les voies

respiratoires et transmission

aéroportée.

Cyele viral

2. Modalités de pénétration des virus dans les cellules hotes (infection)

a. Premiére possibilité : pénétration passive (cas du VMT)
Le VMT ne posséde pas d’enzymes capables de dégrader la paroi cellulaire : il
se propage par des blessures.
Les phytophages (comme les Pucerons) peuvent aussi servir de vecteurs.

b. Deuxiéme possibilité : fixation sur la cellule hote (cas du SARS-Cov2 et

des phages)
e Cas du phage

fixation sur une protéine spécifique de I'héte, déclenchant
I'injection de I’ADN viral dans la cellule.
Cas du VIH: présence de la protéine gp120 de I'enveloppe qui se fixe au
marqueur CD4 des lymphocytes T helper (auxiliaires) provoquant la fusion des
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membranes du virus et de la cellule. La capside pénétre dans la cellule et s’y
désagrege.

e Cas du SARS-Cov2 : fixation de la protéine spike sur une protéine spécifique de
I’hote (ex. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2, enzyme de conversion de
I'angiotensine 2), déclenchant 'endocytose des virions.

3. Les cycles viraux des exemples étudiés en détail

e On peut appeler cycle viral I'ensemble des étapes allant de Iinfection d’une
cellule a la production de nouveaux virions (figure 83).

a. Vue d’ensemble

ADN

Virus

=— Capside
Entrée dans la cellule
et ibération de I'ADN
Cellule I

o P

ADNviral  ARAAAR

LA

@ rReplication Transcription

AAASAN ARNmM

Traduction

Protéines c
| de la capsuie =

© Autoassemblage des
nouvelles particules
virales, qui finissent
\ par sortir de la cellule /

Représentation simplifiée du cycle de réplication
d'un virus. Un virus est un parasite intracellulaire obligatoire qui se
multiplie grace aux structures et aux fonctions métabeligues de la cellule
héte. Dans cet exemple de cycle de réplication wiral, le plus simple de tous,
le parasite est un virus 8 ADN dont la capside ne comporte qu'une seule
sorte de protéine. o Aprés avoir penétré dans la cellule, I'ADN viral utilise
des nucléotides et des enzymes de |'hdte pour se répliquer. @ || produit les
pratéines de sa propre capside (suivant la transcription et la traduction)
& 'aide d’autres matérialix et d'autres structures de 'hate, €) UADN viral
nouvellement formé et les protéines de la capside s'assemblent ensuite
pour former de nouvelles particules virales, qui quittent la cellula,

A FIGURE 83. Cycle viral. D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

b. Les deux cycles des Bactériophages (cycle lytique, cycle lysogénique)

Phage 4!’%

ADN phagigue —

2%

)
\ ____:::;—_—_/—Q Cycie Iyth ue |

Lyse cellufaire et liberation des phages.

\ m
Synthése d’ADN et de protéines

phagiques ; ceux-ci sont assemblés
en de nouveaux phages,

Le cycle lytique et le cycle lyso-
génique chez un phage tempéré, le Phage A.
Aprés dvoir pénétré dans fa cellule bactérienne,
I'"ADN d'un phage & peut soit s'intégrer au chro

=\

2 Yailh

Le phage se lie & Die temps a autre, un prophage sort
Ia_c_el_lulc— héte et du chromasome bactérien; un cycle
lui Injecte son ADN, ‘y‘[ique COMmesnce.

Aprés un grand nombre de
divisions cellulaires, une colonie
bactérnenne infectée par

le prophage est formée,

L AI?N phagigue La bacier\e s reproduit n-::frmlement.
devient circulaire copie le prophage et le transmet aux

cellules filles.
U Prophage /
A //——_ﬁj
D)
L"ADN phagigue s‘intbgre dans

ie chromosome bactérien et
devient un prophage

commander immédiatement la production d'un hitte pendant de nombreuses générations,
arand nombre de phages A (cycle lytique), Dans la Le Phage A n'a qu'une seule fibre caudale, gu
plupart des cas, i suit le cycle lytique, Cependant, Bst courte et qui n'apparait pas sur ce schéma.
ure fois |2 cycle lysogénique amorce, e prophage

mosome bactérien (cyde lysogénigue), soit

peut demeurer dans le chromosome de la cellule

A FIGURE 84. Les deux cycles des Bactériophages : cas du phage A.
D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

a. Le cycle lytique, un cycle sans provirus qui aboutit a la libération de nouveaux
phages par lyse bactérienne
e Le cycle lytique (figures 84-85) est le cycle virulent du phage (= cycle conduisant
a la multiplication du virus et aboutissant a la lyse de la cellule) :
= Infection : elle est permise par :

o l'accrochage du phage sur la bactérie au moyen de ses fibres
caudales... mais certains bactériophages n’en ont pas, voire
n’ont méme pas de queue !

o et linjection du génome dans la Bactérie : la gaine caudale
serait contractile chez nombre de Bactériophages (cas
envisage figure 9, mais cela n’explique pas ce qui se passe chez
les phages sans queue) ; l'intervention d’enzymes digérant la
paroi bactérien — les lysozymes — est en outre citée par de
nombreux auteurs.

= Circularisation du génome grace a une ligase (enzyme souvent apportée par le
phage). Le génome viral cyclisé est alors traité comme un plasmide par I'hbte.
= Intégration du génome viral dans le génome de I’héte : pas dans ce cycle.
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Transcription précoce : 'ADN phagique est transcrit par les ARN polymérases
de I’héte, ce qui permet la production de protéines (enzymes notamment)
indispensables a la réplication de ’ADN phagique.

Transcription tardive : les multiples copies de ’ADN phagique sont ensuite a
nouveau transcrites, ce qui permet notamment la production de protéines
structurales du virus.

Reconstitution des virions: il y a assemblage des particules virales avec
encapsidation de I’ADN phagique.

Lyse cellulaire et libération des virions: la perturbation de [Iactivité
génétique de I’hote par la présence du virus entrainerait un moindre
renouvellement des constituants moléculaires de la cellule (ce qu'on appelle
le turn-over moléculaire), y compris au niveau de la membrane et de la paroi, ce
qui finirait par provoquer la lyse cellulaire, libérant ainsi les virions. Notons que
certains auteurs avancent la encore l'intervention du lysozyme qui digérerait cette
fois de l'intérieur les limites bactériennes (cas de la figure 9).

@ A V'aide de ses fibres caudales, le Phage
T4 adhére 3 des récepteurs spécifiques
situés sur la membrane externa de la
Bactérie £ coil.

ADN de la Bactérie
E, colf

© L phage commande alors |a praduction
d'une enzyme qui digére la parot cellulaire
de la bactérie, e lysozyme. Lorsque 53
parol est endommagee, |a callule gonfle
et finit par éclater sous 'effet de |2
pression osmotigue, Elle livere de
100 & 200 particules phagiques.

Cycle lytique du Phage T4.

Le Phage T4 posséde enwiron 100 génes, qui sont
transcrits et traduits par les st i
hte, Une fois que celle-ci est infecté 18

premiers génes du phage a &tra traduit code pour

A FIGURE 85. Focus sur le cycle lytique : cas du phage T4. D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

9 La gaine de fa queus du phage se contracte;
elle enfonce un cylindre creux a travers |a parol
et la membrane plasmigue de |3 bactérie. Le
phage injecte zlors son ADN dans la cellule

©) L= capside vide demaure 4
I'extérieur de la ceflule comme un
«fantome », L'ADN de la cellule
subit un processus o' hydrobse

;_ .!*—’_'ﬁﬁ_;\}
\\:’3—* rzs'lq""' \,;.a

/ Assemblage du phage

9 Sous |a direction de I'ADN du phage, les structures
métaboliques de ia cellule bactérienne produisent
des proteéines phagiques, Des nudéotides prove-
nant de la dégradation de I'ADN bactérien entrent
dans |a fabrication des copies du géname phagique.
Puls, ces parties de phages se ragroupent. Trois |eux
distincts de protéines s'assemblent de fagon 8
former les tétes, les queues et les fibres caudales
tes phages.

urig enzyme qui découpe I'ADN de la cellule hite
(étape 3). L'ADN du phage n'est pas découpé,

ent une forme madifige de
quie |' efl me ne reconnalt pas. L'ensemble du
Iytique = & partir du contact entre le phage et |

B. Le cycle lysogénique, un cycle latent avec provirus (prophage)

a. Un cycle qui coexiste avec le cycle lytique

o Le cycle lysogénique (figures 84) est un cycle latent du virus qui se met en
place chez certains phages sous des conditions encore mal élucidées.
Néanmoins, on a mis en évidence I'existence de génes qui activent ou inhibent
I’'un ou lautre des cycles.

* Les phages qui présentent ce cycle peuvent alors étre appelés phages tempérés.

o |l arrive que certains phages n’entrent plus jamais en cycle lytique, devenant ainsi
avirulents.

* Notons que les phages sont d’importants vecteurs de transferts géniques entre
bactéries (on parle de transduction génétique) et cette propriété peut étre utilisée
en génie génétique.

e Le passage d’un cycle a I'autre s’appelle commutation.

B. Modalités du cycle lysogénique
e Lecycle lysogénique (figure 84) comprend :

= Infection : comme dans le cycle précédent.

= Circularisation du génome comme dans le cycle précédent.

= Transcription précoce : 'ADN phagique est transcrit par les ARN polymérases
de I’héte, ce qui permet la production d'un répresseur du cycle lytique et d’'une
intégrase.

= |ntégration du génome viral dans le génome de I’hote : l'intégrase permet
l'intégration du génome viral dans le génome de I’héte. Le génome viral est donc
un provirus (qu'on peut ici appeler prophage). L'intégration se fait au moyen de
sites d’attachement présents dans le génome viral et le génome bactérien
(figure 86).

—— ADN du phage A

ADN d'E. coli
Opéron B Opéron
galactose biotine
Intégrase Site
de recombmamcm de recombinaison
remproque réciprogue
ADN d'E. coli ADN 7. ADN d'E. cofi

Intégration du phage A dans le chromosome d’E. coli

Le mécanisme d’intégration est une recombinaison réciproque (crossing-over) qui s'effectue entre

un site d'attachement spécifique présent sur 'ADN circulaire de A et une séquence
correspondante située entre les opérons galactose et biotine du chromosome bactérien. Par le
mécanisme inverse, le prophage A quitte le chromosome et se répligue, le cycle devient lutique.

A FIGURE 86. Intégration du génome phagique dans la Bactérie héte. D’aprés BREUIL (2007).
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= Inactivité du phage et multiplication bactérienne : pendant de nombreux cycles,
la bactérie se multiple par divisions cellulaires sans que le phage n’entre en
activité.

= Sortie du cycle lysogénique et entrée en phase lytique (commutation): il
arrive qu’une bactérie sorte du cycle lysogénique et entre en cycle lytique.

La lysogénie est le fait, pour une bactérie, de porter dans son génome le génome d’un
Bactériophage (la bactérie est qualifiée de « lysogéne »).

¢. Cycle du Virus de la mosaique du tabac (VMT)
e Le cycle du Virus de la mosaique du tabac (VMT) se déroule sur 1 a 3 jours et
comprend les étapes suivantes (figure 87-88) :

Paroi pectocellulosigue

Début de la synthése
du brin -
e

Cytoplasme O

3
Brin —

5
.
o @frthise aubrn-]

3 e——— 5'Brin-
: 3'Brin +

5

qsl,rnthése de I'ARN pol. |

3
g Brin + Synthése du brin +
_.Um + début traduction ARN +
* O ge 3 @fpecapsivaiion] 3 =
- S ARN:+ 9 Synthese
cdes protéines

Blessure

& d’autres cellules

pener

a
L2} Montage du virus

w

3' ARNm viral = ARN+ %% Protéine de la capside

§' ———————13' ARN antimessager viral = ARN- Ribosome
ARN polymérase ARN dépendante virale

Cucle du VMT

A FIGURE 87. Cycle du VMT : version longue. D’apres BREUIL (2007), corrigé.

= Infection : elle est permise par une blessure et/ou un vecteur phytophage.

= Intégration du génome viral dans le génome de I’héte : inexistante.

= Décapsidation et traduction : '’ARN viral (noté +) est libéré de la capside et
traduit par les ribosomes de I'hdte, ce qui permet la production d'une ARN
polymérase virale.

Réplication de I’ARN viral : 'ARN + est alors répliqué par 'ARN polymérase en
une multitude d’ARN complémentaires (notés ARN -). Ces ARN — servent
ensuite de matrice a la synthese d’ARN + par ces mémes ARN polymérases.
Synthése des protéines phagiques : les ARN + sont traduits par les ribosomes
de I'hote en protéines virales, notamment celles de la capside.
Reconstitution des virions: il y a assemblage des particules virales avec
encapsidation de I’ADN viral.
Libération des virions: les virus se propagent par les séves ou par les
plasmodesmes a d’autres cellules.

penétration du VMT

par une blessure E

-

décapsidation
siien
u?{’a?’« °.,§ o

ARN+ viral

synthése de protéines
virales a partir
de I'ARN+

production d'un ARN-
assemblage a partir de 'ARN+

par encapsidation

migration de
cellule a cellule
par les plasmodesmes

Le cycle du VMT.

A FIGURE 88. Cycle du VMT : version courte. D’aprés PEYCRU et al. (2010a).

d. Cycle du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) [pour information]

e Le VIH est un rétrovirus, c’est-a-dire un virus a ARN présentant une transcriptase
inverse (ou rétrotranscriptase) permettant la rétrotranscription de 'ARN viral

en ADN pouvant s’intégrer au génome de I’héte. Son cycle est résumé trés
simplement par la figure 89.
¢ Notons que ces virus pourraient avoir un réle évolutif, ajoutant des génes aux
génomes.
o Cette propriété est utilisée en génie génétique.
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e. Cycle du SARS-Cov-2

| 1. La glycoprotéine gp120 & la
surface du VIH s'attache & CD4

et & un des corécepteurs de la glycoprotéine "spike" ? organisation longitudinale du génome
surface d'une cellule CD4T, . , 30kb ,
' 5, | 2. Le contenu du virus pénétre | al:;;el‘sez'\;oetlec:ne: (] 5 3
Transcriptase — dans la cellule par fusion avec la] Pp! li_
inverse 5 membrane plasmique _ : protéines ~

séquences chevauchantes séquences codant de la capside
codant pour les pour les protéines ) \_-
polymérases intervenant virales (ex. : Spike) ARN (debarrasse/,v N
dans la reproduction virale dela capside)/,-’

ARN viral
Recepteur CD4 \
Coréoepteur CCRS 3.la h'zns‘criptasa inverse [ ?‘”L @: K
ou CYXCR4 catalyse d'abord la synthése Transcriptase OQ (a) GW;
d'une copie ADN de I'ARN viral Inverse § { @ 2=
et, ensuite, un second brin Tr @\ ‘\‘\ d af‘-,;,ﬁlf’ fixation - *
d'ADN complémentaire du 8./ \ 67__';_,
HIsHTIO membrane 8= 8 __— &
; = Yoy
plasmique = '
ADN 6@?’1’;& \‘j\gw ACE2
a— —h-.___\ |c:aténaire W
’ ADN de 4. "ADN bicatén B
aire est
- celllichios % ensulte incorparé & 'ADN '-l
Sortie des virus de la cellule hote. | /
par bourgeonnement \‘, /
chez les macrophages N 5 (b)
\' ZS | ¥ endocytose
é \ AR y/g Z" libération du virus exocytose
/—\ 4
B, Des particules de VIH complétes Qf \@ \ )
sont assemblées. Dans les . Naoyau décapsidation \
macrophages, le VIH bourgeonne @ _é N\ formation de la nouvelle
sans rompre la cellule, Dans les Ribosome — e ? 5 3 enveloppe
celiules T, le VIH sort en brisant \/ =
la cellule et en la tuant. C‘% k/
5. La transcription de I'ADN produit
un ARN qui peut servir de génome
aux nouveaux virug et étre traduit en
protéines virales. | “)
copies génomiques ~
3 ~/~ encapsidation
Cellule GD4™ 3 7
- A
Sortie des virus | 5 3 N\
par lyse des cellules T3 / /_/ ﬁ (d)
— 3
3 L ——— ——
Cycle d'infection par le VIH. Le cycle débute et se clature avec des particules de VIH libres dans le sang humain. Ces viros libres infectent les

4 .
5 3 - . N
lymphocytes possédant des récepreurs CD4, les cellules appelées CD4 copies subgénomiques __:)
A FIGURE 89. Cycle du VIH. D'aprés RAVEN et al. (2007), corrigé. REG. :
Ce schéma est tres indicatif et assez vieux... Il semblerait que la décapsidation n’intervienne que '
tardivement et que la rétrotranscription se fasse dans la capside. .
A FIGURE 90. Cycle du SARS-Cov-2. D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021).
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e Le cycle viral du SARS-Cov2 (figure 90) peut étre résumé comme suit :

- : L it . LES VIRUS, DES ENTITES NUCLEOPROTEIQUES A GENOME COMPACT
= Infection : elle est permise parla fixation de la protéine S (spike) sur des

récepteurs de la future cellule héte, ce qui déclenche I'endocytose des virions. fi T N S ARN + Protéine S—.__
» . , . , ~ . Y téna o
= Intégration du génome viral dans le génome de I'héte : inexistante. P J"";ﬁ:?;:gj; oo holde Glycoprotéine —
= Décapsidation et traduction : 'ARN viral (noté +) est libéré de la capside et fiA
traduit par les ribosomes de I'hdte, ce qui permet la production d'une ARN =1 £ L.LAL'&'M‘”
polymérase virale. | - i ! ! .
= Réplication de I’ARN viral : TARN + est alors répliqué par 'ARN polymérase en - : ' sk
une multitude ’ARN complémentaires (notés ARN -). Ces ARN — servent = _ "ormant CLLITISY priadine
B ] S Y 3y ~ ra ribre — ok o i -
ensuite de matrice a la synthése d’ARN + par ces mémes ARN polymérases. coudale 2 elcadle S d — g
- - - - = — Bactériophage lambda Virus de la mosaique du Tabac (VMT) Sars-Cov-2 (coronavirus)
Deux types d’ARN+ sont produits : des ARN+ complets (dits génomiques) préts a étre R
I . , h ; : - - Organisation du génome
encapsidés, et des ARN+ tronqués (dits subgénomiques) qui sont traduits en protéines virales AN AW genme _
par les ribosomes de la cellule héte avec adressage dans le REG. PRl AR Tl AR moncat ke
N . . - - 5 E | 5
= Synthése des protéines phagiques : les ARN + sont traduits par les ribosomes L—»'«—»'e_—»' l PR i ¥
A . N . N Génes Rc:non Genes genes "
de I'héte en protéines virales, notamment celles de la capside, de I’enveloppe... acchOD t
adressées de maniére cotranscriptionnelle dans le REG ou elles sont intégrées v C“ﬂ“i”‘“!mf"lsd“Cﬂﬂmdc'“luw
a la membrane, sauf les protéines de nucléocapside qui restent cytosoliques. 50460 protéines dfférentes Apraremes 16 ptdines 4 protéines swucturdles
= Reconstitution des virions : il y a assemblage des particules virales dans nenstueurales gl L
I'appareil de GOLGI avec encapsidation de I’ADN viral. UNE DIVERSITE STRUCTURALE LIEE A UNE DIVERSITE D'HOTES e Fronaeiis
= Libération des virions : les virions, présents dans des vésicules d’exocytose, - o
0o | il Bactériophage § o Periétration diVMT Entrée du vinus
sont libérés par exocytose. \$) L Fet il_la —T lpar une blessure par fusion membranaire
| —?_———AIJN ol de ta _-'.\F_|\I ~ Cotonavirus
= — vira
(™ Faral Noyau
Membrane
plafmluuc ,‘r"'q:nn
Escherichia coli ) e Récepteur
< ation puls injecti i Cellule foliaire Entrée du virus ACE2
Fixation puis injection de I'ADN dans la bactérie parendocytose

[ Protéine CD147
Endocytose

Cellule pulmonaire
LES VIRUS, PARASITES INTRACELLULAIRES OBLIGATOIRES, DETOURNENT LA MACHINERIE D’EXPRESSION DE L'HOTE

ARM poymérase
virale

de —
la cellule hote

(D) Pénétration du VMT
par une blessure VMT — _,gj@,/

(@) Décapsidation et libération _// )
de I'ARN+ viral 2 \

(@) Synthése de la polymérase virale

par les ribosomes de fa cellule hate

{@) Synthése de brins d'ARN
complémentaires de |'ARN+ viral =
replication par 'ARN polymérase virale

Lﬁ’;

ARN viral +
L

'VI.

I 5 ARN-

PORRRRNI (5) Ces ARN - servent de matrice

a la synthése d'ARN+ par la méme
ARN palymeérase
B (@ Synthése des protéines de la capside
/ par les ribosomes cellulaires

(@ hssemblage des virions

Protéines de la capside (&) Transmission & d'autres cellules

v  Les virus ou particules virales sont des entités nucléoprotéiques
comprenant un acide nucléique (sous forme d’ADN ou d’ARN) LES VIRUS NE SONT PAS PLACES DANS L'ARBRE DU VIVANT
constituant le génome viral, et des protéines.

v On distingue des protéines a role structural, formant la capside, et
parfois des protéines a réle enzymatique.

v Les virus sont trés divers et possédent parfois une enveloppe
lipoprotéique.

Bilan (adapté du

Arbre du vivant Nombreux génes communs entre arganismes vivants et entités virales
=2 transferts horizontaux de génes entre virus et leurs hotes

programme)

Atiéss Les virus ne sont pas considerés comme des &tres vivants
Pasdec
Aucune activitg métaboligue
Fas de reproduction autonome

Bactéries

Eucaryotes

A FIGURE 91. Bilan sur les virus. D’aprés SAINTPIERRE, BORDI et al. (2021).
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Bilan

UN GENOME D'ACIDE NUCLEIQUE
Ungénome * T T T 1T T 11 3

e - & T T &G
e J'ADN TG € hAhTC
o T I I U 1 O 5
ks ou
d'ARN CUAGUUSE
UN GENOME D'ADN POUR LES CELLULES
Cruantits
d'ADN
Génome dans le noyau et les organites interphase | mitase
. ADN Séquence InTagdnigue P
. odant

nucléaire

5

5 P 7 ¥
TR LR, .
C i % 4 ¥ 3 chromasomes
g T BUEARYGLES
== \ findaires

om L&) —=am

™
de Promuoteur
éplication -
/
| 5 \ _// 5
- i =
o = e 3 réplicatior
[ElPleacireacs
3 t - H.5
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Cistrons, | 1
du ' '
nucléaids

B O
=
Génome dans une capside i [ + |—! "
.'|||<-0ll ".'('.I.. L | Bactérie
A T e . J I
i IIEJ [ 3 ” o
lmbda | | [

Eucaryota
détournde| | wigétale

ADN

ps
bicatanaire [ Transcription  Réplication
Tra ARNmM
o
sG] Eucaryote
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“RNHL'FE'L-”\ Protéine ADN
. . L ARN
/Ln-.»:-opae monocaté ’_\\ in
# +Capside positif
ARN [ -

30 10° plo "
Coranavins 731 5'mG |

00 nm |

Génomes
réduits

A FIGURE 92. Bilan sur les génomes. D’aprés SAINTPIERRE, BORDI et al. (2021).

Pour faire une fiche de révision : quelques pistes

Il est conseillé de maitriser les grandes lignes du plan
Le plan ne doit pas étre percu comme un carcan figé, ou comme un modeéle de plan de dissertation a ré-
utiliser en devoir, mais bien comme un outil d’apprentissage et de structuration des concepts
importants. Vous pouvez en recopier les grandes lignes ou annexer le plan du polycopié
directement.

Il est conseillé de réaliser un lexique des principales définitions.

Il est conseillé de reproduire les schémas (et tableaux) majeurs :
Liste indicative.
- Support de I'lG
[° Expériences de GRIFFITH (1928), AVERY MACLEOD & MCCARTY (1944),
HERSHEY & CHASE (1952) ?]
° Nucléotide
° ADN
° ARN (notamment ARNt)

- Techniques

° Electrophorése

° Séquengage (méthode de SANGER : autoradiographie / fluorescence)
° Alignement de séquences

° PCR et ses variantes (QPCR, RT-PCR, qRT-PCR)

° Enzymes de restriction (coupures en baionnette et bouts collants)
° Hybridation in situ, FISH

° Southern Blot, Northern Blot, Western Blot

° Puces a ADN

° Avantages / inconvénients de la transgénése

° Technique de 'ADNc

[° Techniques variées de transgénése a avoir compris]

° CRISPR Cas9

° NEHJ, HDR

[° Principe du criblage]

[° Techniques de mutagenése a avoir compris]

° Knock-out, knock-in

° Géne rapporteur

° Retard sur gel (EMSA)

- Génome bactérien

° Tableau comparatif Bactéries / Eucaryotes
° Génome bactérien, chromosome bactérien
° Opéron (exemple opéron lactose)

- Génome eucaryote

° Histones et fibre nucléosomique

° Role de H1

° Niveaux de condensation de 'ADN

[° Transition eu-/hétérochromatine]

° Chromosome double condensé

° Hybridation géne / ARNm

° Géne eucaryote

° Courbes de renaturation de ’ADN

° Tableau de la diversité des séquences
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- Virus

° Tableau du génome des trois virus au programme
° Virions au programme

° Cycles des virus au programme

Vous devez en outre savoir / pouvoir exploiter des données

expérimentales faisant appel aux techniques au programme.
(") N'oubliez pas d’apprendre quelques données chiffrées !
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Plan du chapitre
Objectifs : extraits du programme 1
Introduction 1

. La nature et I'’étude des génomes
A. Les acides nucléiques, des hétéropolyméres (séquencés) de nucléotides porteurs d’'une

information
1.

L’ADN, support universel de I'information génétique des étres vivants (cellulaires)
Une molécule bicaténaire
Des brins orientables : extrémités 5’ et 3’
Structure secondaire et tertiaire : deux brins antiparalléles organisés en double hélice
Une molécule qui respecte les régles de CHARGAFF
L’ADN, une molécule séquencée capable de porter une information
a. La capacité de porter une information : approche intuitive
. Le caractere universel du codage de I'information génétique : mise en évidence par la
transgénése 6
f. Un codage par triplets de nucléotides de 'ADN (= codons dans 'ARNm) : le code
génétique 7
a. Un systéeme de correspondance (quasi-) universel entre séquence nucléotidique et

pooow
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séquence peptidique 7

. Un code ponctué : des codons initiateurs et terminateurs de la traduction 7

y. Un code caractérisé par sa redondance (ou dégénérescence) 7

g. La notion d’'ORF, cadre ouvert de lecture 7
h. L’ADN, une molécule en interaction avec des protéines qui s’exprime, se conserve, se
transmet et peut varier 8
2. Les ARN, des copies plus ou moins transitoires de portions d’ADN concourant a I'expression
génétique (ou supports de I'information chez certains virus) 8
a. Les ARN, des acides nucléiques plutdt monocaténaires (pouvant se bicaténariser)
constituant des copies de petites portions d’ADN 8
b. Des molécules variées participant a I'expression génétique 9
c. Etude sommaire d’un exemple : un ARN de transfert (ARNt) 9
B. Des génomes étudiables par des techniques de biologie moléculaire 11
1. Notions de techniques de biologie moléculaire et biotechnologies 11
2. Les électrophoréses sur les acides nucléiques 11
3. Les méthodes de séquencage des génomes et leurs prolongements 12

a. Le principe d’'une méthode historique de séquencage de petits fragments : la méthode
enzymatique de SANGER (1977) 12
b. L’existence de techniques plus modernes et moins colteuses : le séquencage haut debit14
c. La possibilité d’aligner les séquences et de rechercher les fragments chevauchants pour

aboutir a une reconstitution de longues séquences 15
d. La bio-informatique au secours du séquencage et de I'annotation des génomes ; notions
de génomique (structurale / fonctionnelle) et de métagénomique 16
e. La taille des génomes et sa non-corrélation avec la position phylogénétique des
organismes : le paradoxe de la valeur C 16
f. Le barcoding (et le metabarcoding) : des séquences d’'un gene hautement conservé pour
désigner les espéeces 17
g. L'existence de banques de données assurant la mutualisation mondiale des portions
séquencées et des protéines connues 18
4. L’amplification des séquences nucléotidiques 19

a. L’amplification de séquences d’ADN : la réaction de polymérisation en chaine (PCR) 19
b. L’amplification de séquences d’ADN issues d’ARN : la PCR apres rétrotranscription (RT-
PCR) 20

o

c. Une approche quantifiée de la PCR et de la RT-PCR: la PCR et la RT-PCR quantitatives

(= en temps réel) que I'on note gPCR et gqRT-PCR 21
L'utilisation d’enzymes de restriction dans le découpage de 'ADN 21
a. Des endonucléases bactériennes qui reconnaissent et découpent des séquences-types
généralement palindromiques (sites de restriction) 21
b. L’existence de sites de restriction en baionnette permettant de générer des bouts collants
utiles en génie génétique 22
c. L'utilisation d’enzymes de restriction dans la production de certaines empreintes
génétiques 22
d. L’établissement de cartes de restriction 23
Des outils de recherche et de détection de séquences nucléotidiques spécifiques 24
a. L’hybridation in situ d’ARN ou d’ADN monobrin 24
b. Des outils de recherche de séquences ADN ou d’ARN exprimés par hybridation avec des
sondes : les Blots (buvardages avec emploi de révélateur) 24
a. Principe général 24
3. Southern Blot (ADN), Northern Blot (ARN) et Western Blot (protéines) : diversité des
Blots 25

c. Vers une automatisation de la recherche des ARN exprimés : les puces a ADN (biopuces),
outil majeur en transcriptomique

La production d’organismes génétiquement modifies (OGM) : la transgénese 27
a. Principes généraux et étapes de la transgénése 27
a. Notion de transgénese, géne d’'intérét et avantage sélectif 27
B. Principales étapes du processus 27
y. Intéréts et risques de la transgénése 27
b. Isolement du géne d’intérét 27
c. Insertion directe ou indirecte du géne d’intérét (transgéne) dans le génome cible 28
a. Quelques modalités classiques d’insertion directe : électroporation, micro-injection et
biolistique 28
. Transformation de la cellule cible via un vecteur plasmidique ou viral 29

i. Utilisation de plasmides 29

ii. Utilisation de virus 29

y. Une technique en plein essor d’édition du génome : les ciseaux génétiques (cas de la
protéine CRISPR Cas9) 30
d. Clonage des cellules apres insertion du transgene 31
a. Principe général 31
. Cas des Bactéries 32
y. Cas des ‘plantes’ 32
5. Cas des Animaux 32
e. Criblage génétique : sélection des souches transformées par vérification de I'insertion et de
I'expression des transgénes 32
. L’élucidation de la fonction des génes 33

a. La possibilité de muter le géene étudié ici en vue de son invalidation : la mutagenése
aléatoire ou dirigée 33
a. La mutagenése aléatoire : le déclenchement de mutations non maitrisées par des agents
mutagénes (en des lieux variables) ou la PCR mutagéne (sur une séquence précise) 33

i. Mutagenése aléatoire par des agents mutagénes : des mutations a localisation et en

nombre imprévisibles 33

ii. L'utilisation de la PCR mutagéne : des mutations favorisées lors I'amplification d’'une
séguence 33

. La mutagenése dirigée : le déclenchement de mutations ciblées par PCR mutagéne 33
y. L’édition génomique par le systtme CRISPR Cas9 33
b. La possibilité d’invalider un géne par I'introduction d’ARN interférents 33
c. La possibilité d’éteindre un géne par recombinaison homologue avec un allele muté non
fonctionnel (knock-out KO) ou de le remplacer par un autre (knock-in) 33
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d. La possibilit¢é d’exprimer un (trans)gene rapporteur ayant méme séquence régulatrice

gu’un géne dont on cherche a localiser et dater I'expression 34
e. La mise en évidence d'une interaction entre une protéine et un acide nucléique par la
technique du retard sur gel (EMSA) 34
Il. Le génome des Bactéries 35
A. Un génome généralement circulaire et localisé dans le cytoplasme 35
1. Un « chromosome bactérien » le plus souvent circulaire et unique situé dans une zone
nommée nucléoide : le génome principal 36
a. Nature et taille du chromosome bactérien 36
b. Localisation fine (nucléoide) et organisation du chromosome bactérien (condensation
modérée et protéines de structure) 36

36
2. Des plasmides, petites unités génétiques fréquentes (mais non systématiques), circulaires,
autonomes et transmissibles : le génome facultatif ou accessoire 37
B. Un génome Ilargement codant et des génes souvent dgroupés en opérons
polycistroniques 38
1. Peu de séquences répétées et non codantes: un génome largement codant et plutét
compact 38
2. Des génes non morcelés (= sans introns) et souvent organisés en opérons, unités de
transcription polycistroniques dépendant des mémes unités régulatrices 38
lll. Le génome des Eucaryotes 39
A. Localisation, organisation et structuration du génome eucaryote 39
1. Vue d’ensemble : un génome protégé comprenant une composante principale nucléaire et
une composante mineure cytoplasmique 39
2. Le génome nucléaire, une entité composée de chromosomes linéaires pouvant présenter
des niveaux variables de condensation 40
a. Organisation fondamentale : des chromosomes comportant une ou deux chromatide(s)
impliquant des protéines associées a ’ADN (dont les histones) 40
b. Degrés de condensation de 'ADN 41
c. L’ADN en interphase 42
a. Notions de chromatine (euchromatine vs. hétérochromatine) et de nucléole(s) 42

. Une association de I'hétérochromatine avec la lamina nucléaire (LAD) ou le nucléole
(NAD), et un regroupement fonctionnel des zones d’expression dans I'euchromatine (usines

a transcription) 42
y. L'importance de I'histone H1 et du complexe de remodelage de la chromatine dans la
transition euchromatine / hétérochromatine 43
8. Une répartition des chromosomes décondensés non aléatoire et localisée : notion de
territoire chromosomique 43
d. Le chromosome mitotique (cas du chromosome métaphasique) 43

e. Une taille variable du génome nucléaire (en moyenne grossierement de I'ordre du Gb) 45
3. Le génome extranucléaire, un ensemble de chromosomes de type bactérien codant trés

partiellement les polypeptides des organites semi-autonomes 45
B. Des génes nucléaires morcelés et monocistroniques 46
1. Notions de géne, cistron, locus, allele, hétérozygotie, homozygotie, dominance et récessivité
46

2. Des génes morcelés (= génes mosaiques) chez les Eucaryotes avec des régions non
codantes (introns) séparant les portions codantes ou non traduites (exons) 46
a. Mise en évidence des introns par hybridation ARN-ADN monobrin (1977) 46

b. Organisation des génes eucaryotes 47

C. La présence importante de séquences répétées et d’ADN non codant chez les
Eucaryotes 49

1. Mise en évidence des séquences répétitives par les expériences de dénaturation-

renaturation de ’ADN 49

2. Nature des séquences répétitives des Eucaryotes 50

IV. Les virus et leur génome 52
A. Les virions (= particules virales), état libre des virus 52
1. Organisation : une information génétique enfermée dans une capside et éventuellement une
enveloppe 52

a. Une information génétique portée par un acide nucléique 52

a. Un acide nucléique de nature variable qui sert de base a la classification 52

B. Une information réduite compactée et composée de quelques genes a quelques
dizaines, avec une possibilité de chevauchement des cadres de lecture 53

b. La présence d’'une capside protéique protectrice 55

c. La présence fréquente d’'une enveloppe (= péplos) de nature membranaire 56

2. Les virions, entités composées de matiere organique mais acellulaires et « acaryotes » 56

3. Les virions, parasites pathogénes de cellules de tous groupes 56

4. Les virus, entités évolutives a l'origine discutée [pour information] 57

a. Des entités génétiques qui subissent des mutations 57

b. Petit détour sur les origines du vivant (organismes cellulaires) 57

c. L’origine des virus : diversité des hypothéses possibles 57

d. La difficulté de brancher les virus sur I'arbre du vivant 57

B. Infection, parasitisme et reproduction des virus 58
1. Fonctionnement des virus : une vue d’ensemble 58

2. Modalités de pénétration des virus dans les cellules hétes (infection) 58

a. Premiére possibilité : pénétration passive (cas du VMT) 58

b. Deuxieéme possibilité : fixation sur la cellule héte (cas du SARS-Cov2 et des phages) 58

3. Les cycles viraux des exemples étudiés en détail 59

a. Vue d’ensemble 59

b. Les deux cycles des Bactériophages (cycle lytique, cycle lysogénique) 59

a. Le cycle lytique, un cycle sans provirus qui aboutit & la libération de nouveaux phages

par lyse bactérienne 59

B. Le cycle lysogénique, un cycle latent avec provirus (prophage) 60

a. Un cycle qui coexiste avec le cycle lytique 60

. Modalités du cycle lysogénique 60

c. Cycle du Virus de la mosaique du tabac (VMT) 61

d. Cycle du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) [pour information] 61

e. Cycle du SARS-Cov-2 62

Bilan 64
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Plan simplifié du chapitre (3 niveaux de plan)

Objectifs : extraits du programme 1
Introduction 1
. La nature et I'’étude des génomes 2
A. Les acides nucléiques, des hétéropolyméres (séquencés) de nucléotides porteurs d’'une
information 2
1. L’ADN, support universel de I'information génétique des étres vivants (cellulaires) 2

2. Les ARN, des copies plus ou moins transitoires de portions d’ADN concourant a I'expression
génétique (ou supports de I'information chez certains virus) 8

B. Des génomes étudiables par des techniques de biologie moléculaire 11
1. Notions de techniques de biologie moléculaire et biotechnologies 11

2. Les électrophoréses sur les acides nucléiques 11

3. Les méthodes de séquengage des génomes et leurs prolongements 12
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5. L'utilisation d’enzymes de restriction dans le découpage de 'ADN 21

6. Des outils de recherche et de détection de séquences nucléotidiques spécifiques 24

7. La production d’organismes génétiquement modifiés (OGM) : la transgénese 27

8. L’élucidation de la fonction des génes 33

Il. Le génome des Bactéries 35
A. Un génome généralement circulaire et localisé dans le cytoplasme 35
1. Un « chromosome bactérien » le plus souvent circulaire et unique situé dans une zone
nommeée nucléoide : le génome principal 36

36

2. Des plasmides, petites unités génétiques fréquentes (mais non systématiques), circulaires,
autonomes et transmissibles : le génome facultatif ou accessoire 37

B. Un génome largement codant et des génes souvent groupés en opérons
polycistroniques 38
1. Peu de séquences répétées et non codantes: un génome largement codant et plutét
compact 38

2. Des génes non morcelés (= sans introns) et souvent organisés en opérons, unités de
transcription polycistroniques dépendant des mémes unités régulatrices 38

lll. Le génome des Eucaryotes 39
A. Localisation, organisation et structuration du génome eucaryote 39
1. Vue d’ensemble : un génome protégé comprenant une composante principale nucléaire et
une composante mineure cytoplasmique 39

2. Le génome nucléaire, une entité composée de chromosomes linéaires pouvant présenter
des niveaux variables de condensation 40

3. Le génome extranucléaire, un ensemble de chromosomes de type bactérien codant trés
partiellement les polypeptides des organites semi-autonomes 45

B. Des génes nucléaires morcelés et monocistroniques 46
1. Notions de géne, cistron, locus, allele, hétérozygotie, homozygotie, dominance et récessivité

46

2. Des génes morcelés (= génes mosaiques) chez les Eucaryotes avec des régions non
codantes (introns) séparant les portions codantes ou non traduites (exons) 46

C. La présence importante de séquences répétées et d’ADN non codant chez les
Eucaryotes 49
1. Mise en évidence des séquences répétitives par les expériences de dénaturation-
renaturation de '’ADN 49

2. Nature des séquences répétitives des Eucaryotes 50

IV. Les virus et leur génome
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52
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