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Généralités

La biologie moléculaire utilise des outils/techniques variées

Les outils de Biologie moléculaire permettent d’identifier et d’analyser les
génes, voire de les remplacer !

A. Ils permettent de manipuler I'ADN

Nous allons faire la liste des manipulations que [’on sait effectuer sur I’ADN
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Couper : Les endonucléases de restriction coupent I’ADN au niveau
de séquences spécifiques.

Copier : Les polymérases constituent une famille d’enzymes chargée
de copier, comme I’ADN Polymérase pour la réplication, ou la
Polymérase delta/epsilon pour la transcription.

Il existe aussi des vecteurs de clonage.

Coller : Les ligases relient entre eux des fragments d’ADN.

Rechercher : Les sondes d’hybridation (de courtes séquences d’ADN
ou d’ARN couplées a un marqueur) reperent une cible dans le génome
et declenchent un signal en s’y hybridant.
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B. Ils permettent d'analyser et de lire des séquences

génomiques

Quand on veut travailler sur de I’ADN, il est systématiquement
nécessaire d’amplifier les séquences génomiques, car elles sont trop
petites pour identifier une éventuelle mutation: le risque de
contamination de I’échantillon est trop élevé, la modification de la
séquence ne serait pas visible.

Amplifier un géne consiste a faire un grand nombre de copies d’une
méme séquence d’ADN pour ensuite la manipuler.

Nous avons a notre disposition deux méthodes pour amplifier une
portion d’ADN :

o Technique de clonage d’ADN dans un vecteur (ex. plasmide).

o Technigue de PCR (Polymerase Chain Reaction) qui peut étre
suivie d’un séquencage.

Une autre méthode permet uniquement de déterminer la ségquence
nucléotidique d’une portion d’ADN :

o Séquencage haut débit, puis le séquengage de nouvelle
génération NGS (Next Generation Sequencing), non traités ici.
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ITI. Techniques d'amplification de I'ADN

A. Clonage par vecteur

La technique de clonage utilise un vecteur (~ 1970)

Un vecteur est une molécule d’ADN qui permet I’introduction d’ADN
étranger dans une cellule, sa réplication voire son expression !

Ex : plasmide bactérien.

- Le géne d’intérét, ou insert (en rouge) est introduit dans un plasmide
apres digestion (= coupure) des ADNs par des enzymes de restriction
et ligation.

- Le plasmide recombinant est introduit dans des bactéries par
transformation.

- Les bactéries proliferent et « amplifient » le plasmide et le gene

d’intérét.
E. coh Plasm\de Plasmide
Géne recombmant
v d|nteret
Cellule (&h 7
; — o/ 20NO
humaine - , }
O ~ @0 ~ 230398 %
ADN © -
Isolement de I"ADN Melange des RBIH‘EFOdUCtIOﬂ o Clone bactérien contenant
humain et bactérien ADNs, digestion (transformanon) de nombreuses copies
. = et ligation dans la bactérie du géne d'intérét
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B. PCR (Polymerase Chain Reaction)
L’autre technique majeure est la technique de PCR (~1980)

La PCR permet I’amplification exponentielle d’une séquence
spécifique d’ADN.

La réplication in vitro d’une copie sur n cycles donne 2 puissance n
copies de la cible !

Thermocycleur : Appareil faisant varier la température de facon
cyclique.

Réactifs : ADN contenant la cible, ADN Polymérase thermostable
(Taq Polymérase), dNTPs et primers (= amorces de synthese)
encadrant la cible.

Etapes de la PCR :

1. Dénaturation (dissociation des brins d’ADN) a 95°C.
2. Hybridation (appariement des amorces) a 50-60°C.
3. Elongation des amorces a 72°C.

1- Dissociation (= denaturation)

3-Elongation thermique des brins d’ADN
des amorces 95°¢c . -
AN A== ’ ° o
o 72°¢ Réaction PCR
o it 20-30 cycles
50-60°c

3 étapes/cycle
30 sec/étapes
= ¥ 2-Appariement (= hybridation)
¥ s des amorces complementaires
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C. Applications

1. Applications du clonage :

Les applications du clonage sont nombreuses

En médecine, il est utilisé a des fins thérapeutiques :
- Production de médicaments recombinants, de vaccins...
- Insuline, hormone de croissance, facteurs de coagulation...

- Thérapie génique (leucémies...)

- Un virus utilisé comme vecteur peut introduire un géne dans une
cellule et remplacer un gene défectueux ou la rendre sensible a un

médicament !

Rétrovirus
(virus a ARN)

Geéne diinterét Rétrotranscription et intégration
(version ARN) dans 'ADN d'une cellule du patient

Réinjection dans la
moelle osseuse

2. Applications de la PCR :

L’analyse d’ADN apres PCR a de multiples applications
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o Diagnostic génétique des maladies héréditaires :

- Diagnostic post-natal, prénatal (interruption de grossesse),
préimplantatoire (fécondation in vitro) avec analyse sur quelques
cellules seulement.

o Diagnostic en virologie, parasitologie, bactériologie,
criminologie, etc...

- Détection et quantification de virus, parasites, ou bactéries.

- ldentification de coupables par I’ADN retrouvé sur les scénes de
crime...

w

. Séquencer le génome :

Ces techniques ont permis de lire la séquence du genome
EX : Séquencage Sanger par PCR et électrophorése capillaire (1990)

Cette  technique  utilise  des  terminateurs de  chaine
(didésoxyribonucléotide, ddNTP) fluorescents !

La réaction de PCR s’arréte a chaque incorporation possible d’'un ddNTP
(la polymérase ne pourra plus ajouter de nouveaux nucléotides apres).

On obtient un mélange de fragments dont la taille différe d’un nucléotide
et dont la fluorescence indique chaque position d’un dNTP.

Chacun des quatre types de ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddTTP, ddCTP)
possede une couleur de fluorescence qui lui est propre.

La séparation en taille des fragments par électrophorése puis la lecture de
la fluorescence nous permet de déterminer la séquence nucléotidique.
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ITITI. Génomique comparative

A. Généralités

Le génome humain contient 3 milliards de paires de bases

o Lenombre de génes est estimé entre 20-30 000 :
- La fonction de plus de 50% de ces génes est inconnue.
- Les séquences codantes représentent < 5% du génome.

- La fonction de 95% du génome est non / mal connue.

o Le génome de deux individus est identique & 99,9% :

- Ces différences neutres appelées polymorphismes expliqueraient
certaines différences entre individus.

- 222 LR 2 ] L
- Amorce m (5. ‘Z\
5 OH

Fragments amplifiés - dad g%
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Le génome d’autres organismes est séquencé :
procaryotes, eucaryotes monocellulaires et pluricellulaires

Le génome de I’homme et du chimpanzé sont identiques a 98,6% !

Mais la comparaison des genomes (génomique comparative) peut-elle
expliquer les différences entre espéces ?

B. Les questions fondamentales de la génomique

comparative

Quelle(s) différence(s) fondamentale(s) entre
procaryotes et eucaryotes ?

Le nombre de génes est a peu prés similaire, il est donc sans rapport
avec la complexité d’un organisme !

Et entre eucaryotes monocellulaires et pluricellulaires ?

Le rapport nombre de génes / taille du génome décroit : plus un
organisme est complexe, moins son génome est riche en génes !

Taille du génome Nombre Nombre génes /

(10° bases) Geénes Taille du génome
Procaryotes (E. coli) 4.6 ~ 4000 3 ~ 1/1000 pb
Eucaryote monocellglgwe 12 ~ 6,000 ¢ ~ 1/2000 pb

(S. cerevisiae)

Eucaryote pluricellulaire 100 ~ 14,000 ~ 1/7000 pb

(C. elegans) 4/;'

Homme 3 000 ~ 30,000 ~ 1/100 000 pb (/
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Quelle(s) différence(s) fondamentale(s) entre procaryotes / eucaryotes ?

Elle réside dans la proportion de séquences non codantes dans le genome :
paradoxalement, plus un organisme est complexe, moins son génome contient
de séquences codantes, plus il contient de séquences non codantes,
transcrites ou non !

Eucaryotes
- A -
~ - : ™
Procaryotes Unicellulaires Pluricellulaires
E. Coli S. Cerevisiae C. Elegans Homme
1% 2%

1% 22% oacs
10% 46% 55% 43%
88% o8 30%

B Régions codantes @ Régions transcrites [0 Régions non transcrites
non codantes

C. Les réponses de la génomique comparative

La différence reside dans la proportion des séquences non codantes
1. Séquences non codantes transcrites :
Les séquences non codantes transcrites correspondent aux introns.

Les génes procaryotes sont regroupés en opérons et dénués d’introns !

. Promoteur
Séquences

régulatrices / Groupe de génes

—— -~

ADN T

Les genes eucaryotes sont regulés individuellement et morcelés (introns).

Les introns sont transcrits avant d’étre éliminés ce qui explique I’abondance
de ségquences non codantes transcrites des génomes eucaryotes.

Promoteur Geene unique Signal
e

Séquences régulatrices ‘ — __ Poly-A
A
~

Exon |0 EXON |niron Exon\:/
ADN ‘
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2. Séguences non codantes non transcrites :

Les séquences non codantes non transcrites sont les regions
intergéniques .

Le génome procaryote est tres compact (peu de régions
intergéniques) : la densité de genes est élevée (un géne toutes les 1000
bases) !

Le génome eucaryote contient de vastes régions intergéniques
(«désert») : la densité de génes est faible (un gene toutes les 100 000
bases) !

Génome procaryote
ADN 200Kb

|

Geénes

ADN — T~ 200Kb

Génome eucaryote

3. Séquences répétées du génome :

Les régions intergéniques sont en majorité des séquences répétées
dont:

Les séquences répétées dispersées (45% du génome humain)
Transposons et rétrotransposons (séquences L1 ou Alu)

D’autres séquences répétées (15%) sont des séquences répétées en
tandem (5%) ou des duplications de larges sequences genomiques
(5%)
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. Séquences codantes (1,5%)

Séquences répétees

dispersées (45%) Introns et séquences

régulatrices (24%)

Séquences non codantes

Autres séquences uniques (15%)

répéetees (15%)————

4. Cas des introns :
Les introns ont favorisé la complexification des especes
Leur existence est a la base du phénomeéne d’épissage alternatif.

Ils permettent donc de produire plusieurs protéines a partir d’un géne.

Chez ’homme, 20-30 000 genes codent pour 200 000 protéines différentes.

C’est le nombre de protéines d’un organisme qui refléte sa complexité !

: Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6

Géne O EE——jm— _—
l Transcription
Pré&ARNm 51— == — — — 3’
1 2 3 4 5 6
| Epissage alternatif
ARN messagers [ ‘ !
[E—— [ — ] [ E— ]
1 2 4 5 6 1 3 5 6 1 3 4 5 6
l Traduction 1Traduction l Traduction
Protéine 1 Protéine 2 Protéine 3
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5. Cas des transposons :
Les transposons peuvent inactiver des génes
Ils se déplacent et se multiplient dans le génome (genes « sauteurs »).

IIs peuvent déplacer des exons ou des genes entiers, ou inactiver des
génes !

Exemple : Les variations de couleur des grains de mais sont a 1’origine
de la découverte des transposons (Barbara McClintock, 1947).

Pigment

Transposon  mauve v
i— R \d
Transposition

Gene

inactivé

X | ] ——

/

Transposition

Geéne restauré
" I N »

Ils favorisent les crossing-over inégaux entre chromatides

Le résultat est d’un c6té un chromosome avec délétion d’une région et
des genes qu’elle contient, et de I’autre c6té un chromosome avec
duplication de cette méme région.

Gene
Transposon
— £= |
Chromosomes SoeEs) = =3
=

homologues
l Crossing over
<&, inégal
Appariement incorrect N?
des homologues =~ &
a la méiose J
% o B 00N | Duplication
—_— Délétion
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Certains genes ont été dupliqués et forment des familles multigéniques
Elles sont issues de duplications et mutations a partir d’un gene ancestral.

Ex: Famille des genes codant les chaines de globine de I’hémoglobine
(trois genes de la famille alpha, cing de la famille béta et cing pseudo-génes).

Hémoglobine

Géne ancestral B

Duplication

Mutation

Transposition a-Globine —

a Duplications
et mutations
& a, £
. -
§ WrWeyg %204Ve & Gy A Vs & B B-Globine — 95
Famille d'a-Globine Famille de B-Globine \
Chromosome 16 Chromosome 11

Les transposons ont permis la création de nouveaux géenes

Un exon peut par exemple étre déplacé d’un géne a un autre par
I’intermédiaire des transposons qui I’encadrent.

o -

JEGF IIEGF BN EGF IIEGF I} ~.
Géne du facteur de croissance ~

~

de 'EGF (exons « EGF ») i
_--~"77"~~ Brassage Duplication
 FEllFIENFINF % am=s

Géne de la fibronectine
(exons « fibronectine »)

Géne de la fibronectine Brassage

(exons « kringle ») . .
Gene actuel de I'activateur

Exons de genes tissulaire du plasminogéne (TPA)

ancestraux
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D. Conclusion

Introns et séquences répétées ont favorisé I’évolution

A partir des premieres formes de vie (nombre minimal de génes),
I’évolution des génomes a contribué a 1’apparition de nouvelles especes.

Séquences répétées et non codantes seraient a la base de
I’évolution des espéces

Grace aux duplications, réarrangements, mutations, épissage
alternatif...

En contrepartie, elles peuvent favoriser I’apparition de maladies
génétiques.

IV. Points clés

o Parmi les outils de la Biologie moléculaire
La réaction de PCR est & la base de nombreux procédés de diagnostic.

Elle permet de détecter des mutations connues ou non et est
notamment une étape préalable au sequencage du génome.

o Gréce a ces outils, le génome de différents organismes est
séquencé

Les génomes eucaryotes et le génome humain contiennent peu de
séquences codantes et de nombreuses sequences non codantes.

Les séguences non codantes introniques favorisent la diversité et la
complexité des organismes en permettant un épissage alternatif.

Les séquences répétées (transposons, etc.) ont favorisé 1I’évolution du
génome mais peuvent étre la source de mutations pathogenes.
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