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Plan du cours

e Partie | : Les macromolécules du vivant
* Protéines : les effecteurs
 ADN : le support du code génétique
* ARN : les messagers, et bien plus

e Partie Il : De I’'ADN aux protéines
e Qu’est-ce gu’un gene ?
e Des genes aux ARN messagers : la transcription
 Des ARN messagers aux protéines : la traduction

e Partie Ill : Quand le code bugge : a l'origine des mutations
 La réplication de ’ADN, un processus fiable
* Et quand ca se passe mal ? Les mutations.



Partie | : Les macromolécules
du vivant



Protéines



Acides amines (aa)
Les briques €

Acide aminé

Représentation d’une protéine

éementaires des protéines

Groupe Amine Groupe Acide Carboxylique

(NH,) H H O (CO,H)

,,‘N/ J\ ]
~ L
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R | H
S

Chalne latéral

Formule générale d’un acide a-aminé



THE 20 COMMON AMINO ACIDS
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Peptides et protéines

Formation de la liaison peptidique

Les peptides sont des polymeres d’acides aminés.

Les protéines sont de long peptides (>20aa).

N-terminus

OH
4+ H0

Sens de lecture de la séquence

v

‘ ’

OH .
Nﬁ/ﬁ]/ C-terminus

O




Structure 3D des protéines

e Structure primaire :

a) pimanystiuctn » "5 = WD B O Bo@ K * Séquence d’acides aminés
ot S o S « Alternance des radicaux
L W08 4 Gug L 804
b) secondary struclure : * Structure secondaire :

* Repliement 3D du peptide (Hélices,
Feuillets, Coudes, Pelote statistique)

* Maintient par les liaisons hydrogenes du
squelette carboné

c) tertiary structure

Structure tertiaire:
* Repliement dans lI'espace du peptide
* Structure globulaire, en tonneau S,
Repliement de Rossmann

* Structure quaternaire :
e Multimeres



Un lien structure - fonction

(\’ﬁ
Hélice-Boucle-Hélice (HLH) Hélices avec radicaux hydrophobes Tonneau B
Liaison a '’ADN Protéines transmembranaires Transporteur/Porines




Exemple : "hémoglobine

Structure quaternaire de ’hémoglobine Héme (porphyrine + ion Fe?*)

CH,
CH,
CH,

/)

Bringas et al. Scientific Reports, 2017



Exemple : "hémoglobine

Structure quaternaire de I’"hémoglobine

Bringas et al. Scientific Reports, 2017

Structure primaire : 2 protéines de 142 et 147 aa

>HBA
mvlspadktnvkaawgkvgahageygaealermflsfpttktyfphfdlshgsagvkghg
kkvadaltnavahvddmpnalsalsdlhahklrvdpvnfklishcllvtlaahlpaeftp
avhasldkflasvstvltskyr

>HBB
mvhltpeeksavtalwgkvnvdevggealgrllvvypwtgrffesfgdlstpdavmgnpk
vkahgkkvlgafsdglahldnlkgtfatlselhcdklhvdpenfrlignvivcvlahhfg
keftppvgaaygkvvagvanalahkyh

Structures Secondaires : Hélices
Structure tertiaire : Sous-unité globulaire
Structure quaternaire :

e 2 sous-unités a
e 2sous-unités



Repliement et stabilité des protéines

* Les protéines chaperonnes (ex. : heat-shock proteins) aident au
repliement des protéines.

* Plusieurs facteurs influencent le repliement des protéines:
* L'environnement physico-chimique (pH, température),
* ’hydrophobie/philie des radicaux,

* Leur séquence : liaisons hydrogenes possibles, ponts disulfures covalents
entre cystéines.

_ O e +  2H" + 2
\S e



Quand le repliement est non-

les prions

PrP¢
Glycoprotéine « normale »

Prion causant la maladie de Creutzfeldt-Jakob
Ruttkay-Nedecky, ADMET, 2015

conforme :

10% des cas héréditaires (gene PRNP)
Transformation PrP¢ -> PrP>¢ par contact
PrP>¢ est hydrophobe

PrP>¢ forme des structures quaternaires

en plagues amyloides.



ROle des protéines

» Fonctions cellulaires :

* Structuration cellulaire interne — cytosquelette (microtubules, actine) — et externe — paroi
cellulaire, matrice extra-cellulaire (collageéne)

* Mobilité cellulaire (actine, myosine, flagelles, organisation de la division cellulaire)
 Communication cellulaire (hormones, neurotransmetteurs)

* Transport (hémoglobine, porines)

* Immunité (anticorps)

Régulation (Facteurs de transcription)

» Fonctions biochimiques :

* Liaison ou fixation (Récepteur, ligand)
* Catalyse (enzymes, ex. : amylase)
* Chaperon (heat shock protein)



Comment détecter des protéines?

e Test de Biuret : Y a-t-il des protéines dans le mélange ?
* Test ELISA : Y a-t-il une protéine particuliere dans un échantillon ? (ex. : sérologie VIH)
* Séquencage de protéines : Quelles protéines sont dans ce mélange ?

Test ELISA

[ ¢ ©

<
3 3 ® k
o \Y
3 @
£e 0 O ee &6
@ Wells are pre-coated with capture @ Capture antibody binds to @ Primary antibody binds the
antibody and sample is added antigen with high specificity immobilized antigen

4 2%
)| K \\/ (‘/

@ Enzyme labeled antibody @ Substrate is catalyzed by the enzyme
binds to Fc region of and gives color

detection antibody
Created in BioRender.com bio




La proteomique, vue d’ensemble des
protéines

A BU-MS . B TD-MS Global proteomjcg
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500 500 miz

1000 miz 1000
MS/MS spectrum MS/MS spectrum
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Database Database T e :
search Potens| gearch —— PRoteins
rote s proteins
pRoen —— > Proteins

¥ ¥

proteins pRoteins

Timp & Timp, Science Advances, 2020

Sinha & Mann, The Biochemist, 2020



Bases de données utiles

e Séguence
* UniProt https://uniprot.org

e Structure
 WorldWide Protein Databank https://www.wwpdb.org

* Expression
* The human Protein Atlas https://www.proteinatlas.org

* Interaction
 String DB https://string-db.org



https://uniprot.org/
https://www.wwpdb.org/
https://www.proteinatlas.org/
https://string-db.org/

Acides nucléiques

(ADN et ARN)



7 . . ) )
Les nucléotides, brigues de I'ADN et de 'ARN
Représentation d’'une molécule d’ADN ')
(N R B B B B B A - \@/O
AGTAAATCCGTAACGTTCGGG
TCATTTAGGCATTGCAAGCCG @/ Base
A X -
W Phosphate
Acide nucléique
& _J
Y
2 e , .
AGUAAAUCCGUAACGUUCGGAG Nucléoside
|\ J
Représentation d’'une molécule d’ARN Y

Nucléotide mono-, bi- ou triphosphate



Les nucléotides, brigues de I'ADN et de 'ARN

HO
OH

OH H

Ribose = ARN Désoxyribose = ADN



Le polynuc

’{o
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eotide

(0]
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|
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|
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o) o)

Sens de lecture



Les cing bases courantes

Purines
NH-
N X
<f)
H N
Adénine
@
N
NH
&
g7
H N/l\NHz
Guanine

Pyrimidines
NH,
B
N
H
Cytosine
O O
H3C
N O
N N o
Thymine Uracile

(ADN) (ARN)




Structure et fonction de I’ADN

NNNNNX



LADN, stockage a long terme de |'information

Le chromosome, LADN, support de I'information génétique
support de I’hérédité (1902) (1944) (1952)

(@) (b)

Walter Sutton Theodor Boveri Oswald Avery Martha Chase Alfred Hershey



La regle de Chargaff (1947)

Premiere regle de parité

* Dans une molécule d’ADNdb
* %A =%T
* %G =%C

Erwin Chargaff



La regle de Chargaff (1947)

Erwin Chargaff

Premiere regle de parité

* Dans une molécule d’ADNdb
* %A =%T
* %G =%C

Attention : Les proportions
respectives de paires GC et AT
peuvent varier dans un génome

Proportions de
bases AT et GC

dX174

E. col

Yeast

Wheat

Sea urchin
Grasshopper
Human

Rat

Chicken
Octopus

Maize

I

o

U
o
=

E %GC W %AT

o

0



La double héelice d’ADN (1953)

q‘t,
<
/

]

) -
e | : \
- :

N ‘

| ——

Ly

Maurice Wilkins Rosalind Franklin

- Structure en double hélice de
Cristallographie rayon X I’ADN

e Structure en double hélice de Franklin

* Regle de Chargaff

* Géométrie des appariements A/T et G/C

* Calculs théoriques de distances
atomiques

Modeéle de la double hélice
+

Francis Crick James Watson Angles entre les bases




La complémentarité des bases

. Sugar

H T sy
(/N AL O\ CH3 Base pair
/N\Z/_\< N-----H—N \
‘177—- Ng N Adenine Thymine
A g
H . Guanine
/ Cytosine
N O-+-H—N C
g
/N / N—H:---- N/ \
it N—=( >/._N
},\r



ADN et chromosomes (see BioO1)

Procaryote Eucaryotes

human karyotype

Circular DNA II II 'i il ii iI ii

Plasmid DNA ii ii ii :' ‘i ‘i
88 88 i & “ I;
19 20 21 22

ADN dans le cytoplasme
ADN « nu »

ADN circulaire
1 chromosome + des plasmides
Pas de compartiments

ADN dans le noyau

ADN associé a des protéines

ADN linéaire

> 2 chromosomes

ADN circulaire dans les mitochondries et les plastes



La chromatine des eucaryotes
AN NN NN

"beacls-on-a-string”
form of chromatin

» Protege 'ADN

30-nm chromatin
fiber of
packed nucleosomes

» Aide a la régulation de I'expression des

section of
chromosome in an
extended form

genes (Bio04)

» Permet la division cellulaire (mitose) et la

formation de gametes (méiose) (Bio03)




ARN

]\L'\U ]



LARN, un acide nucléigue moins stable que 'ADN

* Leribose rend ’ARN chimiqguement moins stable Exemple de structure
secondaire en tige-boucle
* LARN: (épingle a cheveux)

e Contientles bases A, C, G, U
* Est souvent sous forme simple brin

e Peut former des structures secondaires




LARN, une courte molécule multi-usage

* ARN codants (ARNm, voir Partie Il)

e Support temporaire de l'information génétique

* ARN non-codants (ARNnNc, voir Partie Il et Il et Bio04)

e Catalyseur enzymatique (ribosomes)
* Guides pour les enzymes (ARN interférants)

 ARN génomique (Non traité dans ce cours)
e Support de I'information génétique des virus



Bases de données utiles

* Séquence des genes
* RefSeqGene https://ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/

e Génomes
* NCBI Genome database https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/
 Ensembl https://www.ensembl.org



https://ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/
https://www.ensembl.org/

Déeterminer les sequences ADN et ARN (Bio0O6)






Partie Il : De ’ADN aux protéines




Qu’est-ce qu’un géne ?



Un Gene = Une unité d’information

X parental
generation
®)
RR ¢ m
self-pollinated ’

Rr

F, generation

07' pollen
Gregor Mendel ? i '
1857-1864
« Unités discretes héritables » R ’ ’
Voir BioO7 - -

ovules

F, generation

L )

Rr

© 2013 Encyclopzedia Britannica, Inc.

Wilhelm Johannsen
1902
« Genes »
« Génotype »
« Phénotype »



Structure d’'un gene codant une proteine

5’ UTR Untranslated region 3’ UTR Untranslated region
Région non-traduite Région non-traduite

Enhancer/  Promoteur ORF « Open Reading Frame » Enhancer/
silencer Cadre ouvert de lecture silencer
Codon « start » l Codon « stop »
ATG TAA, TAG, TGA
ARN
l ADN intergénique

Protéine



Structure d’un gene procaryote en opéeron

Promoteur 5’ UTR UTR UTR 3’'UTR
Enhancer/ Opérateur ORF1 ORF2 ORF3
silencer l

ARN polycistronique

v J v

Protéine 1 Protéine 2 Protéine 3




Exemple: 'operon Trp

trp repressor 1'P

* Opéron Trp : code les enzymes de la voie de

\ ‘ biosynthése du Tryptophane.

) 4

TrpR régule I'expression de 'opéron Trp.
high [Trp]: repression occurs

* Simanque de tryptophane :

F——7Ieader— L.
‘ Sttenuator * Inactivation de TrpR
* Expression de I'ensemble de l'opéron
O trpE trpD trpC trpB trpA P P

-+ P » Activation de la synthése du

: regulatory region | structural genes—— tryptophane.

high [Trp] low [Trp] * Siexcés de tryptophane :

* Activation de TrpR qui lie 'opérateur

e Atténuation de I'expression de l'opéron
attenuated mRNA VVVVVVVV * Ralentissement de la synthése du

v tryptophane.
trp mRNA AVAVAVAVAVAV VAV AVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV VAV, V, VAV,




Structure d’un gene eucaryote

Enhancer/ Promoteur Exonl Exon2 Exon 3

silencer \ /
A

ARN

v

Protéine

* Exon :séquence d’ADN qui est conservé pendant la transcription et codera une partie de la protéine finale
* Intron : séquence d’ADN dans un gene qui est épissé durant la transcription



Quelle proportion d’ADN codant dans le génome ?

GENE TALLY

Scientists still don’t agree on how many protein-making genes the human Homo sapiens c 1.4%
genome holds, but the range of their estimates has narrowed in recent years.
B, 7010) -t Drosophila melanogaster = 20%
-
- .
., e caenarnabaiissogans (D
2
& > Arabidopsis thaliana = 29%
2 80 ® Estimated value
3% Range of estimates The latest Saccharomyces cerevisiae = 70%
(s}e}
L e 60 t found
c 5 60 o Launch of the Human count oun
T 0 , 21,306 I . o
53 Genome Project protein-coding Escherichia coli 86%
o
= 40 - e First draft of human genes ) )
€ 20| € Refined analysis of . =
...... e |ne ana yS|SO ..... o -
3 complete genome Q QQ Archaeoglobus fulgidus 92%
O 1 T 1 I 1 1 . o e
1960 1970 1980 1990 2000 2010 Sana et al., Journal of Translational Medicine, 2012

enature

Willyard, Nature, 2018



Et en dehors des genes ?

Protein-coding genes
2%

Introns

/ 26%

( LINEs

SINEs
Eléments transposables 13%
(Bio06)
st transposons "\ Misc. unique sequences Dgnt régions régulatrices
o (Bio04)
/ \ \Misc. heterochromatin
DNA Segmental 8%
transposons duplications
K 3% Simple 5%
sequence
repeats

3%

ADN structural (télomeres, centromeres, cf. Bio03)



De ’ADN a I’ARN - la transcription




Le principe de la transcription

5 Région a transcrire 3’
ADN ACIGGGCTAGCTAAATAGCGCGAT(GC Brin « codant »
TGCCCGATCGATTTATCGCGCTAGICG Brin « guide »
Transcription
5’ v 3’
ARN GGGCUAGCUAAAUAGCGCGAUC

Transcription = processus consistant a recopier une partie de la séquence ADN dans un autre alphabet
(désoxyribonucléotides -> ribonucléotides)



Localisation de la transcription (Bio0O1)

Procaryotes

Cellule

o NP

Transcription

ARNm ]\l.l\l.' Il

Eucaryotes

o PN

l Transcription

Pré-ARNmM ]\LI\U l

Maturation

Cytoplasme



De I’ARN a |la protéine : la traduction

-

/ Traduction




Localisation de la traduction (Bio0O1)

Procaryotes

Cellule

o NN

l Transcription

ARNM ]\LI\U |

J Traduction

Protéine

Eucaryotes

RER
Protéine

o PN

lTranscription

Pré-ARNmM ]\LI\U |

Maturation

Protéine

Cytoplasme



Temporalité de la traduction

plasma membrane nuclear

DNA

plasma membrane / nucleus v
\ cytoplasm
Nr/v

pre-mRN A
i transcnptlon

mature mR

transcription

/ - MRNA \. ,_/
. : oroteln p_translation

translation ! '
ribosomes protein @i
ribosomes

prokaryote eukaryote
(@) (b)



Transcription et Traduction

e https://www.youtube.com/watch?v=gG7uCskUQOrA



https://www.youtube.com/watch?v=gG7uCskUOrA

Les acteurs de la transcription

e La molécule d’ADN : contient le modele de 'ARN

* ARN polymérase : synthétise les molécules d’ARN

* Les cofacteurs : permettent la reconnaissance du promoteur
* Les ribonucléotides : les briques de I'ARN

S £l @@ w Une seule ARN polymérase Plusieurs ARN polymérases:

1. ARN pol | pour ARNr 18S et 28S

2. ARN pol Il pour ARNm et petits
ARN

3. ARN pol Il pour ARNt et ARNr
5S

4. ARN pol IV et V chezles
plantes pour les petits ARNi




Les 3 phases de |a transcription

* Initiation :
e Reconnaissance du promoteur par '’ARN polymérase grace a des cofacteurs
e Quverture de la double hélice d’ADN

e Elongation :
* Transcription de I’ADN en ARN a partir du site de démarrage

* Ouverture et déroulement de I'hélice en avant de la polymérase, fermeture et ré-
enroulement de I’"hélice en arriere

* Terminaison :
e Arrét de la transcription au site de terminaison

* Détachement de la polymérase
* Fermeture de la double hélice d’ADN



Chez les eucaryotes

Ajout d’une coiffe

RNA polymerase Il

5' Cap
: CH3-Gppp|\|1prf=‘,

CH,
T 2'-0-methyl transferase
CHB-GppprNp =

T Guanine-7-methyl transferase
GpppNpNp=
- PP + P
7 I I
Guanylyl transferase
- GTP

5" end of primary
tanscript  PPPNPNP=S

: un ARNm proteéegé
Ajout d’une queue polyA

RNA polymerase |l

Transcription unit

5 CAP =— U-rich
PALUAAA |  sequence
s\ Endonucleolytic
o Cleavage by endonuclease cleavage
AALIAAA

<\Ee
© Addition of poly(A) tail by
poly{A) polymerase

g AP e — AN AAA lmllﬁ 3

AALIAAA

[
Poly(A) tail

microbiologynotes.org



Chez les eucaryotes : un ARNm épisse

Epissage
(A) 4° & e A complex B complex
\Cﬁ Y \Oe
@ @ (ol
[ Jeu A—Yn—AG | | — [—" @@J—
Pre-mRNA
\
— P complex l =
\ U2

@ﬁ Ccomplex B*/B* complex @
mRNA
| g “\ -

Gehring & Roignant, Trends In Genetics, 2020

» Epissage = excision des introns du pré-ARN messager pour donner ’ARN messager mature



"épissage alternatif : un gene, plusieurs ARNm

T -

Exon skipping

Alternative 5' donor siteé |

R

Alternative 3' acc;éptor sites

Mutually exclusive exons

Intron retention



Ex. :La détermination du sexe des drosophiles

Epissage alternatif par exon skipping du gene dsx
o5 (T a2
J :Lr o8- o

AAUAAA

AAUAAA



Résumé transcription procaryotes / eucaryotes

Procaryotes Eucaryotes

Localisation Cytoplasme Noyau

ARN Polymeérases 1 5 (dépend de ’ARN produit)

Co-facteurs d’initiation | 1 (bactéries) ou 3 (archées) Au moins 6

Taux d’erreur 1/10 000 1/300 000

Modifications post- Modification des Ajout de la coiffe

transcriptionnelles nucléotides Ajout de la queue poly-A

Epissage

Modification des nucléotides

Durée de vie des ARNm ~10min Heures/jours/semaines




Les acteurs de |la traduction

* Les ARN messagers



Les acteurs de |la traduction

* Les ARN messagers
Petite et grande sous-

] unités du ribosome
e Les ribosomes :

. Composition des ribosomes
* 3 0ou 4 ARNr (ribosomaux)

Organismes | Ribosome | Sous-unité #Protéines-r
* Des dizaines de protéines 23S (2904 nt)

50S 31
Procaryotes 70S 55 (120 nt)

30S 16S (1542 nt) 21
28S (4718 nt)
60S 5.85 (160 nt) | 49
55 (120 nt)
405 185 (1874 nt) | 33

Eucaryotes | 80S




Les acteurs de |la traduction

Structure des ARN de transfert

I red = guanine ' ] ]
3 Amino Acid

* Les ARN messagers = blue = cytosine ATl ““Actachment Site i
C

m® gray = adenine ; Q)(f/ K\/%\ 3 |
* Les ribosomes : %‘:‘\ .& Attachment Site

* 3 0ou 4 ARNTr (ribosomaux)

Amino Acid

(;) Attachmth Site
L/
\

* Des dizaines de protéines

(/
* Les ARN de transfert et leurs 7, 2
acides aminés L ikl AR . }
Anticodon Anticodon Anticodon

2 Dimensional 3 Dimensional Simplified



Les acteurs de |la traduction

* Les ARN messagers

e Les ribosomes :

* 3 0u 4 ARNr (ribosomaux)

* Des dizaines de protéines

* Les ARN de transfert et leurs
acides aminés

* Source d’énergie (ATP/GTP): Apport d’énergie nécessaire a toutes les phases

e Co-facteurs: Nécessaires a toutes les phases



Les etapes de la traduction

* |nitiation :
e Reconnaissance du site de démarrage de la traduction / i i

par la petite sous-unité du ribosome, aidé par des ;
cofacteurs (IF). . MiNpaseR

* Reconnaissance du codon start (AUG) par I’ARN de
transfert portant une méthionine. - i
e Recrutement de la grande sous-unité du ribosome qui '/i [v\ i (

complete le complexe.

* Elongation :
* Traduction de I’ARN en protéine en suivant le code —— P
génétique, a l'aide de cofacteurs (EF). M} }

e Terminaison:

* Pas de reconnaissance du codon stop (UAA, UAG,
UGA) par un ARNt. Blocage de la traduction, causant
la séparation du ribosome, de ’/ARNm et du peptide, a
I'aide de cofacteurs (TF)

FeR The ¢ . :
jcrobel) B ) Bacteria m?crob?o!ocy created with: DO
Notes 4 Biolog egBIROAIROng m blog @ Renoer

Notes




Le code génétique

dewxiéme rmicléotide

i | ; |
U C A G

UUU | phényldanine |UCU UAU | tyrosine | UGU cystéing U
e (phe) uec B TAC () uGe (ey9) C

serme
LT UuA leucine UcA (sef) Usd  codonsSTOP JUGA  codonSTOP | A
UG (lev UcG UAG UGG | teyptophane (tr) | G
. cuy ccu CAU| histidine |CGU U
3 cuc cce CAC (his) Coc ¢
o (“! leucine [~ " |  proline arginine [~
é — | CUA (leu) CCaA (pro) Cal glutamine CGA (arg) i
g CuG coG cac| @Y coo G
g AU ACT AT | asparagine | AGU sétine U
auc | isdleucine oo AAC (asn) AGC (set) C

A (ie) 2~ thekonine
Al ava ACA|  (thy) s8] lysine AGA arginine | A
AUG | méthionine || ACG AAG (lys) AGG (arg) G

(met)

Guu GCU GAU | acide aspatti- | GGU U
que (asp) m
Q GUC adie sce| .. |oac GGC e | €
Tlcua (val) GCA|  (ala) Gad | acide glutami- | GGA (gty) A
GUG GOG cgac| Me@EW  Jaag G

APTI0I[ONT IWITSTON}




Les modifications post-traductionnelles

* Formation des ponts bisulfites et repliement 3D sous le contréle de

protéines chaperonnes

* Et parfois :
 Clivage des protéines par des peptidase

* Modification chimique des acides aminés (phosphorylation, glycosylation,

ajouts de sucres ou de lipides)



Résumé traduction procaryotes / eucaryotes

Procaryotes Eucaryotes

Localisation Cellule Cytoplasme ou membrane du
réticulum endoplasmique rugueux

Ribosome 30 et 70S 40 et 80S

Site de reconnaissance Oui Non

du ribosome
Cofacteurs 3IF/3EF/3RF/2Recyclage | 14 elF /4 eEF / 2 eRF / 4 Recyclage




LADN et |a protéine, la poule et 'ceuf ?

Dogme de la biologie (Crick, 1957)

<

_— - —_—

Transcription / Traduction

NN

Réplication

Protéines



A 'origine, 'ARN ?

Monde a ARN (Gilbert, 1986)

Rétro-
transcription
—
_— _—
Transcription Traduction

NN
NN

Réplication

» Support de I'information génétique (virus)
» Role métabolique (ARNT)
» Molécule capable de se répliquer (virus)






Partie Il :
Quand le code bugge : a l'origine des mutations



La réplication de I’ADN, un processus fiable



Répliquer 'ADN pour conserver |'information
genetique

 Développement
embryonnaire
* Reproduction asexuée

Cellule mere

Cellules Filles



La réplication de 'ADN

Les 3 hypothéses de Meselson et Stahl (1958)

Génération 0 g
15N &7
¥
Génération 1 'é ;
15N $Z 14N
S
¥ y
~ =" >
)
Génération 2 .
—
f = & & &
Hybride 14N Hybride 14N ISN — 1‘1: —

N

R, 4
14N
| Hypothése conservative :

' othése semi-conservative : | Hypothése dispersive :
P ypP P



La replication de 'ADN

Le protocole de Meselson et Stahl (1958)

15N 14

Témoin sur ADN lourd Témoin sur ADN léger

15N 14N

Génération 0 Générations 1, 2, ...

15N

Hybride 14N Hybride 14N 1'5N

WW PRI

~
14N

l Hypothése semi-conservative : ' Hypothése conservative : l Hypothése dispersive :

incubation of heavy cells in **N
controls

R L.__ﬂ S

AN | p—

C
C

NS

after 20 minutes  after 40 minutes
(1 generation) (2 generations)
wemmms band of DNA (visible under UV light)



La replication de 'ADN

Le protocole de Meselson et Stahl (1958)

15N 14

Témoin sur ADN lourd Témoin sur ADN léger

15N 14N

Génération 0 Générations 1, 2, ...

&g &

¢

Hybride 14N Hybride 14N

14N

l Hypothése semi-conservative : ' Hypothése conservative :

controls

 SEEENN——— L____ﬂ
TAN] | pr—

TSN | ] | - — -~ - -

O U

~
14N

l Hypothése dispersive :

incubation of heavy cells in **N

NS

after 20 minutes  after 40 minutes
(1 generation) (2 generations)

wmms band of DNA (visible under UV light)



La replication de 'ADN

e https://www.youtube.com/watch?v=TNKWgcFPHqgw



https://www.youtube.com/watch?v=TNKWgcFPHqw

Les acteurs de |la réplication

 LADN a répliquer
e Les désoxyribonucléotides

* Les ADN polymérases :

* Divisées en 6 familles selon leur
propriétés (Role réplicatif, capacité a
réparer ou non I'ADN, activité
exonucléase)

» Different chez les eucaryotes, les
bactéries et les archées




Les acteurs de |la réplication

LADN a répliquer

Les désoxyribonucléotides
Les ADN polymérases
L'hélicase

La topoisomérase

LADN ligase



Réplication de I'ADN eucaryotes/procaryotes

Procaryotes Eucaryotes

Localisation Cellule Noyau
ADN polymérases 5 (bactéries) / 2 (archées) 11

ORI 1 Plusieurs
Taux d’erreur 102 -102%/nt 10> —-10%/nt




Utilisation de la réplication en biotechnologies

1% cycle
* La PCR
0Dénaluralion o Alignement
ADN modéle _» NI
Avec seguence A
dintérst r T O Ay
5 3
P
IR Peveessy }
3 g
By 5 AR v
» \ Amarces y ﬂ
aNTPs LRI YR YR
g 4 W
Polymérase

$

* Le séguencage (Bio06)

0 Extension

ot

Raaall il

3.h\ 5

A}

2" cycle 3% cycle n cycles
™ T
~ P LU
diiiiiidd WY
L AAiiEAAAbAdd
* T
L LT Llidbinkd
e AARLAMAMMAS m produit PCR
- 1R o
>
™ W “lm
> W o LAl s o
Qibdidld - W
> MR
~ W
WY PUUAEL
Ly AdbbihkhbbbAl

L T
L AAEiARbARE



Et quand ca se passe mal ?
Les mutations



Révisions du secondaire

Notions de Gene/Allele



Un gene, des alleles, genotype, phénotype

* Gene : Séquence discrete héritable

| Allele A « Alléles : Version variable d’'un géne
* Un gene peut avoir des alleles multiples (>2).
B Geéne e Déterminant du groupe sanguin ABO
 CMH (plusieurs dizaines d’alleles)
m Alléle a * Le génotype est la composition allélique d’un individu

Le phénotype est le caractére observé (yeux marrons ou

bleu, groupe sanguin Aou O, ...)



Diploidie, Homozygotie, Hétérozygotie
Homozygote AA Hétérozygote Aa Homozygote aa

Organisme diploide : Possede une paire de chaque chromosomes et donc 2 versions de chaque gene. (Ex. :

Humains, Souris, Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster).

Homozygote : Les deux versions du gene sont identiques

Hétérozygote : Les deux versions du gene sont différentes

Organisme polyploide : Possede plusieurs chromosomes homologues et donc plusieurs version de chaque gene.

(Ex. : Crapaud Batura du Pakistan (triploide), Blé (triploide), Fraisier (8x).



Exemple : le groupe sanguin et le gene ABO

» 3 groupes d’alléles (A, B et O)

» A l'origine du phénomene d’incompatibilité

des groupes sanguins

Le lien génotype-phénotype

Les différents phénotypes

Groupe A | Groupe B | Groupe AB | Groupe O
Globule
Rouge
N/ N/ N/ N/
BN A NP SN PN
Anticorps 7\ - ) N- IN— -
A\ v v v
Anti-B Anti-A Aucun Anti-A et Anti-B
Antigéne * .?\ - TN
Antigéne Al Antigene BJAntigéne A et [fPas d'antigeng




Les différents types de mutation



Pourquoi ca mute ?

Replication and Genomic

factors

repair processes

transcription

stochastic errors
chromatin state
DNA polymerase
proofreading

replication time

APOBEC exposure

DNA damage
response Immunoglobulin gene
hypermutation

tobacco smoke
UV light

aristolochic acid

chemotherapy agents

Environmental exposures

Piraino et al., Virus pathogenesis, 2016

Radiation
UV Radiation X-Rays
Both natural suniight Medical, dental,
and tanning beds FHport security screening

Cigarette Smoke ( [ Benzoyl Peroxide
Contains dozens of \\ Common ingredicnt
mutagenic chemicats \ in acne products
o
Nitrate & Nitrate  Barbecuing
Preservatives ¢reptes mutagens
In hot dogs and chemicals in foods
other processed meats
Infectious Agents
Human Papillomavirus Helicobacter pylori
(HPV) Bacteria spread through
contaminated food

Sexually transmitted virus




Les « petites » mutations

Séquence Originale

TACCACGTAGACT
NERRRRRREARR
ATGGTGCATCTGA
v
TACCACATAGACT TACCACTAGACT
NARREAREARRE NARRERREARR
ATGGTGTATCTGA ATGGTQﬁTCTGA
Substitution Délétion

(SNP)

Indels

TACCACGATAGACT

ATGGTGCTATCTGA

Insertion




Les variations structurales majeures

Chromosomes d’origine

Duplication Délétion Translocation Inversion

N - N -

Variation du nombre de copies (CNV) Réarrangements chromosomiques




L'impact des mutations dans une séquence
codante sur le phénotype

Mutations ponctuelles (SNP)

ADN AAA AAG AAT TAA
Protéine Lys Lys Asn STOP
Originale Synonyme Non-Synonyme Non-Sens

Neutre Faux-sens



Redondance du code génétique

dewxiéme rmicléotide

i | / |
U C A G

UUU | phényldanine |UCU UsU | tyosine | UGU cystéing U
e (phe) uec B TAC () uGe (ey9) C

serme
LT UuA leucine UcA (sef) Usd  codonsSTOP JUGA  codonSTOP | A
UG (ew) ucs UAG UGG | teyptophane (tr) | G
. cuu cou CAU | histidine |CGU U
3 cuc cce CAC (his) Coc ¢
o (W leucine [~ " |  proline arginine [~
é — | CUA (leu) _CCA (pro) _CAA glutamine _CGA (arg) i
g CuG coG cac| @Y coo G
£ AU ACU A8 | asparagine | AGU sétine U
auc | isceucine AAC (ast) AGC (set) C

A (ile) 2] thedonine
Al aua ACA|  (tho) Abs | lysine AGA arginine | A
AUG | méthionine || ACG AAG (lys) AGG (arg) G

(met)

GUU Gey GAU | acide aspattic | GGU U
que (asp) m
Q GUC vare 1958 gaine  |GAC GGC e |
Tlcua (val) GCA|  (aly) | GAA | acide ghutami- | GGA (gty) A
GUG GOG cgac| Me@EW  Jaag G

APTI0I[ONT IWITSTON}




L'impact des mutations dans une séquence
codante sur le phénotype

Mutations ponctuelles (SNP)

ADN AAA AAG AAT TAA

Protéine Lys Lys Asn STOP
Originale Synonyme Non-Synonyme Non-Sens
Neutre Faux-sens
InDels

ADN TAC CAC GTA TAC CAC CCC GTA TAC CCC ACG TA

Protéine Tyr-His-Val Tyr-His-Pro-Val Tyr-Pro-Thr-?
Originale Dans le cadre de Décalage du cadre de

lecture (multiples de 3) lecture



L'impact des mutations sur le phénotype

* A l'origine de maladies : exemple de la drépanocytose

Brin d'ADN normal guide
Brin d'ADN normal codant

ARN messager normal
Protéine

Brin d'ADN muté guide
Brin d'ADN muté codant

ARN messager muté
Protéine

3” TAC CAC GTA GAC TGA GGA CTC CTC TTC AGA 5’
e e tee e e e tee tee teE r
5 ATG GTG CAT CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT 3’
e 1 2 3 4 5 6 7 8 9
5’ AUG GUG CAU CUG ACU CCU GAG GAG AAG UcCuU 3’
Met-Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Lys-Ser-

3’ TAC CAC GTA GAC TGA GGA CAC CTC TTC AGA 5°

52 ATG GTG CAT CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT 3’
e 1 2 3 4 5 6 7 8 9

57 AUG GUG CAU CUG ACU CCU GUG GAG AAG ucCu 3’
Met-Val-His-Leu-Thr-Pro-vVal-Glu-Lys-Ser-



L'impact des mutations codantes sur le
phénotype

* A l'origine de maladies : exemple de la drépanocytose
Sty (

Met-Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Lys-Ser-

. o Normal Hemoglobin

3 Sickle Hemoglobin

Met-Val-His-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Lys-Ser-

Note: The Sickle hemoglobin image is drawn at 50% of the size
of the Normal hemoglobin



L'impact des mutations codantes sur le
phénotype

* A l'origine de maladies : exemple de la drépanocytose

Drepanocytose

' Normal Hemoglobin , I

Hémoglobine et globules
rouQes NOMMaux

‘ Hémoglobine anormale qui déforme

les globules rouges en forme de faucille

Note: The Sickle hemoglobin image is drawn at 50% of the size
of the Normal hemoglobin



L'impact des mutations codantes sur le
phénotype

* A l'origine de maladies : exemple de la drépanocytose
 Evolution par apport d’'un avantage sélectif (Voir cours Bio07)

e Spéciation par création d’'une barriere reproductive (Bio08)



L'impact des mutations non-codantes sur le
phénotype

* Dans la majorité des cas : sans conséquence

* Peuvent affecter la régulation de I’'expression des génes (voir Bio04)



Bases de données utiles

* Bases de données générales
e dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
* Ensembl https://www.ensembl.org

* Bases de données par espece (échantillon)
e 1000 human genomes https://www.internationalgenome.org
1001 Genomes (Arabidopsis) https://1001genomes.org
Tara Océan (Microorganismes) https://www.genoscope.cns.fr/tara/
Mouse genome project https://www.mousegenomes.org/
Flybase (Drosophila) https://flybase.org/
* Saccharomyces Genome Project https://www.yeastgenome.org/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
https://www.ensembl.org/
https://www.internationalgenome.org/
https://1001genomes.org/
https://www.genoscope.cns.fr/tara/
https://www.mousegenomes.org/
https://flybase.org/
https://www.yeastgenome.org/

