BIOLOGIE MOLECUEAIRE

2010-2011
Dr. NAIMI



PLAN DU COURS

Bases essentielles de la notion d’héredite
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e Reéplication du génome

e Expression du génome

~ Transcription et Traduction

e Maintenance du genome

— Mutations et Systemes de réparation



La notion d’hérédité

e Naissance du concept moderne d’hérédite
— Définitions et Introduction
— Théorie particulaire de I'hérédité
— Théorie chromosomique de I'hnéredité
— L’ADN, support biochimique de I'heredité
-~ De I’ADN aux protéines
- Le génome humain

e Meiose, Avantages et inconvenients

e Modes d’hérédite
- Hérédité monogénique, mendélienne et liée a I'X
- Exceptions



Naissance du concept
moderne d’héredité
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Définitions
e Hérédité = Transmission de caracteres a sa descendance
— Hérédité liée a lI’environnement, « sociale »

e Langue maternelle, culture, metier, idées politiques....
— Hérédité biologique
« Caracteres physiques ou biologiques, liés aux protéines

 Phénotype (= Ensemble des caracteres) est la manifestation
observable du genotype (= Ensemble des genes ou génome)

» Genes = synthese des proteines
— Lien entre environnement et genes (épigéneétique...)
 Geéenétigue = Mécanismes de I’hérédité biologique
Transmission des genes, supports de I'héredite
— Geénetique clinique
— Biologie moléculaire = Bases moléculaires de I'hérédité



Le patrimoine héreditaire ou génome

e Lineéaire dans le noyau = Chromosomes
— Et circulaire dans les mitochondries (génome mitochondrial)

Chromosome

a deux
Molécule d’ADN
P double brin

Stop

ATGIACGGATCAGCCGCAAGCGGAATTGGCGACATAA Brins dADN

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT Comp|émentaires

llllllllllllllllllllllllllllllllllll

Enchainement linéaire de nucléotides

l Transcription et traduction

Protéine = Phénotype



Les chromosomes humains

e Cellule somatique diploide: 2n =46 chromosomes
— Chromosomes ~ identiques deux a deux = Homologues

— Paire d’homologue = un chr. paternel et maternel
» Portent des versions #* (alleles) des mémes genes

o 22 paires d’autosomes, 1 paire de gonosomes qui détermine le
sexe dans lI'espece humaine: (X; X) = femme, (X; Y) = homme
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Chromosomes dupliqués X
« Gametes haploides: n = 23 chromosomes

— Un seul chromosome de chaque paire

o 22 autosomes, 1 gonosome (X ou Y)



Transmission sexueée du génome
 Meiose = Production de gametes haploides

 Fécondation = Union aléatoire de deux gametes

— Rétablit la diploidie: une version maternelle et paternelle
de chaque chromosome = un allele de chaque gene

«— Mitoses 2. D

Mitoses
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Histoire de la biologie moléculaire (1)

« Découverte de la notion de gene, support de I’héredite

— Gregor Mendel (~1860)

» L’héredité dépend de particules élémentaires (= genes) transmises
iInchangées a la descendance selon des regles précises (Lois de Mendel)

e ROle delaméiose et des chromosomes dans I'hérédité

— Edouard Van Beneden (1883)
e La méiose qui produit les gametes réduit de 2 le nombre de chromosomes
« L’union des gametes par la fécondation restore le nombre de chromosomes

— August Weismann, 1¢¢ théorie moderne de I'hérédité (1887)
« Seuls les caracteres inscrits dans les gametes sont transmissibles

« Redecouverte des chromosomes, support des genes

— Walter Sutton et Théodore Boveri (1903)
* Le comportement meéiotique des chromosomes explique les lois de Mendel

— Thomas Morgan (1910) : Prix Nobel de Médecine
e Les genes sont sur les chromosomes (crossing-over, distance génétique)

— Joe Hin Tjio (1952): L’'espece humaine possede 46 chromosomes



Théorie particulaire de I’hérédité .3

 Gregor Mendel (1822-1884), Moine tcheque g

— Etablit les bases de la génétique sans avoir le vocabuilaire

« Chaque caractere dépend de particules (genes) dont il existe deux
versions (alleles), heritées chacune de 'un des parents

— Un individu est homozygote pour un caractere si les alleles du gene
contrOlant le caractere sont identiques, ou hétérozygote s’ils sont *

— Chez un hétérozygote, un allele peut étre apparent (dominant) et I'autre
masqué (récessif). lls sont notés en lettres majuscules et minuscules

e Les gametes contiennent une seule version du caractere (allele),
la fecondation reunissant au hasard deux versions du caractere

Croisement entre lignées de pois « pures » c.a.d. homozygotes

Allele « forme ronde » en double R/R Q X @ r/r Alléle « forme ridée » en double

1

Pois hétérozygotes
Allele « forme ronde »

> .y R/r Q L'alléle « forme ronde » est dominant
et allele « forme ridée » -

L’allele « forme ridée » est récessif



Théorie particulaire de I'héredite
e 1¢¢ | oi de Mendel: La loi de la ségrégation

— A laméiose, les alleles de chaque gene sont sépareés
« Un gamete ne contient qu’'un allele par gene, soit I'un, soit l'autre
* A la fécondation, un couple d’alleles se reforme au hasard
« Un caractere récessif réapparait lors du croisement d’hétérozygotes

Croisement monohybride Explication des résultats:
.g" > 1’3 Génération @ Geénotype f@

. X L arentale
Pois rond l Pois ridé| " 100% R Gameétes 100% r
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Théorie particulaire de I'héredite
o 2¢me [gj: La loi de I'assortiment indépendant

— A la méiose, les alleles de chague gene sont séparés
independamment des alleles des autres genes

« Chaque gene est indépendant et la probabilité d’exprimer deux
caracteres = produit de la probabilité d’exprimer chaque caractere

Croisement di-hybride
entre pois homozygotes

——

. =
R/R et J/Jl rir et j/j

Génération
parentale

Génération F1  R/retJ/]
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Y16 16 Y16 Ve
(34 X Ya)X¥a X Va)¥a X Ya\¥a X Va)

—
Forme du pois
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Les genes situés sur un méme chromosome ne sont pas indépendants !



Théorie chromosomique de I'héredite
e Suggeéree par la découverte de la meiose (1883)

— Le comportement méiotique des chromosomes permet
d’expliquer les lois de Mendel (Sutton et Boveri, 1903)

e Selon cette théorie
— Un gene a une position fixe (locus) sur un chromosome

— Les alleles sont sur les chromosomes homologues

(chromosomes paternel et maternel de la méme paire)
Locus du gene « forme »

| Allele R Alléle r ol
d | -

( \ZH Ch r\ _hom ologj ues ' 57%751

N
e N\

Allele J 33\/88 Allele | \ =

Locus du gene « couleur »




Théorie chromosomique de I'héredite

Comportement méiotique des chromosomes

— Alignement puis distribution des homologues dans une
cellule fille # =» Segregation des alleles de chague gene

— Un chromosome <s’aligne avec l'un ou lautre des
homologues de l'autre paire = Assortiment indépendant

PoisFy :  Méiose

/\’ Réplication /ler‘
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Un seul chromosome par paire, un seul allele par gene




Théorie chromosomique de I'héredite

 Prouvée par T. Morgan et A. Sturtevant (1910)

— Etudient l'effet des rayons X sur I'apparition de mutations
chez la drosophile (quatre paires de chromosomes)
» Une paire de gonosomes X;X (femelle) ou X;Y (male)
— lls obtiennent une mouche male dont les yeux sont blancs

et étudient la transmission de ce phénotype mutant

! Phénotype
mutant

Phénotype |
sauvage

s el
—Le caractere mutant ne s’exprime que chez les males

* || en concluent qu’il est recessif et lie a un gene porte par le
chromosome X (aucune correspondance sur le chromosome Y)



Théorie chromosomique de I'héredite
e Le caractere mutant est récessifetlie al'X
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Autres travaux de Morgan/Sturtevant

* |l obtient des mutations d’autres genes du chromosome X
— Dans les croisements, il observe de nouvelles combinaisons d’alléles

(G, L) 9,1) (G L) 9,1) (G, 1) (9.L)
! F;fl h -'J F;fllh'
965 944 185
- Couleur du corps g ~
: 391 :
- Taille des ailes) Phénotypes parentaux Recombinants = 5300 =0,17 soit 17%

* |l explique ce résultat par I’existence des crossing-over

— Observation de Janssens (1909): lors de la meiose, echange de
segments de chromosomes entre les chromatides des homologues

Crossing over
G L

Tétrade % — % —_—

g |

Gametes
« parentaux »

Gametes
« recombinants »

D
D

 Des genes physiguement liés peuvent étre séparés...



Autres travaux de Morgan/Sturtevant

e lls assimilent la frequence de recombinaison entre deux
genes a la distance qui les sépare: Distance génetique

— Plus des genes sont éloignés sur un chromosome, plus la probabilité
gu’un crossing-over les sépare est élevée et vice-versa

—lls créent une unité de distance geénétique, le centiMorgan (cM)
(fréquence de recombinaison de 1%)

* |Is établissent ainsi la 1¢'¢ carte génétique
— Position relative des genes sur le chromosome X de la drosophile

P

Corps

~ < -
\\é);j

\

« couleur du corps » et « taille des ailes » = 17cM
8cM

« couleur du corps » et « des yeux » = 8cM > 17¢cM

9cM

« couleur des yeux » et « taille des ailes » = 9cM

J




Histoire de la biologie moléculaire (2)

e Découverte de ’ADN

— Frederic Miescher (1868)
 Isole la nucléine (= ADN) a partir du noyau de leucocytes
— Albrecht Kossel (1910)
 L’ADN est constitué de bases azotéees (purines et pyrimidines) et de pentose
Début 1900: Les chromosomes sont faits d’ADN et de protéines mais est-ce
I’ADN ou les protéines qui constituent le matériel heréditaire ?

« L'ADN est le support biochimique de I'héerédité
— Oswald Avery, Colin McLeod et Maclyn McCarthy (1944)
 L’ADN est le matériel héréditaire: résultats « critiqués »
— Alfred Hersey et Martha Chase (1952)
» Confirment que 'ADN est le matériel héréditaire
— Watson et Crick (1953)
 Fournissent la confirmation définitive

* Une molécule d’ADN = deux brins d’ADN complémentaires (A/T ou G/C)
« Complémentarité = mécanisme de copie du matériel génétique



L’ADN, support biochimique de I’héredité
e Découverte liée a I’'étude des bactéries et de leur virus:

— Les bacteries possedent un unique chromosome circulaire et parfois
un ou plusieurs fragments d’ADN extra-chromosomique (plasmides)

* Plasmides = genes non essentiels (résistance antibiotiques, virulence...)
— Ont la capacité d’évoluer par transfert de genes entre elles

 Les bactéries utilisent trois modes de transfert de genes
— Transformation: Intégration d’ADN extracellulaire par une bactérie

— Transduction: Transfert d’ADN entre deux bacteéries par l'intermediaire
d’'un bactériophage (= virus des bactéries)

— Conjugaison: Transfert d’ADN entre deux bactéries par contact

Transformation Transduction

Bactérie Bactérie Bactérie Bactérie
donneuse receveuse donneuse receveuse



L’ADN, support biochimique de I’héredité
« Phénomene de transformation: Frederick Griffith (1928)

— La virulence peut-étre transféree de pneumocoques virulents (capsule, S)
a des pneumocoques non virulents (absence de capsule, R)

‘ % Souche virulente (S)
299 R @@9

Souche non pathogene (R) g Py g

— Principe transformant non identifie: ADN ou proteines
« Démonstration que le principe transformant est I’ADN:

Oswald Avery, Colin McLeod et Maclyn McCarthy (1944)
— La transformation n’est pas observee si ’ADN est detruit

N o

détruit




L’ADN, support biochimique de I’héredité
« Phénomene de transduction: Lederberg et Zinder (1951)

— Un bactériophage introduit son matériel héréditaire dans la bactérie pour
lui faire produire de nouveaux virus

— Nature du matériel introduit, ADN ou protéines ?

 Le matériel introduit est I'’ADN: Hersey et Chase (1952)
— Phages marqués par radioactivité: Soit protéines (3°S), soit '’ADN (3?P)

Protéines E ADN 32P
Capside 3°S
Infection l
v 5
Qo sh P | Qb th o
8 o : 2 % s g
Agitétion
v Centrifugation i
LHDQ o B
Radioactivité dans = ” o Q Radioactivité dans
le surnageant % R ® o les bactéries



L’ADN, support biochimique de I’heredité
e Ses constituants sont deja connus:
— Frederic Miescher (1868): Phosphore

— Albrecht Kossel (1910): Bases azotees
* Purines: Adénine (A) et Guanine (G
 Pyrimidines: Thymine (T) et Cytosine (C)

— Phoebus Levene (1929)

* Pentose : Désoxyribose dans I’ADN, ribose dans I'ARN

e Sa structure primaire également: Phoebus Levene (1938)

— Enchainement linéaire de nucléotides (= Base+ Pentose+ Phosphore)

§ B E B EBE BH B E

— Avait l'intuition que A = T= G = C, d’'ou son modele erroné ou I'’ADN est

une suite de blocs contenant A, T G et C (modele des tétranucléotides)



L’ADN, support biochimique de I'hérédité
Structure secondaire: Travaux préliminaires

— Erwin Chargaff (1950):
 Dans I’ADN de toutes les especes, A=TetG=C

Composition en bases de 'ADN d’espéces variées

% des bases dans ADN Ratios
Qrganisme A T | G C AT | GIC
C. elegans 31,21 291 193 205 | 1,07 | 0,96
Drosophile 2731 276 2261225 | 099 1,00
Sours 292 | 294 217 197 099 1,10
| Homme 307" 312' 193' 188 ' 0,98' 1,03 |

— Rosalind Franklin (1952)

 L’ADN a la structure d’une hélice de 2nm de diametre, le squelette
sucre-phosphate est a I'extérieur et les bases a l'intérieur

e Combien de brins dADN forment cette hélice ?

IRayons X

S

d’AD

,&é{\”o“ e
N S

~_ | Film



L’ADN, support biochimique de I’herédité
e Le modele de la double-hélice: Watson et Crick (1953)

— L’hélice est constitué de deux brins d’ADN

— Chaque nucléotide d’un brin est associé a un nucléotide de I'autre brin
selon le principe de complémentarité des bases:

— D’apres le diametre de I'hélice et les ratios de Chargaff
* Une purine (A ou G) doit s’associer a une pyrimidine (T ou C)
 L’adénine s’apparie a lathymine et la guanine s’apparie a la cytosine par
I'intermediaire de liaisons hydrogene Liaisons hydrogéne
N \‘N—H-| - CH4

Purine-purine “ * A /%N_ _HN>_§ T

Pyrimidine-pyrimidine 'r-‘ .“'i pentose " D%N\

| ! ) pentose

Purine- pyrimidine ~ ‘

2nm Diameétre

/ pentose



L’ADN, support biochimique de I'hérédité
e L’ADN serait bien la molécule de I’'hérédité

— La complémentarité des bases permet sa copie et sa transmission

; Squelette

sucre-phosphate

« Chaque brin peut servir de matrice
pour la synthese d’'un nouveau brin »

1Y

\;"\\i | .‘—_:ua Bases appariées

Brins parents

Incorporation
de nucléotides

. Conflrme par la decouverte de laréplication de I’ ADN 1958
— Arthur Kornberg: L’ADN polymérase crée de ’'ADN a partir d’'un modele

— Matthew Meselson, Frank Stahl: La réplication est semi-conservative



Histoire de la biologie moléculaire (3)

= Comment I’ADN permet la synthese des protéines

 L'hypothese du Dogme Central: Francis Crick (1955)
— Transfert d’'information génétique de I'ADN vers I’ARN puis les protéines

Transcription Traduction
Réplication ADN » ARNS » Protéines

— L’ARN messager, intermédiaire entre le gene et la protéine

— Les ARN de transfert, adaptateurs entre ARNm et acide amines
 Chaqgque ARNTt # est lié a un acide aminé par une enzyme spécifique
« Chagque ARNt s’apparie a une séquence specifiqgue de TARNmM

— Séquence ADN = Sequence ARNmM = Séquence des acides aminés
(=Colinéarité) # — Protéine naissante

Cf
\ } Ribosome
Appariement

Codon-anticodon \ (¢ /f'}?ARNt lié a un acide aminé



Du gene a la protéine
« ARNt et Aminoacyl-ARNt synthétases: Zamecnick (1958)

* Enzyme qui interagit avec un unique acide aminé et un/plusieurs ARNt
« Elle active I'acide aminé grace a I'ATP puis le fixe a un ARNt

N @ ARNt ﬁ € P
- @{adénosine] 4 :]/)

Acide
aminé

P P+P}{Adénosine| PHP)

« ARNmM: Brenner, Jacob et Meselson (1961)
 Dechiffrage du Code génétique
— Francis Crick (1961)
« Comment obtenir 20 combinaisons # spécifiant chacune un acide aminé * ?

¥ I:E} Adénosine-i oo
® e S

4 possibilités *

ARNm ACGCUGAUAACCCacAGUUCCAACACUBCCC UAATsee 65}1@9 =
1_Ease’? 2 Bases? 3 Bases? 4 Bases?...
» e —

4x4 possibilités *

Ax4x4= 64 possibilités #

* Un triplet de nucléotides (codon) de TARNmM correspond a un acide aminé



Du gene a la proteine
 Déchiffrage du Code géneétique
— Marshall Nirenberg (1961)

 ARNmM synthétique UUUUUUUUU Protéine Phe-Phe-Phe
e Le codon UUU spécifie la phénylalanine

— Robert Holley (1965): 1¢ séquence d’acide nucléique (ARNALA)

— Gobind Khorana et Marshall Nirenberg (1966)
* Le code genétique (= signification de chaque codon) est entierement déchiffré

U C A G

-'. 5 | \..;-_ | odon GUY ?cu GAL }Asp GGU
Sellor egEEiigk
e =» Lecode géneétique est dégénereé: 64 codons pour 20 a.a

— Plusieurs codons specifient le méme acide aminé
— Un codon pour le debut de la protéine (AUG) et trois pour sa terminaison

GCG GAG GGG

uuy ucu UAL uGU U
T

U ouc 1P oo sor UAC b Uae jore ¢
UUA }Lw UCA UGA A
UuG UcG UGG Tp G
cuy ccu CAU JHs cau U

c cvwel,, ccc g, cac cac|,, ©
CUA CCA CAA }Gln CGA [ 9 A
cua cceG CAG CGG e
AUU ACU AAU AGU U

A AUC }"e AcC | AAC }asn aac}s‘“ c
AUA ACA AAR | AGA YL A
B8 Ve ACG AAG AGG G

u

C

A

G



Exception a la notion de colinéarité

 Genes eucaryotes sont morcelés: Sharp, Roberts (1977)

— Chez les bactéries, ADN et ARNm correspondant sont colinéaires
e Sion les aligne, ils s’apparient sur toute leur longueur
— Chez les eucaryotes, boucles d’ADN entre régions appariees

. Observatlon falte en microscopie électronique
— ADN
ADN et ARNmM ARNM
appariés

Boucles d’ADN
non apparié

— Alternance de se'quences codantes (Exons) et non codantes (Introns)

— Les introns de 'ARN prémessager seront éliminés pour la traduction

Exon 1 Exon 3
ADN 3 Exon 2 .

Intron 1 Intron 2
ARN prémessager 5 ] ] 3’
| Maturation (épissage)
ARNmM mature 5 I 3




Du gene a la protéine: Vue d’ensemble
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Histoire de la biologie moléculaire (4)

« Gene = Séquence d’ADN codant pour une protéine
— Débute par codon d’initiation et se termine par un codon stop

— Sequence rarement deductible de celle de la protéine (code degeneré)
« Drépanocytose, maladie liee a une anomalie de la chaine de B-globine

« Ingram, 1959: Séquencage de la protéine: Acide glutamique =» valine

Proteine  -J-C1 - -7
7N\ Y

ARNM ~GAG GAA IGUG GUA
o SIS BIN  EAE £AN

—> Remplacement d’'une Thymine par une Adénine dans 'ADN

 De nouveau outils pour des enjeux énormes
— ldentifier les genes, leurs fonctions, leurs anomalies

— Etre capable de les analyser, les manipuler, voire de les remplacer



Manipuler et Amplifier les genes

Outils pour la plupart découverts chez les bactéries

« Manipuler ’'ADN: « couper, copier, coller, rechercher »

— Couper: Endonucléases de restriction (1968)
» Coupent I'ADN au niveau de séguences specifiques
— Copier: Polymérases, vecteur de clonage
— Coller: Ligases
* Relient entre eux deux fragments d’ADN

— Rechercher: Sondes d’hybridation

» Courtes sequences d’ADN ou d’ARN marquées

« En s’hybridant a leur cible, permettent de la repérer

« = Méthodes d’amplification
— par Clonage dans un vecteur (ex. plasmide bactérien)

— par PCR (Polymerase Chain Reaction)



Amplifier les genes
« Technique de clonage (1973)
— Vecteur de clonage = Molécule d’ADN qui permet l'introduction d’ADN
étranger dans une cellule, sa réplication voire son expression

— EXx. plasmides:

* Le gene d'intérét, ou insert (rouge) est introduit dans un plasmide apres
digestion par des enzymes de restriction et ligation

» Le plasmide recombinant est introduit dans des bactéries par transformation
* Les bactéries mises en culture « amplifient » le plasmide et le gene d’'intérét

E. CO|I Plasmide Plasmide
Géne recomblnant
d'intérét ﬁ

Cellule \ r@

_ O (2 @ )
humalne - (c% 0' %}@ 0

ADN

Q Isoler I’ADN des e Digestion Transformation 9 Clone bactérien contenant

deux sources Et ligation des bactéries de nombreuses copies

 Applications médicales: Production de médicaments
— Insuline, hormone de croissance, facteur VIII...



Amplifier les genes

 Travaux d’Arthur Kornberg sur la réeplication (1958)

— Une sequence d’ADN peut étre recopiée dans un tube, in vitro
* Neécessite un ADN matrice, une ADN polymérase, des amorces et des dNTPs

ADN matrice

N

5
— L’ADN polymérase n’ajoute les nucléotides qu’a une extremité 3’-OH



Amplifier les genes
« Technique de PCR: (Kary Mullis, 1983)

— Permet I'amplification exponentielle d’'une séquence specifique d’ADN
(= repétition du processus de réplication sur n cycles = 2" copies)

* Thermocycleur: Appareil faisant varier la température de facon cyclique
* ADN cible, dNTPs, Amorces, Polymérase thermostable (Taq polymérase)
» Connaissance du gene: Choisir les amorces encadrant la région a amplifier

Etape de dénaturation
Etape d’élongation 3 | 5
des amorces 95°c
i . PCR
20-30 cycles
3 étapes/cycle
30 sec/étapes

o

o' S
JP—
3

oW

Etape d’hybridation des amorces



Amplifier les genes

« Applications de la PCR: Hypersensible » et Révolutionnaire

— Diagnostic génétique des maladies héréditaires SCIENCE

e Diagnostic post-natal

THE

 Diagnostic prénatal et interruption de grossesse MOLECULE
e Fécondation in vitro et Diagnostic préimplantatoire 2 OF THE YEAR

fiscussion of the yearks ior scientific devedofmments.

— Analyse du génotype sur quelgues cellules seulement

— Amplification de ’'ADN avant sequencage
— Diagnostic en Virologie, Parasitologie, Bactériologie
« Détection et quantification de microorganismes

— Médecine légale et Criminologie

 |dentification des individus par les traces laissées sur les scenes de crime...



Séquencer les genes

« J1¢e Méthode de Séquencage: Frédéric Sanger (1977)
— Utilise des terminateurs de chaine (didéoxynucléotide, ddNTP) radioactifs
» 4 réactions *, en présence d’'un ddNTP * et de chaque dNTPs,
« Dans un tube donné, arrét de la réaction a chaque incorporation du ddNTP

= Meélange de fragments dont la taille |nd|que chaque posmon du dNTP

P Matrice 3

Xg dNTP \R ddNTP

CH2 Base CHE Base
‘ w Amorces

o Séparation des fragments selon leur taille et lecture de la sequence
3’ GTTGCTGTTAGG 5’

Techni
. ,",' ' ,". T

I“H W "l l'l'l l'l'w




Projet Génome Humain 1990-2003
« Le génome humain contient 3 milliards de bases
— Le nombre de genes est estimé entre 30-40 000 118.'[!.11‘6

« La fonction de plus de 50% de ces genes est inconnue e
& B EFH{}n‘le

— Les séquences codantes < 5% du génome

* Fonction de 95% du génome inconnue

* Importance insoupconnée des séquences non codantes

(transposons, microARNS...)

e Legénome de deux individus est identique a 99,9%

— Soit ces variations apparemment neutres (polymorphismes)
« Expliqueraient les = de susceptibilité aux maladies / réponse aux traitement
e Leur connaissance serait la base d’'une Médecine personnalisée
— Soit la reponse n’est pas dans le génome lui-méme
* Importance des modification épigéenetiques
« Heéritables, modulent I'expression des genes sans affecter leur séquence

 Projet Epigénome en cours.... A suivre



Meiose: Avantages et inconvénients




Transmission du genome

 Elle se fait par reproduction:

— Asexuée, de cellule a cellule
e Mitose: Une cellule diploide (2n) =» Deux cellules diploides (2n)

P b ™
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— Sexuée, de lI'individu a sa descendance

« Méiose: Une cellule diploide (2n) = Quatre gametes haploides (n) =

.___d--"_'_"--\.\_ - --\_\_ n-._\ e S e
__ — - — - .
P /___.,-o—a.\_\l‘ - __o—\. P M e,

P \ P .\ R Y
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 Fécondation: union aléatoire de deux gametes

e Elle nécessite dans les deux cas

— Réplication du génome et une/deux division(s) cellulaire(s)



Transmission du genome

MITOSE Cellule mére MEIOSE Méiose |
Prophase Ss Réplication Réplication ® Prophase |
: j i i e fé”/ - B2 .
Chromatides Appariement
SCReurs ST l des homologues
Métaphase —4 Métaphase |
- ?4}% /_ i Alignement
Alignement /f——ﬂ—--\ —H— :
individuel des :;—— [I]—--; \‘%ﬂ o parlpalres
chromosomes ‘Eﬂ/ omologues
/ E}/\ Séparation des
homologues
Télophase chromatides sceurs gg% = lelophase |
=
= 2 S Cellules
e — Sy
e B
2n 2n

Cellules filles identiques

haploides
Méiose Il

__ —_ ~Mitose

CeIIuIes fllles distinctes



Transmission du genome

e La mitose produit de « I'tdentique »

 La méiose produit de la « diversite »

Mitose Meiose
Role Crée de nouvelles cellules | Crée de nouveaux individus
(Remplacement cellulaire (Reproduction)

et croissance)

Siege de survenue

Cellules somatiques

Cellules germinales

Nombre de divisions apres I'étape
de réplication

Une division

Deux divisions

Alignement des chromosomes en | Individuel Par paires en méiose |
metaphase Individuel en méiose I
Nombre de cellules filles Deux Quatre
Nombre de jeux de chromosomes | Deux jeux Un jeu

des cellules filles

(cellules diploides)

(cellules haploides)

Génotype des cellules filles

ldentiques entre elles et
a la cellule parentale
(pas de crossing over)

Différentes entre elles et
de la cellule parentale
(crossing over)




Meiose et diversité genetique
« Plusieurs mécanismes:

- L’assortiment aléatoire des chromosomes paternels et maternels produit
o 223 combinaisons possibles soit 8,4 millions de gametes distincts.

AEENE0EDEEREEREEERERAER Chrom. patemels
@ NEENE0EDDEDEEREEEEEEMEN chrom. maternels
|

Spermatozoides distincts pouvant étre produits par la méiose
v
HEBOE0OD0EEEEEEONEDEEEEE Combinaison n° 1

BEHERE0HO0RBREEREREDREEEEM Combinaison n° 2
BEEDEORODEREENEREEEEEBER combinaison n° 3

IEEDENEODENEEREDEDEEEEE Combinaison n° 22
- L’'union aléatoire d’un spermatozoide et d’un ovocyte produit 223 x 223
soit 70 000 milliards de possibilités de zygotes distincts

- Ce chiffre ne tient pas compte des crossing over entre chromosomes
paternels et maternels qui produisent de nouvelles combinaisons d’alleles



Meiose et Aneuploidies

- Aneuploidies = anomalie du nombre de chromosomes

- Résultent de la non-disjonction méiotique d’'une paire de chromosomes
homologues ou des chromatides d’'un chromosome

- Apres fecondation, le zygote possede une copie en plus (= trisomie) ou
en moins (= monosomle) d’'un autosome ou d’'un chromosome sexuel

////Q 00
n+1 > \f

Spermatozoide // Zygote
i \ﬁy/ 2n +1

— n (normal)

- Anomalies frequentes dont I'incidence augmente avec I'age maternel
- Seraient responsable de 50% des avortements spontanés



Meiose et Aneuploidies

- Principales Aneuploidies viables
- Anomalies de nombre des autosomes

v' La plupart ne sont pas viables
v Trisomie 13 et 18 et 21

Probabilité de Trisomie 21

'y

i
Tt

[ I

2 | I
A 5 N H 4L & X
Age maternel

- Anomalies de nombre des gonosomes
v Moins séveres, intelligence ~ normale mais stérilité
v Syndrome de Turner (XO) et de Klinefelter (XXY)
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Théorie particulaire de I’héredité

« Elle s’applique aux maladies héréditaires
autosomigques dominantes et recessives
(gene muté sur les autosomes)

 Dans les maladies autosomiques dominantes
— C'est I'allele muté du gene qui « prédomine » sur 'alléle normal
— La présence d’un seul allele mute suffit a conférer la maladie

— Chaque individu atteint a l'un de ces parents atteint (transmission
verticale de la maladie) et transmet la maladie avec une probabilité de
1. Les deux sexes sont également touchés

Atteint X Sain
Dd dd

e

La transmission de la maladie est verticale

Probabilité 14



Exemples de pathologies
autosomigues dominantes

Polydactylie

* Absence de récepteur pour un
facteur de croissance du cartilage

» Doigt surnuméraire sur un, deux,
trois ou quatre membres



Théorie particulaire de I’héredité

Dans les maladies autosomiques réecessives
— C’est l'allele normal du géne qui « prédomine » sur I'alléle muté
— La présence de deux alleles mutés confere la maladie

— Les parents d'un individu atteint sont hetérozygotes pour l'allele
muté (porteurs sains) et transmettent la maladie dans % des cas a
chague nouvelle naissance (transmission horizontale de la maladie)

— Les descendants d’un individu atteint sont tous porteurs mais ne
sont malades que si I'autre membre du couple est hétérozygote

— Les deux sexes sont egalement touches
Sain X Sain

T_VSD Dd Dd
ol ToJelk

La transmission de la maladie est horizontale

Probabilité V4



Exemples de pathologies
autosomiques réecessives

Drepanocytose Albinisme

 Hemoglobine anormale o Defaut de synthese de
— Globules rouges rigides meélanine
— Occlusion des vaisseaux — Vision déficiente

et Infarctus — Risque cancer cutanes



Théorie chromosomique de I'héredite
e Pose les bases de I’'hérédité récessive liee al'X

Femme Homme Femme Homme Femme Homme
saine  malade porteuse  sain porteuse malade
Q [XAXA| . [XaY| 3 o QxAxal - |xay|g i @XAXal - [XaY| s

o @ @@

XAXa| XAY XAXA| XAY XAXa| XAY
XAXal XAY XaxA | XaY Xaxal xay

N\ Y, ! N\ Y, | N\ Y,
100% de femmes porteuses 50% de femmes porteuses 50% de femmes porteuses
100% d’hommes sains i 50% d’hommes malades | et de femmes malades
(pas de transmission pere-fils) . 50% d’hommes sains et

d’hommes malades
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Dystrophie musculaire

Daltonisme

de Duchenne

Défaut de vision des couleurs

Myopathie



Inactivation de I’X chez la femme

e Phénomene de lyonisation (= égalité des sexes)

— Les femmes ont deux chr. X (probleme de dosage genigue)

« Dans chaque cellule d’'une femme, un des chromosome X est
iInactivé sous forme d’hétérochromatine (= corpuscule de Barr)

 Phénomene précoce, aléatoire (tantdt un x, tantot I'autre), se
transmet de maniere clonale et aboutit a un mosaicisme tissulaire

— Une maladie récessive liée a I'X peut s’exprimer si I'X
normal est préferentiellement inactivé (biais d’inactivation)

Zygote {'f X paternel

3 X maternel

Corpuscule
de Barr




Héerédité mitochondriale

 Notre matériel génétique a une double origine
— Chaqgue parent contribue pour ¥2 au géenome nucléaire

— Le génome mitochondrial (et les maladies associees) est
uniguement transmis par la lignée maternelle

AWK A [Coomenaeare
XA I )C ) | 20000 genes

U XK - ADN linéaire, associé a

M osww §o

—

\L\(;%

des protéines

Génome mitochondrial

O - 16.108 paires de bases
- 37 génes

- ADN circulaire, nu



Multiallélisme et Codominance

« Exemple du groupe sanguin ABO

— Il est détermine par les sucres (=antigenes) de la surface

des globules rouges, dont il existe deux types, A et B
— On exprime I'un ou l'autre des sucres, les deux ou aucun

— Un individu developpe des anticorps contre le(s) sucre(s)

absent(s) de la surface de ses propres globules rouges

gr'oupe A groupe B gr'oupe AB groupe O
Sucre B = Sucr'e A }{
Ac anTi-‘-B : Ac anti- Ai\L Sucr'e B
45% 9% 3% 42%

Receveur universel Donneur universel



Multiallélisme et Codominance

 Multiallelisme = Un gene existe sous plus de deux
formes alléliques différentes
— Alleles possibles du gene du groupe ABO: 1418, |
« Codominance = Expression équivalente de deux
alleles d’un gene

— Les alléeles IA et IBsont codominants mais dominent i

Génotype: 1A BB 418 i
ou 1A ou 18i
groupe A groupe B groupe AB groupe O

J Sucre B= }fﬁ

. : < Sucre A \

e O O @.
~ Sucre A _ : \
g | Y anti-B anti-A

i/

Ac anti-B 7~ Ac GnTl-A;Y\ Sucre B




Heéreédité polygeénique
 Certains caracteres sont sous l'influence des
effets additifs de plusieurs genes
— Tallle, poids, couleur des yeux ou de la peau....

— Leur répartition dans la population suit une distribution

gaussienne aabbcc [w . @ AABBCC
(peau tres claire) o (peau tres foncée)
- —~

= FEE E E

Fraction de
la population

4

Couleur de peau




Heéerédite polyfactorielle

e Le phénotype est controlé a la fois. par le
géenotype et par I’environnement

— Couleur de la peau ou des yeux...

 La couleur brune de liris néecessite la présence de
phénylalanine dans I'alimentation

ﬁ- - ’ - Y
-rPhényIaIanine Tyrosine Melanlnjf’
— — —-

{ f f
Enzyme 1l Enzyme 2

Alimentation




Le génome humain

Les acides nucléiques
- Deux grands types d’acides nucléeiques
- Constituants des acides nucléigues
- Structure secondaire de 'ADN et des ARNs

Le génome nucléaire
-~ Compaction et réegulation

~ - Composition en répétitions et séguences unigues
- Dynamique du géenome et évolution



Les acides nucléiq
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Deux types d’acides nucléigues

 Acide desoxyribonucléique et ribonucléique

- L'ADN
e Stockage de lI'information génétique
e Transmission de génération en géenération
e Expression de I'information génétique

—

 — |

. Rétro-transcription

Transcription| | i :
... (virus a ARN)

- Les ARN (messagers, de transfert, ribosomaux...)

[——]

 —

Traduction @

— Les proteines



Structure primaire des acides nucléigues

o La structure primaire de ’ADN détermine celle
des ARNSs et des protéines (colinearité)

Moleculek-—
d’ADN

Gene 1

-

Geéne 2

e Geéne 3

-

| w— T P

o/

TRANSCRIPTION

! LIk LR FRLLEY ]
ARNm 5 b | . > 3

TRADUCTION

.

Y

l
D&

v
Protéine ‘@ HE

Acide aminés




Structure primaire des acides nucléiques

 Les constituants:
— Frederic Miescher (1868): Phosphore

— Albrecht Kossel (1910): Bases azotées

e Purines: Adénine (A) et Guanine (G)

* Pyrimidines: Cytosine (C), Thymine (T) dans I’ADN, Uracile (U) dans 'ARN
— Phoebus Levene (1929)

» Pentose : Désoxyribose dans 'ADN, ribose dans 'ARN

o Structure primaire. Phoebus Levene (1938)

— Enchainement linéaire de nucléotides (= Base+ Pentose+ Phosphore)

§ B B B E BH B E

— Avait I'intuition que A = T= G = C, d’ou son modele erroné ou ’'ADN est une suite

de blocs contenant A, T G et C (modéle des tétranucléotides)



Structure primaire des acides nucleiques
 Polymeres de nucléotides

= Base azotée, un sucre (pentose) et groupe phosphate

Purine Pyrimidine HC %
NH, 7 3 . 4 ? H
1 3 "0
H H 3 1 Thymine
Adénine 5-méthyl-uracile
6-amino-purine (AQN)
0 NH, o
H l!J H
N NH, TO N 1O
. H H
Guanine Cytosine Uracile
2-amino-6-oxy-purine 2-oxy-4-amino-pyrimidine 2,4-dioxy-pyrimidine

(ARN)



Structure primaire des acides nucleiques
 Polymeres de nucléotides

= Base azotée, un sucre (pentose) et groupe phosphate
— Le pentose de 'ARN est le ribose

. OH
Fonction H\ ~20 HO\ ~
aldéhyde 1© CH

[ Hmm C--IOH H,0 H - C-IOH
Fonctions

alcool 1 Hime C-q OH —(—p H C-I OH —7»

zaires

L Hi- C--l OH H - (I:-l OH H,0
Fonction 41
alcool 1 SCH,OH CH,OH
D-Ribose D-Ribose hydraté B-D-ribofuranose

ou ribose (ARN)
— Le pentose de 'ADN: 2’-désoxyribose (pas de OH en 2')
e Base + pentose = nucléoside



Structure primaire des acides nucleiques
 Polymeres de nucléotides

= Base azotée, un sucre (pentose) et groupe phosphate

OH O
| |
HO—P—OH O —P—0O"
I Il
O O
Acide phosphorique lon phosphate ou

phosphate inorganique (Pi)

O O O ~ Liaison anhydre
-0 — L ~O— L ~O— L_ o (riche en énergie)

Il Il Il
O O O

Groupe Triphosphate
* Nucléoside + groupe phosphate = nucléotide



Structure primaire des acides nucleiques
 Polymeres de nucléotides

= Base azotée, un sucre (pentose) et groupe phosphate

Nucléoside
| |

N
N N
ou
IN N
1
H

OH OH Liaison N-hétérosidique

Liaison ester

I I | |
(NTP) (NDP) Nucléotide (NMP)




Structure primaire des acides nucléigues
« Enchainement polarisé de nucléotides

r = r 5 “ 5!
Extremite 5 _o_g_ o-CH,

Liaison 3’-9’
phosphodiester




Structure primaire des acides nucleiques
e Nomenclature des nucléosides et nucléeotides

Bases azotées Nucleosides Nucleotides

Purines

Adénine (d)Adeénosine (A) | Acide 5’-(désoxy)adenylique
Guanine (d)Guanosine (G) | Acide 5’-(désoxy)guanyligque
Pyrimidines

Cytosine (d)Cytidine (C) | Acide 5’-(désoxy)cytidylique

Thymine (d)Thymidine (T) | Acide 5’-(désoxy)thymidylique

Uracile Uridine (U) Acide 5’-uridyligue




Structure de I’ADN et I'ARN

 Une structure primaire « identique »
— Thymine dans ’ADN / Uracile dans 'ARN
— Désoxyribose dans I'ADN / Ribose dans 'ARN

e Une structure secondaire différente
— Une molécule d’ADN: deux brins d’ADN associés

— Une molécule d’ARN: un seul brin



Structure secondaire de I’ADN

 Les donnees preliminaires d’autres chercheurs:
— Chargaff et la composition en bases de I’ADN

Composition en bases de 'ADN d'espéces variées

% des bases dans 'TADN Ratios
Organisme | A T G C AT | GIC
C. elegans 1 3121 291 1931 205 | 1,07 | 0,96
Drosophile | 2731 276 | 225|225 | 099 1,00
Souris 1 292 294 21,7 197 | 099 1,10
Homme 307" 312' 193' 18,8 "' 0,98 1,03

Autant d’adenine que de thymine (A=T et A/T =1)
Autant de guanine gue de cytosine (G=C et G/C =1)
Le rapport (A+T) / (G+C) varie entre especes.



Structure secondaire de I’ADN

 Les données préliminaires d’autres chercheurs:
— Franklin: la diffraction des rayons X par ’ADN

Distance entre bases
0,34 nm

Distance par tour d’hélice
3.4nm soit 10 bases

— L’ADN a la structure d’'une hélice de 2nm de diametre

— Le squelette sucre-phosphate est a I'extéerieur de I'hélice et
les bases a l'intérieur

— Combien de brins d’ADN forment cette hélice ?



Structure secondaire de ’ADN
 L’'idée originale de Watson et Crick (1953):

— L’hélice est constitué de deux brins d’ADN

— Chaque nucléotide d’'un brin est associé a un nucléotide de l'autre brin
selon le principe de complémentarité des bases:
— D’apres le diametre de I'nélice et les ratios de Chargaff
* Une purine (A ou G) doit s’associer a une pyrimidine (T ou C)
 L’adénine s’apparie a lathymine et la guanine s’apparie a la cytosine par

I'intermédiaire de liaisons hydrogene ,  Liaisons hydrogene
N \‘N—H-| —C) CHa

| /
Purine-purine “ * A /P%N— _H_N>_<\> i
Pyrimidine-pyrimidine 5—-—. ...,i pentose | N— O}—N

. pentose

Purine- pyrimidine ~ ‘ o R

2nm Diametre \2—<N H--,

pentose

N Hom O
pentose



Structure secondaire de ’ADN

 L’'idée originale de Watson et Crick (1953):
— Deux brins d’ADN forment une double hélice: hélice droite

Rayon 1nm

Sillon
majeur

Sillon
mineur

) 0,34nm

Tour
d'hélice

»»»»»»»»»»»»

Conformation B



Structure secondaire de ’ADN
 L’'idee originale de Watson et Crick (1953):

— La complémentarité des bases permet sa copie et sa transmission

; Squelette

sucre-phosphate

« Chaque brin peut servir de matrice
pour la synthese d’'un nouveau brin »

C_-% Bases appariées

Brins parents

Incorporation
de nucléotides

. Decouverte de Ia replication de I’ADN: 1958
— Arthur Kornberg: L’ADN polymérase crée de ’'ADN a partir d’'un modele

— Matthew Meselson, Frank Stahl: La réplication est semi-conservative



Structure secondaire de ’ADN
(Watson et Crick, 1953)

* Disposition antiparallele des brins de 'hélice
— L'extrémité 5’ d’un brin =» Extrémité 3’ de I'autre brin
— Chaque brin: information différente lue dans le sens 5’-3’




Structure secondaire des ARNSs

 Les ARNSs restent sous forme simple brin
ARNr ARNmM

ARNTt

b
FAERiA

 |ls se replient et forment diverses structures
secondaires par appariement intramoléculaire de
bases entre régions complémentaires
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