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STRUCTURE DE L’ADN |
g

= Introduction a la

La génétique ou science de I’hérédité, cherche une reponse

aux trois questions suivantes :

Quelle est la structure du matériel cellulaire support de
I’hérédité ?

Comment ce mateériel est-il transmis d’une generation a la

sulvante ?

Par quels processus sont assurer la manifestation des caracteres

d’un Iindividu ?



transmis d’une génération a la suivante ? » a été envisagee

en premier lieu et c’est a G. Mendel (1822-1884) qu’il faut
attribuer le mérite d’y avoir répondu, vers 1865, en abordant

le probleme sous un angle méthodique et statistique (sur des

végétaux) C

& Leslois de Mendel




4 Vers 1900-apres que Weisman en 1892 eut fait la-distinction

entre les cellules germinales (germen) et somatique (soma);

#@i Trois Dbotanistes, de Vries, Correns et Tschermak
redécouvrirent, indépendamment les uns des autres, les lois de

Mendel:

@ C’est a partir de ce moment qu’une science nouvelle, que
Bateson appelle en 1906 la «génétique», prend son véritable

E€SSOl.



#i Entre 1900 et 1910, Cuénot et Bateson
entreprirent d’appliquer aux animaux les lois
de [I’hérédité decouvertes par le moine

autrichien.



La premiére question—«_ Quelle estula. structure du-—matériel
cellulaire support de 1’hérédité ?» a été ensuite donnée en

plusieurs étapes:

Entre 1910 et 1920, T. H. Morgan et ses collaborateurs ont
d’abord donné un support morphologique aux facteurs

héréditaires : le chromosome.

Puis on s’est attaché a rechercher la nature biochimique de
ces facteurs hereditaires ou genes, selon le terme propose en

1909 par Johansen.



& On connaissait I’ADN depuis-longtemps et on savaiﬁe les
chromosomes sont constitués principalement d’ADN. Ce
n’est cependant qu’en 1944 qu’Avery et ses collaborateurs
demontrerent expérimentalement que I’ADN est bien le
matériel genétique;

@ En 1953, Watson et Crick (prix Nobel 1962) proposait la

structure en double hélice de I’ADN.



& La réeponse a la premiere question était donnée :

un gene est une fraction de molécule d’ADN organisé

de maniere a donner un produit fonctionnel.



La troisieme question, la plus complexe: « Par quels processus

sont assurer la manifestation des caracteres d’un individu ? »

a éte abordeéee en dernier lieu:

1940, deux biologistes americains, G. Beadle et E. Tatum,
montrerent la relation précise entre un gene et une enzyme

cellulaire,

1960, Niremberg et ses collaborateurs découvrirent
comment se fait la transmission de 1’information contenue
dans un gene pour commander la synthese d’une proteine

spécifique decouverte du code genétigue.



W La réponse globale a la troisieme question a eété

donnée : le gene gouverne, par I’'intermédiaire du code
genetique, la synthese des protéines, molécules qui
constituent la substance méme des cellules, donc des

individus.
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L’acide_désoxyribonucleique(ADN) ‘est une molécule que
I'on retrouve dans tous les organismes vivants = le support de
I'information génétique.

L'ADN est présent dans le noyau des cellules eucaryotes, dans
le cytoplasme des cellules procaryotes, dans la matrice des
mitochondries ainsi que dans les chloroplastes.

Certains virus possedent également de I'ADN encapsulé dans

leur capside.
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Réplication de PADN |

/

Pourquol ?

La replication de PADN



_gstlemoae
de PADN ?

Conservatif Semi-conservatif Dispersif

Un cycle réplicatif - les brins néosynthétisés sont en bleu




eselson
et Stahl

==FE coh cultivées sur
milieu marqué au °N

L'ADN d'E. coli devient
marque unnformement
Génération 0 Génération | Génération I Génération Il
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FIGURE 11.4 Resultats attendus dans
'experience de Meselson-Stahl aprés
deux genérations de réplication semi
(onservative,




Conclusion
: L’ADN se
réplique
selon le
mode semi-
conservatif

Les deux brins de la double hélice parentale se
développent et chacun d'eux va servir comme
matrice A 1a synthése d'un brin fille
complementaire AT
Ancien __ S N

b TA __ Nouveau




« v Mécanisme de réplication de PADN

3 ; =
i€ 1. Chez les Bacterie tes)

Il y a qu’une seule origine de
réplication (oriC) chez les
‘ bacteries.
%3 Chez les procaryotes et eucaryotes, la
Pt réplication est bidirectionnelles:
les 2 fourches formées migrent
dans des directions opposeées en
s’¢loignant de 1’origine de
réplication
FIGURE 11.6 Réplication
bidirectionnelle du
chromosome d'E. coli. Les
fleches fines indiquent la
progression des fourches de
réplication. La
microphotographie montre un
chromosome bactérien lors de
sa réplication. Ce chromosome
est comparable a celui

schématise sur la figure
adjacente.



2. Chez les eucaryotes
Existence de plusieurs origines-de réplicati

FIGURE 11.14 Démonstration des origines multiples de

réplication le long d'un chromosome eucaryote. Chaque origine
apparait sous forme d'une boucle de réplication le long de l'axe
du chromosome. Des fleches indiquent certaines de ces bulles de

réplication.



La synthese ou replication de PADN nécessite des

activités enzymatiques (ADN polymérases)

Chez les procaryotes
ADN polymerase I, Il et |11 Bacterien
Chez les Eucaryotes

AND polymérase a, B, 0, €, v et C.
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FIGURE 11.8 Démonstration de la synthése de I'ADN dans

fe sens 5" vers 3", Sltermm?\ o S Toutes les enzymes
ADN  polymerases

0 ajoutent les

5 é T3 nucléotides libres

5' terminal \ e R seulement aux
! 1! extrémites 3’ des

chaines existantes, de

é\ o /T Q‘Q‘q o j ib\ o M . 00 sorte que les chaines

e 5 terminal e e %
| I | se developpent a
OH H L'extrémité 5’ se OH 7
3' terminal 3’ terminal lie & I'extrémité 3' 3’ terminal partlr de leur
L . ! 3 : ! extremites 5 vers
Chaine en cours d'extension Précurseur (nucléoside

triphosphate) leurs extrémités 3’



Par quel moyen I’ADN polyme¢rase
va 1nitier la synthese de I’ADN ? Comment
est ajouté le premier nucléotide qui permet
a la chaine polynucleotidigue de se
developper ?



Matrice ADN
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Initiation ~ Amorce ADN
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FIGURE 11,10 Initiation de la synthése de I'ADN. En premier

lieu, une amorce d'ARN complémentaire est tout d'abord
synthétisée, puis de I'ADN y est ajouté. Toute synthése est
orientée de 5' vers 3'. A la fin du processus, I'amorce d'ARN
est remplacée par de I'ADN grace a I'ADN polymérase |,

Réponse: I’ADN polymeérase
[11 requiert une amorce portant
une extremité 3’ —hydroxyle
libre pour allonger la chaine
polynucléeotidique. Cette
amorce est une molécule
d’ARN synthéetisee par une
ARN polymérase appelée
primase

Légende :
Initiation
mzm Amorce d'ARN
sm=fe Synthése du brin d'ADN

FIGURE 17.117 L'ADN polymérase Il synthétisant I'ADN de 5
vers 3', la synthése de I'ADN le long des deux brins se fait selos
une polarité opposée a cause de l'organisation antiparalléle coe
deux brins. Sur le brin retardé, la syntheése doit étre discontinuse
ce qui entraine la production des fragments d'Okazaki. Sur '=
brin précoce, la synthése est continue. Les amorces d'ARN
permettent d'initier |a synthése des deux brins.



Brins anciens
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Brin retardé

B’ Brin directeur

Progression de la fourche

Synthése du brin retardé

Ancien brin
(a) Oligonucléotides de y 5’
I'ARN (amorces) sur la 3’ 5 SN\ 3
matrice de I'ADN 5 /\(\ 3
Amorce de I'ARN

(b) L'ADN polymeérase __-—TIJ—__\——’:

allonge les amorces e 4
de I'ARN avec un 5+ S '—/ ’ . ”

nouvel ADN

(c) I'ADN polymérase A 3
élimine I'ARN de 5.

chaque fragment P N

(d) I'ADN ligase f: 3/
joint les fragments N//

d'Okazaki Liaisah




ADN Il polymérase
surle brln directeur

Brm directeur

”Lﬂ \ ﬂ \ ﬂ\ (5 . Tépoisomérase (Gyrase)

Matrice du brin = e 2 i
directeur Hélicase __ | ‘ | ‘ | ‘ ,Tl
Primase de I'ARN ' }‘ | l‘ " !
Matrice du __Amorce de I'AR 5

Protéines de liaison 3 'ADN ADN parental

brin retardé ‘ I simple-brin (SSB pour

) ,o.. v s
\J 5 8388 %e Single-Stranded Binding)

Fragment d'Okazaki

ADN Il polymerase
sur le brin retardé

Figure. Résumé de la synthese de I'ADN au niveau d'une fourche de réplication



LADIVSION CELLULAIRE
VN
v

POURQUOI ?




 C’est le mode de multiplication de toute ¢ vi

/

-

Avant la division

d C’est donc un processus fondamental dans le
monde vivant, puisqu’il permet la croissance et/ou la
régénération des différents tissus constituant un

organisme.



= =

e cycle cellulaire:
v L’interphase (préparation a la division)
v La mitose (étape de la division)

v' La cytocinese (derniére phase de la division)



Croissance et
réplication de I'ADN

Croissance et fin
des étapes préliminaires
a la division

o G1 (Gapl ou intervalle
1): croissance et préparation
a la réplication de I’ADN.
Dure entre 6 a 12 h.

o S (Synthese): réplication
de ’ADN et croissance.
Dure entre 6 a 8 h.

o G2 (Gap2 ou intervalle
2):. croissance et préparation
a la division (mitose). Dure
entre 3a 4 h.



1 Croissance de la cellule

Finahites de Pinterphase /

2. Duplication des chromosomes suite a la replication

de ’ADN

3. Préparation a I’entrée en division (mitose)

Chromatid formation
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Ce que vous deveZsavoir -

» Seules les ¢ somatiques sont capables de subir
la mitose

» Les 2 ¢ filles 1ssues de la mitose doivent
contenir la méme information ou mateériel
genetigue que celle de la ¢ mere dont elles sont

< Principe de base de Ia division cellulaire
ISSUES.
."// \*
i Cellule fTille \-
— i . 2n = 46 ,/
_— ’\u"’
_/ﬁ<\-\\ ff//
(Cellule mére>
\_ 2n =46 == —
\\\_‘_’/ \—-__\__\ _— s
e z N
- < Cellule fille /\\
N 2 — 46 D7
\\ —




LES PHASES DE LAMITOSE
1)/La Prophase: Formation des chromosomes visibles
au microscope
2) La Métaphase: Alignement des chromosomes au
milieude la ¢
3) I’ Anaphase: Séparation et migration des
chromatides sceur vers les poles opposés de la ¢
4) La Télophase: Fin de la mitose, apparition de 2 ¢

Identigues non encore separees



G, OF INTERPHASE PROPHASE PROMETAPHASE
Centrosomes Aster Formation du Fragments de Kinétochore

fuseau mitotique I'enveloppe Microtubules

(avec paires centrioles)
Centromere  nucléaire non kinétoriens

Chromatine
(dupliquée)

o .o
','Il"“.'z-o.s,q‘- ‘
f BN
N ‘.\.'-,-.-"",\\

,( 0 q i-"" !.‘:"t'/. A
ORI

Enveloppe Membrane  Chromosome, - Microtubules
plasmique  comprenant deux Fuseau du pole kinétochoriens
chromatides soeur

Nucléole
nucléaire



METAPHASE ANAPHASE TELOPHASE AND CYTOKINESIS

Plaque Formation
équatorial L Sillon de clivage ____du nucléole
AN oLt

*.-:"I‘l"' lr""?."

o

Chromatides soeurs lformation de
Fuseau I'enveloppe
nucléaire
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MITOSE ANII\/IALE =

M ITOSE VEGETALE
"_’jl s ‘,._.,.-‘Ls.
= 5 JQ
Interphase Prop ase |

Anaphase

<> - >




e Cytocinese R

Chez les animaux, un anneau
contractile de filaments d'actine
et de myosine divisera la cellule
par clivage ou strangulation

Chez les vegetaux, une plaque
de composants de la parol
(vésicules de I’appareil Golgi)
est formeée progressivement a
partir du centre de la cellule et
la divise par cloisonnement




Chromosomes P )
no insérés aux ytoKinesis

microtubules

_(®
Metaphase @
to anaphase .
transition

ADN endommagé, |

réplication de

Cell growth

I'ADN est

incompléte l\ Manque de
nufriments;
I'ADN est
endommagé

DNA replication



Masse dADN G, = Gap, intervalle
par cellule S = synthése
Fy N o G-=10 dp
G \Gz) -:_EMI ) M =mitose
—
— [ 5] Fm
'. - 'x%f‘f'

2n chromosomes
a2 chromatides

2N chromosomes

|
|
|
Zn chromosomes |
: a une chromatide
|
|
|

|
|
- ; |
aune chromatide |
|
|
|

Temps

»

* Interphase -
. Mitose
. Un cycle cellulaire .

Q=73 pg (picogrammes) © Georges Dolisi

Evolution de 1a masse d’ADN dans une cellule pendant le
cycle cellulaire




Meéilose

Ce que vous devez savolr

» Seules les ¢ germinales
(sexuelles) sont capables de
subir la méiose

» La meiose aboutit a la
production de ¢ sexuelles ou
gametes pour la reproduction
> les 4 gametes issus de la
meiose doivent contenir la
moitie du materiel génetique
que celle de la ¢ mere dont
elles sont Issues

=15

Cellule
mere
diploide

Cellules filles
haploides

=0



Ce que vous devez savoir

> C’est durant la méiose que se produit la recombinaison
genéetigue

» La recombinaison genétique est I'une des sources
importante de la variabilité genétique (diversite)

» L’ensemble des recombinaisons génétiques au sein d’une
population entiere est appelé brassage genetique

> le  Dbrassage  génétique recouvre 2  processus
complémentaires:

e brassage intra—chromosomique et inter-chroQomique

A

A
Nonrecom binant {5 g
x x sheomatios A I\ A
& D

or

. r Ty y
& NN Ve N\ V /4
’ N V /4 A\ Y ;
Recombinant W ;/ \i‘\\\ /‘;% Q& H
e W/ RN y /. ‘;, V /4
chromatids N N

Enjambement ou crossing—over Ségrégation indépendante des
(Prophase 1) chromosomes homologues (Métaphase 1)
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~ Recombinaisons possib@ (gametes) entre les
differents chromosomes paternels et maternels
(Metaphase I)

Fourmi=21=2

A x‘k A g
Drosophile = 2% = 16 /\ ,O‘_, /\
Orge =2/=128 i # 7

Homme: 22=8388608 ¥ ¢ Y %
Vache = 250 > 1 15 x 1018 ' ' Y



L .
~ LaMeiose peut étre divisee en 2 phases (Melose | et I1)

an

Duplication des ‘
chromosomes

5 et Ovson™

réductionnelle
n n
/ \ ye‘iose Il : Division / \

equationnelle

n



INTERPHASE MEIOSIS |: Separates homologous chromosomes

(Division réductionnelle)

PROPHASE | METAPHASE | ANAPHASE |

Chromatides
Centrosomes Centromeére (avec soeurs restent
(avec paires centrioles) kinétochore) attachées

soeurs

nucléaire  Bivalent (tétrade) Microtubule

Chromatine

attaché au chromosomes
kinétochore homologues
. Paires de chromosomes A z » B :
Duplication des chromosomes homologues (rouge et bleu) Alignement des bivalents Separation des paires de

et échange des ségments chromosomes homologues

(Crossing-over)



MEIOSIS lI: Separates sister chromatids
(Division équationnelle)

TELOPHASE | AND TELOPHASE Il AND
CYTOKINESIS PROPHASE Il METAPHASE Il ANAPHASE Il CYTOKINESIS

P — .~ —=—— Sillon de clivage ) _
£ amEm=y Séparation des Formation des cellules
L gé%g S chromatides soeurs filles haploides

\ : — \":" -{’ " . ! - - \ . -~ =5 ! . = . et > -

.

Cellules haploides;
les chromosomes
restent dupliqués

C'est finalement au cours de ce deuxiéme cycle de division cellulaire que les chromatides
soeurs se seéparent; il en résulte 4 cellules filles haploides contenant un chromosome a un
seul chromatide
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Pair of homologous Pair of homologous
metacentric chromosomes acrocentric chromosomes
XC«WW X & Centromere n
o =i o -
Sister . r . s Nonsister
chromatids 1 y T chromatids

Nonhomologous chromosomes
L T J L T J
Homologous chromosomeas Homologous chromosomes




La Transcription |

Dogme central de la biologie moléculaire (Crick, 1970)
;g . Traduction
Replication AR”!“
| ADN
X0, i o’ 4 A ™~ v i i
RO — Y000 > 00 R e g
L’l’,rq,{;ﬁ A=
\ & Bl
Transcription Ribosome @
Protéine
. ADN ARNm | » Protéine

] ——



(a) Brin sens du Brin anti-sens
gene 1 ARN du géne 2
P | FAGCCCAT/N ©
3 ; >= GWCGGGUA,G ' 5’
& =N\7ACGGAUGC% ¢ BNSY o 3
ADN >/ T/GCCTACOG : : L=
% | . )\
ARN :rln‘antlisens ARN :lr‘m és::sz ARN
Polymérase " 8N® . Polymérase
Gene 1 Géne 2

3'

(b)
Adittion a I'extrémité 3' du brin en croisance
5'\

-~

ARN T3S BHS _F ? ? S PHs, ? 5
] | | R | S|
G C {0 ;
Brin anti-sens 2 |

derapn 5 ESHEI S @SS @IS @S- @S @S




Géne Géne Gene Geéne Géne

| | | | | | | | | |

5 3 o 3
e e
3’ 5

3 3 3 5 3 5
Bri ; Bri Direction de la
I Brin anti-sens s Brin sens <& transeription
ARN

5’— 3

5' 3'

5' cssescessseses =0 5’
3’
3’

'
3 IES————

Promoteur

Brin anti-sens

Brin sens g — B G A G G A A I LA AT A B TCIGEGEIGE - 3

Brin anti-sens 3' — G0 GG S G T A A GGG G A G A G A G GG e G A GAC GG AT

5' — QUGCCAUUGUCAGACAUGUAUACCCCGUACGUCUUCCCGAGCGAAAACGAUCUGCGCUGE — 3 ARN




Eukaryotic RNA polymerase
[LVIZURETR ARN PoLYERAGE

CHEZ LES EUCARYOTES
Tpe  Produit Localisation
| ARNr Noyau

| ARNm, ARNsn Nucléoplasme
[ ARNr 55, ARt Nucleoplasme

ARN polymerase chez
les procaryotes

. ~ _— ARN polymérase
a2 Bp’o




(a) Composants impliqués dans la transcription

Partie centrale de
I'ARN polymérase

Y- Gene ﬂ“ﬁ

=g s = Sous-unité o
Promoteur

(5
o AP, <J
R Xongd

(b) Liaison au brin d'ADN matrice et initiation de la transcription

) &
Brin
non-codant (""

A Brin )
codant

ARN P
5 x nalssant v

(¢) Elongation

'N,()'QO" M :

FIGURE 13.9 Représentation des premiéres étapes de la A
transcription chez les procaryotes. (a) Les composants ' S)
impliqués dans ce processus ; (b) fixation de la sous-unité

o de I'’ARN polymérase au site =10 du brin matrice et

initiation de la synthése de I’ARN ; (c) élongation de

I’ARN, aprés décrochage de la sous-unité o du complexe

de transcription, et déplacement de I’ARN polymérase le 5!

. ; Elongation
long du brin d’ADN matrice. de I'ARN



Transcnption
(@ i
Promater Coding saquenca of gere
| "
50 +1 .. . . ‘ | 3'

{b) Strong £ cofi promotars

CTTCCCGATAAGGG
TTGAGACGACAACG
TCGACACGGCGGAT
TCGCGACAGTGAGC
TCGACACGGCGGAT
CTGACACGGAACAA
CGCGCCGCTGAGAA
TGTACTAAGGAGGT
TCAGCAGGACGCAC
TGAAACGACAGTGA
TCGAGAGGGACACG

tyrtANAD TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCGYYCGTCATTTGATATGATGCYGCCCC
mnDi0  GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA¥Y¥TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCC
mX10 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA ¥¥GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCC
rn (DXE),g CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA ¥ ¥GAGGAAAGCGTAATATACYGCCAC
mEID  CTGCAATTTTTCTATIGCGGCCTGCGY ¥GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCC
A0 TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG ¥ ¥AATAACTCCCTATAATGCGCCACC
rnA20  GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAGY ¥CGGGAAGGCGTATTATGCY¥ACACC
A PR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTAYCCTCTOGCGGTGATAATGGYYTTGC
APLO TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATAY¥CCACTGGCGGTGATACTGAY¥¥GCAC
T7A30 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGAY¥AGTAAACACGGTACGATGTYACCAC
TTAO  TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT ¥CTAACCTATAGGATACTTAYCAGCC
T7A20  ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATACYAAATCEBCTAGGTAACACTAG
fdvild  GADACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT¥YTCGCGCTTGGTATAATCGYCTGGGEGTCAAAGATGAGTG

- 35 -10 +1

(c) Consensus saquences for all E cofi promoters
— 35 region — 1() region
e O AR e e RO
TTRACAT = TR gaTanT



ARN polymérase
ADN 3

S s ———— S~
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ARNM procaryote

Polypeptide en croissance




ADMN
ISR
1. Transcription
v

' 1
/ 57 ] . B
: AUGCCAGUACAUGCCUCGUAUCAA

Molécule d ' ARNM precurseur

2. Synthese de Ia ]
coiffe en S5’ -G
Sep P : = -
ZF-mGAUGCAGUACAUGCCUCGUAUCAA
3. Clivage en 37 1
7-methylGuanosine | = +——— | 37
- MG AUC CAGUACAUGCCUCG UAUCAA
4. Ajout de la qusue A A A
poly-A = = ek i3
A A A
S g | rrrTrTrs
FT- MG AUGCCAGUACAUGCCUCGAAAAAA
5. Début de I'épissage l
i i
1 2
i 7 » | | 90 5 B
Z7-mMGCGAUGCCAGU AC AUG CC UCGAAAAAA
&. Introns excises ct s
ligature des exons
= — . AC
ARNM eucaryote : BEBEEE. L
- mMmGCGAUGCGCAGUAUGUCGAAAAAA PR
I ARNM mature C o o

FIGURE 13.10 Modifications post-transcriptionnelles chez les
eucaryotes. UARN nucléaire hétérogéene (ARNNh) est converti
en ARNmM qui contient une coiffe en 5°, une queue poly A en
3" et dont les introns ont €té excises.
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boucles d " ADN.

in
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L’épissage alternatif de I’ pre-

- messager permet a un seul géne de

codifier plusieurs isoformes: Les
régions codifiantes alternatives se
forment par eépissage en excluant
mutuellement les exons B et C et par
sélection des deux exons terminaux (D
et E). Il est possible d’obtenir une
diversification postérieure par selection
des sites poly (A) (pA) dans le méme
exon terminal (pA2 ou pA3 dans
I’exon E) générant des isoformes avec
une région 3° UTR (three prime
UnTranslated region) plus ou moins

longue.



» L'épissage alternatif est géneral chez les eucaryotes
supérieurs: jusqu'a 74% des genes humains multi-

exons ont un ou plusieurs épissages alternatifs.

» On estime que I’épissage alternatif se produit dans

un tiers des genes d'Arabidopsis et du riz, incluant des
genes impliqués dans le controle de la croissance et du
developpement, les réactions de stress et de la

signalisation.



>Les/principaux —conséquences de I’épissage
alternatif  sont  des changements dans la
structure/fonction des protéeines et la regulation de
I'expression des genes.

» L'inclusion ou Il'exclusion des exons ou Introns
complets, ou une partie d’eux, peut altérer les
domaines de protéines, l'activité, I'emplacement, les
Interactions avec d'autres protéines ou substrats et des

modifications post-traductionnelles.



| LaTraduction |-

Replication Replication
de I'.G.DN de I.G.FEN

- AHN— Traduction (ARNm) ——» Protéine

Hetrmranzcrlmmn
Acides aminés
MNucléotides Q

>La traduction de I’ARNm est le processus
biologique qui permet de polymériser des acides
aminés en une chaine polypeptidique.

» Ce mecanisme se fait grace aux ribosomes qui
servent de « robots » non specifiques.



Procaryotes
Monosome 705 (2,5 x 108 Da)
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ous-unit

Eucaryotes
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FIGURE 14.1 Composition comparée des ribosomes procaryotes et eucaryotes,

ARNr 18 §
(1 874 nucléotides)
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Anticodon

Bras de I"anticodon

A
=5 = .“’

Bras du D

Bras accepteur

Extremite 37

FIGURE 14.3 Representation de I'ARN de transfert selon
Holley (modele en deux dimensions dit « en feuille de trefle »).



Initiation

EEE——— 3'
" AAGUGA

a G o
& <5
ittt E 1 : UARN lie & fois a | i -unité
FaCtEUfs d inlﬂation -e: aazi facteurs drz;nsifiateion ?l.l?‘l : 'izf?e't':lgs;-sous o
- Ribosome N l
EFJU' EG i
Facteurs d'élongation =
==
_ Complexe d’initiation
Gfande SOUS'Unilé Etape 2 : L'ARN de transfert initiateur fmetarNt
AntiCOdon se place au site P, face au codon AUG de I'ARNm ; IF3 est relaché
VAC
Nombreux codons U
e gy e / iREGEx
AUGUUCOGU  AAGUGA s
U fmet . 5 ”
ARNm T ._é.'c
ARNE initiateur S 4 ERTw
= cre

Etape 3 : La grande sous-unité se lie au complexe,

IF1 el IF2 sont relacheés ;
le facteur EF-Tu complexé au GTP se lie a "TARNLt charge avec

FIGURE 14,6 Mecanisme de intiation de a radlucon 1€ Gecmitme acice arminé a incorporer, ce aui faciite Fentée

de cet ARNt charge sur le site A.



Elongation

e ?FIGURE 14,7 Elongation e a chaine plypeptidique durant  raduction

Codon de terminaison

Nombreuses étapes
: i ’ 2 o R i = d'élongation
Etape 1 : Le deuxiéme ARNt chargé de son acide aminé b - i = S e =
se positionne sur le site A grace au lacteur EF-Tu ; = B =

la premiére étape de I'€longation commence.

Liaison peptidique

* formée
5 ' Polypeptide :
sy & Etape 5 : Le tripeptide est formé, y i =
la seconde étape terminée, Etape 6 : La chaine polypeptidique
GTP I'ARNt non chargé migre vers le site E. est synthétisée et quitte le ribosome.

Formation de la liaison peptidique
grace a l'activité peptidyl-transférase

Etape 2 : La liaison peptidique se fait entre la méthionine et le
deuxiéme acide aminé ; I'ARNt non chargé passe du site P au site E
el en conséquence 'ARNmM est transloqué de trois bases vers la
gauche, ce qui déplace 'ARNt portant le dipeptide sur le site P.

Etape 4 : Le troisizme ARNL chargé
entre sur le site A, grace au facteur EF-Tu ;
la deuxigéme étape de I'élongation commence,

Etape 3 : La premigre élape de |'élongation est terminée,
grace au facteur EF-C. Le troisigme ARNL chargé peut
se positionner sur le site A,

O WA\



Terminaison

Etape 1: L'ARNL et le polypeptide sont libérés.

FIGURE 14.8 Terminaison du processus de traduction, ‘

't | |.‘:‘—! 0-[‘ 3'
AAGUGA

GDP + P
+ Energie

Etape 2 : Les facteurs de terminaison liés
au GTP sont activés ; les composants se séparent,
le polypeptide prend sa structure tertiaire,



Ce que vous devez savoir sur les caractéristiques du code géenétique

A

Seconde position
“-l

=]

* e code génétique est écrit sous forme linéaire ct utilise

comme lettres les hases ribonucléotidiques qui constituent
la molécule d’ARNm. La séquence ribonucléotidigue est
définie par les bases nucléotidiques complémentaires de

ucu UAU R

ucc | uac tyr I"ADN. | | | |

UCA UAA Stop Chaque « mot » de I'ARNm contient trois lettres ribonu-
o ucG UAG Stop = cléotidiques. Chaque groupe de frois ribonuclCotides, ap-
9 CCU =T g pelé codon, spécifie un acide aminé.
\5 : ccc CAC e ' 2+ Le code n'est pas ambigu, ¢’est-a-dire que chaque codon
g 2 CCA PR CAA . T specifie un seul acide aminé.
S~ w
g cCcG CAG g Le code est dégénéré, ¢ est-a-dire qu'un acide amine
=) ACU AAU P = donné peut étre spécifié par plus d’un codon. C'est le cas
2 ACC e |AAC S _ g pour 18 des 20 acides amings.
:g ACA AAA lys g Le code contient des signaux « début » et « fin », ce sons
g : ACG AAG # les codons nécessaires i |'initiation et & la terminaison
& GCU GAU < de la traduction.

GCC GAC = Aucune ponctuation interne (« virgule ») n'est utilisée dans

GCA ala GAA le code génétique. Le code est donc dit « sans virgule =

GCG GAG gl GGG Une fois la traduction des ARNm commencée, les codoss

sont lus les uns apres les autres sans discontinuité.
! Initiation &1 Terminaison Le code n'est pas chevauchant. Aprés le démarrage de &s

traduction, chaque nucléotide situ¢ dans I’ARNm, quetie

FIGURE 13.7 Le code génétique. AUG code la méthionine,
qui initie la plupart des chaines polynucléotidiques. Tous les
autres acides aminés, excepté le tryptophane qui est * Le code est presque universel. A quelgues exceptions
seulement codé par UGG, sont codés par deux a six codons.  prig, un dictionnaire unique est utilisé par la pluparn de
Les codons UAA, UAG et UGA sont des codons stop et ne virus, des procaryotes, des archéobactéries et des eucn
codent aucun acide aminé. ryotes

que soit sa situation, fait partie d"un seul codon.

hnhl A idats
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Ou’est-ce qu’un clone ? -
> L e P
** En biotechnologie, le clonage désigne la reproduction en
laboratoire de genes, cellules ou organismes a partir d'une méme

entité originale.

“ Le terme « clone » deésigne un objet ou un organisme

considéré comme identigue a un autre.

¢ Dans le monde vegetal, les boutures, les greffes, les pousses,
... sont toutes des manieres de produire des exemplaires d'une

méme espece a base d'une seule cellule.



Le clonage le

existe depuis
Thumanité: ce sont les jumeaux monozygotes (appeles vrais
jumeaux, qui proviennent du la méme ccuf fécondé qui, apres
division en deux cellules filles génétiqguement identigues, se
separe totalement et ont continué leur développement

Individuellement)

e

,

—
-~
- :




Le processus =
o =
Pour clone un animal?

» On prend un ceuf non fertilisé, on enléve le noyau =(cellule
enucléée).

—

» On prend un ceuf fertilis¢, il entre dans le premier stade de

developpement; la mitose, les cellules se séparent, le noyau est
transfereé.

> La cellule qui contient le noyau transplanté commence la mitose
et I’ceuf fécondé entre en premiere stade de développement et est
Implantée dans un organisme adulte qui sera porteuse.

~

Un organisme copie exacte de son parent



: Le clonage est donc une

: forme de reproduction

: asexuée

: (le processus par lequel
Edes cellules identiques sont :
formees a partir d une :



L’inconvenient
Le clonage n’offre aucune variation
genetique qui permet a une especes de
s’adapter a leur environnement et
d’évoluer.




-Comment introdulre un géne
étranger dans une autre espéce?
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ADN du vecteur
== (plasmide)

Site de polyclonage servant
a insérer| ADN étranger.



restriction

| (Coupe une partie
specifique de | ADN
du vecteur)




\ ADN étranger
(lié a | ‘aide d ‘'une
enzyme de liaison)



ADN recombinant

(ADN vecteur +ADN étranger)
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— Introduire [’ADN recombinant dans une bacterie

Choc électrique

\\ ‘

ADN recombinant
bacterie



bactérie transformee



1) La manipulation génétique :

bactérie plasmide

enzime de _—" Qﬁ\
restriction
Prmcnpal ‘/ // / ADN a cloner
/
= =l

AIDN de plasmide

bactérie transgénique . o 2 -
AT L -~ (&
C@ NS . =
@ S oS %
protéine recombinée &

population de bactéries transgéniques
produisant la protéine recombinée
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Les-enzymes =

1- Les enzymes qui coupent ’ADN

Les enzymes de restriction

La Dnase (Les nucléases)

2- Les enzymes qui ligaturent

La ligase



/

Pourl/eclonage d'un gene, il faut obtenir un I'ADN pure et
construire une nouvelle molécule d'ADN recombinee;

Pour cela, il est nécessaire de couper les molécules d'ADN
en des sites spécifiques (enzymes de restrictions)

Pour les fusionner de facon controlée (enzymes de

ligations).



_ e
Les enzymes qui coupent I’ADN
A- Enzyme de restriction

Isoler de micro organismes (B*)

Couper I’ADNdb en des sequences specifiques =
palindrome > =

ST S <CC=T

franche =- CC‘;PGG =-

Coupure 1

o ST GAATITC 3°
cohésive s- cr T A A s-

«
Conditions opératoires (T°, force 1onique)



| es nucléases

Les nucléases dégradent les molecules d'ADN en rompant les

liaisons phosphodiesters liant un nucléotide au suivant.

1l existe 2 types de nucléases.



B-La Dnase =
endonucléase
Coupe I’ADN db et sb au hasard
Origine bovine (pancreas)
Mn++ les 2 brins au m endroit
Mg++ chague brin indépendamment

c — La nucléase
Attaque I’ADN sb
Isoler d’Aspergillus oryzae




Ligases =

/

L'ADN ligase répare les discontinuités qui peuvent apparaitre dans un

ADN double brins, notamment lors de la réplication. Il permet de
relier les 2 fragments d'’ADN double brins (enzyme capitale
puisqu'elle permet la construction de molécules d'’ADN recombinees).
ADN ligase

L'enzyme n'agit que si les 2 ADN sont associés par des extrémités
cohesives. Cette ligase assure la formation des liaisons
phosphodiesters entre une extremite 3'OH et une extrémite 5'
phosphate.

T4 ADN ligase

Elle est capable d'effectuer des ligations entre 2 ADN a bouts francs.
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I existe 2 catéqgories de vecteurs:

Vecteur de clonage: Destine a isoler physiquement un

fragment d'ADN et a amplifier le nombre de copies.

Vecteur d'expression: Destine a transferer un gene et le faire

exprimer dans une cellule hote qui n'est pas sa cellule

d'origine.



Differents vecteurs de clonage D

et d’expression:

L B
1. Les plasmides ,fﬁ%:;j\ _

C'est une petite molécule d'ADN circulaire possedant

|:‘ oy )

son propre systeme de replication. Il est présent chez

les bacteries et la levure Saccharomyces cerevisiae (<

plasmide 2u >>).



2. Les phages: =
g R e M e

S

Les vecteurs phagiques présentent 2 avantages

essentiels par rapport aux vecteurs plasmidigues:

 Taille de I'insert plus grande (12 a 22kb)

diInfection (pénétration de I'ADN) spontanee des

cellules bactériennes.



3. Les cosmides: —
Vecteurs totalement artificiels .
JV Restichon ste
construits a partir d'un plasmide / ‘\y’
/

/ \ et e

auguel on a ajoute les sequences /

™ estion e
cos du phage A. Cet ADN est s s

[ESSENGE ene

ensuite encapsidé comme pour /

les vecteurs phagiques. \./



4. Chromosome Artificiel Hindil BarrH

Notl | Mot

Bacterien (BAC):

C'est un vecteurs servant a

cloner de grands fragments JBACT08L

6.5 kD

d'’ADN (100 a 300kb) dans

une cellule d'E. colil.



A
A,




L%AIN(génomique
Destruction des membranes: SDS et/ou broyage ds de 1’azote
liquide
Purification: élimination des proteines cellulaires par la
protéinase K+ EDTA (inhibiteurs des nucléases cellulaires)

Extraction au phénol/ chloroforme:

i i
dénature élimine les traces
les protéines de phénol

I’ADN est ds la phase aqueuse

Precipitation avec I’¢thanol froid — récupération de la meduse
d’ADN






g
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L’¢electrophorcse sur gel d*agarose =
"L’agarose = =
v'polysaccharide dérivant d’une algue
v'Forme purifiée de I’agar
v'Il forme un gel solide ds une solution Agqueuse

Les prélevements d’ADN sont placés ds des puits a la
surface du gel d’agarose

un champs électrique est applique au gel en présence d’une
solution tampon conduisant 1’¢lectricité

!

Migration des fragments d’ADN vers 1’¢lectrode + a une
vitesse qui dépend de leurs tailles et de leurs formes

[’ ADN ¢tant coloré¢ par le BET — il apparait en bande orange
al’lUv









- Banque de genes

= Collection de # séquences d’ADN d’un O* dont

chacune a été cloné ds un vecteur
besoin: purification, stockage, analyse
2 types de banques d’ADN:

v’ Banque d’ADN complementaire

v Banque d’ADN génomique



Bangue-d’ADN génomique =
1/ Construction
a- Purification d’ADN
ADN des eucaryotes
Preparation des N*

<Elimination des proteines , lipides et autres macromolecules

(protéase, extraction phénol-chloroforme
ADN des procaryotes

< Extraction directe



b- frwntation aleatoire de I’ADN ==

= Cisaillement physique:

(Pipetage, Mixage, ultrasons) fractionnera
progressivement I’ADN — pts fragments au hasard —
extremites franches

= Digestion partielle

Utilisation de quantité limitée d’enzyme de restriction en
un tps limité (ne va pas couper ds ts les sites de
reconnaissance) — molécules de taille + gde que celles

completement digerees



o, EpEA

2/ Clonage ds des vecteurs

o Des plasmides, phages, cosmides, YAC sont utilisés;
o Le choix depend de la taille du fragment inséré;

o Ligation par la ligase T4;

o Empaquetage et propagation pour créer une bangque.



II- BANQUE D’ADN COMPLEMENTAIRE =

—_—

1= Prépﬁtion
v ARNmM des eucaryotes (la partie transcrite du génome) — ADNCc (pas
d’introns)

— exprimer la proteine encodeée ds E. coli

v" Chague type de ¢ ou tissu exprime des genes spécifiques — le choix
du tissu facilite le clonage

“*Chez les eucaryotes, ARN est polyadenylé — isolement des ARNm
des ¢ lysees en utilisant des billes magnétiques contenant des oligo T
—attachement de ’ARNmM a 1’oligoT via sa queue polyA

“*Intégrité de ’ARNmM peut etre veérifier par traduction de I’ARNmM

(cellulaire ou acellulaire) ou par electrophorese



2- synthese de ’ADNC
v'Technique de la nucléase S1

v'Technique de GULBER ET HOFFMAN

v



3- Traitement des extremites e
Pour éviter la ligation d’une extremite franche de I’ADNc a un

vecteur — ajout de linker— extrémites collantes

v Utilisation des nucleases S1 — enlever les extrémités qui
depassent;

v Enzyme de klenow — remplir des nts oubliés

NB: Si le linker est un site de restriction deja existant sur I’ADNCc
— méthylation avant I’ajout du linker

v Ajout du linker a chaque extrémité franche I’ADNc

v' Digestion avec I’enzyme de restriction — extremités coheésives

préte a la ligation au vecteur



- Ligation a un vecteur
v" Vecteur habituellement déphosphorylé
v' Plasmides et phages sont utilisés

v' Le plus utilisé: Agtll
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- CRIBLAGE DES BANQUES

= Permet d’isoler un clone d’une banque génique
en utilisant une sonde nucléique pour hybridation
¢ la sonde se liera a sa sequence complémentaire

(parmi1 des milliers) permettant 1’1dentification di

clone requis



Les sondes nucleotidiques—— i

Segment d’AN utilisé pr repérer le fragment recherché par
hybridation moléculaire
Caracteristigues

v'1 segment d’AN obligatoirement sb

v Complémentaire et antiparallele au fragment recherché
qui doit étre aussi sb

v'Hybride entre ADN/ADN, ADN/ARN, ARN/ARN



v'+/- longue selon les cas:-elle-peut couvrir une partiﬁ)u la
totalite du fragment recherché
v la sonde doit étre repérable

chaude (radioactive) dangereuse — tendance a
utiliser des sondes froides (fluorescence, luminescence,
coloration,....)
Ex: digoxigenine (DIG) un stéroide detecte par Ac lié a une

enz qui catalyse la formation d’un produit coloré
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Séquencage d’ADN -

2 methodes ont eté dvpé pr determiner la sequence en nts
des molecules d’ADN

»Meéthode de SANGER: terminaison de chaines par un

didésoxyribonucléoside triphosphate (ddNTP)

»Methode MAXAM et GILBERT: dégradation chimique



Methode de sanger: =

= / - v i S
C’est actuellement la technique enzymatique la plus utilisée
pour effectuer le séquencage de I’ADN

Principe

Synthese d’un brin radioactif et complémentaire au brin
dont on veut determiner la séquence
Originalitée
v'Utilisation de ddNTP
v'Le brin d’ADN a séquencer soit inséré ds M13 ou pUC

(M13: bactériophage et pUC: plasmide)



‘Roledu ddNTP =

v'Un ddNTP est un analogue structural du dNTP, mais il

ne possede pas de gpt OH en 3’

VIl s’incorpore normalement ds une chaine en cours de
synthese

v"Mais ’extension de la chaine est stoppée aussitdt apres

son Incorporation



o ' |

Désaxynuléotides

N

\503/

B, i
’

Eﬁi%)l

&
=

= v

G

|

!
0=P=0

!

0

!

5 CH",/ c \[E__;zs_f—zl

Oidesoxyaucheotide — ‘K ¥

0 [53.15‘}] \\

Liaisoas
phosphodicster

L'absence de groupement 3'-OH
empéche la fonmation &'une
Kaison phosphodiestet
supplémentain:

Fig. ! Terminaison de la synthése d’ADN par des didésoxynucléotides.



L a reaction de séquencage— —

A/ la réaction enzymatique

La réaction s’effectue en traitant de maniere parallele 4 tubes
contenant chacun:

»>Le brin d’ADN inséré ds M13

»Une amorce universelle

»4 dNTPs (1 est radioactif ex dATP*)

»1 ddNTP ( un ds chague tube)



I’ADNpol a le choix entre: =
gl =

v'Incorporer un dNTP — la réaction continue

v ou un ddNTP — la réaction s’ arréte

Résultat:

»Melange de fragments de longueurs #, tous se terminent par

ddNTP

»Tous les fragments seront radioactifs Incorporation d’un

dATP radioactif au cours de leurs synthese

»Les tous premiers petits fragments (qui n’ont pu Incorporer

un dATP*)échappent a I’identification
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Dans l'exemple choisi, 1l y ausa dans le tube A, des fragments stoppés en face du
15 T situd sur le brin & séquencer, formés donc de 5 nucléotides, dautres sToppés
en tace di 207, ayany done 7 nucléotides, et
e méme nusonnement sapplique aux 3 aurres tubes, ce qui donne Anulement
pour chacua des - tubes :
i wube avee ddATP

3 ACTGCY
i ACALTGCS
3 AGGACACTGCS
YATCAGGACACTGCSY

2 tube avee JdGTP
GC
GACACTGCC
GGACACTGC
GATCAGGACA CcCTGC

3 ruheavee JaCEP

CA
CAGGACA

4 rube avee ddTTHF
TCAGGACACTGC

Tous les fragmients seront rdioactifs car syant incorporé des d AMP radiomarqueds &
parcie de 78] dJATP au cours de leur synthicse. Cvidenmment les tous premiiers

petits fragments (qui n'one pu incorporer QAMP mdicactif) échappent & cette
identicvnion,
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Separation sur gel de polyacrylamide et autoradlog raphie
>Sur les 4 pistes d’un gel, le contenu de chacun des 4 tubes

est deposeé

»Les fragments nucléigues sont separes par électrophorese
selon leur longueur

»Le pouvoir discriminant du gel de polyachrylamide est tel

qu’il permet de différencier les brins ne difféerant que par un

seul nt .
» A la fin de 1’¢électrophorése=» autoradiographie ++ centaines

de nts peuvent étre lu sur le gel en une seule fois



5-F ATGGCGTANNNNN 3-0OH

ADN matrice monocaténaire
l hybridation

d'une amorce nucliéoctidique

5-F ATGGCGTANNNNN 3-0OH

I-OHNNNNN 5-P

+ ADN polymérase
+ [35S)dATP

4 dNTF 4 dNTR 4 dINTP
- ddGTP -~ ddATP + ddTTP
ATEGGCGTA "o . L ATGGCGTA At 2 4 ATOGCQ T A it
AT N AT e A M A
L) ATGGCAT A " ularety 2 s ATGGOGT A farr
ACCTGOAT sehitts = TACCOTAT MV
f I N J "

Toules les chaines Toutes les chaines Toutes les chaines
2 ADN necsynthélhisess o AD!! néosynthetisees d ADN neosynthetisees
se termnent par un 'G se ierminent par un "A" se terminent par un “T'
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electrophorés= en gel de polyacrylamide
et aut >radiographie

(séquence 53
du brin néosynthetise)

4 dNTP
+ ddCTP

’ ATQACG YA
AT Nt

L ATGOCETA ©ranrns
COCAT Smies,

2 ATGOQCGT A an s
COGTAT wrumire’. =

!
Toutes les chaines
G ADN néosynihétlisées
se lermimnent par un "C’
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4 dNTP
+ ddGTP

ainide

s-P ATGGCGTANNNNN 3-OH
ADN matrice monocaténaire
hybridation
d'une amorce nuclectidique fluorescente
5-p ATGGCGTANMNN 3-OH
3-OH NNNNE T 5P
l + Taq polymerase
4 dNTP 4 dNTP 4 dNTP
+ ddATP + ddTTP + ddCTP
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Bases onnees s = —

v I’ADN, I’ARN et les séquences proteiques nouvellement
determinés s’inseérent ds la base de donnees (EMBL; Genbank)
v" Collections disponibles pr I’analyse par ordinateur
Ségquencage automatisee de I’ADN

» Utilisation d’ordinateur compeétent spécial pr rechercher les

sequences protéiques et d’ADN



» Des instruments- semi-automatiques  controlés —par— un
or/dir@ ont eté dvpes spécialement pr le séquencage de
I’ADN

» Utilisation d’une seule m* réactionnel qui contient les 4
ddNTPs marqués avec # marqueurs colores

» Migration sur gel de polyacrylamide =» une série de
molécules d’ADN (chacune fait un nt de moins que la suivante
maquees par des pigments # en fct de la base terminale

» ldentification de la base terminale en fct de la longueur

d’onde de la fluorescence emise.
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Projets de sequencage =
. =

Dvpt des sequenceurs automatiques et les stations de travalil

robotique =» determination des sequences genomiques des O*

Importants:

v En raison de leu petites taille, ++ génomes de V* ont été

completement séquences (HIV.....)

v De B* (E. coli)

v" De levure (S. cereviciae)

v' Plante (Arabidopsis thaliana)

v

v Génome humain.
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Les hybridations moleculaires

1- Le Southern blotting

A- Principe

v'Détecter ’ADN (analyse de la structure des genes et la

detection des anomalies)

v I’ADN a analyser est purifié s/s forme de gros fragments



B- Technique — e
\/Digestﬁ par les ER — ++ fragment;d’ADN de # tailles
v'Electrophorése — séparation des fragments

v'Dénaturation des fragments par NaOH — les rendre adapter a
1’hybridation

v’ Transfert des fragments dénaturés sur mb NC

— ++ heures — replique des fragments sur la mb (blotting)

v'Fixation des fragments par UV ou a 80°C

v'Hybridation avec des sondes marquées (T° et tampon adéquat)
v'Rincage — élimination des sondes non fixés

v'Révélation du marquage — repérer la position des fragments hybridés

avec la sonde



Fig. 12.4 | : el
Technique de Southern. 2 = =
1) Extraction du DNA. T : -4

2) Attaque par enzymes de =
restriction. : Sieaaso -
3) Electrophorése sur gel et -
déenaturation, ' ‘ E )
4) Transfert sur nylon et _ |
hybridation. 5 , ¥ou . e
5) Autoradiogramme.

4)

5)




Electrophorese d'un gel dagarose
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Figure 1.5

Réealisation, Fimnalité et analyse d'un Southerrny Bliot

Ty | 1 A/ Himd 1
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L°ADN génomique d'un indivicda est digere en fragrments par ume
enzyme de restriction,. par axerr ole Taal.

tes fragments sont separes par = ectrophoréese.
L'electrophorése est visua sabla (cf. figure 1 ).
Tramsfert des fragments su~ Mmempranes de nylan Sowutherrn blort.

La membrane est hybridéas aves une sonde marquee, speéecifique des
fragments a identifier.

Apres lavage, la révelatico- du marquage permet de repéarer la pasi-
tion des fragments hybricées par ta sonde, e schema préesentae les
trois images possibles pouw- ina vidw etudie avec une sonde spacifi-
que d'un RFLP (voir sectico™ 1.9.8°




2- Le Northern blotting =
_— =

A- Principe

v’ Similaire au Southern blot

v analyse de ’ARN — déterminer les génes actifs ds les #
types Caires.

v Les ARNmMs (qui dérivent des genes actifs d’un type Caire)
sont isolés

v IIs ont des tailles # qui dépendent de la longueur des

proteines.



B- Technique | =

/Elemorése — separation des fraaments

v’ Transfert des fragments sur mb NC

v Fixation

v'Hybridation avec des sondes marguées

v'Rincage

v'Révélation du marguage — généralement une bande unique = a
I’ARNmM reconnu par la sonde

NB:

* La position de la bande/ sommet de la mb ==> longueur de I’ARNmM
[’intensité de la coloration de la bande ==> quantite d’ARNm ds la ¢

cad I’expression du gene



4- Hybridation In Situ =
T -

A- Principe

Technique utilisée pour I’identification des ARNmM spécifiques presents
ds des ¢ appartenant a des tissus contenant un gd nbre de types
Caires. EX: I’insuline produits par les ¢  du pancreéas.

B- Technique

v De fines tranches de tissus sont coupés a 1’aide d’un microtome

v Elles sont placées sur une lame de microscope

v la sonde est ajoutée aux ¢ de la lame — pénétrer ds le cyt — se
fixer a I’ARNmM cible — formation d’hybrides

v' Révélation du marquage — apparition de zones colorées a

I’intérieur des ¢ s/s microscope



épiderme

SRR G

o
Bt e Wk
cylindre central oo ,,_{\;{?_{7”-/ -
I; '?/.-/‘; o
k"_—: AN
‘ ///' props £
by, I f

fr‘,“

coupe transversaie G fune racine solution de ribosonae

hybridation specifique
dans les cellules du cortex ..

o Ot 111







LA PCR: Polymerase Chain Reaction ou ou la reaction
_— =

de polymerisation en chaine

A- Principe

v" Technique décrite en 1985 par K. MULLIS et al

v’ Permet d’amplifier de maniére considérable la quantité d’ADN
In Vitro par voie enzymatique

|_es constituants

v ADN matrice: séquence d’ADN a amplifier
v'Des amorces : de 15 a 30 nts

v"Une ADNpol: Taq pol

v'Les dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).



B- Technique —

/. - \. \ ’ — ’ - -
Cette technique impose de connaitre la sequence des regions qui

delimitent le segment d’ADN a amplifier ==> synthese des oligo-nts
complémentaires qui auront 2 fcts:

v'Permettent de reperer la partie d’ADN a amplifier

v'Serviront d’amorce a I’ADN pol

Des cycles successifs sont entrepris et chague cycle comprenant:

v'La dénaturation (92° a 95°C). séparation des 2 brins de la d.h qui
peuvent étre copier par I’ADN pol

v'L’hybridation des amorces= amorcage (50 a 55°C) : I’une des amorces
se fixe sur un brin d’ADN et la 2eme sur 1’autre

v'L’élongation (70° a 72°C): extension des amorces avec ADN pol



La Tagpol = =

v ADN pol non inactivée par la chaleur

v Isolée d’une B* thermophile adaptée a la vie ds des sources
d’eau chaude « thermus aquaticus »

v 1l est possible maintenant d’automatiser ces réaction grace a

des cycleurs thermiques (programmable en t° et en tps)



LAy AN L

M el Principe de la PCR
(G"I"l‘P .‘ [ADN génomiguel
e (Tag ADIN pai)

f | 98 /2 —inutes 586 TC2 minutes 72 TC/2 minutes

A _
|
- =3 Deéenaturation Hybridation Elongation
—.—b— . ’
3 2 ams Mmoiecules des amorces ces amaorces par
> dout's=s orin oolymerisation
' ‘,\\ reslisee par Taq pol
! R A R e =
V 1 copi=
- — ——— -
Déepart e la sequence
. e e L L 1 Y g 32
Apres 1 cycte) e - e
(LR —— ¥
" % . Ao 2 2 copies (21')

1

'—'— —
ho
| "'.-'—‘ — ——
Apres 2 cycle;
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s : 2

i A / - g i G T 2 copies (29)
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Aprés 3 cycle = T T R e i ]t 8 copies (23)
Apres N oycle — - 27 copies

| -

Un cycle de PCR comporte trois etapes ¢

éetape 1 : denaturation des duplex d'.A0N par‘chauffage a 95 °C pen-
danmnt 30 a 90 secondes; 2

etape 2: hybridation des amorces (amorgage) as+ et b/— sur les brins —
et +, pendant 30 a 80 secondes, a une Température permettant leur
hybridation spéecifique aux extremites 3 de la seguence a amplifiear;
étape 3 : élongation des amorces : e Tube est soumis pendant 30 a
120 secondes a la temparature de 72 "C correspondant a |"optirmurnm
d’activite de la Tag pol/; celile-ci altong= les amorces et synthetise un
Nneo-brin face aux Matricas — et — e Su doubie la quantite de frag-
ments d'interét.
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