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Chapitre 1

Introduction

« Biologie moléculaire » est un terme consacré par 'usage. Stricto sensu,
« biologie moléculaire » devrait inclure tous les aspects moléculaires
des études portant sur la vie. Il en va en pratique un peu différemment
et l'on entend par [ tout ce qui concerne les génes, les produits des
genes, les aspects moléculaires de I'hérédité, Cest dire que « génétique
moléculaire » (Clark 2005) ou « génomique » (Gibson 2004) seraient a
la limite plus appropriés. La biologie moléculaire comprend aussi, et
depuis peu, tout ce qui concerne les techniques dérivées de I'étude et
de l'analyse de l'ensemble du génome, Cest-a-dire la génomique.
D’une manitre générale, la génomique inclut 'étude de la structure,
du contenu et de I'évolution du génome, et recouvre de fait la généti-
que moléculaire, mais en pratique « génomique » recouvre également
tout ce qui concerne l'expression génique aussi bien au niveau des
ARN messagers (le transcriptome) qu’a celui des protéines (la protéo-
mique), et de leur fonction (le physiome). Le point commun 2 toutes
ces techniques est qu’elles mesurent la totalité des genes exprimés ou
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des protéines, et pas seulement quelques éléments sélectionnés a priori,
comme cétait le cas jusqua maintenant. La métabolomique met
potentiellement en évidence les effets nets des réactions enzymatiques
en mesurant les produits (Gibson 2004). Létape finale (pour I'instant)
est la mise au point d’'un outil permettant d’intégrer I'ensemble de ces
données dans des réseaux interconnectés. Comme on le voit la défini-
tion est vaste et trés empirique, surtout si on la compare par exemple
aux définitions beaucoup moins ambigués qui sont celles de la biologie
cellulaire et de la biochimie.

Ce qui définit peut-étre le mieux la biologie moléculaire telle qu'on
la pratique actuellement, c’est quelle permet de mieux considérer la vie
comme ce quelle est fondamentalement c’est-a-dire un processus uni-
que, commun aux plantes, aux bactéries, aux insectes et aux animaux,
ayant un ancétre commun et que l'incroyable panoplie de techniques
diverses qui constitue actuellement la Biotechnologie s'applique a tou-
tes les formes de la vie (Clark 2005). C’est dire que 'Evolution, au sens
darwinien du terme, doit toujours rester au ceeur de la réflexion biolo-

gique (Darwin 1859, Ridley 2004, Stearns 2005).

Apres un rappel historique, ce livre comportera quatre parties :
structure et la fonction de 'ADN, données concernant le polymor-
phisme génotypique et phénotypique, en y incluant les bases de I'évo-
lution, les principales biotechnologies et, pour finir, un certain nombre
d’exemples issus de la génétique médicale, de la pharmacogénétique et
de la biologie médicale. Les termes anglais figurent partout ot ils ont
semblé nécessaires, car en pratique I'étudiant et le chercheur les ren-
contreront tous les jours dans leurs lectures; les traductions ne sont
souvent pas rentrées dans les meeurs.

Je souhaite par cet aide-mémoire venir en aide aux seniors, cultivés,
désireux d’avoir une idée rapide de la révolution contemporaine en
biologie, et aider les plus jeunes 4 se situer par rapport aux deux révo-
lutions scientifiques majeures contemporaines, la biologie moléculaire
et I'informatique, la premiere étant dailleurs trés dépendante de la
seconde. Il n'y a pas de livre de ce type qui ne reflete I'expérience pro-
fessionnelle de l'auteur, le présent ouvrage ne fait pas exception a la
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regle, et le lecteur ne sera pas étonné de le voir illustré par des exemples
pris surtout chez ’homme et en cardiologie.

Résumer lessentiel de la biologie moléculaire en quelques pages
érait relativement facile il y a quelques années, les connaissances en
biologie ont pris en ce moment une croissance exponentielle qui
impose des choix, voire de véritables paris sur I'avenir. La biologie
moléculaire et la génétique sont des disciplines en plein développement,
presque chaque année apparaissent de nouvelles techniques, certaines
représentent des avancées si considérables quelles rendent caduques les
techniques encore routiniéres 'année d’avant. Nous avons tenu compte
de ces avancées (exemple « genome-wide association », Ch. 5.2.).

Lavenir de la discipline et les sources d’emploi pour le jeune Doc-
teur &s sciences sont certes dans I'enseignement et la recherche publi-
que, mais surtout dans les applications, qu'il sagisse des biotechnologies,
de la Recherche/Développement (R/D) voire du marketing. Les bio-
technologies offrent des possibilités immenses en R/D dans 'industrie
pharmaceutique —mais aussi dans la quéte de nouveaux biomarqueurs,
dans la recherche biométrique, agronomique et dans lindustrie ali-
mentaire. Il ne faut pas oublier, voire mépriser le marketing, ce secteur
est souvent demandeur de scientifiques formés et a Lesprit ouvert.
Ayant été confronté A ce probléme pendant toute ma carriere, 'avenir
concret du jeune scientifique ou du jeune médecin est une arriere-pensée,
tres terre & terre, qui fut un fil conducteur durant toute la rédaction de
ce petit aide-mémoire.
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Chapitre 2

Rappel historique

La révolution biologique 2 laquelle nous assistons n’aurait bien évi-
demment pas été possible sans 'ensemble du mouvement scientifi-
que et technologique —a la limite, on pourrait dire que I'invention
de 'imprimerie par Gutenberg ou celle de I'électricité ont été décisi-
ves —mais on peut étre plus précis. Les racines de la biologie contem-
poraine deviennent identifiables au milieu du Xixe siecle. Quatre
noms ont été décisifs, chacun d’eux symbolisant une des idées-
piliers de la biologie contemporaine : Charles Darwin et la théorie
de I'évolution, Gregor Mendel et les lois de 'hérédité, Claude Ber-
nard qui fit de la physiologie une science expérimentale, enfin Louis
Pasteur et la microbiologie, outil premier des biotechnologies. Le
milieu du XIX¢ si¢cle n’a, bien entendu, pas été une période décisive
qu'en biologie, il I'a été aussi dans presque toutes les autres sciences
exactes, mais les racines ont bien commencé & pousser a cette épo-
que et il y a bien, en biologie, aux environs de 1855-1865, un avant
et un apres.
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2.1 AVANT LE MILIEU DU XIXe SIECLE

Clest J.-B. Lamarck qui a découvert I'évolution biologique. Lamarck
était d’abord un savant du XVIIE siecle, héritier de Buffon, qui avait
réalisé un travail gigantesque de systématique, mais c’est sa « Philoso-
phie Zoologique » qui reste la premitre théorie cohérente de I'évolu-
tion. Cette théorie était basée sur I'évolution des caractéres acquis sous
laction directe du milieu et de I'usage. On sait maintenant que les
caracteres acquis ne sont pas transmissibles, mais cest indiscutable-
ment & Lamarck que 'on doit la notion d’évolution, ce qui ne I'a pas
empéché de mourir en 1829 aveugle et oublié.

Au début du XIx¢, 'hérédité érait encore une notion confuse, en partie
théologique, loin de toute approche scientifique. Les deux ténors de
’Académie des Sciences de I'époque, Cuvier et Geoffroy Saint-Hilaire,
s opposaient dans des joutes oratoires célebres sans la moindre allusion
a une quelconque hérédité. Pour Cuvier, fixiste convaincu, forte per-
sonnalité, il existe un plan fixe de création hiérarchisée du regne ani-
male. Pour Geoffroy Saint-Hilaire, transformiste, tous les animaux
sont batis sur le méme plan grice & un nombre limité d’éléments orga-
niques, le tout dirigé par un fluide vital. Mais pour les deux protago-
nistes, surtout pour Cuvier, la diversité du monde vivant est un acquis.

Avant Claude Bernard, la physiologie était chimie physiologique.
Lavoisier et Laplace, avec des moyens essentiellement chimiques, démon-
trent les bases essentielles des échanges gazeux. Ce sont aussi des chi-
mistes allemands qui ont permis le dosage de 'azote et la synthese de
I'urée. La physiologie, cest aussi Magendie, le patron de Claude Ber-
nard. Magendie avait fait de 'expérimentation et du scepticisme un
dogme absolu, dogme qu’il transmit & Bernard. Ce faisant il sopposait
aux « vitalistes » et tout particulierement & Bichat qui admettait Iexis-
tence de « forces vitales » tout a fait différentes des forces physico-
chimiques. « D’abord les faits », résumait tout Magendie, « mais ensuite
posez la bonne question » répliquait Bernard. Vieux débat, encore bien
présent dans beaucoup de laboratoires.
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C’est de la microbiologie que sont nées les biotechnologies. Avant
Pasteur, il y avait un consensus, la possibilité de voir apparaitre des élé-
ments vivants spontanément, méme apres ébullition, dans un bouillon
de viande par exemple. Les expériences de Needham, réfutées par Spal-
lanzani, sont restées dans 'anonymat, dans l'ignorance ol 'on était
alors de lexistence des bactéries existant dans l'air ambiant. Cette
méme ignorance est a lorigine d’erreurs catastrophiques. Le grand
Broussais, par exemple, avait fait de 'inflammation le nec plus ultra de
la thérapie : « il faut suppurer pour guérir ». Cest Ignace Semmelwweis,
obstétricien viennois, qui le premier eut I'intuition de I'asepsie, avant
méme que Pasteur ne découvre les bactéries; tous deux s'ignoraient
d’ailleurs totalement.

2.2 1855-1865

Les quatre fondateurs de la biologie contemporaine sont nés presqu’en
méme temps : 1809 (a Shrewsbury, GB) pour Charles Darwin, I'inven-
teur de I'évolution des especes, 1822 (a Heinendorf en Moravie) pour
Gregor Johann Mendel, le fondateur de la génétique contemporaine,
1818 (a Saint-Julien, pres de Villefranche-sur-Sadne) pour Claude Ber-
nard, 'inventeur de la physiologie, 1822 (a Dole, Jura) pour Louis Pas-
teur, l'inventeur de loutil microbiologique. Tous ont publié leur
« chef-d’ceuvre » presqu’en méme temps : Darwin, Lorigine des espéces,
1859, un gros succes de librairie; c'est le 8 février et le 3 mars 1865
que Mendel publie son mémoire princeps sur 'hybridation des petits
pois, et établit les bases théoriques de la génétique devant le Naturfors-
chender de Brno (maintenant République Tcheque); Claude Bernard,
malade, malheureux en ménage, se retire en 1865 dans ses vignes, a
Saint-Julien, d’ott il écrit et publie Lintroduction & la médecine expéri-
mentale; il est plus difficile de dater le « chef-d’ceuvre » de Pasteur, il y
en a tant, 1857, l'acte de naissance de la microbiologie est habituelle-
ment attribué & son mémoire sur la fermentation lactique présenté a la
Société des Sciences de Lille, 1865 est la période ot il découvre les fon-
dements biologiques de la vinification et celle ot1 il découvre la cause
de la maladie du ver 2 soie, la premitre maladie infectieuse identifiée.
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Darwin, a vécu longtemps retiré 8 Down dans le Kent, célebre, mais
discret (il n’en fut pas moins enterré & Westminster). Par contre, Men-
del, trop en avance pour son temps finit ses jours comme supérieur (en
1868) de son couvent ot il mourut en 1884. Il fallut attendre 1900
pour que les lois de 'hybridation végétale soient redécouvertes par les
travaux indépendants d’un hollandais, Hugo de Vries, d’un allemand,
Carl Correns et d’'un Autrichien, Erich von Tschermak, et pour que,
fort honnétement, de Vries en attribue la paternité au moine de Brno.
Clest également & ce moment qu’un anglais, William Bateson (qui pro-
pose le mot « génétique »), et un frangais, Lucien Cuénot, démontrent
Papplicabilité des lois de Mendel au régne animal. Ce fut le début d’'un
déluge de publications confirmant les observations faites dans le Natur-
forschender. Claude Bernard, Pasteur surtout, sont tous deux morts cou-
verts de gloire, primés (le prix de physiologie expérimentale a été décerné
quatre fois a Claude Bernard), sénateurs impériaux (mais Pasteur,
nommé en 1870, ne put jamais siéger). Tous deux académiciens fran-
cais, ils se connaissaient, s'estimaient, et Bernard, I'ainé, fut pour Pas-
teur un soutien indéfectible.

2.3 LA FILIATION

2.3.1 Le néo-darwinisme et I'aprés darwinisme

Que Darwin représente une véritable césure dans Uhistoire de la biolo-
gie ne souffre guére de contestation. Au cours de I'histoire du vivant, la
pression évolutive sélectionne parmi les variants les especes les plus
résistantes, et crée ainsi de nouvelles especes. La sélection naturelle, dit
darwinienne, n'agit que par accumulation des variations (ou muta-
tions) héréditaires. Ces changements sont héréditaires, variables et
conferent & ceux qui les portent un avantage transmissible. Lorigine des
espéces fut des sa parution un « best-seller », mais aussi une source de
polémiques acharnées, pas toujours de nature scientifique, lesquelles
sont loin d’étre achevées. Les polémiques de nature théologique n'ont
pas leur place ici, mais il est un autre type de débat plus intéressant et
qui porte sur le fait que le darwinisme n’explique pas toute I'évolution.
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Le néo-darwinisme a consisté 4 introduire, 50 ans avant la découverte
de l'acide désoxyribonucléique, ADN, la notion de mutations dans le
« plasma germinatif ». Plus perverses seront les conclusions sociales
que d’aucuns voudront en tirer, eugénisme rationnel de Francis Gal-
ton, déviations pronées par Trofim Lyssenko en support du régime sta-
linien. Il existe un continuum entre la premiere description de Darwin
et la découverte de 'ADN, des geénes, et des bases de la génétique.
Lintuition géniale de Darwin regoit progressivement confirmation
apres la découverte des mécanismes qui président au brassage des genes
lors de la méiose et celle du polymorphisme de TADN;; elle est devenue
une loi biologique 4 laquelle toute nouvelle donnée biologique doit se
confronter. La physiopathologic elle-méme se doit de tenir compte des
affections résultant de conflits entre notre patrimoine génétique,
adapté depuis toujours & un certain type d’environnement et le fait que
depuis peu notre environnement a été radicalement modifié. Les
séquencages effectués récemment ont démontré 'unicité du monde vivant,
on retrouve en effet une majoricé d’éléments communs aux génomes
bactériens et au génome humain. Cunité historique du monde vivant
est maintenant une évidence et plus que la pression évolutive c’est pro-
bablement la que se situe 'apport majeur de Darwin.

2.3.2 Naissance de la génétique

Lintuition de Mendel était comparable 2 celle de Darwin. Mendel en
décrivant ses deux lois ne pouvait pas ne pas penser que I'hérédité avait
un support chimique. Les étapes qui jalonnent le parcours entre Men-
del et la séquence du génome humain sont bien connues :

— La découverte et le décompte des chromosomes', identification des
différentes étapes de la division cellulaire par I'école allemande. Cette
érape a été déterminée par les progres en matiere de microscopie.

1. Les batonnets nucléaires supports de 'hérédité furent baptisés chromosomes par
Wilhem Waldmeyer en 1888, mais la découverte des chromosomes est généralement
attribuée & Walter Flemming. Géne a été introduit par le danois Wilhem Johannsen.
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— Thomas Morgan (1866-1945) de l'université de Columbia, est une
étape 2 lui tout seul. Cest lui qui a apporté les preuves les plus déci-
sives concernant le support matériel de 'hérédité en développant un
modele animal, toujours en usage, la Drosophile. C’est 4 lui que I'on
doit la mise en évidence du brassage génétique a I'origine de la variabi-
lité des individus et des especes, et aussi des mutations pathogenes!.

— A la suite de Morgan, la biologie moléculaire a connu une explosion
qui a abouti 2 la découverte de la structure en double hélice de
PADN par Crick et Watson, et a celle du code génétique et des
mécanismes de la transcription et de la traduction des protéines.
Lintuition de Mendel a été définitivement confirmée par le séquen-
cage du génome et par les données de la génétique moderne. Les
retombées en sont considérables.

2.3.3 Le développement scientifique de la physiologie

Claude Bernard érait d’abord un expérimentateur, et on lui doit la
découverte de plusieurs fonctions comme la fonction glycogénique du
foie. Mais il a surtout été celui qui a établi les principes de la physiolo-
gie et de la médecine expérimentales et a fondé la physiologie. La
notion de milieu intérieur restera le premier élément d’intégration a
partir duquel seront découvertes la bioénergétique, les hormones (un
concept, plus encore que des molécules), les vitamines et la respiration
cellulaire. Parallélement, la méthodologie pronée et expérimentée par
Claude Bernard devient de routine dans tous les laboratoires du
monde, et permet d’établir les fondements de la physiologie rénale,
cardiaque, vasculaire, digestive et de la neurophysiologie. A la fin du
xxe siecle, la discipline a souffert de 'ambiance réductionniste et de la
compétition avec la biologie moléculaire et la génomique. Lapproche
intégrée chere A Claude Bernard n'a plus été 2 la mode pendant une
bonne trentaine d’années, dans le monde entier. Mais, au fur et &
mesure de I'achévement du programme génome et du développement

1. Morgan est devenu une unité, le centiMorgan, qui mesure, de fagon statis-
tique, les espaces séparant les genes sur un chromosome.
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de la bioinformatique et de la technologie transgénique, on a assisté a
un retour en force des approches intégrées aux dépens des approches
réductionnistes. Ce mouvement de balancier est une vieille tradition
dans I’histoire des sciences.

2.3.4 La microbiologie et la naissance
de la biotechnologie

La découverte des « microbes » et peut-étre plus encore la mise sur pied
des Instituts qui portent son nom, font de Pasteur le fondateur de cette
discipline majeure qui est a origine de I'infectiologie et de la biotech-
nologie contemporaines’. Ce n'est pas le seul apport de Pasteur 2 la
biologie. La « génération Pasteur » comprend des microbiologistes
comme Calmette et Guérin (le BCG), Yersin (le bacille de la peste) ou
Charles Nicolle (le typhus), mais aussi des biologistes moléculaires
comme Frangois Jacob et Jacques Monod qui utiliserent le modele
microbiologique pour décrire la transcription. Les « microbes » sont
devenus les modeles préférés d’étude du vivant. On connait 'apho-
risme de Monod selon lequel « ce qui est vrai pour Escherichia Coli est
vrai pour I'éléphant ». Les Instituts Pasteur - I'un des premiers a étre
créé outre-mer, le fut en Australie vers 1890 par un éleéve de Pasteur,
Adrien Loir - furent, a travers le monde, 'outil au moyen duquel se
dissémina la méthode pastorienne. Il est évident que toutes les grandes
avancées biologiques conceptuelles ou techniques ne sont pas nées
dans ces Instituts?, mais il est non moins discutable que c’est de Pasteur
que datent les débuts de la recherche biotechnologie contemporaine.

1. On doit « microbes » & Emile Littré, I'auteur du célebre Dictionnaire. Littré,
qui avait fait sa médecine mais sans passer sa these, inventa spécialement le mot
pour Pasteur en 1878.

2. Les trois découvertes sans lesquels le séquencage du génome humain n’aurait
pas été possible sont les transcriptases inverses découvertes par Baltimore, Temin
et Dulbecco, les enzymes de restriction découverts par Arber, Nathans et Smith
et la PCR inventée par K. Mullis. Tous ont regu le Prix Nobel, tous sont anglo-
saxons, aucun n'est pastorien.
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Chapitre 3

Données de base
et sémantique élementaire

3.1 LES UNITES DU VIVANT

3.1.1 Définir la vie

La vie est programmée, I'étre vivant est un concentré d’énergie, face a
un extérieur inorganisé, faible en énergie. Définir la vie ou en résumer
les propriéeés fondamentales n’est pas simple, Claude Bernard, en avait
déja souligné la complexité, et qu’il y fallait, au moins, cing éléments :
lorganisation, la reproduction, la nutrition, I'évolution et le dévelop-
pement et enfin le trépied vieillissement — maladie — mort.

Cette définition recoupe assez bien celle, plus moderne, de Daniel Kosh-
land (Koshland 2003), ancien éditeur de Science (tab. 1). D’autres ont
repris ces données, et considerent comme déterminants :

— la capacité de se reproduire, la vie est un automate auto-entretenu

par des molécules informationnelles (ce qui regroupe les « piliers »
(1), (i1) et (v) de Koshland, tableau 1);
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— la nutrition et le métabolisme, la vie est un systtme chimique auto-
entretenu par de petites molécules chimiques (pilier (iv));

— la complexité de l'organisation macromoléculaire, la vie utilise le
pouvoir structurant des liaisons faibles permises par les caractéristi-
ques de la matiere;

— tous les organismes reposent enfin sur un coefficient de sécurité
énorme comme en témoignent les quantités phénoménales de
graines, ceufs, spermatozoides produits par tous les organismes et
dilapidés dans la nature.

Les Américains, qui misent actuellement beaucoup sur leurs pro-
grammes spatiaux et sur l'astrobiologie, ont une réelle demande pour
une définition de la vie qui en permette I'identification; la plus concise
serait « la vie est un syst¢tme chimique auto-entretenu, capable de subir
une évolution darwinienne ».

3.1.2 Cellules et organismes vivants

Si diverse soit-elle, la vie possede une unité fondamentale, la cellule,
qui est délimitée par une membrane et contient tous les composants per-
mettant 2 la cellule d’étre vivante, au sens défini plus haut, c'est-a-dire,
au minimum, outre la membrane externe faite de phospholipides et de
protéines membranaires, un génome et un cytoplasme ot se trouvent les
enzymes responsables du métabolisme énergétique ainsi qu'une machi-
nerie complexe qui sert a fabriquer les protéines, les ribosomes. Les cel-
lules sont toujours filles d’autres cellules et ne proviennent jamais de
I'assemblage de leurs constituants. Il y a deux types de cellules vivantes :
les procaryotes! et les eucaryotes. A la différence des procaryotes, les
eucaryotes possedent un noyau délimité par une membrane et qui contient
la majeure partie du matériel génétique (fig. 1).

1. Il y a deux types de procaryotes, les eubactéries qui sont les bactéries les plus
connues et les plus ordinaires, et les archéobactéries qui ont une structure membra-
naire tres différente de celle des eubactéries leur permettant de pousser dans des
milieux extrémes (méthane, hautes températures).
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Tableau 1  LES SEPT PILIERS DE LA VIE (KOSHLAND 2003).

La programmation a la fois des ingrédients

1 et de leur mode d’emploi, celle-ci est présente
dans I’ADN
2 La possibilité d'improvisation, sur un long court,

grace a l'outil qu’est I'évolution darwinienne

La compartimentalisation soit dans la peau, soit
3 dans les membranes, qui permet le maintien
de concentrations efficaces a I'intérieur

de I'étre vivant

Sur un plan énergétique, les étres vivants

4 sont des systémes ouverts en déséquilibre

et les changements d’entropie sont compensés
par I'énergie solaire

Les systémes vivants peuvent se régénérer
5 totalement, la naissance d'un nouvel enfant
est un des aspects de cette restitution ad integrum

Il'y a adaptabilité, la faim, les cals au pied

6 en sont des exemples, ce type d'adaptabilité

est rapide, épigénétique et compléte
|’évolution darwinienne

La séclusion, les cascades métaboliques
sont isolées tout comme des conducteurs
7 électriques, ce qui leur permet de fonctionner
collectivement dans des conditions
de concentration optima

La forme de vie la plus simple est la bactérie qui est un étre mono-
cellulaire possédant une seule copie (les bactéries sont haploides) d’'un
nombre peu élevé de genes (= 4 000) et se reproduisant de fagon non
sexuée. Il y a 2,7-1,9 milliards d’années le monde était entierement
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Membrane cellulaire | Chromosomes

ADN annulaire
etnu

e

Membrane
du noyau
Cytoplasme
PROCARYOTES : EUCARYOTES :
- — Uni ou pluricellulaires
— Eubactéries :
- — Protistes
— Archeobactéries

— Champignons
— Pluricellulaires

— Plantes

— Animaux

Figure 1 La cellule, unité élémentaire du vivant.

Les deux différences majeures entre procaryotes et eucaryo-
tes sont I'absence de noyau et de membrane nucléaire chez
les procaryotes ainsi que le fait que I’ADN des procaryotes est
annulaire.

bactérien. Les bactéries ont eu une évolution tres lente qui s'est faite
souvent par transferts de génes d’une espece a l'autre (dit de fagon
horizontale par opposition au transfert vertical chez les eucaryotes chez
qui le changement de structure du génome passe d’une génération a
lautre). La rapidité de leur croissance, les facilités que I'on a 4 les conser-
ver en ont fait un oudl idéal pour les biotechnologies. Les bactéries
peuvent étre source d’'infections pathogenes, mais elles sont plus sou-
vent, chez '’homme, des parasites utiles (a la digestion par exemple). Il
faut savoir enfin que les bactéries ont été la source de 'oxygene de lair
et de I'eau.
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Les eucaryotes peuvent étre uni- ou multicellulaires. La levure est
un cucaryote monocellulaire qui poss¢de un noyau et 16 chromoso-
mes, cest un modele trés courant en biologie moléculaire. Il existe un
certain nombre de modeles pluricellulaires utilisés dans la plupart des
laboratoires pour chacun des régnes animaux ou végétaux, la Droso-
phile pour les insectes, Danio rerio (le poisson zebre) pour les poissons,
Arabidopsis thaliana (le cresson) pour les plantes, la souris pour les
mammiferes.

La cellule est I'unité la plus élémentaire du vivant, mais il existe des
formes intermédiaires entre les cellules et la matitre inerte 2 la frontiere

du vivant (fig. 2).

Virus & ADN
Ce n’est pas ou ARN
une membrane
mais une capside

Le virus pénétre
dans la cellule

T
(A ? 5'

~ 7

Le virus utilise le <~/
matériel cellulaire pour
se développer et se reproduire

Figure 2 Virus.

Les virus sont a la limite du monde des vivants en ce qu’ils ne
possédent pas de membrane externe, ils sont délimités par
une enveloppe protéique ou une capside. Il y a des virus a
ARN et des virus a ADN. Les virus sont nécessairement des
parasites, et leurs hotes leur servent a se reproduire. En
rouge et en trait d’union I’ADN de I'h6te.
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(1) Les virus sont les plus importants, ce ne sont pas des cellules
vivantes, car ils Kont pas de membrane externe et sont délimités par
une capside ou une enveloppe protéique. Ils ont un matériel génétique
qui peut étre de TADN ou de 'ARN, mais n'ont ni ribosomes, ni
métabolisme propre et sont obligatoirement parasites et demandent a
étre hébergés par un hote cellulaire dont ils utilisent les ressources pour
se reproduire. Les plus connus des virus sont les rétrovirus qui sont des
virus & ARN qui utilisent TADN de 'héte pour se répliquer, le plus
célebre des rétrovirus est le virus du SIDA. Lhote du virus peut étre
une bactérie, le virus s'appelle alors bactériophage ou phage.

(2) Les viroides sont des virus 8 ARN sans revétement protéique qui
r’infectent que des plantes.

(3) Les plasmides sont des molécules ' ADN capables de se répli-
quer qui n'ont pas de phase extracellulaire et ils vivent en permanence
dans leurs hotes.

(4) Les transposons ne peuvent se répliquer et sont des molécules
d’ADN incorporées dans TADN de leur héte, ils doivent sauter d’'un

héte a autre pour survivre.

(5) Les prions sont des protéines dont la structure spatiale est ano-
male, ils peuvent infecter le tissu nerveux et y développer la maladie de
la vache folle et ne contiennent pas d’acides nucléiques.

3.2 STRUCTURE DE L'APPAREIL
GENETIQUE

Lunité de base de la biologie moléculaire est la molécule d’acide désoxy-
ribonucléique, ADN, seul support chimique connu de 'hérédité.
LADN est l'outil de base, véritable fondement de la biotechnologie.
Le génome est 'ensemble du matériel génétique d’'un individu (ou
d’une cellule) dont il constitue le génotype, le génotypage représente
lacte technique qui permet de déterminer un génotype donné.
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3.2.1 Structure de 'ADN

La molécule ’ADN est la plus grosse molécule de 'organisme, sa masse
moléculaire variant de 3,3. 107 chez 'homme 4 107 chez les bactéries’.
C’est une double hélice faite de deux monomeres enroulés les uns sur
les autres (fig. 3a & b). Cette molécule est composée d’une succession
répétitive de nucléotides composés eux-mémes, dans l'ordre, d’une
base purique ou pyrimidique, d’'un sucre, le Désoxyribose, et d’un
acide phosphorique. La séquence sucre-acide phosphorique est la
séquence invariable de TADN. Les nucléotides ne se distinguent les
uns des autres que par leur base. Il y en a, dans TADN, quatre types :
I’Adénine, A, et la Guanine, G, qui sont des purines, la Cytosine, C, et
la Thymine, T, qui sont des pyrimidines. La Thymine est la seule base
spécifique de TADN, elle ne se retrouve pas dans ’Acide RiboNucléi-
que, ARN, ou elle est remplacée par I'Uridine, U. Ces bases ont une
structure particuliere qui confere a la molécule ses propriéeés :

— (1) Elles ont les unes pour les autres des affinités spécifiques et
sapparient d’une maniere invariable T-A et C-G, cest-a-dire que les
bases puriques s'apparient aux bases pyrimidiques, mais ne peuvent
contracter de liaisons entre elles, et vis versa. Cette propriété donne
a la molécule sa stabilité et permet I'établissement de liaisons d’une
hélice (ou monomere) & 'autre. Ce sont des liaisons hydrogene,
mais leur nombre varie selon le couple de bases concerné (3 liaisons
pour C-G; 2 pour T-A). Ces liaisons sont tres spécifiques et puisque
G ne peut se lier qua C et T qu'a A, les deux brins ’ADN ont une
structure en image, et sont dits complémentaires, ce qui veut dire
que la structure de 'un permet de prédire celle de autre.

1. La taille du génome croit assez régulierement au fur et & mesure que 'on
avance dans I'échelle de complexité dans I'évolution des eucaryotes, mais ceci est
loin d’étre linéaire et il y a de trés nombreuses exceptions a la régle. Le nombre
de chromosomes et le nombre de genes croissent également sur cette échelle,
mais les exceptions sont ici encore plus nombreuses. Le génome du riz est plus
petit (430 mega paires de base) que celui de 'homme 3 300 Mpb), mais il
contient environ deux fois plus de génes (21 000 chez ’homme, 45 000 pour le riz).
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Petits sillons, les petits sillons internes
sont riches en A et T et sont associés
préférentiellement aux histones
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Figure 3 Molécule d’ADN.

(a) Modele moléculaire. (b) Schéma montrant les liaisons
hydrogene Adénine = Thymine, A = T ou Guanine = Cytosine,
G = C qui maintiennent la structure hélicoidale. En (a) et (b)
on identifie la double hélice polynucléotique avec les bases
puriques ou pyrimidiques a l'intérieur de la molécule et les
deuxsillons, le grand (12 Ade large) et le petit (6 Ade large).
La structure se répéte tout le long de la molécule tous les
10,5 nucléotides, c’est-a-dire tous les 35,4 A. (c) Structure
chimique des nucléotides d'un brin d’ADN montrant les
liaisons phosphodiesters entre le désoxyribose et le phos-
phate (fleches) et la maniére conventionnelle par laquelle on
oriente la molécule, on dit 5’-3' ou I'inverse en fonction de la
position d'un des carbones du sucre. Les deux hélices sont en
effet antiparalléles, I'une étant orientée en 3'-5' et I'autre en
5'-3". Figures reprises de Weinman S. et Méhul P. Toute la
biochimie. Dunod éd. 2004.

— (2) Le nucléotide représente I'unité de longueur utilisée pour mesurer
un fragment ’ADN. Un nucléotide contenant par définition une
base, on dira qu'un fragment monobrin ’ADN de 100 nucléotides a
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une longueur de 100 bases, ou 1 kb, et I'on dira que le fragment
apparié double brin est composé de 100 paires de bases, pb.

— (3) Lenchainement désoxyribose-acide phosphorique-base est asymé-
trique. Sur un plan strictement chimique, la molécule peut donc
étre orientée. Il faut deés lors qualifier cette orientation. On utilise
pour cela la structure de 'anneau ribose qui posséde deux radicaux
hydroxyles libres, 'un en position 3’, I'autre en 5’ (fig. 3¢). Par conven-
tion un fragment ’ADN commence en 5’ et se termine en 3’. On
dira qu'un fragment, monobrin, est en 5-3". Ce fragment sera
également dit sens ou codant parce que sa séquence ressemble a celle
de la protéine, mais il est important de savoir que le fragment
codant n'est pas celui qui sert de matrice a la synthese des transcrits,
on y reviendra.

Sur un plan fonctionnel, TADN se divise en deux parties, TADN
non codant ou anonyme qui représente la majorité de 'ADN, et
ADN des genes. La distinction entre les deux n'est ni claire ni défini-
tive. CADN codant est relativement bien délimité, mais il y a dans
’ADN anonyme 2 la fois de nombreuses séquences régulant 'activité
des genes et faisant de ce fait partie de la définition du gene, et des
séquences codantes non encore identifiées. On reviendra sur ces ambi-
guités plus loin.

3.2.2 Les ARNs
La cellule synthétise plusieurs types ARN : FARN messager, ARNm,

quantitativement le moins important mais qui va reproduire le code
génétique sous une forme telle que I'information pourra étre transmise
hors du noyau dans le cytoplasme ou elle servira a synthétiser les pro-
téines; 'ARN de transfert qui servira a transporter spécifiquement cha-
cun des acides aminés vers le lieu ol se fabriqueront les protéines;
’ARN ribosomal, le plus abondant, constituant essentiel des riboso-
mes, il sert avec les protéines ribosomales A catalyser et a diriger la syn-
these protéique; les microARNs de découverte toute récente (ARN
interférence) et qui jouent un rdle important dans la régulation de la
transcription et de la traduction.
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Une polymérase spécifique correspond a plusieurs de ces ARN,
RNA polymérase I pour 'ARN ribosomale, RNA polymérase II pour
’ARN messager, RNA polymérase III pour ARN transfert.

LARN a la méme orientation 5’-3” que le brin antisens de TADN, il
en a la méme structure 2 une exception pres, TARN ne possede pas de
thymidine, laquelle est remplacée par une uridine (U). CARN naissant
a la forme d’un simple brin qui peut se replier sur lui-méme du fait des
appariements dus aux bases complémentaires qui peuvent se faire face.

3.2.3 Les chromosomes

La représentation des paires de chromosomes s'appelle caryotype, les
chromosomes y sont rangés par ordre de taille (fig. 4). Etablir un caryo-
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Figure 4 Caryotype humain (dG a I'obligeance
du Professeur Stanislas Lyonnet
que nous remercions bien vivement).
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type consiste 4 isoler les chromosomes et ensuite 2 les classer selon leur
taille, la position de leur centromere et leur profil de bandes spécifi-
ques. Chaque espéce vivante posséde un caryotype qui lui est propre.

a) Chez les procaryotes

Les procaryotes sont des petites (2-3 pm) cellules dépourvues de mem-
brane nucléaire, et le matériel génétique est sicué dans le méme com-
partiment que le cytoplasme. Il y a deux catégories de procaryotes, les
eubactéries et les archéobactéries. Ces deux domaines d’étre vivants
sont aussi distincts I'un de l'autre qu'ils le sont du troisitme domaine,
les eucaryotes. Eu- et archéobactéries se distinguent formellement par
la structure de leur membrane externe et par leur génome. Les proca-
ryotes se multiplient plus vite que les autres étres vivants et leur
génome est circulaire. Ils ne possedent qu'un seul chromosome par cel-
lule et n'ont donc qu'une seule copie des genes par cellule. Cependant
les bactéries peuvent contenir un matériel extra-génétique circulaire,
les plasmides. Le génome d’ Escherichia Coli, par exemple, contient 10 fois
moins de genes que le génome humain.

b) Chez les eucaryotes

Les chromosomes sont des structures intranucléaires en batonnet qui
comprennent tout le matériel nécessaire a la transmission de I’hérédité.
La cellule humaine somatique est diploide (2n), ce qui veut dire que
tous les chromosomes qui la composent vont par paire. Il y a 22 paires
de chromosomes autosomaux, c’est-a-dire non sexuels, et une paire qui
détermine le sexe, XX pour le sexe féminin, XY pour le sexe masculin,
ce qui veut dire que cette derniere paire est la seule paire qui soit asy-
métrique et que le chromosome Y est un marqueur du sexe masculin,
en tout 46 chromosomes. Les gametes ou cellules germinales, c’est-a-
dire soit les spermatozoides, soit les ovocytes, sont haploides, c’est-a-
dire 1n, leurs chromosomes sont tous uniques.

Les chromosomes sont des structures visibles a certains moments du
cycle mitotique. Ils ont une taille de 'ordre du pim. Ils sont composés
d’un centromere d’olt partent quatre bras, deux longs, q, deux courts, p.
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Chromatides

Centromere
Membrane

« cellulaire
externe

Cellule diploide (2n) = Cellule haploide (1n) =

deux jeux de chromosomes un seul jeu de chromosomes

Toutes les cellules somatiques Toutes les cellules germinales

sont diploides (spermatides, ovocytes Il) sont haploides

Figure 5 Cellule diploide (2n) et cellule haploide (1n).

Le « n » signifie le nombre de chromosomes présents dans la
cellule. Les étres humains possédent 46 chromosomes dont
22 paires (2 x 22) de chromosomes autosomaux et une paire
de chromosomes sexuels, XX chez les femmes XY chez les
hommes, soit, au total 23 paires de chromosomes. Les chro-
mosomes des cellules diploides sont formés par deux copies
d'un chromatide et donc deux copies de chaque gene. Dans
les cellules germinales haploides les chromosomes sont
formés par un chromatide unique.

En utilisant certaines colorations, on peut mettre en évidence des ban-
des, spécifiques du colorant utilisé (bande Q pour la Quinacrine par
exemple), tres reproductibles, et qui permettent d’établir de véritables
cartes. Les chromosomes sont divisés en secteur et ces secteurs sont
numérotés apres coloration. On établit en routine des cartes chromo-
somiques chez 'homme, appelées caryotypes, afin de détecter certaines
maladies héréditaires qui sont accompagnées d’anomalies chromoso-
miques visibles, comme le mongolisme par exemple. Le caryotype de
homme est un examen essentiel en génétique médicale, il permet,
entre autre, de détecter des anomalies chromosomiques comme la pré-
sence de trois chromosomes homologues qui définit les trisomies.
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[ La double hélice SADN |
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Nucléosomes
La structure en so*

collier de perles

Figure 6 Ruban de chromatine.

Un nucléosome contient 200 pb d’ADN, et 9 histones (une paire
de H2A, H2B H3 et H4 et un seul H1 lequel posséde deux bras qui
lui permettent de se lier aux nucléosomes voisins lors du compac-
tage). La chromatine est un matériau nucléaire composite fait
d'ADN et de protéines régulant la transcription. Elle constitue les
chromosomes. La chromatine a une structure spatiale complexe,
variable selon le stade ou se trouve la cellule. Cette structure
spatiale joue un réle physiologique considérable. C'est un ruban
composé de sous-unités, les nucléosomes composés eux-
mémes d'une molécule d’ADN et de protéines. Les nucléoso-
mes sont des cylindres dont le cceur est un ensemble d’histo-
nes autour duquel s'enroule I’ADN en deux tours. L'histone
H1 se lie a certaines séquences de I’ADN. La chromatine peut
étre compactée (hétérochromatine) ou désenroulée (euchro-
matine), c’est dans ce dernier cas que les genes sont activés

Les télomeéres sont des structures particuliéres, trés anciennes sur un
plan évolutionniste, situées aux extrémités des chromosomes. Le main-
tien de cette structure est assuré aprés chaque mitose grice a un
enzyme, la télomérase qui est une réverse transcriptase associée & une
matrice ADN qui fournit le modele sur lequel la transcriptase assurera
la reconstitution ad integrum de I'extrémité ADN selon une séquence
toujours la méme pour une espece animale donnée. La régulation de
cette réaction est complexe, elle est assurée par tout un groupe de pro-
téines dites « telomere-associated proteins ». Le maintien d’un télomere
est important pour empécher les extrémités des différents chromoso-
mes de fusionner. Lérosion du télomere est liée au vieillissement et en
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particulier au vieillissement replicatif. Lactivité télomérase est liée en
pathologie & une activité proliférative élevée, dans certains cancers en

particulier (fig. 524 7).
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Figure 7 Structure d'un chromatide et d'un chromosome.

Télomere. En haut les deux bras (q et p) d’un chromatide séparés par le
centromeére. L'ensemble comprend une molécule d’ADN (schématisée sur
la figure) et toute une série de protéines (dont les histones et les facteurs
de transcription, voir texte). Certaines colorations permettent d’'identifier
des bandes schématisées ici en rouge, ces bandes servent a la nomenclature
(numérotée) topographique des génes. Les régions situées aux extrémités
des chromatides sont les télomeéres. Cette structure est maintenue grace a
I'activité de la télomeérase qui est une transcriptase réverse associée a une
matrice (un modeéle) ARN. Protéines de liaison modulant la télomérase :
les deux « Telomeric repeat binding factor », TRF-1 et -2 se lient a I’ADN,
et plusieurs autres protéines, Ku, Rap1, Tin2 qui régulent I’activité des TRF.
Le maintien d'un télomére normal est indispensable a la structure du chro-
mosome.
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3.2.4 La chromatine

Lun des problemes majeurs que la cellule doit résoudre est de ranger la
chromatine, car cette structure complexe fait un metre de long et il lui
faut pour se ranger dans un chromosome se replier sous une forme tres
compacte, le rapport de compaction de 'ADN est de l'ordre de
10 000. La chromatine existe sous une forme compacte, au cours de
Pinterphase, et dans ces cas les chromosomes ne sont pas visibles, c’est
’hétérochromatine. Lorganisation spatiale de la chromatine est un ¢lé-
ment majeur dans la régulation de la transcription, et la transcription
ne peut pas avoir lieu dans l'hétérochromatine.

Ce matériel comprend non seulement TADN (une molécule par
chromosome), mais aussi toutes les protéines qui en controlent I'acti-
vité, Porganisation spatiale et I'intégrité. Lensemble ADN-protéines
chromosomales s'appelle chromatine. On ne peut pas envisager de
créer la vie avec le seul ADN, et il faut également disposer des protéi-
nes responsables de la transcription. Pour se mettre en route la machi-
nerie héréditaire doit disposer de toutes les protéines régulatrices,
fragiles, présentes dans les chromosomes. La chromatine est faite
d’ADN et de protéines, ces dernieres pouvant étre des protéines nais-
santes, des facteurs de transcription régulant 'expression génique, et
les histones dont le degré d’acétylation est responsable de la structure
spatiale de la chromatine (voir plus loin « Les grands mécanismes.
Transcription »). Lunité élémentaire de la chromatine est le nucléo-
some qui est une structure cylindrique de quelques nm dont le centre
est composé d’histones et autour duquel s’enroule la molécule ’ADN.
Les histones ne sont pas les seules protéines a étre associées a TADN, il y
en a d’autres qui servent essentiellement a réguler la transcription (fig. 6).

3.2.5 Quelques notions sémantiques
a) Génotype et phénotype

On connait depuis de nombreuses années les bases chimiques de
I'hérédité. Elles sont résumées dans le schéma de la figure 8. Je ressem-
ble 2 mes parents et 2 un étre humain parce que les molécules chimi-
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ques avec lesquelles je suis fait (ou faite) ressemblent 4 celles dont mes
parents sont faits et a celles dont les autres humains sont faits, et cette
ressemblance m’a été transmise, lors de la conception. La morphologie
d’un étre et ses principales fonctions vitales sont I'expression de sa
composition en protéines et la fonction des protéines dépend de leur
arrangement spatial. La structure chimique des protéines, c’est-a-dire
leur composition en acides aminés, ne détermine pas directement leur
arrangement spatial (Cest-a-dire leur structure tertiaire). Le repliement
de la chalne des protéines ne se fait pas en fait au hasard, par essais suc-
cessifs, comme ['avait postulé Anfinsen a propos de la ribonucléase
pancréatique. Cela est vrai dans les conditions définies dans I'expé-
rience d’Anfinsen, mais ce nest pas vrai d’'une fagon générale in vivo
dans le cytoplasme, ou... dans le canal biliaire, dont la composition
n'est pas la méme que celle de 'eau ou du tampon utilisé par Anfinsen.

Larrangement spatial des protéines se fait selon un programme qui
dicte la fagon dont le repliement de la séquence primaire doit se faire
pour aboutir 2 la structure tertiaire finale, et donc 4 la fonction. Ce
processus est guidé a la fois par 'environnement ot se trouve la pro-
téine (protéines voisines, structure cellulaire) et par des protéines auxi-
liaires — les protéines-chaperons — qui indiquent la fagon dont ce
repliement doit se faire. Ces protéines-chaperons! agissent un peu a la
fagon d’un métier a tisser, mais le processus exact par lequel elles fonc-
tionnent est encore mal connu. Les protéines-chaperons évitent la perte
de temps, et d’énergie, que représente I'exploration de toutes les confor-
mations rendues possibles par la structure primaire, leur présence
explique pourquoi les macroprotéines d’un organisme donné ont un
certain nombre de points en commun.

La séquence primaire se transmet héréditairement, sous forme d’un
code génétique. Le code génétique est lui-méme constitué par un
arrangement chimique particulier de 'Acide Désoxyribonucléique, ADN.
Le Génotype Cest ce code, Cest la constitution génétique d’un indi-

1. Les principales protéines chaperons, ou chaperonines, sont les heat-shock proteins,

HSP, HSP 70 en particulier, et le complexe GroE (ou HSP60/HSP10).
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Figure 8 Génotype et phénotype.

Le génotype, c'est la constitution génétique d'un organisme, le génotype est
par définition héréditaire et transmissible, il est présent dans la molécule
d’ADN. Seule une petite portion de I’ADN, les exons et les introns des génes,
va étre transcrite, c'est-a-dire transformée en information ARN. L'informa-
tion primaire inclut les introns. Par la suite, dans le noyau, I’ARN primaire, ou
pré-ARN messager, ARNm, va perdre la portion intronique transcrite et
donner naissance a I’ARNm. Ce dernier subira en méme temps un processus
de maturation avant d’'étre exporté hors du noyau et traduit en protéine.
Cette derniére refléte quatre niveaux d’organisation : la séquence primaire
reste inchangée et reflétera trés exactement la séquence du code génétique;
la structure secondaire est spatiale et dépend des liaisons hydrogéne exis-
tant entre les groupes peptides, il y a deux types de structure secondaire, les
alpha-hélices et les structures en feuillet béta antiparalléles; la structure
tertiaire dépend du caractere hydrophilique ou hydrophobique des résidus
amino acides, les premiers ont tendance a se trouver a I'extérieur de la molé-
cule, au contraire des seconds, cette tendance structurelle est inversée lors-
que la protéine est intra-membranaire; la structure quaternaire enfin
consiste en I'assemblage des sous-unités. C'est la protéine qui créera la fonc-
tion, le trait, le signe clinique, mais elle ne le fera qu'assemblée a d'autres
protéines. On parle alors de réseau fonctionnel.
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vidu, telle quelle est dans le code supporté par TADN. Le Phénotype,
Cest la manifestation apparente de ce génotype, ce peut étre une fonc-
tion cellulaire, une fonction physiologique, ou la fonction d’une pro-
téine. Il existe quatre groupes de protéines : les protéines de structure
(ex. les protéines contractiles), les enzymes qui agissent sur des subs-
trats (on entend par substrat une molécule qui est modifiée par I'action
d’un enzyme), les protéines régulatrices (ex. les facteurs de transcrip-
tion) et enfin les protéines de transport (ex. 'hémoglobine qui trans-
porte loxygene).

b) Comment s’orienter en génétique ?

Dans la pratique courante les problemes d’orientation d’une séquence
nucléotidique sont souvent un obstacle majeur a la compréhension.
Comme nous l'avons énoncé précédemment (fig. 3) orientation des
deux brins ’ADN est donnée par la position des radicaux hydroxyles
du désoxyribose. Le brin 5°-3’ est dit codant parce qu'il a la méme
séquence et la méme orientation que TARNm. Le décodage par TARN
polymérase se fera physiquement sur le brin non codant 3’-5" complé-
mentaire. On peut réaliser des constructions artificielles sur lesquelles
on place un promoteur trés actif qui va transcrire le brin codant, I'anti-
ARN messager obtenu est appelé anti-sens, il peut servir de témoin
négatif, mais aussi shybrider et « neutraliser » TARNm actif (fig. 9).
Clest un des outils potentiels de la thérapie génique.

¢) Cis- et trans-régulation

La transrégulation est la régulation contrdlée par des facteurs diffusi-
bles qui inter-réagissent avec les séquences régulatrices ’ADN situées
en amont du point d’initiation de la transcription du géne, les facteurs
en question agissent en trans. La cisrégulation est ['opération ADN-
ADN qui fait suite, et par laquelle la séquence amplificatrice activée
(en plus ou en moins) va réguler I'activité du promoteur et ensuite contr6-
ler la transcription. Elle a lieu sur le méme chromosome (fig. 10).



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

3.2 Structure de I'appareil génétique 33

Brin codant

ARN ADN DOUBLE BRIN
polymérase

TRANSCRIPTION TRANSCRIPTION

DU BRIN REVERSE

NON CODANT

TRANSCRIPTION

DU BRIN CODANT ARNm TRADUCTION
(in vitro) Le triplet UAC --> Tyr
In vitro
Tyrosine
NH, — COOH

Protéine

ARN anti-sens

Figure 9 Comment s'orienter en génétique ?

L'ADN possede deux brins organisés en miroir. Le brin 5'-3" est dit codant
parce qu'il posséde le code qui sera copié, mais ce n’est pas sur lui que se fera
la transcription (voir aussi figure 1). Par contre le brin antiparalléle non
codant est celui sur lequel se fera la transcription par I’ARN polymérase.
L'ARN messager, ARNm, aura la méme séquence que le brin codant et la
séquence en miroir du brin non codant, a une exception prés, T n’existe pas
dans les ARN et doit étre remplacé par U. La traduction se fait dans le cyto-
plasme. Il faut savoir qu’une protéine est également orientée et posséde une
extrémité N terminale et une extrémité C terminale. L'acide aminé situé en N
terminal est codé par un triplet lui-méme en 5. On peut artificiellement
fabriquer un ARN antisens soit a partir de I'’ARNm, soit en transcrivant le brin
non codant de I’ADN. Un tel ARN peut étre utilisé comme témoin négatif. Il
peut aussi exister in vivo, tout au moins pour certains genes.
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Figure 10 Régulation de la transcription en cis ou en trans.

Une régulation en trans est le fait d'un facteur de transcription,
qui est une protéine, qui inter-réagit avec une séquence ADN
nucléotidique située en amont du géne, en 5', et qui régule la
transcription. Cis régulation ADN-ADN, se dit de la régulation
de I'activité du promoteur sur la transcription par les séquences
amplificatrices non codantes situées sur le méme chromosome.

3.2.6 Le géne
a) Définitions

Le code génétique ne peut étre transcrit que lorsqu'il est présent dans
un fragment trés particulier de TADN, appelé géne. Classiquement, on
appelle géne un ensemble de nucléotides qui contient toute I'informa-
tion nécessaire pour transcrire un fragment ’ADN en ARN. Certains
de ces ARN, les ARNm, seront traduits en protéines (fig. 11), d’autres
resteront ARN ribosomaux, ARNr, transferts, ARNt! ou servant a cer-
tains mécanismes de régulation (microARN, miRNA), ces derniers ARN
serviront néanmoins indirectement a la traduction en protéines. Le
gene peut de définir de deux manitres soit en le considérant comme
une entité fonctionnelle, c’est-a-dire 'unité de base de ’hérédité, soit en
le considérant comme une entité physique avec une position fixe sur le
chromosome, le locus, position que le séquencage du génome a permis
de déterminer avec précision. En fait c’est surtout la premiere définition

1. Les ARNr et les ARNt sont synthétisés dans le nucléole.
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qui est la bonne, un gene se définit par sa fonction c’est-a-dire le phéno-
type dont il est porteur. Il faut donc considérer le gene comme étant la
séquence ADN qui contient toutes les informations nécessaires a la
fabrication d’une protéine ou d’'un ARN (Lodish 2000). La longueur
d’un gene est donc tres variable, et il y a de nombreux genes qui se che-
vauchent dans un méme locus (Kleinjan DJ, 7z Wright 2007).

Le gene comprend trois groupes de séquences ADN : (1) les séquen-
ces codantes ou exons, celles qui possedent le code génétique (il existe
néanmoins dans ces séquences une portion non codante située dans le
premier codon); (2) les éléments qui vont réguler la transcription, cest la
zone régulatrice située généralement, mais pas exclusivement, en amont
au niveau de I'extrémité 5’ (il peut y avoir des éléments régulateurs intro-
niques), certains de ces éléments peuvent se situer physiquement tres
loin de la séquence codante; les facteurs de transcription, ont la capa-
cité de se lier spécifiquement a certaines de ces séquences et les miRNA;
(3) enfin la structure fonctionnelle d’un gene inclut des nucléotides qui
nont aucun role connu particulier et qui sont simplement inclus dans la
structure probablement par hasard (les introns) (fig. 11 & 12).

La définition physique un peu simpliste du géne est remise en cause pour
de multiples raisons (qui sont énumérées dans 'Addendum 1), comme le
fait que, sur un plan structurel, les génes peuvent se chevaucher et que le phé-
nomene d’épissage se produit également pour les protéines. Les défini-
tions récentes insistent donc toutes sur la fonction, plus que sur la structure.
Celle de Gerstein (2007) se base sur les résultats du programme
ENCODE!, et définit le géne comme étant « ensemble de séquences

1. Ce programme tout récent est en train de bouleverser notre vue traditionnelle des
choses. Il se propose d’établir la carte de l'activité transcriptionnelle et de sa régulation en
utilisant la technique des #ling arrays (littéralement alignement de carrelages). Cest ce
programme qui a découvert les éléments nouveaux qui ont remis en cause la définition
du gene A savoir : il y a dans la portion anonyme du génome des séquences, qui n'étaient
pas identifiées auparavant comme des genes, et qui sont de fait transcrites en ARN mais
pas en protéines, dans de nombreux genes le site d’initiation de la transcription peut se
trouver tres loin des exons, dans certaines conditions il y a transcription a envers, Cest-
a-dire transcription du brin 3’-5’ dit non-codant, enfin la proximité physique ne suffit
pas pour authentifier le géne ciblé par une séquence régulatrice (Gerstein 2007).
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Figure 11  Structure d'un gene.

La portion codante du gene comprend le code génétique qui
sera l'information ADN qui sera transformée en séquence
d’acides aminés. Ce code est situé sur la portion ADN appelée
exon. Chez les eucaryotes, la plupart des génes sont faits de
plusieurs exons, séparés par des introns. Le géne comprend
par ailleurs une portion régulatrice non codante laquelle se
subdivise en deux groupes de sites : (i) les sites de transcrip-
tion généraux dont la TATA box (TATA est la séquence carac-
téristique de ce site) lequel existe dans la grande majorité des
genes. La TATA box est régulée par un grand nombre de
protéines et c’est sur elle que se fixe I'ARN polymérase qui
sera I'enzyme qui régule la transcription. (ii) Les sites dits
amplificateurs (Am) qui vont amplifier la transcription et sont
sensibles a des facteurs de transcription spécifigues comme
par exemple celui qui est activé par I'’AMP cyclique et est
responsable des effets génomiques de I'adrénaline. La trans-
cription commence au niveau du codon d'initiation et se
termine au niveau du codon stop.
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Figure 12 Promoteur d'un géene.

L'initiation de la transcription nécessite plusieurs douzaines
de protéines qui inter-réagissent. La RNA polymérase Il est un
complexe de 15 protéines, la « TATA binding protein », les
« TBP associated factors » sont au nombre de 8, il y a encore
les facteurs de transcription et leurs tres nombreux cofacteurs
ainsi que plusieurs facteurs qui remodélent la chromatine. La
transcription demande également une réorganisation spatiale
du complexe, par les « looping factors » entre autre (redessiné
d'aprés Wray 2003).

ADN codant pour un jeu cohérent de produits fonctionnels potentiel-
lement capables de se chevaucher » (Gerstein 2007). Cette définition a
Pavantage de souligner deux points centraux : (1) un gene code pour
des produits fonctionnels qui peuvent étre des protéines et les ARNs
ribosomaux et transferts, comme on le sait depuis longtemps, mais aussi
des ARNs, comme les microARN régulateurs; (2) il existe des séquen-
ces ADN, les rranscriptionally active regions, TAR, qui ne sont pas des
genes connus, et qui sont transcrits en ARN; (3) les sites d’initiation
de la transcription sont plus nombreux qu'on ne le croyait, la trans-
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cription de certains geénes pouvant dépendre de sites situés tres loin de
leurs séquences codantes. La nomenclature simplifiée des genes
(TRAFDI; PTPNI; CDG69; CLEC...) se trouve sur « genecards.org ».

Par convention les genes sont toujours en italique.

b) Portion codante

La portion codante d’'un géne d’eucaryote est complexe et polymor-
phe. Chez les eucaryotes, elle comprend une succession d’exons et
d’introns. Les exons sont les seules portions du géne qui sont représen-
tées dans PARN transcrit mature et qui sont porteuses du code généti-
que (Tab. 2). Ils peuvent correspondre a des séquences traduites ou non
traduites en protéines. Les introns sont situés entre les exons, ils sont
d’abord transcrits, puis au cours de la maturation des ARN ils sont
excisés : ne subsistent que les séquences correspondant aux exons et qui
forment TARN mature. A titre d’exemple, le géne du récepreur des
lipoprotéines comprend 18 exons, celui de la chaine lourde de la myo-
sine en contient plus de 40. Les procaryotes, comme les bactéries, ont
une portion codante unique sans introns. Chez les eucaryotes, certains
genes, comme ceux des récepteurs de 'adrénaline, ou les genes mito-
chondriaux, sont dépourvus d’introns, ce qui suggere quil sagit de
vestiges ancestraux de génes bactériens ou viraux incorporés dans le
génome des eucaryotes au cours de 'évolution. Les exons du geéne sont
disposés dans l'ordre ol vont se trouver les acides aminés de la pro-
téine. Les divers domaines fonctionnels de la protéine correspondent
rarement, et quand C'est le cas seulement par hasard, & un seul exon
(comme le site de liaison de la troponine I a l'actine). Ces domaines
sont généralement a cheval sur un ou plusieurs exons. Cest le cas des
récepteurs des lipoprotéines, des sites ATPasique et de fixation de
Pactine pour la chaine lourde de la myosine et du site de liaison de la
troponine I a la troponine C. Cette non-coincidence entre cet aspect
particulier de la structure et la fonction tire son origine de I'évolution
méme des protéines. Une protéine active en 2007 est le résultat de mil-
lions d’années d’évolution, période au cours de laquelle un certain
nombre de murtations ponctuelles ou non, voire de duplications, se
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Tableau 2 LE CODE GENETIQUE
(PAR ORDRE DE DEGENERESCENCE CROISSANTE DES CODONS).

Sur ce tableau les bases sont données, comme c’est I’'habitude, en ribonucléo-
tides, c'est-a-dire que U (seul présent dans I’ARN) apparait a la place de T. |l
faudrait pour parler de code génétique stricto sensu utiliser T, seul présent
dans I’ADN. Noter qu’il existe plusieurs triplets pour chacun des acides aminés,
ces triplets qui codent pour le méme acide aminé sont dits synonymes. Une
mutation est dite synonyme lorsqu’elle porte sur un tel triplet (par exemple
pour la cystéine une mutation UGC/UGU), elle ne change pas I'expression de la
protéine, et, comme c'est la protéine qui est responsable de la fonction
physiologique, c’est elle qui, au cours de I'évolution, est soumise a la pression
sélective, une mutation a ce niveau n'aura pas de signification évolutive. A
I'inverse une mutation qui se produit sur un codon non synonyme (exemple
UCU qui code pour une sérine versus UGU qui code pour une cystéine) va
modifier I'expression de la protéine et sera donc susceptible d'étre soumise a
pression sélective. Cette donnée a également un intérét médical en cancéro-
geneése (voir plus loin). Il y a des exceptions au code génétique universel, en
particulier chez certains protozoaires et dans les mitochondries (UGA qui est le
codon stop universel code pour le tryptophane dans les mitochondries).

Acide Aminé Triplets correspondant
Methionine AUG [Codon initiateur]
Tryptophane UGG
Phénylalanine UuUU uucC
Histidine CAU CAC
Glutamine CAA CAG
Asparagine AAU AAC
Lysine AAA AAG
Acide aspartique GAU GAC
Acide glutamique GAA GAG
Cystéine UGU UGC
Tyrosine UAU UAC
Isoleucine AUU AUC AUA
Valine GUU GUA GUC GUG
Proline CCU CCA CCC CcaG
Thréonine ACU ACA ACC ACG
Alanine GCU GCA GCC GCG
Glycine GGU GGA GGC GGG
Sérine UCU UCA UCC UCG AGU AGC
Leucine CUU CUA CUC CUG UUA UUG
Arginine CGU CGA CGC CGG AGA AGG
[Codons "Stops"] UAA UAG UGA
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sont produites; se sont transmises celles qui étaient efficaces sur un
plan fonctionnel, méme si elles résultent de ce que 'on a pu appeler un
véritable bricolage dii au hasard.

Les processus de recombinaison génétique opérant au cours des
méioses pendant les millions d’années de 'évolution ont conduit a
muldplier les génes avec de légeres différences sans toutefois altérer la
fonction codante du gene. Clest ce qui fait par exemple que le gene
codant pour tel enzyme a exactement la méme fonction enzymatique
chez '’homme et le rat, mais pas tout a fait la méme structure (les anti-
corps correspondants ne reconnaissent pas les protéines de lautre
espece). On retrouve égaleme