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1 Introduction : de quoi on parle.

Blabla d’introduction : le theme central est le traitememtiéculaire d’information par le
vivant.

1.1 Les échelles de la vie.

Avant de rentrer dans le vif du sujet de décrire la vie, fixoosslles idées sur les diverses
échelles de taille. La notion d’échelle est un concept flon objet a I'échelle du métre par
exemple peut avoign gros entre un dixieme et dix metre.

Nous les humains vivons a I’échelle thetreet c’est surtout a cette échelle que nous conce-
vons la vie. La plupart des objets que nous construisons eipmians, les animaux que nous
mangeons etc, sont en gros de cette taille.

Zoomons mille fois { ~ 10~3m) et nous arrivons a I'échelle du mm, les plus petites gra-
duations que nous avons sur les regles. C’est I'échelle @elkvivent les petits insectes,
les fourmis, les puces. C'est également I'échelle de laluésa de notre oeil : nous ne dis-
tinguons pas les objets plus petits que quelques dixiemeasildmeétre. Enfin, c’est a cette
échelle que les phénomenes capillaires sont importants.

Zoomons encore mille foig (~ 10-%m) , et nous arrivons a I'échelle du micrqmg). C’est
I'échelle des cellules : une bactérie a environ un micron idendtre et quelques micron de
long; la taille typique des cellules de notre corps est dedi®de 10 & 20 microns, méme
si certains neurones peuvent pousser des extensions gusguneétre. C'est également la
limite de résolution de nos microscopes optiques : depaigdwaux de M. Abbe, nous savons
gue nos microscopes ne peuvent pas distinguer des objstpetil que~ A /2NA, ou A est
la longueur d’onde de la lumiere=(0.5um pour le vert ) et NA I'ouverture numérique de
I'objectif (~ 1). Dans le meilleurs des cas, ceci met la résolution de nostopes optiques
a = 0.2um. Un virus mesure de I'ordre de 040, et c’est pourquoi leur existence n’'a été
découvert qu’au début du vingtieme siécle

Zoomons encore mille fois, et nous arrivons a I'échelle doomagtre { ~ 10~°m) qui est
celle des molécules de la vie. Une molécule d’ADN fait enviuo nanometre de diameétre, une
protéine globulaire de 5 a 10 nm, un microtubule (des tubessas pour maintenir la rigidité
de la cellule ) une vingtaine de nm de diametres. C’est égaiéta limite de résolution des
microscopes électroniques, qui peuvent voir, dans le engitles cas, jusqu’a 1/10éme de nm.

Nous sommes presque arrivé au bout de notre voyage : si noosors cette fois seulement
dix fois, on arrive & I'’échelle d’angstroemi{ 10-1°m), qui est I'échelle des atomes : I'atome
d’hydrogéne a une “taille” d’environ 0.5 angstroem, celeiaghrbone environ 1 angstroem.

Remarquons la proximité entre les échelles des bactérissgbrotéines : le long du dia-
metre d’'une bactérie, on ne pourrai disposer qu'une ceat@énprotéines. En fait, il ne faut
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surtout pas croire que les cellules sont des sacs d’eau aedgques molécules qui y baignent.
Les cellules sont en faite tréseubléesgt on y circule avec de la peine, poussant constamment
des amas de protéines pour se faire de la place. Cela ressanpilitot a une jungle tropicale.
Les cellules eukaryotes ( on y vient tout de suite a leur défim) sont remplies de filaments
qui y tissent des filets. La taille typique des mailles de & &bt de I'ordre de 0.2 micron.

Dans le reste de ce cours, nous passerons la majorité deeroge a I'échelle de la biologie
moléculaire (nm) et cellulairgu).

1.2 Les habitants du monde.

Il existe deux types d’especes vivantes : les prokaryotlEsetukaryotes.

Les prokaryotes sont les bactéries. Elles vivent sous forme unicellulainéme si elles
savent s’organiser sous formes de communauté de citoymes liElles ont une membrane (
une peau ) rigide et ne possédent pas de noyaux. Ce sont la élmminante et principale de
la vie et si on mesure leuccésau nombre de copies des individus, ce sont les champions hors
compétition. Certaines évaluations récentes laisserggrejue méme en terme de biomasse,
les bactéries forment I'espéce majoritaire. Le lecteumedhsGrement le réle des bactéries
dans le recyclage des bio-matériaux. Citons d’autres elammpes espéces herbivores comme
la vache ou le kangourou mangent de I'herbe. Mais en falterlbe est surtout constituée de
cellulose, indigeste pour ces animaux. Leurs intestingmaant sont tapissés de bactéries
qui, elles digerent la cellulose, le brisant en sucres élémentangsrabledigérable par leurs
hotes. L'intestin de tous les animaux, les humains y conipeis sdr, est en faite un haut lieu
de symbiose avec les bactéries.

Toutes les molécules de la vie sont formées essentielleteenbis types d’atomes : I'oxy-
gene, le carbone et I'azote. L'oxygéne et le carbone peldtemtabsorbé directement de I'at-
mosphére par les plantes et étre incorporé dans les moséorganiques ( les animaux bien
sUr ne sont capable de pas grand chose et se contententrables molécules organiques
des plantes ). Mais I'azote est une autre histoire : bien di% 8e I'atmosphére soit for-
mée d’azote moléculaire\les plantes n’ont jamais appris a l'utiliser directemélgrtaines
plantes comme le pois et le haricot établissent, au nivedeus racines, une relation sym-
biotiqgue avec des bactéries qui elles savent fixer I'azdtec@rporer a des molécules orga-
niques) et le donner a I’héte qui en échange, les nourrit.dgaatlation de ces plantes enrichit
le sol en azote organique, utilisable par d’autres plantgseles animaux qui les mangent
(et les animaux qui mangent ces derniers et ainsi de suidgerande révolution agricole du
dix neuviéme siécle était de produire de I'azote organiateate, amuium,...) et d’enrichir
directement les sols en court-circuitant les bactéries.

Ces quelques exemples pour dire qu’une expédition de martieulant étudier la vie sur
terre emporterait plutt des bactéries que la soeur deritdgelder.

Les eukaryotessont des cellules a enveloppe extérieure souple (pour ndiggasnolle) et
possédent un noyau ou I'information génétique est entesgpd3our maintenir leur intégrité
physique et se donner un peu de rigidité, elles utilisentngemble de tubes et de filaments

10n estime actuellement que 95% des bactéries vivent enrbiofil
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gu’on appelle cytosquelette. Elles peuvent vivre sous éoum-cellulaire comme la levure, le
Dictyostelium la Paramécie le pediastrumse nourrissant de bactéries ou de lumiere. Elles
peuvent s’organiser en ensemble de cellules peu spéealgmme I'hydre (possédant es-
sentiellement deux types de cellules). Elles peuvent gaieénent sous forme de mégalopole
extrémement hierarchiséhiérarchisée possédant desrentie types de cellules, comme le
tabac, la drosophile, la grenouille, le séquoia, I'humaindeosalamandre.

Toutes les espéces vivantes utilisent les méme meécanismaarhentaux pour survivre et
se dupliguer en consommant de I'énergie. En général, ceanisiges sont plus complexes
chez les eukaryotes que chez les prokaryotes mais pas femt@ement différents. Toutes
utilisent ’ATP comme pétrole et ’TADN comme banque d’infieation. Les machines de trans-
cription et de translation sont extrémement similaire. égulation de I'expression génétique
suit des principes proches dans les deux cas. Ce sont t@sehénomenes que I'on va visiter
lors de notre tournée.

Comme le lecteur 'aura remarqué, nous avons exclu les dieusotre définition du vivant.
Ce sont eux aussi des organismes qui se reproduisent maespiessedent pas la machinerie
nécessaire pour cela. En faite, les virus sont des touteepgtarticules (de I'ordre de 10-50
nm) formées d’assemblages de protéines qui englobent desaux d’ADN ou d’ARN en
leur sein. Pour se reproduire, ils doivent détourner la rimeefe des vrais cellules (eukaryotes
ou prokaryotes).

Finalement, depuis les années 80, nhous connaissons uragatrecapable de se reproduire,
tres différent des précédents, qu’'on appegli®ns. Ce sont des protéines qui ont été mal
“repliées” et qui sont capable de rendre d’autres protéaa@ses a leur image. L'agent de la
maladie de la vache folle est un prion.

1.3 Les échelles d’énergie.

Dans le monde a notre échelle, une carafe posée sur une &bdérige pas. Dans le monde
a I'échelle du micron et en dessous, la carafe microscopiffeetue au contraire des mou-
vements aléatoires non stop. Le monde microscopique estedtient lié a ces fluctuations
aléatoires : rien rien rien) n’est statique, tout fluctue. L'échelle d’énergissociée a ces
mouvements est donné par la tempérafliret vautkT ou k est la constante de Boltzman.
Prenons par exemple une particule microscopique dans ua @eipotentiel de la forme
E = (1/2)ax?(Fig.1.1). Au lieu de rester au fond du puits & 0, la particule va constamment
bouger de facon erratique, et si on pouvait mesurer son iengogentielle moyenne (dans le
temps), on trouverait qu’elle vagl/2)kT. Si on mesurait la position de la particule au cours
du temps et qu’on construisait un histogramme des posjt@mngouverait que ce dernier res-
semble a une courbe en cloche : les positions de haute érfengielu centre) sont moins
probables que celles de basse énergie. Plus exactemertdbkbpité de se trouver a la posi-
tion x est proportionelle a eXp-E(x)/kT). On prétend que cette formule figure sur la tombe
de monsieur Boltzman.

Cela nous raméne directement a la stabilité des liaisomsighes : si I'énergie libre d’une
liaison chimique est de I'ordre deT, les fluctuations thermiques vont forcément la rompre.
Pourtant quelquekT suffisent pour former une liaison stable : Supposons qu’uakécnle
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(b) (©)

E(x)
—~ 567

FIG. 1.1: Exemple de fluctuations thermiques. (a) I'énergieeptitlle E de la particule en
fonction de sa position; (b) a cause des fluctuations thermiques, la particule ne
reste pas au fond du puitsxa= 0, mais effectue des mouvements aléatoires ; (c)
I’histogramme des positions que la particule occupe auscdurtemps, ici calculé
sur 2000 points. La courbe en rouge est la fonckBox) = exp—E(X)/KT].

TAB. 1.1: Probabilitd® d’'observer un état non-liée en fonction de I'énergie libesdociation
—nKT

(nj 1 ]2] 4 | 5 [ 10 | 20 |
|P[0.27]0.12]1710%[710°[510° | 21077 |

puisse exister sous forme liée avec une énergie libre-uleT et sous forme non-liée avec
une énergie libre 0. Le tableaul.1l donne la probabilité olesiérver sous forme non-liée en
fonction den . Nous voyons qu’une vingtaine #& rende une liaison presqu’ eternelle !

Parlons un peu chiffre. & = 300K (la température ambiante standar#)[ & 1.38 1023 x
300=4.141021J= 2.6 10 2ev. 1 électron volt, qui est I'ordre de grandeur de I'énetiiee
des liaisons chimiques covalentes vaut donc une quarantlgkT (quandT = 300K), ce
ne sont donc pas les fluctuations thermiques a températwimata qui peuvent rompre une
liaison covalente. Les liaisons faibles qui sont les indtoas hydrogenes et hydrophobes ont
au contraire une énergie de liaison de I'ordre de 1kr4 toutes seules elles ne sont pas
suffisante, il en faut plusieurs si c’est la stabilité quiresherchée.

Nous allons voir par la suite que beaucoup de liaisons endi@lont des énergies libres
autour d’'une dizaine dkT : suffisamment stables vis a vis des fluctuations thermiquais
facilement réarrangeables quand le besoin se fait semticdnsommation d’une molécule
d’ATP procure une vingtaine deT et elle est largement utilisée dans ce but. Nous rencontre-
rons constamment des exemples par la suite.

Les biochimistes et les biologistes ont plutot I'habituaepérler en Kilo Calorie par mol :
1Kcal/mol=1.7KT.
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La vie est essentiellement I'histoire de deux familles ddérules, toutes deux des poly-
meres : les protéines et 'ADN. Il existe bien sir beaucouguties familles de molécules
biologiquement importantes : les membranes de cellulesfeomées de lipides, le monde
végetal n'est rien sans la cellulose (polymere de sucréjlais ce sont quand méme des se-
conds réles. Les molécules “stars” sont celles que nousngede citer au début et la vie est
I'histoire de transfert d’informations entre elles. Nowsparlerons donc que de ces deux-la.

Petite précision : un polymere est une longue chaine liedaimée d’éléments simples
appelés monomeres. Le produit d’'emballage classique,ly&ihyléne, est, comme son nom
l'indique, une chaine formée de I'enchainement de molédidnyléne :(-CH, — CHo— ).
La chimie humaine ne sait pas synthétiser des polymeresngeidair ou d’arrangement bien
controlé. La chimie de la vie au contraire est extrémemegétipe. Le génome de bactério-
phageApar exemple est un polymere d’acide nucléique formée de@B&homeres.

2.1 les protéines

2.1.1 Que font elles?

Toutes les fonctions essentielles de la vie sont effectpéaesies protéines. Ce sont de
magnifigues machines d’environ 5 a 10 nm qui chacune exéagdache particuliere avec
une preécision extraordinaire. En voici une liste tres nghagistive de leurs occupations.

— Ce sont desatalyseurs des chimistes, des synthétiseurs de molécules. La chiraie p
tiquée par les humains est brutale, chauffant & haute terpér passant les produits
sur des colonnes de refroidissement et de filtration, géhémee multitude de produits
dérivés non souhaitables. La chimie des protéines, coragacéla, parait de la science
fiction : une réaction se déroule a température ambiants, d@chets (tout se recycle),
rapide et extrémement spécifique. C’est ainsi par exempd'guergie des photons de
lumiére est transformée en énergie chimique (photosyejleisjue la terre est couverte
de cellules photo-voltaique (on les appdheilles vertes, que les molécules de glu-
cose (un sucre élémentaire) sont cassées pour produirdTi Kue des antibiotiques
et des hormones sont produit... Dans le paysage énergégugactions chimiques, les
protéines connaissent les raccourcis tandis que les hsrfa@ihgravir a leurs molécules
monts et vallées.

— Ce sont desapteurs. Si nous détectons des odeurs, c'est parce que des molécoles
matiques s’accrochent a des protéines spécifiques a laceutts cellules du nez. La
signalisation entre les cellules par les hormones suit lmenéhemin.

— Ce sont degsanaux et desportes. Une cellule ne peut pas vivre isolée de I'extérieur.
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Ses portes vers "dehors" sont des protéines. Ce sont papéxdas canaux ioniques qui
pompent les ions dans les deux sens pour maintenir I'égeihlin de la cellule. Dans
les cellules eukaryotes, le noyau est séparé du cytoplaameng enveloppe, et ce sont
des protéines, appelées pores nucléaires qui réegulenfiede et vers le noyau.
— Ce sont demoteurs moléculaires transportant des cargaisons d’un bout de la cellule a
l'autre, provoquant le battement des cils et des flagekesphtraction des muscles.
— Ce sont degléments structurantssous forme de filaments et de tubes qui procurent la
rigidité a la cellule.
Cette liste peut continuer longtemps. Dans un film appeléiagea a la grec”, un immigrant
installé aux Etats-Unis depuis des années aborde toujesirsatifs par "donnez moi un mot,
n'importe quel mot, et je vous démontre gu'il est d’origirmed'. Eh bien, citez moi une fonc-
tion, n’importe qu’elle fonction, et je vous démontre qigest effectuée par une protélne

2.1.2 Quisont elles?

Les protéines sont des polymeéres, c’est a dire formées @ garloques de bases assem-
blées bout a bout (Fig.2.1). Les blocs de base sont des aaidie®s. Bien que le nombre
possible d’acides aminés soit illimité, la nature en wik®ulement une vingtaine aux noms
aussi poétiques que prolyne(P), histidine(H), leucyne(lBar un heureux hasard, le nombre
d’acides d’aminés est le méme que les lettres de 'alphahiat |

La séquence des acides aminés mis bout a bout déterminetifédde la protéine : c’est
comme la séquence des lettres qui détermine le contenu gage. Par exemple, Le dé-
but de la séquence de I'hémoglobine, la protéine respomghbltransport d’'oxygéne, est
EKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGR. . . La plupart des protéines dans la nature ont une centaine
a quelques milliers d’acides aminés. Une fois la chaineépyoe formée, elle se replie pour
former une structure tridimensionnelle. La forme de ladine est fonction de la séquence
d’acides aminés de la protéine.

Il existe une relation trés étroite entre la forme tridimenselle d’une protéine est la fonc-
tion qu’elle exerce. En caricaturant un peu, on peut direlguhimie des protéines peut étre
ramenée a la géométrie et a la science des surfaces qui Stembdes antibiotiques par
exemple sont des agents de guerre chimique entre les lesct€g sont de petites molécules
qui peuvent s’emboiter parfaitement dans le site actif €’antre protéine ( d’'une bactérie
concurrente ) et inhiber la fonction de cette derniére, pgmant la mort de I'organisme. Un
autre exemple est le virus d’ HIV qui s’ancre sur une protéadiculiere de la surface des
cellules pour pouvoir ensuite pénétrer a I'intérieur. Ues tholécules de la tri-thérapie épouse
la forme du site actif d’ancrage, empéchant le virus d’oecua place.

Les maladies a base de prions sont enfin un contre exemplesséit : parfois une protéine
peut mal se replier est devenir non fonctionnelle. En généeai ne porte pas a conséquence
et la protéine inutile est dégradée au bout d’'un certain se(mpar d’autres protéines, bien
s(r). Dans de tres rare cas, une protéine mal repliée peubquer le mal repliement d’autres
protéines de son espece : c'est alors une sorte de réacticimagme et 'agent de la maladie,
gui n’est ni une bactérie ni un virus mais simplement uneginat, se duplique a grande vitesse

1Le personnage du film a réussi a trouvé I'origine grec du kiabna
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FiG. 2.1: La structure d’'un acide aminé est de la forme montré@genun groupement chi-
mique associé d’'un coté a un groupe amine - qu’on appel leNdeéminal - et de
l'autre coté a un groupement carboxyl -le coté C terminald)lexemples d’acides
aminés : (b) glycine; (c) lysine; (d) histidine. Les aminio@s peuvent former des
polymeres (e) : un hydrogéne du coté amine d’un acide amiiié/dtoxyl du coté C
terminal de I'autre acide aminé forment une molécule d’dadiaison formée entre
les deux acides aminés est appelée une liaison peptididaetr€ acides aminés
peuvent continuer a s’ajouter a cette chaine par la méméaggmour former une
protéine.

et provoque des dégats dans I'ensemble de I'organisme hote.

La connaissance de la forme des protéines est donc imperaebnstitue une discipline
de la recherche. La méthode classique est de cristallisgmolgine et de passer ensuite le
cristal dans un faisceau de rayon X pour obtenir des tachegfdections. La disposition de
ces taches est une signature de la structure de la protéeeslifficile a décrypter. Les pre-
miers succes dans ce domaine ont été obtenu par Linus Paulib@48 pour de toutes petites
protéines ( quand elles comportent treés peu d’acide amiméappellent plutdt des poly-
peptides ). Aujourd’hui, des instituts entiers sont consa@ cette discipline et on construit
des synchrotrons seulement dans ce but. Les structurestipigs milliers de protéines sont
connues de nos jours, et elles sont entreposées dans deebaegdonnées publiques.

Dans la vie sur terre,  ne sont utilisé que la forme L des aminos acides. a compléter.

peut on déterminer la structure des protéines a partir de leu r séquence? La réponse
est pour l'instant non. A compléter.

Enfin, on peut se demander pourquoi si les protéines sont lgetssi magnifiques, les
humains ne les synthétisent pas ? Nous avons déja donngmlesee: la chimie humaine est
a I'age de pierre. Quand nous avons besoin de protéines,leswextrayons d’organismes
vivants (on appelle parfois cela “manger”). Ce sont d’atreachines moléculairégui fa-

2Des complexes & base d’ARN et de protéine qu’on appellesibes, mais on verra tout cela plus loin.
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briguent des protéines. On peut voir ces derniéres commegtelgsrs généralistes qui construisent
des protéines dont on leur a fourni les plans. Et les planss&ént sur une autre molécule
appelé ADN. Nous verrons cela au chapitre prochain.

2.1.3 Développement : quelgues exemples de protéines.

La synthése d’antibiotique. Les antibiotiques sont des agents de guerres chimiques entr
les bactéries. Une fois qu’une bactérie a colonisé une rpeligculiere, elle ne veut surtout
pas qu’une autre espéce viennent lui prendre sa place. Blaiietie secréte un agent chimique
dans le milieu qui constitue un poison pour une espéce déli@cbncurrente, mais pas pour
elle méme. Depuis les années 20, les humains ont mis a lepreppuofit cette guerre. La
facon classique de trouver un antibiotique est d’aller delgpanonde et de trouver des nou-
velles especes de bactérie, de les cultiver et appliqueatdrd’s bactéries le milieu de culture
des premiers. Si ces derniers meurent, c’est que les premieduisent des antibiotiques in-
téressant. On essaie alors de purifier le milieu et de trdawveoléculequi a eu de l'effet. Les
antibiotiques sont en général des petites molécules argasiet une fois trouvé, ne sont pas
trés dur a synthétiser par la chimie humaine. La product®oeab petites molécules est bien
s(r, dans la cellules, catalysée par des protéines spésfitilne fois larguée dans la nature,
elles interferent avec les fonctions de certain des esplirpsotéines propre a un concurrent.
Lors de la division d&.Coli par exemple, une protéine spécifique doit couper des liaisbin
migues pour que les deux cellules soeurs puissent se sdpamnicilline inhibe la fonction
de cette protéine, et les bactéries qui ne peuvent plus sessé@essent bientdt de se diviser.

Les microtubules.  Nous avons mentionnés plus haut que les cellules eukamgtataspas
d’enveloppe rigide. Pour maintenir leur forme, elles onteléppé un squelette a partir d'une
protéine appelée tubuline. La tubuline peut étre vu comnmeylindre de 4 nm de hauteur. Les
tubulines s’assemblent afin de former un tube creux d’'ungtaine de nm de diamétre et dont
la longueur peut atteindre plusieurs dizaines de microes.tGbes sont extrémement rigide.
Notons que la structure en tube creux n’est pas un hasard ssenégale, c’est la forme qui
procure la plus grande rigidité. Les cellules eukaryotes parcourues de part en part par les
MT qui souvent, ont un de leur extrémité proche du noyau. Lé&ssktvent également de rail
aux moteurs moléculaires qui transporte toutes sorte deectfon bout de la cellule a I'autre.
Mentionnons en passant gu'ils existe d’autres protéinés’gasemblent sous forme de fibre
et qui font partie du cytosquelette : ce sont I'actine et lesrfents intermédiaires.

La Topoisomérase. L'ADN, comme on le verra, est un long filament souple et tragylo
Comme pour les cordes, il peut étre victimes de noeud. Itexise protéine appelé Topoll
qui résout ces noeuds de la fagon la plus élégante qui sdé ca@lipe un brin, le fait passer
de l'autre coté et le ressoude. Ce qui paraissait tres éranglébut c’est que cette molécule
ne peut bien sdr agir et tater le noeud que localement, suguegnm. Or, pour savoir qu’'un
noeud est vraiment un noeud, il faut avoir une informatiabgle sur toute la courbe.
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2 Les molécules de la vie.

Les anticorps.  Les mammifere ont développé un systeme de défense imnmenitaique :
ils possédent un ensemble de protéines - appelés anticoapsible de reconnaitréimporte
guel forme étrangere. Par reconnaitre nous voulons singsiedire que la forme de 'anti-
corps estomplémentaira@ la forme de I'agent étranger ; en langage de physicien, diooiss
gu'il existe une interaction attractive entre I'agent atgar et un anticorps spécifique, et ils
adherent I'un a l'autre lors de leur rencontre. Le virus sde$ morceaux d’ADN entouré
d’'un manteau protéique, et ce sont les protéines de ce mantga ne sont pas produit par
notre organisme - qui sont reconnu par les anticorps. De mi&menembranes des bactéries
sont recouvertes de protéines spécifiques de la bactérieestion, reconnaissable par les
anticorps.

Il doit exister 10€QUCOURe formes étrangére. Comment on peut les reconnaitre testes
I'objet d'un paragraphe quand nous étudierons beaucowgpguiwlétail 'ADN.

La Clatherine.  La cellule eukaryote peut absorber des molécules par etakxy les mo-
|écules intéressantes pour la cellule sont piégées parrdasnes récéptrices a la membrane
de la cellules. Quand suffisement de molécules ont été aapénvagination se produit dans
la membrane, le pli se referme et une bulle contenant cescuekerentre ainsi dans la cel-
lules. Linvagination ne peut bien sir se former d’elle médes protéines, appelées Clathrine
s’ammassent, du coté du cytoplasme, sous la membrane diaitemt les uns dans les autres
pour former une sorte de ballon de football. La formation elggecstructure “tire” la membrane
vers l'intérieure et produit I'invagination.

La bacteriorhodopsine. et la détection de lumiére.

2.2 Les acides nucléiques.

2.2.1 Que fontils?

Les acides nucléiques sont les dépositaires de l'infoonajenétique : ils contiennent le
manuelpour construire les protéines. Le plus célebre est 'ADAGide désoxyribo-nucléique.
C’est a travers cette molécule que I'information génétigsietransférée entre les générations.
Comme il est trop précieux pour étre consulté sans cesseppéss sont constamment effec-
tuées sous forme d’ARN, acide ribonucléique, et c’est adgtmiere qui est envoyé comme
instruction a l'atelier.

En dehors de son réle de contenairecontenair d’informaj&métique, '’ARN peut jouer
d’autres rble. Nous verrons plus tard que les ateliers dstoaction, I'endroit ou I'on fabrique
les protéines, sont des énormes complexes moléculairdéagps ribosomes. Ces machines
sont en majorité fabriguée d’ARN et les protéines y sont miiame. LARN peut également
jouer un role d’enzyme, au méme titre que les protéines. Monsacrons un chapitre plus bas
aux divers aspects de 'ARN.

Comparé aux protéines, ’ADN parait une molécule bien sanpans structure tridimen-
sionnelle importante. Jusqu’au milieu du vingtieme sigafene pensait pas qu'il puisse avoir
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2 Les molécules de la vie.

un réle quelconque dans I'hérédité (pardon, le transfefifermation génétique entre géné-
ration). C’est Avery, de I'université Rockefeller & New ¥agui a démontré cela en 19%én
injectant de I’ADN purifié d’'une souche bactérienne a unessbuche, et en remarquant que
cette derniére acquérait alors les propriétés de la premlier course a la compréhension de
la structure de ’ADN a alors été larftét cela a donné naissance a la biologie moléculaire.

2.2.2 Quisontils?

Les molécules d’ADN et d’ARN sont, comme les protéines, delyrpéres. Leurs mo-
nomeres sont des nucléotides et sont au hombre de 4, app&l€s@dans le cas d’ADN et
A,U,C,G dans le cas d’ARN. Le coeur d’un nucléotide est fodué sucre (un ribose) et d’'un
groupe phosphate, et c’est ce bindbme qui est capable de pogan Un acide nucléique est
attaché sur un carbone latérale du ribose et lui donne sentiid (figure 2.2a). La différence
entre I'acide Désoxyribo-Nucléique (ADN) et I'acide Rilbatcléique (ARN) est, comme leur
nom l'indique, dans I'oxydation de leur sucre : un groupe Gitglle ribose laisse sa place a
un H dans le désoxyribose. Une coquetterie de la nature arugilise I'uracyle dans 'ARN
au lieu du thymine dans I’ADN.

Les nucléotides sont des molécules orientées, et on adpalaleux cotés 5 et 3’, du
nom de la position des atomes de carbones du sucre. La pabatién, par formation des
liaisons covalentes, se fdaiujourspar I'ajout des nucléotides au coté 3’ de la chaine (pour
plus de détail, voir la figure 5.4). La lecture de 'ADN poubfauer des protéines se fait
également dans ce sens. Les séquences sont toujours doritedans ce sens : ACCGTGTT
veut toujours dire 5-ACCGTGTT-3".

Les acides nucléigues d’'un nucléotide sont capable de fadeliaisons hydrogenes de
facon spécifique : le Aavec le T et le C avec le G. Le couple AmfoR liaisons hydrogénes,
et le couple GC 3. Une molécule d’ADN est donc capable de fobmaucoup de liaisons hy-
drogénes avec une autre si les bases qui se font face sontérpamgaireset (tres important

e “et”) les deux brins sorantiparalleles (Fig.2.2b). L'antiparallelisme est obligatoire si I'on
veut avoir formation correcte des liaisons hydrogenes. IDs, pes deux brins complémen-
taires s’enroulent autour de I'autre pour former un doutdide dans I'espaela séquence
complémentaire de 5’-ACCGTGTT-3’ et donc 5’-AACACGGT-3..

C’est trés souvent sous la forme de double brins (ADNdb, @N#sen anglais) que I'on
trouve I’ADN dans la nature. LARN par contre est majoritaiment trouvé sous forme de
simple brirf. On voit tout de suite I'avantage de I'appariement, et cédapas échappé aux

3Enréalité, I'article d’Avery est resté dans I'oubli, et derercheurs ont redécouvert ’ADN au début des années
50.

“4Le lecteur sait probablement que la course a été gagné pek €riWatson. Lhistoire est trés connu et ce
derniera méme écrit un livre (la double hélice) relatantliéils de la compétition. L histoire plait beaucoup,
probablement parce que deux amateurs, presque sans efforussi a gagné la course contre des grands
comme le chimiste Pauling. Un exemple extrémement rare léansnde de la science.

SC’est quand méme plus joli d’avoir une double hélice qu’'uéetbande plate. Cependant, cela n’est pas sans
poser quelques problémes de topologie lors de la duplicdii@DN que la nature a résolu en élaborant des
enzymes spécifiques au nom évocateurs de “topoisomerasease”, “helicase”,...

Squelques virus transportent leur matériels génétiquese/IsADN simple brin, et d’autres sous formes d’ARN
double brins. Les prokaryotes et eukaryotes utilisentaiorg '’ADN double brins comme support génétique.
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2 Les molécules de la vie.

ac. nucléique
liaisons hydrogeénes

phosphate/

(a) (b)

FIG. 2.2: La structure d’'une molécule d’ADN. (a) le monomerefesné d’un sucre (ribose),
d’'un groupe phosphate et d’un acide nucléique. Le binbmeespitosphate est ca-
pable de polymériser (en formant des liaisons covalenteshonomeére esirienté
et posséde un coté 5’ et un coté 3’ (du nom de la position deésras sur le sucre).
Lors de la polymérisation, les nouveaux monomeres sontégdaujours au coté 3'.
C’est toujours dans le sens-5 3'qu’on lit la séquence de '’ADN ; ici par exemple,
on doit lire ATCCTGA. (b) Une molécule d’ADN peut former deaisons hydro-
genes avec une autre si les deux brins ont des séqueangdémentaires A en
face de T et C en face de G. L'appariementadiparallele La séquence du brin
complémentaire est ici TCAGGAT. C’est souvent sous cettméodedouble brins
gue I'on trouve I'ADN dans la nature.
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2 Les molécules de la vie.

découvreurs de la structure d’ADN : pour produire fidélemerg nouvelle molécule d’ADN
double brin (qui porte I'information génétique) a partiude ancienne, il suffit de séparer les
deux brins de l'ancien, et utiliser chaque brin comme mogeler fabriquer un brin com-
plémentaire. On appelle ce procédé de duplicasmiconservatiyguisque la moitié d’'une
nouvelle molécule d’ADN vient d’'une ancienne. C’est exawat comme cela que la cel-
lule procede, et nous verrons le détail plus loin. C’est pmite raison que I'’ADN se trouve
toujours sous forme db.

Comme nous l'avons dit, les monomeéres d’un brin d’ADN sotiésepar des liaison cova-
lentes, extrémement solide donc. Les liaisons entre leslois complémentaires ne sont par
contre que des liaisons hydrogénes, pas trés solide. Enenigm la température vers 90°C
les deux brins se séparent facilement. On appelle cdisslande 'ADN et c’est un tres joli
probléme de physique statistique. En abaissant la tempérds deux brins peuvent s’appa-
rier a nouveau, et on appelle célaybridation. Ce coté “post-it” d’ADN a des avantages pour
les biotechnologies, et nous en verrons des exemples pius lo

"La température de fusion dépend de la séquence, et du rapPHAT. Le mot fusion est utilisé de facon abusif,
puisque la séparation des deux brins n’est pas une tramsiigohase de premier ordre, contrairement a la
fusion de la glace.
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3 Transfert d’information entre protéines
et acides nucléiques.

3.1 Schéma général du dogme central de la biologie.

Le Dogme Central de la Biologie est le suivant : ABNARN — proteine. Le terme Dogme
a été forgé par Francis Crick au début des années 1960 pdrapmpremment il trouvait le
terme assez “chic” sans en connaitre les autres connadablmus avons beaucoup insisté sur
le fait que 'ADN contient les informations pour construless protéines, et c’est ce que veut
dire ce dogme. Voyons cela de plus prés.

Comme nous I'avons dit, ’ADN est un long polymére qui contike manuel pour construire
les protéines. On peut le voir commedisque durde la cellule : sur une partie est stocké I'in-
formation pour fabriquer la protéine “clathrine”, une paxodepour la protéine “tubuline” et
ainsi de suite. De méme, le disque dur d’'un ordinateur cohser une partie le programme
“Microsoft Office”, sur une partie le logiciel “Kaza”, et sune autre “Mortal Combat 3”

L'ADN contient I'information pour construirdoutesles protéines mais la cellule n’a pas
besoin de les fabriquer toutes a un instant donné. De pAIBN'’ est tres précieux et doit étre
transmis aux descendants sans dommage. Il doit donc étiputéate moins possibfe Quand
la cellule a besoin d’'une protéine en particulier, elle pge@n ARN le fragment d’ADN qui
code pour cette protéine. Cet ARN (qu’on appelle messagegresuite envoyé vers les ribo-
somes qui le “lisent” et construisent la protéine adéquateuévant les instructions contenues
dedans. Chaque molécule d’ARN est utilisée de nombreugepdoles ribosomes et est en-
suite dégradée.

Cela ressemble beaucoup au fonctionnement des ordinatpuaad nous voulons exécuter
un programme, le systeme d’exploitation copie d’abord emwiée vive la partie du disque
dur qui le contient. La copie en mémoire vive est ensuite g@wwers le processeur pour étre
exécutée. Quand le programme n’est plus nécessaire, saaopiémoire vive est effacée.

Les deux sections suivantes sont dédiées a ces processisiNdierons d’abord la lecture
d’ARN par les ribosomes (traduction) et ensuite la copiel@en ARN (transcription).

1Le disque dur de l'auteur ne contient aucun de ces logiciels.

2Une facon d’expliquer la biologie comme le ferait un ingémilamarckiste : un effed posteriorijustifierai le
chemin que I'évolution a pris pour résoudre un problémeutéar de ce manuscrit se surprend lui méme a
donner parfois dans ce travers, comme les lignes ci-dessuseihtrent.
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3 Transfert d’information entre protéines et acides naelés.

MS Office Mortal Combat

o
S

D. Dur

Clathrine Tubuline

Clathrine
UCgCCggUCACCAUUGCQAAUU..... ARN

FIG. 3.1: Analogie entre disque dur et ADN : les deux contienmie® informations, le pre-
mier sous forme de bits pour des programmes, le deuxiemeaious de base pour
des protéines. Quand la cellule a besoin de produire laipetdathrine, la partie
de I'’ADN qui code pour cette protéine et d’abord copié sousfod’ARN.

3.2 Développement: ARN — Protéines

La machine moléculaire qui lit les ARN et construit des pirdé este ribosomeC’est un
énorme complexe moléculaire, construit de plusieurs pregetde I’ARN (oui oui ...)

L'ARN est une molécule tres polyvalente : nous avons vu gestaine copie temporaire
d’'un fragment d’ADN, on I'appelle alors ARNm (messager)rdhtre également dans l'ar-
chitecture des ribosomes et on I'appelle alors ARNr. Enité&adlans le fonctionnement des
ribosomes, les ARNTr (et non les protéines) jouent le roleqgipial.

Le fonctionnement des ribosomes est le suivant (Fig. 3.8)ARNmM rentre dans la téte de
lecture du ribosome par son coté 5'. Le ribosome litttess premiéres séquences, consulte un
dictionnaire, trouve la signification en terme d’acide aéie ce triplet, “péche” 'acide aminé
en question dans la solution, et le place en téte de sa ligiteseinblage. La téte de lecture
avance alors la “bande” d’ARN de trois séquences et lit j@dtisuivant. En fonction de ce
triplet, il choisit un autre acide aminé et le place derrierpremier sur la ligne en synthétisant
la liaison peptidique entre les deux, et ainsi de suite : NABSt lu triplet par triplet et les
acides aminés correspondants sont assemblés au fur et eent@sdain des triplets n'ont pas
de correspondent en acide aminé, mais veulent dire STOR. igidsome rencontre un tel
triplet, il relache alors la protéine dans la solution.

Le dictionnaire de correspondance entre les triplets d&acibo-nucléique et les acides
aminés est montré dans la figure 3.3. Comrhe-%64 et que la nature n'utilise en gros que 21
acides aminés, il y a pas mal de redondance dans ce dictienkai particulier, la troisieme
base parait moins informative que les deux premiéres. Geuiaire est presqu’universel,
utilisé de la bactéri€.Coli & I'humair?.

Le dictionnaire est en réalité contenu dans des ARN de ean@RNt). Voila la troisieme
(et non la derniere ) utilisation de 'ARN que nous renconroNous avons déja mentionné
gue I'’ARN est souvent rencontré sous forme de simple brigi @& veut absolument pas dire

3Quelques rare espéces comme la paramécie (eukaryotelulaice) et quelques virus utilisent une version
Iégérement altérée.
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(@)

(V)]

o

Q2

|-

UUAAUGAAAUAG UUAAUGAAAUAG UUAAUGAAAUAG
UUAAUGAAAUAG

FiG. 3.2: De gauche a droite et de haut en bas : Le fonctionnemamtitosome. LARNmM
est lu par groupe de trois bases ; I'acide aminé corresparédea triplet est trouvé
dans le dictionnaire du code génétique (voir fig. 3.3) ett@@ula chaine en cours
d’assemblage ; quand la séquence STOP (ici UAG) est rergdatiprotéine est
relachée.

[ N |
| T C A }
T|c|alc|T|c|a|G|T|c|A|G T|c|A|G]

{ <
| T CcC | A G
|c|ale|r]c|ala|T|c|a]a|T]c|A]G 3eme base

lere base

2eme base

{Phe |Leu | Ser |Tyr |STOP| Cys ISTFiTr[} { Leu | Pro | His | GIn | Arg acide aminé

| PN |

[ [ C A &S | 2éme base
|

TlclalG T|C|A|G T[c[a]G[T[c][a]g] 3eme base
acide aminé

T|c|al|T|c|a|G|T|c|A|G T|C|A|G
{ lle h t| Thr |Asn | Lys |Ser |Arg

anticodon de
reconnaissance ARN de
\ Transfert
Acide aminé

FIG. 3.3: Le code génétique ou la correspondance entre lestiidlacides ribo-nucléiques
et les acides aminés. Pour I'ARN, U remplace le T. Le dictarmest en réalité
contenu dans des ARN de transfert : si I'anticodon établildésons hydrogenes
avec le triplet en cours de lecture par le ribosome, 'acideéé associé est transfére
a la chaine peptidique en cours d’assemblage.

|
|
}
|
} S } lere base
C A } }
J J
| |

{ Val Ala |Asp | Glu | Gly
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que ses bases ne peuvent pas former des liaisons hydrogénesntraire, I’ARN se replie
toujours pour former des liaisons d’hydrogenes entre siéérelints fragments quand ils sont
complémentairésil peut donc avoir des structures tridimensionnelles dexes et en cela il
ressemble aux protéines. En particulier, il peut avoir |€&mas propriétés de reconnaissance
gue ces dernieres. Les ARN de transfert reconnaissent chsieculeurs extrémité 3’, un acide
aminé spécifique et s’y lient. Le milieu de I’ARNt présentestoucle de reconnaissance
formé de trois bases également. Si ces bases établissdiaisiass hydrogenes avec les trois
bases de ’'ARNmM en cours de lecture par le ribosome, I'aculi@é@ de ’ARNLt est transféré a
la chaine de protéine en cours d’assemblage.

Résumons : ’TARNm est lu par le ribosome, qui est majoritaieat formé d’ARNTr. Le ri-
bosome catalyse la réaction de transfert d'un acide amiti@ehe a un ARNt — a la chaine de
protéine en cours d’assemblage. LARN ne joue pas vrainesrgéconds roles ! Les fonctions
diverses assumées par I'ARN peuvent nous incliner a pensefegforme de vie primitive
devait étre essentiellement a base d’ARN. Ce modele, afipettonde ARN” est des plus en
vogue actuellement pour I'apparition de la vie sur terre.

3.3 Développement: ADN — ARN et ADN — ADN

Nous avons deux machines moléculaires ( des protéines biesecialisées dans la lec-
ture et la copie d’ADN. La premiere est 'ARNpolymérase (ARNI) qui “lit” un fragment
d’ADN et synthétise un fragment d’ARN ; cet ARN est ensuite@é vers les ribosomes pour
servir a la synthese de protéines. La deuxieme, 'ADN pokasé (ADN-Pol), lit TADN pour
synthétiser un brin complémentaire d’ADN ; elle est utiéidérs de la duplication de 'ADN
pendant la phase de duplication de la cellule. Remarqueiffémeshce entre I'utilisation des
deux enzymes : si nous avions une caméra pour filmer TADNGhEéle de nanomeétre, nous
verrions constamment des ARN-Pol atterrir a de multiple@its de I'ADN, avancer le long
de ce brin en fabriquant une molécule d’ARN, se détacheletatterrir ailleurs. Pendant de
rares moments (la mitose, ou la division cellulaire), le aient des ARN-Pol s’arrétera sou-
dain, et nous verrons quelgues ADN-Pol atterrir a des etging@s spécifiques et commencer
la duplication de ’ADN dans son entier.

Le fonctionnement des deux polymérases est tres prochefiyo8.4) : D’abord, les deux
brins d’ADN sont écartés. Un des deux brins est choisi comm@aie ou empreinteémplate
en anglais). Le polymerase avance alors sur ce brin dans$e3se: 5’ et au fur et a mesure
synthétise un brin complémentaire dans le séns 3’ (N'oubliez pas que la polymérisation
d’ADN se fait toujours dans ce sens la ). Le polymérase chaibbnne base a inclure dans
la chaine par les liaisons hydrogéenes que celle ci peut foarex le brin en cours de lecture.
Le brin nouvellement synthétisé est la copie exacte durwimlu! Le procédé ressemble a
dupliguer une clef : on prend d’abord I'empreinte de la cleif,(le brin lu est 'empreinte), et

4Le probléme de trouver le repliement d’ARN qui posséde leimimn d’énergie libre (et est donc la forme la
plus stable) n’est pas simple a priori : ¢’est un compromissgle maximum de liaisons hydrogénes que I'on
peut former et le nombre de boucle et leur rayon de courbuieaut créer pour cela. Les boucles coltent en
terme d’énergie élastique. Il existe des programmes siEsaoour calculer la structure secondaire de 'ARN
en fonction de sa séquence et des serveurs sur la toile lésmni@irement a la disposition des utilisateurs.
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% brin modele (lu)
50 -T-3" /
3 V >

s-i\ ATCGGTCAf 3
TAGCCAGT
5'-TA-3"
;; 5I

ATCGGTCA

3I
5L____—__§\\\\\\\\\~__ __,///////”—_—~__—__— ’
TAGCCAGT

brin en cours de synthese

5'-TAGCCAG-3"

ATCGGTCA

FIG. 3.4: Le fonctionnement des polymérase : les deux brinsedimolécule d’ADN sont
écartés. Un des deux brins est choisi pour la lecture. Lanpéigise avance alors
dans le sens’3- 5 sur le brin d’ADN , et synthétise un brin complémentaire dans
le sens 5— 3. Le nouveau brin synthétisé est la copie exacte du brin natel
I’ADN original.

3 5!
5I
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ensuite on prend I'empreinte de I'empreinte.

La figure 3.4 montre la synthese d’ADN. La synthese d’ARN Ruinéme chemin, a ceci
pres que ce sont des acides ribo-nucléique qui sont utikség’'un U remplace un T.

La synthese d’ARN pose un probleme aigu de positionnemela début de lecture. La sé-
guence nucléiqug - AGC- UUC- GUA- CAG- AU. . . code pour le polypeptidger - Phe-Val -Q@ n-. . . ;
Par contre, si 'ARN-Pol avait commencé la lecture de ’ADNeubase plus loin, nous au-
rions eu ’ARN messagédy - GCU- UCG UAC- AGA- U. . . qui lui, code pour la chaine peptidique
Al a- Ser-Tyr-Arg-. .. ! Latranslation d’'une base change complétement la sigtiditala
phrase “I Ifai tbea ue tchau” parait ne pas avoir trop de smass si 'on remarque que nous
nous sommes simplementtrompé d’une translation, on lifaitlbbeau et chaud”. C’est encore
plus limpide dans pour I'ARN, puisque les mots sont toujdarmés de trois lettres (dans un
alphabet qui en comporte quatre). Nous avons donc troi€tfes de lecture” (reading frame)
pour une séquence donnée, et les mécanismes de lectureddé¢ $ént suffisamment élaborés
pour diriger I'’ARN pol vers la bonme Nous verrons ces mécanismes au chapitre 8. Le détail
du fonctionnement des polymerases est donné plus loin§vbit, 5.1.4).

La derniére subtilité avec I'ARN-Pol est I'arrét de la traription. Nous avons vu que dans
la synthése des protéines par les ribosomes (traductla)iste des séquences particuliéres
voulant dire STOP. Par contre, rien de tel n’existe pour dagcription (synthése d’ARN a
partir de '’'ADN). Apparemment, 'ARN en cours de synthéshy&iride avec lui méme et
forme des boucles. C’est I'existence de ces boucles qubppe I'arrét et le détachement de
I’ARN-Pol. Cela impose aux génes une contrainte suppléamenvis a vis de I'évolution :
non seulement les protéines qu’ils codent doivent étreopmidnts, mais en plus, la forme tri-
dimentionnelle de '’'ARNmM doit étre correct pour provoquaridét de la transcription au bon
endroit.

Mentionnons en fin que les eukaryotes n’ont pas une, masARN-Pol, dont un seul (Pol
II) est dédié a la synthése des ARNm. Les deux autres senfahtiguer les ARNr et t. Les
prokaryotes utilisent un seul ARN-Pol pour tous leurs besoi

SPour les virus, la longueur d’ADN est un facteur limitant ionfant. Certains ont évolué pour utiliser deux
“fenétres de lecture” : en utilisant (presque) la méme sécgeidls construisent deux protéines différentes.
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4 Autour d’ADN et ARN.

4.1 Qu’est ce gu'un gene?

Nous avons donc vu que I’ADN contient des informations, deg$ructions pour fabriquer
des protéines. Le long polymeére d’ADN qui porte l'infornatigénétique chez les étres vi-
vants est appeléhromosomd.e chromosome est comme un livre divisé en chapitre. Le cha-
pitre 1152, de la page 1342435 a la page 1342467, contieexpanple les instructions pour
fabriquer la protéine Topoisomérase. Bien sr, les bialegi n’utilisent pas le mot chapitre,
mais le moggene de méme, le mot page est remplaceé par la position des basetadzhaine
linéaire a partir d’'une position (facilement repérable¥eicomme origine. Il se trouve en plus
gue la plupart des eukaryotes ont plusieurs chromosomess,adire plusieurs livres dans leur
bibliothéque : 4 pour la drosophile, 17 pour le salamandBgy@ur 'humairt. Ainsi, dans un
langage correct, on doit dire que le gah@dopsinqui code pour la protéine Rhodopsin est
situé, chez I'hnumain dans la région 3g21.3. La conventi@stpas unique, mais souvent le
gene (la séquence d’ADN) porte le nom de la protéine pourleuide, mais est écrit en ita-
lique. 3g21.3 veut dire gu'il se trouve sur le bras long duoohwsome 3 (3q) a la position
21.3.

Tous les genes connus de toutes les espéeces (toute softerdation génétique) sont re-
pertoriés dans des bases de données librement accessiblénsle. Vous pouvez par exemple
chercher dandttp ://ww. nchi.nl mnih.gov/ mapview static/Mstart.htm la sé-
guence, la position, la fonction, ... de tous les genes que remcontrerons dans ce livre.

Pour fixer les idées, le tableau 4.1 donne le nhombre de pairésse (bp, pour base pair
en anglais) du génome et le nombre de genes de divers esheaesmbre de chromosome
n’'a pas beaucoup de signification : on peut diviser un génanteeaucoup de petit livre ou
en peu de grand. Des espece tres proches qui ont des tailtg&ndene similaires peuvent
avoir un nombre de chromosomes trés différent. Les bast@megénérale n'ont cependant
gu’un seul chromosome qui est en plus circulaiée Coli est une (parmi des centaines) des
bactéries de I'intestin humain, et c’est probablementgémisme le plus étudié. La plupart
des mécanismes fondamentaux ont d’abord été mis en évidapzeette bactérie. La levure

1Une trés bonne source d’information sur le génome humaireesite d’Oak Ridge national laboratory
http ://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Gen@uosters/chromosome/

| | E.Coli | levure | Drosophile]  humain | salamandrg
# pairs de base 4.5 Mbp | 15 Mbp| 150 Mbp 3 Gbp 30 Gbp
# genes 4000 13000 20000-500007

TAB. 4.1: nombre de pairs de base et de génes de divers organismes
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FIG. 4.1: le genehodopsinse trouve, chez I'humain, sur le bras long (q) du chromosome
3, dans la région 21.3 a partir du centromere. Pour fixer léesdle chromosome
3 contient 214 1Fbases (0.21 Gbase); le géri®dopsincontient 6700 bases. Le
nombre “21.3” ici est une position cytologique : pendanthage de division cellu-
laire, le chromosome se replie pour former un objet épaisliodére de 0.5 micro-
metre) et donc visible au microscope optique. C’est ce gajgoelle chromosome
mitotique. On connait des marqueurs qui se fixent différentraelifférentes région
du chromosome mitotique, et qui font que le chromosome @ comme une
succession de bandes claires et obscures. Ici, le chiffes@le numéro de la bande
ou le génehodopsinest localisé. Il n’ y a pas de proportionnalité entre le nwordeE
la bande et sa position en terme de pair de base. Comme laneé&qte I'ensemble
du chromosome 3 est connu, on sait que le géne rhodopsimd’étesiron de la
base 130568400 a la base 130575100. Derniere petite gubtiéi trait bleu dans
cette figure représente un polymeére d’AlNuble brin Un gene peut se trouver sur
un brin ou sur l'autre. Aucun brin ne joue le role de maitretgat tous les genes.

est I'eukaryote unicellulaire responsable de lever le gaiest largement utilisé dans tous les
processus de fermentation comme la fabrication de biereeocedains type de tofu. C'est
I'organisme modele pour I'étude des eukaryotes. La drog@gist une petite mouche qui se
nourrit de levure, et qu’on voit donc souvent lors de I'éledimn du vin. Elle est utilisée (
avec un petit vers appel&. Elegang pour I'étude des organismes multicellulaires.

Au début des années 1960, quand la nature chimique de I'ADd¢ esfa relation avec la
fabrication des protéines chez la bactérie avait été éi@d avait une vision tres simple
du génome : un long polymére d’ADN divisé en chapitre contiguséquences codantes :
chapitre 13 (géné&ruc), de la page 89 a la page 91 ; chapitre 14 (geidele), de la page 92
a la page 104, et ainsi de suite. Le génome des eukaryotésrslasré cependant beaucoup
plus complexe (et parfois plus absurde) et ce n’est qu’a ldgghannées 70 qu’on a commencé
a avoir une vision plus nette de 'organisation du génome. fidllut la mise au point de
la plupart des outils de biologie moléculaire que nous vesrau chapitre prochain, et une
lente accumulation des connaissances. En résumé : (i) tes gies eukaryotes ne sont pas
contigues, et il peut y avoir beaucoup (beaucoup) de paeesade entre la fin d’'un géne
et le début d’'un autre dont la séquence n’a aucune signditafii) a I'intérieur d'un géne
méme, il peut y avoir des morceaux de séquence qui ne veigerdire. C’est comme si dans
un livre, beaucoup de pages étaient simplement un enchairiaatéatoire de lettres. Et les
eukaryotes ont élaboré des mécanismes pour ne pas lire ges.izhez des eukaryotes tels
gue I'humain, 2 a 3% seulement du génome est codante, c’et asl formé de séquences
compréhensibles par les ribosomes. C’est ce que nous garalessous.
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Gene Exons

(a) I_(ﬁ ——

0 ==

(c) — Ebr :

(d) : —

FIG. 4.2: Organisation d’'un gene en introns et exons. (a) : urgam-ligné ici en gris, est
constitué de séquences codantes appelées exons (suettiganéne) et de séquences
non-codantes appelées introns. (b-d) : fabrication d’'umNARmature. (b) : le géne
est d’abord recopié en ARN prémature; (c) les introns saniigés par épissage
pour donner lieu a (d) : un ARN messager prét a étre export@kard du noyau.

4.2 Les introns et les exons.

Comme nous l'avons dit plus haut, chez une bactérie, un gerferené entierement de sé-
guence codante. Chez les eukaryotes, les séquences darva appell@xonssont entre-
coupé par des séquences hon-codantes qu’on ajpedies La copie du gene se fait en deux
étapes : d'abord, 'ensemble du géne, introns et exonsgeespié par un ARN-polymerase
sous forme d’ARN. Ensuite, lors d’'un processus de matumagioon appelleépissageles
parties non-codantes de cet ARN sont enlevées et dégrade@Ral restant est un ARN mes-
sager honnéte et a le droit d’étre exporté vers I'extérieundyau et les ribosomes. Le détail
de I'épissage est peu connu. Il existe des enzymes respemgatouper les morceaux en trop
et de résoudre les morceaux restants. Ce role est parfoisagsar 'ARN lui méme, qui peut
avoir des propriétés catalytiques. Chez I'humain, un géheanstitué en moyenne de 4 exons
et 1350 bases, ou 450 acide aminé pour le produit protéigeeaifis genes sont constitué
d’une trentaine d’exons.

Mais comment un enzyme reconnait les morceaux qui doivéneisfparties de '’ARNmM
et ceux qui doivent étre éliminés? Cela reste encore un peémgux. Il existe des res-
semblances entre les séquences des introns, et probableomedébuts et fins sont signalés
par destags.La grammaire de I’ADN n’est pas encore suffisamment connu poe I'on
puisse identifier avec certitude les introns. Cela restélelsis une des difficultés de trouver
les génes : quand on séquence le génome, on est en possésseaddte linéaire de lettres
A,C,T,G. Pour trouver les génes, on cherche les longuességs qui ont une signification.
Malheureusement, on peut rarement disposer de trés lorsguggences codantes, et il faut
ensuite décider si une courte séguence, avec un syntavectdait réellement partie d’'un
géene ou si il est simplement di au hasard. Les mathématieatent de mettre au point des
criteres probabilistes fins afin d’aider les algorithmes aurifaire ces choix.
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4 Autour d’ADN et ARN.

Cette organisation absurde du génome chez les eukaryates\msr ses avantages : cela
permet de générer plusieurs variantes d’une protéine & pgarh seul géne. Supposons que
nous ayons 5 exons. Dans ce cas, en assemblant les exons #2,82,3,4 ou 1,2,4,5 on
génere trois protéines différentes. Chez la drosophilsguhgéne code pour une douzaine de
variantes de la protéine dynéine (un moteur moléculaire).

Certains ont émis I'hypothése que les exons correspondens@us-domaines fonction-
nelles de protéines. Les maintenir séparés par des intemnsgp de les échanger et partager
facilement entre différents genes. Cette affirmation cdpahn’a pas de caractere trés géneé-
rale, et la plupart des exons sont uniques a leur gene, méometigint compte des mutations
qui se sont introduites lors de I'évolution et qui ont pu goenres ressemblances.

4.3 'ADN “poubelle”?

Nous avons parlé de ce qui a a l'intérieur d’'un géne. Mais gfue qu’il y a entre les
genes ? Quelle est I'utilité de ces 95% de séquences homiesdzhez I’humain ? La réponse
est surprenante : en grande partie, aucune pour I'organtiéiee Le génome des eukaryotes
telles que nous, lrenopuu la séquoia est un écosysteme a lui méme, constitué deefdesi
genes qui ont perdu leurs sens, de traces de virus, des ségumarasites auto duplicateurs et
des séquences parasites de parasites. L'ensemble deroestséonstitue plus de la moitié de
notre génome. On connait peu la signification de I'autre i i part les 2-3% de séquences
codantes), on suspecte qu’elle a un rdle de régulation etatisration physique

4.4 Eléments mobiles et génération d’anticorps.

4.5 La physiqgue de 'ADN

4.5.1 compactage et territoire

4.5.2 Etirement de molécule unique.

4.6 Ne négligeons pas 'ARN

2Quand on parle en terme aussi vague, c’est que I'on ne saiterapas grand chose.
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5 Les outils de la biologie moléculaire.

La majorité des expériences de biologie moléculaire etilises quelques outils de base que
nous verrons ci-dessous. Leurs compréhension est néegestgiresque suffisante, pour tra-
vailler dans un laboratoire. Nous présentons d’abord ctsdenzymes, électrophorése,PCR)
et montrons ensuite quelques unes de leur utilisation (ABddmbinant, séquencage, syn-
these). Lensemble constitue le copier-coller-duplicqieta biologie moléculaire.

5.1 Les enzymes.

En physique, nous disposons d’instruments trés sophédijciont la maitrise de certains
demande un trés long effort : des spectromeétres tres finkirésdemps, la RMN, la diffusion
de lalumiére, ... La visite de n'importe quelle laboratalegphysique vous en fournira une liste
non-exhaustive. La biologie moléculaire au contraire pdsdrés peu d’instruments, rien en
tout cas dont l'utilisation ne puisse étre maitrisé aprdsaade lettre. Ces instruments sont des
enzymes extraits du monde vivant. Ces enzymes sont dehléritegiciens nanométrique, et
on ne comprend pas toujours exactement leurs fonctionrnspraais on sait s’en servir. C'est
un peu comme conduire une voiture : la plupart d’entre nowsamens pas exactement ce qu'il
y a sous le capot, méme si les principes générales nous saumiscCependant, nous savons
parfaitement nous en servir pour aller d’un point a un autre.

5.1.1 Les polymerases.

Comment fabriquer une nouvelle molécule d’ADN ou d’ARN ? ¥dat et Crick ont men-
tionné deés le début, dans leur article de 1953 sur 'ADN, gufedime méme de cette molécule
peut étre une indication pour sa synthése : chaque brinitieerair demoulepour fabriquer
son complémentaite Nous connaissons aujourd’hui, grace au travail acharnéodebreux
biochimistes, les enzymes qui dirigent ces actions de ggeth

La premiére enzyme de synthese est découvert en 1955. &tipedle PNPase, elle synthé-
tise I’ARN en incluant de fagon aléatoire les nucléotidesspnts dans la solution. Niremberg
et Matthaie, dans leur course pour briser le code génétlaun,utilisé pour synthétiser des
ARNerZ)onU en 1961 et établir ainsi la relation entre le tripgldJU et I'acide aminé phenyla-
lanine.

14|t has not escaped our notice that the specific pairing tteahave postulated immediately suggests a possible
copying mechanism for the genetic material”.

2Ces ARN poly U était ajoutés ensuite aux extraits qui coritanales ribosomes et des acides aminés. Aprés
quelques heures, ils trouvaient alors dans la solution dggeptides poly-phenylalanine. On croyait déja
savoir que le code génétique est contenu dans des tripletslddéduction mentionnée ci-dessus. Ce travalil
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5 Les outils de la biologie moléculaire.

brin modeéle

ADN-polymerase

FiG. 5.1: Synthése d’un nouveau brin d’ADN & partir d’'un modélee molécule d’ADN-
polymerasdit le brin modéle a chaque étape et choisit et incorpore le otide
complémentaire présent en solution. La synthése de I’ADNa#eoujours dans
la direction 3 — 3, 'ADN polymérase lit le brin modéle et avance donc dans la
direction3 — 5'.

Mais le maitre absolu, 'enzyme de réplication du génomesdames et messieurs j'ai
nommé I'’ADN polymerase, a été découvert en 1958 aprées laitraninutieux des biochi-
mistes Arthur Kornberg et Robert Lehman de I'Université ten®rd.

La réaction de base peut s’écrire

(ADN)p+NTP — (ADN)p, 1 + P +P;

Une chaine d’ADN de longueurincorpore une nucléotide (présent en solution comme NTP
un nucléotide tri-phosphate) et s’allonge d’une unitét€ataction est énergétiquement fa-
vorable. Le travail de ’'ADN-polymerase est de choisir lenbwucléotide parmi les 4 (ATP,
CTP, TTP, GTP) présent dans la solution, en lisant le bringtémentaire. Nous verrons la
biochimie de ce processus plus bas. Ce qui est essentiehdriiet est que ’ADN-polymerase
ne fonctionne qu’en présence d’un brin d’ADN utilisé commed®le (voir fig. 5.1). L'autre
élément important est que ’ADN-polymérase ne fonctionoe gi il y a déja une séquence
synthétisée, et correctement hybridée au brin modéteere lui! La longueur minimale de
cette séquence est de trois a quatre bases. On pense quetaatrdfibue a la grande précision
de 'ADN-polymerase.

Parlons un peu de la précision. LADN-polymerase est |la mlupliquer le génome et le

a fait I'effet d'une bombe dans la communauté scientifiqide eeste du code a été déchiffré dans les 3
années qui ont suivi.
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transmettre & la génération d’aprés. Il doit donc étre ls phécis possibfe Son taux d’erreur
est de I'ordre de 10°, c’est & dire que tous les milliards de base, il commet ureuerEssayez
donc de recopier 1000 livres en ne commettant qu’une seute faour avoir une idée de la
précision de cette machine. Les considération énergé&igue mauvais base pairing codte
deux & trois liaisons hydrogénes - donne un taux d’erreviogdre de 104, Il existe d’autres
mécanismes de relecture qui permettent d’augmenter lasppacNous exposerons le cadre
théorique générale de la correction d’erreur au chapitréasztinétique chimique. Mais on peut
constater que I'existence d’une séquence déja hybridégdeparticipe a ces mécanismes.
En effet, supposons que ’ADN-polymerase inclue une magvaucléotide et avance d’'une
séquence. La séquence gu'il a alors derriére lui n'est paeaement hybridée et arréte le
fonctionnement de 'ADN-pol. L'enzyme doit alors faire nsae arriere, enlever la mauvaise
base, et recommencer. Aussi surprenant que cela puissé@acaest vraiment comme cela
que ¢a se passe.

In vivo, pour dupliquer une molécule d’ADN, il faut séparer a un eitdes deux brins
d’ADN et commencer a dupliquer chaque brin séparément. lugt pe départ s’appelle 'ori-
gine de réplication. Nous laissons au lecteur comme exediEcvoir comment on peut du-
pliquer un double brin d’ADN, sachant que ’ADN-pol ne se & que dans la direction
3’ — 5. Mentionnons également au passage que les deux brins étantés en double hé-
lice, 'avancé de I'’ADN-pol accumule des contraintes taygdjues, et ils existent des enzymes
(bien sar) pour enlever ces contraintesyitro le probleme ne se pose pas, puisqu’en élevant
la température (autour de 60 a 90 °C) on sépare les deux brins.

L'ARN polymérase est un cousin trés proche de '’ADN polynséa cette différence qu'il
lit un brin d’ADN pour le copier en ARN. Il fut découvert en 1@ar plusieurs groupe de
facon presque simultanée. Notons qu’ARN-pol est nettemmennhs précis que I’ADN-pol
et ne possede pas plusieurs des mécanisme de correctioeudsede ce dernier. Enfin, le
dernier enzyme de cette classe est appmlérse transcriptaset qui polymérise I’ADN en
lisantI’ARN! Cet enzyme est propre aux retrovirus dont le matériel ggunétest I'ARN et
non I’ADN. La génie génétique I'utilise couramment de nagrg comme nous le verrons par
la suite.

5.1.2 Ligase

Cet enzyme, découvert en 1967, est utilisé pour “coller’xdetns d’ADN en créant un
liaison covalente entre I'extrémité 3’ de I'un et 5’ de l'aeitLes deux morceaux doivent étre
immobilisés sur le brin complémentaire (voir Fig.5.R)vivo cet enzyme est utilisé lors de la
duplication d’ADN. Comme le chromosome est assez long,aoisa duplication commence
a plusieurs endroit et est mené en parallele. La ligasevietgrpour attacher ces copies par-
tielles les unes aux autres.

3Pas tout a fait : si il était absolument précis, il n’y auraifiguement pas d’évolution. Ce sont ces petites
erreurs, des mutations, qui s’accumulent dans le génonggnetent la diversité. On pense aujourd’hui que
la précisons de 'ADN-polymerase elle méme est un paranadfire au cours de I'évolution : pas trop fort,
sinon la plupart des descendants seraient défectueux pasisop faible pour générer de la diversité. Nous
discuterons tout cela plus en détail au chapitre consadégcluition.
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FIG. 5.2: L'action de la ligase est de former une liaison covigrmosphodiester entre deux
morceaux d’ADN, immobilisés sur le brin complémentaire lgiii est intact.

PO,

———--

L2228

FIG. 5.3: L'action des enzymes de restriction est de couper ublédorins d’ADN a un en-
droit spécifique. Ici, nous montrons I'action de EcoRI et siv@ de reconnaissance.
Cet enzyme produit des bouts collants.

5.1.3 Enzymes de restrictions.

Les enzymes de restriction sont les ciseaux moléculaioegant I’ADN a des endroits bien
précis. Nous en connaissons aujourd’hui des centainesstenezgmes, chacun reconnaissant
une séquence spécifiqgue d’ADN pour le couper a cet endroisélectivité de ces enzymes
varie : certain n’ont besoin que de reconnaitre une séquimée6 paire de base, tandis que
d’autres utilise plus d’'une vingtaine. Certains produisis bouts “collants”, en laissant des
petits morceaux d’ADN simple brins aux extrémités (Fig.)5/8ous verrons le trés grand
avantage de cela plus bas, dans la section consacrée a I'égxxhbinant.

5.1.4 Développement : la biochimie de ces enzymes.

Les principes généraux c’est bien joli, mais pour comprenar peu le détail, il faut parler
un minimum de la chimie. La figure 5.4 montre la structure diugléotide : un sucre (ribose)
et un phosphate forme le squelette principal, tandis quaaige nucléique (A,T,C ou G) lui
donne son identité. La réaction de polymérisation se fadjeatant un nouveau NTP sur le
carbone 3’ d’'une ancienne chaine, en relachant deux grqupesphates (qui sont la source
d’énergie qui pousse la réaction et qui est utilisée par N\A@u ARN polymerase). Le travalil
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FIG. 5.4: La structure d’'un nucléotide tri-phosphate : Un sutas groupes phosphate et un

acide nucléique. La structure des quatre acide nucléigua@sré sur la deuxieme
ligne. Le lecteur notera la complémentarité spatiale ehfret CG.
Les carbones du sucre sont numeérotés a partir de I'oxygémesucre ici est un
desoxyribose qui intervient dans ’ADN. Pour 'ARN, nouag un ribose, avec un
groupe OH sur le 2'. Parfois (pour le séquencage) nous aveswin d’une version
non polymerisable de NTP ; on utilise alors du didesoxyréyasi le groupe OH sur
le 3’ est remplacé par un H.

du Pol est donc de sélectionner le bon NTP dans la solutiolis@nt le brin complémentaire)
et le présenter sur le coté 3’ de la chaine en fabricatiodohgation se faitoujoursdans le
sens 5— 3’ (Figure 5.5).

5.2 Electrophorese

I'électrophorése en gel consiste a faire migrer des moésclihéaires dans un matrice po-
reuse : plus la chaine est longue, plus la migration est kenb@ arrive ainsi a trier les mo-
lécules par leurs taille. La technique est non destrucéven peut récupérer les molécules
apres les avoir trier, si on en a besoin. Dans son princifte technique n’est pas loin de la
chromatographie. La technique a été inventé dans les ab0des Oliver Smithies.

Reprenons. D’abord, les molécules en question sont ’TADNARN, qui sont bien sir de
longues chaines polymériques. On peut également fairélgetfophorése avec des protéines
(et on en fait beaucoup), mais il faut d’abord les dénatufaide de solvants pour leur enlever
leur structures tridimensionnelles et les rendre soupés. IGolécules sorthargéespn peut
donc les faires migrer a I'aide d’un champ électrique. Larioatporeuse est souvent faite
d’'un gel comme 'agarose ou la polyacrilamide : une fois lgmation finie, on peut découper
la bande qui nous intéresse, dissoudre le gel et récupérermolécule (Fig.5.6).

La charge d’une molécule d’ADN est due a son backbone suwrsghate, elle est donc
proportionnelle a la longueur de la molécule. Les forcesrdédment qui agissent sur la
molécule lors de sa migration sont plus que proportionnglla longueur de I’ADN. Par
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5 Les outils de la biologie moléculaire.

FIG. 5.5: La réaction de polymérisation se fait entre le cart®miune nucléotide déja inséré
dans la chaine et le groupe phosphate d’'un nouveau nudéatidsérer dans la
chaine, en formant une liaison phosphodiester, et en r@tdce groupe phosphate.
C’est la différence d’énergie des liaisons hydrogéne aeeorin complémentaire
( pas montré ici) qui guide la polymerase dans son choix dm™lmnicléotide. La
réaction médiée par les enzymes de restriction est exantdimgerse et consiste a
détruire une liaison phosphodiester pour laisser un grpiypsphate d’un coté et un
groupe OH de l'autre.

conséquent, plus une molécule d’ADN est longue, plus elgerentement.

Pour résumer, I'électrophorese en gel est un appareil qus permet de séparer un mélange
de molécules d’ADN en fonction de leurs tailles. Si les palegel sont trés petites, le pouvoir
de résolution peut étrd’'une seule base on peut séparer une séquence de 45 bases d'une
séquence de 46, et c’est exactement cela qu’on utilise gmuesncer ’ADN. Le probléme
avec cela est gu’on ne peut pas faire cela sur des longuesrsgggud’ADN, disons plus que
300 bases. Cela est di aux problemes de piégeage dont unlexasngdonné dans la figure
(5.6.a). En général, on n’a pas besoin d’autant de résoleti@mn prépare des gels avec des
pores plus grandes. Savoir préparer ses gels est pour legistd moléculaire ce que savoir
préparer ses couleurs est pour le peintre.

5.3 PCR

Les outils décrit précédemment nous permettent maintesianhever la derniére étapes
gui nous mangue : 'amplification, ou I'art de copier des iailk de fois un fragment d’ADN
donné. La technique, appelé PCR (Polymerase Chain Repesbmine amplification expo-
nentielle. Elle est d’'une telle simplicité que I'on s’étengu’il ait fallu attendre jusque 1985
pour gu’elle soit découverteCette technique a révolutionné la biologie moléculaire.

Supposons que nous avons un fragment d’ADN double brin (ADdddsDNA en anglais)
dont la séquence est connu, ou tout au moins la séquence eeigeBites (quelques paire de
base de chaque coté suffisent). Comment en fabriquer une exgcten vitro ? Evidemment,
nous devons utiliser ’TADN polymerase, mais comme le lecseusouvient sGrement, ’ADN-

4et a valu & son découvreur, Mullis, non seulement le prix Nabais des brevets extrémement juteux.
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3

A
(@) (b)

FIG. 5.6: Principe de I'électrophorése en gel. (a) le gel esttnéa@nl’échelle de quelques nano-
metres, ou les chaines d’ADN (en bleu ) migrent dans le chaEyp$as a gauche,
on montre le cas d’'une molécule piégée : les forces s’exertarses deux bouts
son a peu prés égales, et elle peut rester bloguée dansastter (b) I'appareil de
I'électrophorése schématisé, d’'une largeur d’environ 20 &m. Le haut et le bas
sont branchés a des électrodes pour maintenir une différda@otentielle et créer
un champs électrique a I'intérieur du gel. Au temps zéro, é&amge d’ADN (ou
ARN, ou protéine) est chargée en haut (colonne A). Au bout dertain temps (de
I'ordre de I'heure, toujours trop long de toute fagon), légeds constituants migrent
sous l'effet du champs, mais a des vitesses difféerenteg gbsve donc a divers
position du gel. Comme on ne connait pas a priori leurs &ilb@ charge toujours
en paralléle (colonne B) un mélange de molécules d’ADN dguenrs connues. La
colonne B constitue donc la régle qui nous permelirdda taille des divers bandes
de la colonne A. Toutes ces molécules sont bien sir transjeareet il existe divers
meéthode pour les visualiser : soit on les a rendu radio-esfpar avance, et il suffit
alors de poser une plaque photographique sur le gel, soibibnagres la fin de la
migration, utiliser des marqueurs visibles qui se lientcifjiguement a I'’ADN ( ou
ARN, ou...). La taille des pores est un paramétre ajustalilémend des besoins de
I'utilisateur en pouvoir de résolution.
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FIG. 5.7: Le principe du PCR. A basse température, les deux Hrirfsagment d’ADN sont
liés par des liaisons hydrogéne. On les sépare en les paérthatite température.
En refroidissant ensuite, on permet aux amorces de s’hgib(fdrmer des liaisons
hydrogenes) avec les extrémités 3’ de chaque brin. LADN/m&rase peut alors
utiliser ces amorces pour polymériser un nouveau brin, éémentaire de celui
qu'il lit.

Pol ne fonctionnent que si il y a déja quelques séquencesngoigées derriere lui. Pour cela,
on utilise desamorceqprimers en anglais), des petites séquences de 4-5 paisdegnasont
complémentaires aux extrémités 3’ de chaque brins. Voidment on procede :

On démarre avec une solution contenant 'ADN-Pol, beauaipl TP (les quatre bases,
évidement) et beaucoup d’amorces, dans laguelle on batetoe fragment d’ADNdb. On
chauffe alors notre solution autour de 90°C, ce qui a powteafe séparer les deux brins.
On refroidit alors la solution aux alentours de 60°C. Les an@® peuvent alors s’hybrider
avec les extrémités 3’ et TADN-Pol peut commencer son ffarapolymérisant un brin tout
neuf complémentaire du brin qu’il lit. Nous sommes donc rreiant en possession deux
ADNdb, strictement similaire a l'original avec lequel orasivcommencé (Fig. 5.7). Il suffit
maintenant de chauffer a nouveaux a 90°C et recommenceclepyur a la fin, avoir 4 copies
et ainsi de suite. Le nombre de copie final s€tad?in est le nombre de cycles . Comme les
amorces sont consommeées a chaque cycle, il va de soi qu’gfamettre plus que™

Le PCR met grandement & profit la nécessité pour 'ADN-Poléteatrer avec des amorces
déja hybridées. Si nous avons plusieurs fragments d’ADKrint dans la solution, seul le
fragment qui correspond aux bonnes amorces sera amplifi@€xBmple, pour déterminer si
un patient a été infecté par un virus ou une bactérie doneé @rant que les symptémes de
la maladie apparaissent), on purifie ’TADN issue du patiengn amplifie avec des amorces
spécifiguement préparées pour le génome du pathogéne.dges tnfimes de 'ADN du pa-
thogene peuvent ainsi étre détectées.

Il n’a pas échappé au lecteur que nous avons parlé des temmedrale 60 a 90°C. Mais
comment la protéine ADN-Pol peut rester stable a ces teypér sans parler de son fonc-
tionnement ? En fait, cela était la clef de la technique. Daswversions primitives du PCR,
ADN-Pol était ajouté a chaque cycle, pendant la phase basgtature. Mais il existe des
bactéries qui ne vivent que dans des conditions extrémehprdes sources chaude au fond
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5 Les outils de la biologie moléculaire.

des océarvset qui posséde des versions thermostable de I’ADN polyreé@est la purifi-
cation de ces polymerases (un des premiers et plus fameppedia Tag-polymerase) qui a
réellement lancé le PCR.

Le PCR a bien s0r ses limites. On ne peut amplifier des fraggrdmplus que quelques
kilobases pour deux raisons : {i) vitro, les polymerases manquent quelques mécanismes
de correction d’erreur. Taq par exemple a un taux d’erreut@e ( & comparer a 1@ ).

(ii) Le polymerase se détache de I'ADN au bout de quelquesbkiesin vivo il existe des
mécanismes qui le garde accroché. Beaucoup d’efforts tdofpigues ont permis de pousser
ces limites de plus en plus loin, mais on en est la de nos jours.

Nous avons dit également plus haut que les séquences désggsr doivent étre connues.
Cela est souvent le cas, puisque les fragments d’ADN ontréuft en “coupant” un long
fragment par des enzymes de restriction. Les extrémitésatynfent a amplifier sont donc
ceux qui sont reconnu par I'enzyme de restriction utilisé.

Enfin, notons que nous pouvons amplifier non pas tout le fragi&DN, mais seulement
une fenétre a lintérieur qui nous intéresse. Il suffit poalacque I'on utilise des amorces
correspondant aux extrémités de la fenétre en question isénétre sera amplifié expo-
nentiellement, les autres morceaux ne seront amplifiésigéaitement. Nous laissons la dé-
monstration de cela au lecteur.

5.4 LADN recombinant

Comment insérer un fragment donné d’ADN au milieu d’'un a@tf@ela est maintenant
le B.A. BA de la biologie moléculaire. Par exemple, pour ioel en grande quantité une
protéine donné, il suffit d'insérer la séquence d’ADN qui eqabur cette protéine dans un
plasmid&. Une bactérie munie de ce plasmide produira la protéine estimn et deviendra
ainsi une usine biologique. C’est également comme cela 'quefdbrique les organismes
génétiqguement modifiés, en incluant dans leur génome un igéressant provenant d’'un
autre espece. Le mais par exemple peut produire un ingkztoint le gene a été péché chez
un algue. LADN recombinant est un outil inestimable pourdaherche. On peut par exemple
fusionner le géne d’une protéine fluorescent avec le gérmeedimotéine que nous sommes en
train d’étudier et suivre en temps réel I'expression deecgttrniere et sa localisation spatiale.

L'insertion d'un fragment d’ADN dans un autre s’appelle ADBcombinant. Elle a été
réalisée la premiere fois en 1975 et a provoqué alors un \efftagleur par le potentiel dé-
vastateur qu’elle pouvait avoir. Les divers limites et densgde la technique ont été depuis
caractérisés et elle est couramment pratiqué dans lesalaliras de biologie moléculaire a
travers le monde.

Le principe de la technigue est trés simple. Supposons quevaulons inclure le gené
d’un organismeX dans un fragment d’ADM (un plasmide ou le génome d’un virus). On

SCertaines ne peuvent vivre qu’a des températures entretiIDEC.

6Les plasmide sont de “petits”fragment d’ADN circulaire. §énéral, une bactérie posséde un chromosome de
quelques mégabase qui code pour I'essentiel de ses gépassietirs plasmides qui codent pour des génes
moins critiques. Les plasmides peuvent étre vu comme dasgejue les bactéries sont capable de s'échanger
assez facilement et propager par exemple la résistanceritibiotique donné.
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FIG. 5.8: la technique d’ADN recombinant. (a) Un enzyme de retsdn est choisi pour
couper une fenétre avec des extrémités collantes autouemnk igtéressar®. (b)
L'ADN A dans lequel on veut effectuer I'insertion est coupé avecdmmenzyme
de restriction. (c) Le gen& peut maintenant s’hybrider avec le fragméitsur la
gauche et le fragme2 sur la droite. (d) Finalement, la ligase soude les jonstion
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choisit d’abord un enzyme de restriction adéquat capableodeer une fenétre incluant le
geneG. Comme nous avons plusieurs centaines d’enzymes de tigstricnotre disposition,
cet étape ne pose pas de probléme. Il est nécessaire qugniertoupe ’ADN en laissant
des “bouts collants” (voir plus haut, les enzymes de rdging. Une étape d’électrophorese
permet alors de purifier le géi@&(éventuellement suivi d’'une étape de PCR pour 'amplifier).
On utilise ensuite Ienémesnzyme de restriction pour couper ’ADA On dispose dans la
solution les deux fragments issue de la couwecle fragmentG. Puisqu’ils ont des extré-
mités complémentaires, le géGepeut s’hybrider avec les deux fragments. L'utilisation de |
ligase permet ensuite de souder les jonctions (Fig. 5.8) Ibien sir plusieurs possibilités de
recombinaison, et la bonne est sélectionnée par sa lontpreutune étape d’électrophorese.

5.5 Séquencage d’ADN

Comment connaitre la séquence d’'un fragment d’ADN donné d3gours, de grand pro-
greés sont fait dans le domaine du séquencage et le génomaudeole d’organisme, y com-
pris I'hnumain, la souris, la mouche drosophile, la levuaehéctérieE.Coli, ... est entierement
décodé. La technique utilisée de nos jours a été mis au pairggnger en 1977 et nous ver-
rons ci-dessous sa version moderne. La technique utifid&N-polymérase, I'électrophorese
(comme filtre séparateur de longueur) et des nucléotidesfidesl

Les nucléotides dont ont parle sont des didesoxyribosee(#y. 5.4) ou le groupe OH
sur le carbone 3’ a été remplacé par un simple H. Si un tel otide est inséré dans une
chaine en cours de polymérisation, I'élongation s’arréte tle suite ( le lecteur se souvient
srement que les nouveaux nucléotides sont toujours aj@utextrémité 3’ d’une chaine
en cours d’élongation). De plus, on associe de petites miggdluorescentes a ces ddNTP,
et on choisit quatre couleurs différentes pour chacune dsss: par exemple ddATP en
rouge, ddTTP en bleu, ddCTP en vert et ddGTP en magenta. Cangehlors ces ddNTP
fluorescents en faible proportions avec des NTP normauxutasolution de polymérisation
adéquate contenant 'ADN polymerase. On ajoute a cettdisnliADN simple brindont
on veut connaitre la séquence et des amorces complémsrdamn extrémité 3'. On laisse
alors la réaction de polymérisation démarrer. Une fois bare hybridée a I'extrémité 3’,
ADN-Pol prend des NTP dans la solution et les inclut a la ahaimélongation. De temps en
temps, au lieu de choisir un NTP, il choisit un ddNTP qu'illitadans la chainfe La réaction
pour cette chaine en particulier s’arréte alors, ’ADN-Beldétache et va se trouver un autre
ADN a allonger. Une fois que le temps s’est suffisamment & amdus disposons des chaines
de toutes les longueurs entre 1 et la longueur de 'ADN a g@mpre L'astuce est que les
chaines qui se sont arrétée apres l'inclusion d’un ddATRuaggsent en rouge, celles s’étant
arrété apres un ddTTP en bleu est ainsi de suite. Il suffisal@ffectuer un électrophorese
pour séparer les longueurs et de les lire optiguement paar Bvséquence (voir Fig. 5.9).
Ces manipulations sont devenues routines et compléeterntorhatisées grace a des robots,
et personne ne séquence I’ADN dans son laboratoire : ilexiss dizaines de compagnies
spécialisées dans le séquencage a qui on envoie le fragméttid séquencer par la poste

’La fréquence de ces événement dépend de la proportions N@®duhr rapport aux NTP.
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FiG. 5.9: Principe du séquencage. Dans une solution conte@dditlIsimple brin a séquen-
cer, une amorce complémentaire a son extrémité 3’, des N@E BADN polymé-
rase, des ddNTP en faible proportion sont ajoutés. Ces ddi¥BRent I'élongation
siils sont inclus dans la chaine. De plus, chague ddNTPeawnine molécule fluo-
rescente dont la couleur est fonction de la base. Ici, ddAtFPoeige, ddTTP bleu,
ddCTP vert et ddGTP magenta.

(a) En haut est montré I’ADN simple brin a séquencer, hybéd®n amorce. A la
suite de la réaction d’élongation, des chaines de toutdsrigsieurs sont produites.
Cela dépend de I'événement aléatoire de I'inclusion d’uNTi au lieu d'un NTP.
(b) Ces divers fragment d’ADN peuvent étre sépares par wiréfghorese en gel. Il
suffit ensuite de se souvenir du code de couleur utilisé pliref’ 1a séquence dans
le sens 5— 3.
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et qui renvoient le résultat par courrier électronique dassleux trois jours suivants.

Réglons quelques petits détails. (i) Comment préparer mesces adéquates puisqu’on ne
connait pas la séquence ? En réalité, le fragment a séquestcefirement le résultat d’'une
coupure par un enzyme de restriction. Comme nous savonsgagine nous avons utilisé,
nous connaissons la séquence des extrémités de notreXAQN Comment séparer les deux
brins d’ADN et utiliser spécifiguement un seul ? En faite, glda solution, les deux brins
(séparés apres portage a haute température ) sont présentsenlement 'amorce complé-
mentaire a I'extrémité 3’ de I'un des brins est ajouté, et’estrdonc que ce brin qui participe
a la réaction d’élongation. Nous mettons ici encore a prefibésoin de '’'ADN-Pol d'une
amorce pour pouvoir fonctionner. D'ailleurs, pour détedés erreurs possibles, chacun des
deux brins est séquencé séparément pour vérifier que lesseguences obtenues sont bien
complémentaires.

Notons enfin que nous avons présenté la derniere versiontdehiaique de séquencage. Il
y a encore quelques année, les ddNTP n’était pas marqué paastence et il fallait effectuer
guatre réactions d’élongation dans quatre tubes difféf@hiacun contenant un seul des quatre
ddNTP) et rouler ensuite quatre gel en parallele.

5.6 Synthése d’ADN

Souvent nous avons besoin de court (10-100 bases) fragriADNdsimple brin de sé-
guence bien déterminée. On peut synthétiseotigenucleotideshimiquement. L'astuce est
d’utiliser des NTP dont le carbone 3’ est protégé par un geazipmigueamovible Quand ce
“chapeau” est présent, la polymérisation d’ADN n’est passilale.

On démarre alors avec de courts amorces d’ADN simple brinobilisées sur des billes.
On dispose de quatre réservoirs contenant chacun un de® dUielP protégés (qu’'on no-
tera ATP*,CTP*,...). Supposons que I'on veut synthétiaegdquence 5-AGTCG... On ouvre
d’abord le robinet du réservoir contenant les ATP*, et un Afidut a la suite de 'amorce. A
cause du groupe protecteur, I'élongation est arrétée aveami On lave alors la solution en
enlevant les ATP* restant dans la solution. Nous avons donc finstant un 5’-A*. L'étape
suivante consiste a laver la solution avec un produit qué\enle groupe protecteur. Nous
avons alors un 5’-A. Nous ouvrons alors le robinet des GTRMBie le A n’est plus protége,
la synthese avance d’'un pas et nous obtenons 5’-AG*. Et occepgecomme précédemment
et effectue la synthése pas a pas.

Comme pour le séquencage, la tache est entierement rabetifiéexiste des dizaines de
compagnies a qui on envoie par web ou courrier électronigweduence désirée et qui nous
renvoie un aliquote contenant I'oligo dans les jours suivare prix de nos jours est de I'ordre
de 0.5 Euros par base pour des concentrations nanomolaire.
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Nous venons de voir dans les chapitres précédents que ' Aibhlent de I'information sous
forme d’une chaine linéaire dt & quatre états : A,C,G,T. La vie manipule constamment cette
information pour se perpétuer et nous ménagons détourné certains des outils du vivant
a notre propre profit. Serait il possible d’aller plus loinpetusser le détournement jusqu’a
effectuer des calculs mathématiques complexes a I'aiddB&l? Nous verrons plus loin, au
cours des chapitres sur le contréle de la transcriptionJaue n’est qu’'une grande machine
de Turing (i.e. l'idéalisation mathématique de I'ordinateur ) mais qeéedl essentiellement
implémenté des algorithmes qui servent a dupliquer 'ADNi$/peut-on programmer ’ADN
pour décomposer un grand chiffre en ses facteurs premietie oésoudre un probleme de la
théorie des graphes ?

La question n’est pas simplement d’intérét académiquedatercalculs (notamment ceux
cités ci-dessus) sont trés colteux en terme de nombresrdtap®s et la seule voie de les
attaquer est de les paralléliser : utiliser un grand nomhugid pour effectuer chacune un
bout de calcul. Or, si on pouvait programmer I’ADN, nous aug@ notre disposition, dans un
micro-mol, 137 unités ! Les super-ordinateurs paralléles & base de siligue nous utilisons
de nos jours, utilisent au plus 4frocesseurs et codtent une fortune.

Nous avons fait toute cette introduction publicitaire ppauvoir répondre par oui : on peut
programmer I’ADN pour résoudre par exemple un probléme dledarie des graphes, et nous
en donnons un exemple ci-dessous. Lidée et I'expérienuéaimentale sont dues a Adleman
dans un article publié dans la revseencesn 1995.

6.1 Lexpérience d’Adleman.

Le probléme résolu est celui d’'un graphe hamiltonien : soitr@N noeuds liés par des
liensdirectionnels(ce qui veut dire qué— | et ] — i ne sont pas équivalent). Existe-t-il un
chemin menant du noeud 1 au noducen passant par les autres noeudg et seulement
unefois ? La figure (6.1a) est un exemple de tels graphes. Le gmudblposé est classé dans
la catégorieNP au niveau de son co(t en terme de nombre d’opérations. Cetalire que
si le nombre de noeud ebk nous ne connaissons pas d’algorithme capable de résoedre ¢
probléme erN ou N2ou n’importe quelle autre puissance Meopérations. Par contre, nous
savons Vérifier en un temps polynomial si un chemin quelceresi solution ou nén Ce

lles humains. Il y a certes une part d’arrogance de nous gdistinde lanatureen général. Mais ceci est un
autre débat philosophique.

2|a société mathématique internationale a lancé un défi i geirésoudra un probléme de ce genre en un
temps polynomial (ou qui démontrera que cela n’est pas ple3stmpochera Talollars et probablement
une médaille fields.
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i—i

3CATTAACgCgIAgCTTCgTAT

51

5 RACGCCTGACHTAATTGCIC 3' 2 TCgAAGCATANAGCATCTGGS
i j

(b)

FiG. 6.1: (a) : Existe-t-il, dans ce graphe, un chemin menant d€7ken passant une et une
seule fois par tous les noeuds ? Laréponse esticioui51-2—3—4—6— 7.
(b) : Dans lI'expérience d’Adleman, chaque noeud est reptégear une séquence
unique de 20-mere d’ADN. Si il existe un lien du noeuders le noeud;, alors
ce lien est également représenté par une séquence de 20bmekrjuence du lien
est choisie pour étre pour moitié complémentaiiesh pour moitié &j. Notez que
comme I’ADN est un polymere avec une direction ( un coté 5'retcaté 3), les
liensi — j et j — i sont représentés par deux séquences distinctes.

probléme peut en principe étre résolu par I'algorithme auiqui n’est pas le plus efficace si
on programmait un ordinateur classique) :

1. Généretousles chemins, étant donnés les noeuds et les liens.

2. Sélectionner seulement les chemins qui commencent gdinissent par 7 (dans le cas
de la figure 6.1a)

3. Sélectionner ceux qui ont une longueur exactement delg. (7-
4. Sélectionner ceux qui sont passer par chaque noeud as omérfois.
5. Sialafin de ce processus de sélection, il reste encoreh@esiis, la réponse est oui.

Pour implémenter cet algorithme, Adleman a utilisé des eéges de 20 bases (des 20-meres)
d’ADN simple brin. Chaque noeud est représenté par une séqueique. Si un lien dea

j existe, alors un autre 20-mere est ajouté a la sauce, quorgilémentaire pour moitié ia

et pour moitié aj. L'astuce de I'expérience est d'utiliser le fait que ’ADNteun polymere
dirigé, avec un coté 5’ et un coté 3'. En se référant a la fig@réh)), on se rend vite compte
gue le lieni — j et j — i ont des séquences différentes. La derniére astuce d’Adi&naat
pour les liens qui impliquent le premiers ou le derniers ribdie lien 1— |, si il existe,
est représenté par un 30-meres, dont les 20 bases coté X@optémentaire a la totalité
des vingts bases de 1; les dix autres restantes sont comykbiires a la moitié dg¢, comme
précédemment. De méme, si le lier> 7 existe, il est représenté par un 30-meres dont les 20
bases (cotés 5’) sont complémentaire a la totalité de 7. ®@odevient un peu confus la, mais
il suffit pour le lecteur de dessiner quelques noeuds et Betan les principes ci-dessus pour
se rendre compte du pourquoi et comment. Passons maingehiamplémentation des étapes
1a5.

Etape 1. C'est I'étape la plus facile, et celle qui fait pratiquemémite la puissance de la
méthode. On mélange tous les noeuds et tous les liens ; s @mtiment les morceaux com-
plémentaires s’hybrider; on ajoute des ligases dans lempobur souder les liens pendants.
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6 Détour : ordinateur a base d’ADN ?

i—» i —b]
CATTAA , CATTAA
5" AACgOCTgACH TAA TTg%gc%r TATAg(‘ATCng ¥ 5 pacgocTgach TAATTS 'TATAgCATCng 3
i j i
(a) (b)

FIG. 6.2: (a) étape d’hybridation : le lien s’hybride aux deuxrogaux complémentaires des
noeuds et j, en rapprochant le coté 3’ de I'un au coté 5’ de l'autre ; (blidase
soude la liaison covalente entre la derniére base etda premiére base dg La
position de la soudure est marquée par une *.

(@) (b)

FiIG. 6.3: (a) Choix des amorces de PCR pour la sélection des nBetnimmencant par 1
et finissant par 7; (b) des séquences complémentaires ad @asant greffées sur
des billes : leur hybridation avec des “2” permet de sélectey les chemins qui
contiennent ces derniers.

La figure 6.2 illustre ce processus pour deux noeuds et lensliA la fin de cette étape, les
chemins possible sont représentés par des polyahguble brinsd’ADN dans la solution.
Notez également que seul les chemins qui commencent pael&nsinent par 7 sont entie-
rement double brins. Les autres auront toujours, d’un catdeol’autre, une séquence de 10
bases simple brin.

Etape 2. Pour sélectionner les chemins qui commencent par 1 et firtipse 7, on utilise
le PCR, en donnant des amorces complémentaire au début deX @gure 6.3a). Comme
nous I'avons vu au chapitre sur le PCR, seul ces cheminstsamgpiifiés exponentiellement.

Etape 3. La sélection des chemins qui ont exactement 6 liens, et d@dibases, se fait par
un simple électrophorése : nous avons vu au chapitre prétde cet outil permet essentiel-
lement de distinguer les longueurs. La sélection des chetil20 base peut étre suivi d’'un
PCR pour une amplification supplémentaire.
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6 Détour : ordinateur a base d’ADN ?

Etape 4. C’est I'étape le plus fastidieux. Pour sélectionner, daus fes chemins qui nous
restent, ceux qui contiennent le noeud 2, on greffent deplesrbrins2 sur des billes micro-
métriques (figure 6.3b). On ajoute 'ensemble des chemins @ dispose ; on chauffe pour
séparer les doubles brins; on laisse refroidir pour pemaettix brins complémentaires de
s’hybrider a nouveau. Certains des chemins qui contienleamteud 2 vont alors s’hybrider
avec les brin®sur les billes. On lave ensuite la solution pour enleves tea ADN qui ne se
sont pas hybridés. Finalement, on chauffe a nouveau lasolpbur séparer les doubles brins
et on récolte 'ADNSss en solution. Ces ADN contiennent s(eata séquence du noeud 2.
On procede a un PCR pour amplifier le signal. Et on continu@ dedme maniére pour tester
la présence des noeuds 3,4,... dans les chemins restants.

Etape 5. Finalement, a la fin de tous ces processus, il suffit de roudagal pour voir si il
reste de ’ADN dans la solution. Si oui, la réponse a la qoestiosé est “oui, il existe des
chemins allant de 1 a 7 en passant une et une seule fois parechagud”.

6.2 Autour du “DNA-computing”.

L'expérience d’Adleman était une démonstration de priacipui on peut programmer
I’ADN pour effectuer des calculs mathématiques paralletes force est dans sa capacité a
générer en un seul coup 10'° chemins lors de I'étape 1 (cela dépend bien sr de nombre de
mol d’ADN qu’on a mis dans la solution) et de trier ce trés gtamombre également en un
seul coup lors des étapes 2 et 3. Le colt opérationnel de aj@ssétst constante et ne dépend
pas du nombre de noeubls L'étape 4, bien que long en temps de manip, est d’'un Soilie
co(t opérationnel des algorithmes classiques connus péeoest de I'ordre dal!. Pour fixer
les idées, 154& 10'3. Le DNA computing parait donc trés trés rentable.

L'article d’Adleman a provoqué, aprés sa parution en 199faisonnement de travaux
théoriques proposant des algorithmes les plus divers mmaudre des problemes. Malheu-
reusement, personne n’a jamais réussi a faire de l'aritiquétivec 'ADNP, et les problémes
résolus par 'ADN sont resté cantonnés aux rayons des praséle la théorie des graphes.
Or, ces procédés perdent beaucoup de leurs intérét si ontmpasananipuler des chiffres.

Un autre défaut du calcul avec I'’'ADN est son “humidité”! Cexsdes manipulations phy-
sigues qui peuvent accumuler beaucoup d'artefacts, etdgilsmsont implantés, ils perdent
beaucoup de leurs charmes. Adleman lui méme n’a pas étégmseaux dans son travail :
pas de test par exemple pour vérifier que si il N’y a pas de aiesas manipulations donnent
effectivement une réponse négative. D’autres groupesasdumuelques années dans ce genre
d’artefacts.

Finalement, I'arrivée des concepts de l'informatique digare a montré I'existence des
voies autrement plus puissantes pour effectuer des cglaumddléles. L'article de principe de
Shor a montré comment factoriser un nombre en ses facteamsigns a 'aide des ordina-
teurs quantiques : cela a montré I'aisance de ces ordirsadenmanipuler des chiffres, et s’est
attaquer de front a un probleme trés actuel, qui est a la lealsecdy ptographie a clef publique.

3Les algorithmes pour faire une addition sont restés a l&tatryonnaire. Quant a réalisé une multiplication ...
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6 Détour : ordinateur a base d’ADN ?

L'ADN-informatique est donc passée de mode. Mais nous atronsé utile de rappeler cet
épisode pour insister sur I'information contenue et malaiple dans ’ADN. Nous verrons
aux chapitres sur le contr6le de la transcription commenglare utilise effectivement cette
information pour réaliser des machines de Turing extram@iges qu’on appelle plus commu-
nément des organismes vivants.
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7 Cinétigue enzymatique et correction
d’erreur.

7.1 Le B.A. BA des réactions enzymatiques
7.2 Théorie d’hopfield de correction d’erreur

7.3 Reégulation enzymatique.

44



8 Controble de la transcription.

Il ne suffit pas d’avoir a sa disposition des programmes m#drques, encore faut-il les exé-
cuter dans le bon ordre pour obtenir un résultat cohérentmé&ae chose est valable pour les
genes : on peut avoir 30000 génes, mais une cellule donnéansefit qgu'un sous ensemble
réduit de ces génes, a des amplitude différentes et a des différents. Comment une cel-
lules fait pour choisir quel gene exprimer ? Cela s’app@ledntrdle de la transcription, c’est
le coeur du programme de traitement d’information de la@i&’est ce qu’on va voir dans ce
chapitre.

Il est intéressant de comparer le programme du vivant au dedenctionnement d’un or-
dinateur : les deux méthodes de traitement d’informatiomé ®ondamentalement différentes.
L'ensemble des programmes qu’un ordinateur peut exécstepatenu sur son disque dur
Le disque dur est une longue suite d’octet. Certains de degsoorment des programmes,
et un utilisateur peut regarder directement la séquencantecen assembleur. Le disque dur

contient une zone trés particuliere, une table de corradguue, qui contient I'adresse tus
les programmes - c’est un peu plus compliqué, mais celanmtaieméme. Supposez que vous
demandez au systéme d’exploitation (OS, pour operatingsysd’exécuter un programme
particulier, “openoffice” par exemple. L'OS se référe alarsette table, trouve 'adresss

la longueum de ce programme sur le disque dur, se rend a I'adresse dologet(numéro
625467834 par exemple) et chargeoctet en mémoire vive. Cas octets son ensuite en-
VOYEs vers le processeur pour étre traités. L'OS lui mémstrbeen sOr rien d’autre qu’un
programme, une suite d'octets, a ceci prét que c’est le mreptogramme qui se charge en
mémoire, et cela de facon automatiguRevenons au cas de notre programme “openoffice”. Il
est tres probable qu’au cours de son exécution, il nécdssitrgement d’autres programmes
auxiliaires, comme par exemple “afficher une fenétre deidédsa demande est transmis au
processeur, qui le transmet a I'OS. A nouveau I'OS se réfdeetable de correspondance,
trouve I'adresse de ce nouveau programme, s’y rend et lgelear mémoire, et ainsi de suite.

Pour le monde du vivant, la transcription, la copie d'un neatc de 'ADN en ARN, est
'équivalent du chargement en mémoire, et la traductionl@garibosomes est I'équivalent
de I'exécution. Mais I'analogie s’arréte la : Il n’existegéde table de correspondance qui
contient 'adresse des génes sur le chromosomes ; il néepésIn processeur central mais des
milliers, ce sont les ARN polymerases et les ribosomes yirpas de systeme d’exploitation
pour gérer le choix et I'ordre d’exécution des programmessant les programmes eux méme
qui “décident” si ils doivent étre exécuté. En langage chiest un modele de traitement

1A 'exemple du chromosome eukaryote, le disque dur, sugoiliest géré par MS Windows, contient égale-
ment beaucoup d’'informations non-codantes : des fossilesrds, des résultats de fragmentation, ...

2A moins bien sir que I'OS soit le MSWindows, auquel cas il faarfois I'aider en appuyant plusieurs fois sur
les touches Ctrl, Alt et Del en méme temps.
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8 Contrdle de la transcription.

Nom adresse longueur 1324567 .
openoffice
———— [ |
openof ficel324561 567432 . 01d001110011011100011010110. .. . 101111
567432 "
gi mp 2432457 832221
I yx 3657894 1563432
3657894
¢ Lyx
L 1Il0100111010011011100001010110. L 000110Ib. T
1563432
(a)
tEt IExecutez
—pla_ géne triangle
_____ . . I‘\'LQJCITA..!!ATTOgggATTnggOACA.A.A(‘ngTI cA
ARNM

A A A Protéine

Executez

B la _ N ,
—l = l géne carré

A| ... QggAATTA. . .A1"¥‘AAQATI'I’gCgCTOA‘I‘I’. on gCgATOi. ..
T it T

] B [ Protéine

(b)

FiG. 8.1: Comparaison entre un ordinateur (a) et le vivant (b petraitement de lI'informa-

tion. Dans les deux cas, I'information est stockée sousdadfune chaine linéaire.
Pour un disque dur, la chaine est formée de petits domaingeétiques ; pour le
vivant, d’'un polymére d’ADN. (a) : Dans un ordinateur, I'adse et la longueur des
programmes sont contenues dans une table centrale. Paurtexén programme,
le systeme d’exploitation se réfere a cette table. (b) Dangviant, il n’existe pas
de table centrale et les genes s’auto-régulent. Un gen@pit d’abord par ARN-
polymerase en ARN messager, et cet ARNm est ensuite lu payhasome pour
fabriquer des protéines. En amont d’'un géne, il existe ugiestce appelé pro-
moteur(grisée dans la figure) qui attire et positionne I'’ARN, en lui indiquant
I'endroit exacte ou il doit commencer la transcription.ttfaction de cette séquence
pour ARN-pol peut-étre plus ou moins forte. D’autres pno¢si peuvent se fixer en
amont du promoteur d’un gene et moduler son attraction. Desshéma ci-dessus,
la protéine “carré” produit par le genedrré” se fixe en amont du promoteur du
gene ‘ftriangle” et amplifie I'attractivité du promoteur. On dit alors queatré”
active ‘triangle”. La protéine “patatoide” se fixe, elle, en amont du géne erdé
minue I'attractivité du promoteur de ce dernier. On dit alque ‘batatoide”inhibe
“carré”.
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8 Contrdle de la transcription.

d’'information distribuéet paralléle, le Graal des informaticiens humains. Nous vesrie
détail de la méthode plus bas, mais essayons d’en avoir éegyiéhérale (fig. 8.1) :

1. l'adresse exacte d’'un gene sur le chromosome n’a aucymariamce, vu qu'il n’existe
pas de table de correspondance. Par contre, chaque génsuftend’ATCG) contient
juste avant sa séquence codante une séquence particargragignification, en lan-
gage du vivant est : il faut transcrire a partir de la. Cettgus@ice est appelé fgomo-
teur. C'est cette séquence qui attire TARN Polymerase et letjppsie au bon endroit.

2. Lalongueur du géne n’est pas connu a I'avance. Une ségpamticuliérea 'intérieur
mémedu géne signale a I’ARN-Pol qui est en train de transcrirél (aut s'arréter.

3. Les promoteurs peuvent étre plus ou moins fort. Par ceeteom entend qu’il peuvent
avoir plus ou moins d’affinité avec 'ARN-Pol : plus ils sootf, plus ils attirent 'TARN-
pol, et plus le géne qui se trouve en leurs aval va étre transtplus la protéine que le
gene code va étre produit.

4. Attention, c’est le point crucial : la force des promoteniest pas une donnée fixe, elle
peut étre modulée (en plus ou en moins) par d’autres pragpreduits par d’autres
genes! Ces autres protéines se fixent sur le chromosome em épavent, mais pas
toujours) du promoteur. Les protéines qui régulent la wapton des autres génes sont
appelé des facteurs de transcriptions.

8.1 Le guidage primaire : les promoteurs.

Parler desw-factor, des promoteurs, des séquences -10 et -35, de larobehdes promo-
teurs pour trouver les genes...

8.2 Les contrbles actifs : les facteurs de transcription.

8.2.1 L'Operon lac.

L'operon Lac est 'exemple le plus fameux de la régulatioriestle premier qui a été
compris et qui a valut a ces découvreurs, Jacob et Monodixé&lpbel en 1962, et c’est celui
qui a servi de modéle a tous les autres.

Résumons : la bactérie.Coli aime surtout le sucre glucose. Une populatiok.€oli
croit exponentiellement dans un milieu riche en glucosem8intenant on enléve le glu-
cose et qu'on le remplace par un autre sucre, le lactosepissance exponentielle s’arréte,
puis reprend au bout d’environ 30 minutes. La bactérie ptagaintenant un enzymes-
galactosidase3gal pour les intimes) qui digére le sucre galactoS®nc, en réponse a I'en-
vironnement, la bactérie a été capable d’activer la trapson d’un géne, “allumer” le géne
comme on dit, et cela lui a pris environ 30 minutes (Fig. 8Ajtre beauté de la régulation :
il est plus économique de digérer du glucose que du galadimsprésence des deux sucres,
[B-gal est produit, mais en faible quantité (Tab. 8.1). Le mésae de la régulation de 'operon

3La présence et la quantité de cet enzyme peut trés faciledtrendétecté par une coloration chimique.
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8 Contrdle de la transcription.

N CH,OH CH,OH

H H ogn
H H
OH H OHi H

OH OH H OH

H OH H
glucose galcatose

30

FIG. 8.2: La croissance bactérienne reprend au bout d’envi@donuBand le sucre glucose est
remplacé la galactose. C’est le temps qu'il faut pour actieperon Lac et produire
'enzymef-gal.

| glucose| galactose productionB-gal |

+ - 0
+ + 1
- + 40

TAB. 8.1: La production de I'enzym@-gal en fonction de la présence ou non de glucose et
galactose.

lac a été décortiqué et continue a I'étre de nos jours (ncason’s pas encore tout compris).
La voici dans ses grandes lignes.

Un operon est un “train” de génes, un ensemble de génes digmsg a bout qui sont
transcrit en méme temps pour produire un ARNm géant. Le ailmes lors de la traduction,
lira cet ARNm géant et au fur et a mesure gu'il rencontreraclegons stop, relachera des
protéines finies.Dans le cas du Lac operon, il existe une&pr®t le répresseur du Lac (rep
pour les intimes) qui a une trés grande affinité pour le premmotu Lac. Son adhésion au
promoteur empéche physiquement le fact@uale s’ancrer et de faire son boulot.

\oila le point crucial de la régulation : rep a encore plusffiti@#é pour le sucre galactose
et la présence de ce dernigapturele rep disponible et 'empéche de se lier au promoteur
Lac. Le promoteur étant libre, il peut maintenant ancreo{facteur et transcrire 'operon
Lac. Nous avons donc un double contratgatif qui donne un résultat positif. Mais I'histoire
n’est pas fini : le promoteur de Lac est un promoteur faiblesspde une faible attraction pour
le facteurc : méme libre, la transcription du lac reste faible. Par acantine autre protéine,
CAP, a une forte attraction pour une région en amont du prearet une forte attraction pour
I’ARN pol. Sa présence sur ’ADN augment donc fortement ¢aage de ’ARN-pol et donc
le taux de transcription. CAP exerce donc un contgsitif sur la transcription du Lac. Par
contre, la présence du glucose inhibe son attiblous avons donc maintenant une explication
pour le tableau 8.1. L'ensemble de ces processus est sabémiat la figure 8.3.

Malgré son aspect simple, la régulation du Lac est d’unegrasde finesse. Par exemple,
le LacY code pour une protéine, Lac permease, qui est reaptinde I'importation du Lac

4Linteraction entre CAP et glucose passe par une petite eot#éd’ AMP cyclique. Nous n’entrons pas plus
dans le détalil.
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rep rep

CAP
CAP O/—% ()actose ()actose

1 ]
req. ctrl .35 -10 Lac Z LacY Lac A

ASWATANAS TSGACA TATAT,
(@) (b) (©)

FIG. 8.3: Schéma de régulation de I'operon Lac. (a) : I'operanfla@mé des génes LacZ
(fabriquant I'enzyme3-gal), LacY(lactose permease) et LacA avec les séquences
compromis de son promoteur et de la région régulatrice (Wif&gA ou T et N
signifie n'importe quelle nucleotide). En I'absence du sugalactose, la protéine
rep adhere au promoteur et empéche physiquement le compiieateur, RNA-pol
de s’ancrer. Il n'y a pas de transcription du géene. (b) Engés du lactose, rep
est capturé et le promoteur devient libre : ARN-pol peut €gracher faiblement et
commencer la transcription. (c) en I'absence du glucogerdeéine CAP est libérée
et peut s’ancrer sur la région régulatrice du géne, favotigatement I'ancrage de
I’ARN-pol et multipliant la transcription par 40 environ.

dans la bactérie. Si le lactose est présent dans le cytopldanperméase est construite et
importe encore plus de Lac dans le cytoplasme, ce qui capturere plus de rep et amplifie
la transcription du3-gal. Nous référons le lecteur sur un cours plus avancé deélarie de
régulation pour toute les finesse de cet operon.

8.2.2 Le phage A

8.2.3 Transcription chez les eukaryotes
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9 Autour de la transcription.

9.1 Apercu général des circuits génétiques

Nous avons vu qu'’il existe des protéines qui régulent Raigtid’'autres génes. On les appelle
desfacteur de transcriptionsUn facteur de transcriptioA peut activer I'expression d’un
geneB; on note cela paA — B (comme dans le cas du CAP pour Lac). Elle peut également
inhiber, réprimer I'activation du gene; On note alors cetat Ap 1 B (rep inhibe Lac). Bien
s(r, les génes des facteurs de transcription sont elles mégalées par d’autre facteurs de
transcription. Ces génes forment alors teseauxd’interaction auto-organisé que I'on appelle
également des circuits, a cause de I'analogie profondésauit avec les circuits électroniques.
Par exempleA - B, B4C, C 4 Aestunréseau formeé de trois noeuds qui s’'inhibent les uns les
autres . La figure 9.1 montre quelques exemples simples gtigeflL0.1(a) montre une partie
d’un vrai réseau d’interaction extrémement important geutéveloppement embryonnaire de
la mouche drosophile. Les réseaux d’interaction sont tagjmontrés sous forme de graphe.

Le schéma électronique d’un processeur ( un Pentium IV pamele ) nous montre une
organisation d’'une effroyable complexité, et on peut mémeeamander comment on peut
dessiner une telle chose et qui fonctionne en plus! En flagiterocesseur est fait daodules
assez compréhensible : tel groupe de transistors et amp@éeaharge de I'horloge, tel autre
groupe organise les registres, un autre se charge des caoation avec la mémoire et ainsi
de suite. Un électronicien apprend d’abord le fonctionnanae petits modules, et c’est ce
gu’on verra a la prochaine section. Mais avant méme I'agjgssige des modules, il doit
comprendre le fonctionnement des diodes, transistorstegsaampli-op. C’est ce que nous
allons faire ici.

A—B A—Q / \
cC—B
(a) (b) (c)

FIG. 9.1: Quelques exemples tres simple de schéma d’activations verrons plus bas que
(a) correspond a un bascule bistable comme dans la phélgecorrespond a une
mémoire et que (c) forme un oscillateur.
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9 Autour de la transcription.

V4

&
T ] =
Site Promoteur
Controéle @
(a) (b)

FiG. 9.2: Dans la schémaA — B, 'ADN polymérase ne transcriB que quand son site de
contrdle est occupé par A (comme dans (a) ). Le taux d’occupde ce site est un
compromis entre le flux d’arrivée de A, et son taux de dépatff,

9.1.1 Activation et inhibition.

QuandA — B, il va de soi que plus la concentration de la protéine A esté&eplus le
géneB est transcrit et donc plus on produira la protéirfe Bomme on I'a dit, le génB n’est
transcrit que quand A est présent sur sa région de contréléalx de production doit donc
étre proportionnel au temps de présence de A sur cette régicautrement dit, a la probabilité
P, (t) d'occupation de ce site par A au tenmtp@-ig. 9.2). Soita le flux d’arrivée de A sur le
site et le taux auquel une protéine A déja présente sur le site leegRit(t) est la probabilité
pour que le site soit occupé par un ARet(t) = 1— P, (t) la probabilité pour que le site soit
vide a l'instant.

Bon, faisons un peu de calcul élémentaire. La probabilitér ppie le site soit occupé a
linstantt + dt est que (i) soit le site est occupé a I'instaet qu'’il le reste dans I'intervalldt,
(i) soit qu’il était vide au temps et qu'une molécule A arrive dessus. En langage plus formel,

Py (t4dt) = (1—Bdt)P.(t) + adtP_(t)
ou, en réarrangeant les termes,

dP
d—t+ =—BP;+aP_=a—(a+B)P;

L'état stationnairel P, /dt = 0 est donné par

a

P=—
+ G+B

Le tauxa doit dépendre (entre autres) de la concentration des A :iplua des A dans
la solution, plus le flux d’arrivée est importante. Dooc~ A 2. Par contre ne dépend
essentiellement que de I'énergie d’interaction de A avesitee de contrble et ne dépend a

1Une convention assez répandu veut que I'on note un géneliguéaet la protéine qu'’il code en roman non
italisé.

2En toute rigueur, nous devrions noter [A] la concentratien®d Mais tant que cela ne préte pas a confusion,
nous omettrons les crochets.
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9 Autour de la transcription.

priori pas de la concentration des A. Comme le taux de trgrtgmn deB, vg est proportionnel
elle aP,, nous avons finalement la relation entre la production del8 encentration de A :

A
Ca+A

ou Cp est une constante dépendante des divers facteurs de poopaiités que nous avons
introduis. Ce que nous apprend cette équation est qu’a bassentration4 < Cp), la pro-
duction de B augmente linéairement avec A, tandis qu’a farteentration& > Cp) la pro-
duction de B sature & une valeur donnée.

Bon, nous avons maintenant I'expression du taux de proaludi B. Quelle est maintenant
sa concentration ? C’est évidement un compromis entre bedauproduction et le taux de
destructionde B. Nous n’avions jusque la pas trop parlé de la destructesnprotéines. Si
les protéines était éternelles, elles s’accumuleraieet da@ns la cellule. De plus, la cellule
n'aurait aucun moyen de contrdler le niveau des protéinest onduire une voiture, il faut
avoir un accélératewet un frein. Plus exactement dans le cas du monde vivant, le &=l
toujours actif, et on contréle la vitesse en appuyant plusoins sur le champignon. Tout les
protéines sont marqué par un systeme complexe pour étreniées a un momentde leur vie a
desprotéase®t étre dégradéésles acides aminés de cette dégradation sont ensuite éscycl
pour la syntheése d’autres protéines. Il y a tout un pan degalaéion basé sur la destruction
gue nous ne traiterons pas ici. Nous supposerons simplequerthaque protéines a un temps
de vie donné et noteromsson taux de dégradation.

Revenons maintenant a notre question initiale sur la cdretésn de B. D’aprés tout ce que
I'on dit, on doit avoirdB/dt = vg — gB, et donc a I'état stationnaire,

o Ko A
e CatA

ouKg est une constante dénotant I'efficacité de la transcriptiimseque de B, tenant compte
de divers facteurs comme I'énergie d’interaction du pranotavec le facteuo. Donc, le
résultat est finalement assez simple : a faible concentrdgoA, la concentration de B lui est
proportionnelle, tandis qu’elle saturéBa = Kg/pg & forte concentration de A.

Tout ce que nous avons dit jusque la se transcrit littérafemaur le cas de répressiém B,
sauf que cette fois, le taux de transcription est propongbaP_(t), la probabilité pour que le
site de control@e soit pa®ccupé. On obtient alokg ~ 1/Ca+AetB= (Kg/uB)(1/Ca+A) :

a forte concentration de A, la concentration de B tombe a.zéro

Nous avons passé sous silence jusque la une approximatantamte que nous ne pouvons
plus taire : I'équation (9.1) dénote en toute rigueur la pidtbn d’ARNm, tandis que I'équa-
tion (9.2) donne le niveau du protéine. Nous avons néglidgéiieu’entre la transcription de
I’ADN et la production de protéine, il y a la translation. N®t@approximation consiste donc
a supposer que la production de protéine est proporticaaelihombre d’ARNm transcrit, et
c’est un des facteurs que nous avons intégré dans le coeffiGie Cette approximation n’est
pas toujours justifiée, mais nous I'admettrons tout au laagedcours.

VB (91)

(9.2)

3Nous avons un peu exagéré le trait. Certaines protéinesennées étre présent dans la cellule & une concen-
tration plus ou moins constante tout au long de la vie de laleedt sont donc trés stable. Mais nous référons
le lecteur aux livres spécialisés pour plus de détalil.
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0.4 —
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FIG. 9.3: La différence entre I'activation simple, multiple @€ multiple et coopérative.

9.1.2 La coopérativité.

Un gene a souvent plusieurs site de contréle ou plusieutsuexcde transcription diffé-
rents doivent s’accrocher pour activer la transcriptioar €xemple, le génB peut avoir la
regle suivante : si les sites de Al et A2 sont activé et le |té8 est vide, alors active la
transcription deB. Il n’est pas difficile de suivre le raisonnement de la précge section pour
dériver 'expression du taux de production en fonction degde annoncer. Dans I'exemple ci-
dessus, le lecteur peut démontrer que le taux de productiog - (A1/Ca, +A1)(A2/Ca, +
A2)(1/(Ca; + Az). Nous laissons au lecteur comme exercice de deriver I'egisa pour le
“ou” logique : activeB si A1 ou A2 occupent leur site de contrdle.

Un cas tres intéressant et tres répandu est celui ou le géségmplusieurs site de contrble
pour la méme protéine A et il faut que tous ces sites soit aesmour que I'activation s’'ac-
complisse. D’apres ce que nous venons de voir, on doit avoir

An
(Ca+A)"
Cependant, 'adhésion des A aux sites de contrble peutétgérativec’est a dire que la pro-
babilité pour qu'un A adhére a site de contréle est (fortetn@mgmentée si un site voisin est
déja occupé par un A! Dans ce cas, I'expression du taux deuptimesh change radicalement :

An
- Ca+An

VB ~ (93)

Vg (9.4)
Nous laissons au lecteur le soin de dériver cette derniaratiém : cela nécessite un peu de
diagonalisation de matrice et quelques approximations du& mots “probabilitéortement
augmentée”.

Pour voir la différence entre les expression (9.1,9.3,9.4)ffit de jeter un coup d’oeil sur la
figure 9.3 . Comme on peut le constater, dans le cas d’activatiopérative, le comportement
est du genre interrupteur ON/OFF : polikc C, la production est pratiquement zéro, tandis
gue pourA > Ca, la production est pratiquement a son niveau saturanteel&test d’autant
plus vrai que le coefficient de coopérativitéqu’on appelle également le coefficient de Hill,
est élevé. Poun suffisamment grand, on approxime I'activation par une flamcéchelon.
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L'avantage pour la cellule d'utiliser la coopérativité &stméme qui a poussé les humains
de passer de I'électronique analogique a I'électroniggéali: modularité et élimination du
bruit. Dans le cas des régulation avec un fort coefficient dle Iel circuit devient quasiment
booléen. Le Niveau précis d’'un géne n’a plus tellement dantgmnce, seul compte le fait qu’il
soit “haut” ou “bas”. Il devient alors possible de conneqt@rsieurs modules, en utilisant
'output de I'un comme le input de 'autre, sans trop s’alacles cheveux et designer tout le
circuit depuis le début.

De méme, Il nest pas possible pour la cellule de mainteniotement le niveau de A a une
valeur donnée. Mais cela a peu d'importance pour la prodnate B si les fluctuations de A
ne font pas passer sa valeur d’'un c6té ou de I'autre du seadtidation.

Nous ne rentrons pas plus dans les détails et réferronstiute@ un cours plus avancé sur
la théorie de régulationréférdhdNotons simplement que les activations coopératives s@t t
répandu : par exemple 'operon Lac que nous avons traitéhaus

9.2 quelques circuits simples : mémoire, oscillateur,
bascule.
Voyons maintenant le fonctionnement de quelques circudstr@s sur la figure 9.1. Ces

circuits sont tres répandu dans la nature. Nous allonsaeuntr peu dans les détails mathéma-
tiques.

9.2.1 Un bistable.

La figure 9.1.a montre le schéma de deux genes qui s’inhibahtetiement. Il est évident
gue quand le niveau de A est élevé, celui de B doit étre basetetiversa. D’apres ce que
nous dit, la production des deux protéines obéit a deux amnsatlifférentielles couplées :

dA 1
at = R A
dB 1
9 _ K LB
dt BCA-l-A He

Il y a un peu trop de parametre la, et on peut se débarrassegrtigncsans trop de perte
de généralité. En effet, en prenant comme variable awali&i = CpA, B* = CgB ett* =
(CaCg/Ka) (en renormalisrenormalisantant les axes A,B gton trouve (en laissant tomber
lesx pour ne pas alourdir la notation )

dA 1

a ~ 1+8 M (3:5)
dB 1

4Cela est un des domaines de recherche qui avance trés rapitiéenos jours.
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On se rend vite compte que cela n'est pas satisfaisant. até@quci-dessus n’gu’un point
stationnaire (on dit un point de fonctionnement) dans le @omA, B > 0. Cela ce voit en
cherchant graphiquement les points de croisement des deulzes

1 1
A= -~
M 1+B
K1
A= —Z_1
ko B

Si on reconsidére maintenant le switktlu bactériophage, nous nous rendons compte que
le génecl n'ont seulement inhibe I'activation dero, mais en plus, il activea propretrans-
cription. Voila la clef : pour qu’un bistable puisse I'étreaiment, il faut qu’au moins un des
genes ait une action d’autoactivation. Bien sdr, il faut Ipseautres parametres cinétiques (les
coefficientK et ) soit judicieusement “tunés”.

Une autre possibilité pour réaliser un bistable est la caadjpdté. On peut montrer que Si
dans les équations (9.5,9.6), les termes d’inhibition dera forme ¥ (1+ B%) et 1/(1+ AP),
un bistable est réalisable. Des chercheurs ont effectiaemmgplémenté un tel circuit de fagon
artificielle dans la bactérie.Coli. La grande difficulté était de “designer” les promoteursipou
trouver les conditions cinétiques permettant I'existethedistable. Nous renvoyons le lecteur
interessé vers des documents plus spécialisés dans ¢artesit des réseau de régulation.

9.2.2 Un oscillateur.

9.2.3 Une mémoire.

La cellule a parfois besoin de n’allumer un geBegque si un gené\ commence a étre
transcrit, mais de gardd® allumé une fois que A disparait. Cela arrive frequemmerst ¢r
développement embryonnaire, quand un facteur de tratiserippparait pendant une inter-
valle de temps (avant la gastrulation par exemple), maigdass qu'il a allumé doivent rester
actif (bien apres la gastrulation par exemple) pour maintarcellule dans un état différen-
cié. En gros, c’est pour cela que les neurones sont des reyyrendes cellules musculaires
des cellules musculaires : a un moment du développemenacteul de transcription a allu-
mer les génes qui conférent aux neurones leurs spécifitésnsigte disparu. Dans I'individu
adulte cependant, les neurones gardent leurs caraaj@gstien maintenant activé ces genes
spécifiqued Cela ressemble & allumer un papier : pour démarrer la coiobyusious avons
besoin d’'une allumette allumée, mais le papier continuaieng briler méme si on éteint
lallumette.

La figure 9.1.c est le schéma d’une telle mémoife— B etB — B. Si le lecteur jette un
coup d’'oeil sur le réseau du développement embryonnainer€igj0.1), il verra que l'interac-
tion entre le génbcd ethb est exactement de cette forme. La transcriptioB&&crit alors :

dB
dt
SDe plus, les cellules filles ce ces neurones ou muscles atte@mémes génes que leurs parents : on appelle
cela épigénétique. On en dira quelques mots plus loin.

f(B) — uB+A (9.7)
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dB/dt 5
/
A odh - 3 P / %
0 B
A, P 7 B
A /
A d

(a) (b)

FIG. 9.4: (a)Les points stationnaire$g/dt = 0) de I'équ.(9.7) sont donnée par le croisement
des courbey = f(B) — puB et la ligne horizontay = —A. (b) Comment B suit la
variation (lente) de A quand celui ci croit et décroit.

ou la fonctionf (B) contient I'auto-activation de B, le deuxieme terme dénatddgradation
de B et le troisieme terme I'activation de B par A. En touteudgr, ce dernier terme aurait
du s’écrireA/(1+ A). Nous ne perdons pas grand chose dans la généralité de Usslst
en ne considérant que la partie linéaire de ce terme. LaifondtB) qui est I'activation
coopérative de B par lui méme doit étre de la forBi¥(1-+ B"), mais comme nous allons
faire une analyse graphique des équations, sa forme exaateus intéresse pas, nous lui
demandons simplement de ressembler a un sigmoide.

Il nous faut d’abord trouver les points stationnaird8(dt = 0) de I'équation (9.7). Pour
cela, nous cherchons le croisement des couybed (B) — uBety = —A. Un coup d’oeil sur
la figure 9.4.a montre que polr< Ax, I'équation posséde trois points stationnairgsRy
et Py pour low, medium et high). On montrera plus bas que deux deposgs, P et Py
sont stable, tandis que le troisieni; est instable. Cela veut dire que si nous perturbons le
systéme par une petite quantdB au voisinage des points stables, le systeme revient a ces
points, tandis que pour le voisinage du point instable, ##&syie s’en écarte : apres une petite
perturbation, une bille au fond d’un bol y revient, tandidume bille posée en haut d'un déme
s’en écarte. Pratiquement, si I'on résout (numériquemardralytiquement quand on peut)
I'équation (9.7) avec la condition initiaB(t = 0) = Bp, nous verrons quB(t) — P (A) ou
B(t) — P4 (A) selon queBy < B*ouBg > B*.

La situation poutA > A* est différente et nous n’avons alors qu’un seul point statiire
P_ (qui est toujours stable).

Supposons maintenant qu’a l'instant 0, nous n'avons pas de transcription Bgi.e.
Bo = 0) et que le facteur de transcription A est absknrt 0. La concentration de B reste alors
constante a B=0 (le poif_ sur la figure). Augmentons maintenant la concentration de A a
A;. La concentration de B suit en convergeant, au bout d'uraicetemps, &/, c’est a dire
en restant toujours a un nivebas Le niveau de B reste bas tant que A n’a pas dépassé le
niveau critique. Par contre, quand A dépalsegle point bas n’est plus un point stationnaire,
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et B — B}, le seul point stationnaire stable qui reste. Maintenara, gécroit jusqu’a 0, le
point B suit la valeur stationnaire haut qui est toujour®leapour revenir &y (figure 9.4b)

. Cela est le comportement typique d’un cycle d’hysterdsisious réalisons que ce circuit
effectue exactement ce qu’on lui demandé. _

Jetons un coup d'oeil sur le calcul de la stabilité. AppelBnsie valeur stationnaire quel-
conque de B. Nous supposons @(e= 0) = B+ bg ouibg est uneetiteperturbation, et nous
cherchons laréponse du systéme. Plus exactement, nosbeheta fonctiom(t) = B(t) — B,
en le supposant petit (ce qui est vrai en tout cas pour lesctmrmps). Un développement a
'ordre 1 enb de I'équ.(9.7) nous donne alors

db _
dt

1B)-UB+A+ (g b

Or, le terme entre crochet est par définition nul. En appeldatdérivée de la fonctioffi(B) —
puBau pointB, nous avons
b(t) = boexp(at)

Une petite perturbation décroit a zéro si la dérivée au mdaitonnaire est négative, ce qui est
le cas des point8_ etPy. Par contre, la dérivée au poiRy; est positive, la perturbation de ce
point ira donc croissant.

9.3 la robustesse.

9.4 Les outils de mesure de la transcription.

9.4.1 Western Blot
9.4.2 Marquage par anticorps et GFP
9.4.3 Les puces d’ADN.

9.5 Le Cancer.

9.6 Rendre confus une image claire : les autres voies de
régulation.

9.7 La révolution de I'ARN interférence.
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10 Le développement embryonnaire.
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FIG. 10.1: Une partie du réseau du développement embryonmeggonsable de la différen-
tiation antero-postérieure.
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11 L'évolution.
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