L’ADN, entre identité et différence
2. Les différences




ARN :
- — phosphate — — phosphate — —
phosphate -
i l i
base 1 base 2 base 3

TCACCT GAGAGAGAGAGCAT
Ces 4 lettres représentent les « bases »

Linformation se loge dans la succession des
4 bases A, T, Cet G
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ADN :

sucre Désoxyribose
base T (Thymine)

sucre Ribose
base U (Uracyle)



2 ADN : la double hélice

Cytosine e Cytosine [
NH; NH,
Les bases se groupent deux par deux : d Q\,
« paires de bases » pb ou bp i !
Aest toujoursliéa T Guanne 8 Guanine [
C est toujours lié a G N ~ i
j o 058 O3
Adénine (Al Adénine A
Si I'on connait un brin, on E‘fi )
connait son complémentaire i i
Uracile . Thymine . .
: &
N 0 0 0
Bases azotées Bases azotées
de 'ARN de 'ADN
ARN ADN
Acide Ribo-Nucléique Acide Desoxyribo-Nucléique
monocaténaire bicaténaire

L’ ARN est différent :
— simple brin, en hélice aussi

— T est remplacée par U, Uracile
Université Ouverte Besangon Serge Luneau 3



3 CADN, les génes et les chromosomes

Noyau

P
AL

Cellule

Désoxyribose
Bases azotées A

Molécule d'ADN

Université Ouverte Besangon Serge Luneau

Chromosome

ADN
Lhélice a 2 brins

Genes
Parties de 'ADN
porteuses d’information

Chromosome :
ADN embobiné



4 L.es chromosomes sont au nombre de 2x23

caryotype humain

-

Mo @
A LS
¥ a8 38 85
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www.aquaportail.com

région p

Centromeére

géne
OCAZ

région q

\._.V,_.-’

Chromosomes homologues

Les 2 chromosomes portent les
mémes génes sur le méme locus



5 Synthese des proteines

TRANSCRIPTION : Le codage est transmis par [ARN
LADN dispose des bases A T C G le long de sa chaine Noyau

a) LARN messager copie ce code (cet ordre) sur l'un des brins
avec un léger changement :

— La base T (Thymine) est remplacée par la base U (Uracile)

b) apres quelques modifications TARNm quitte le noyau pour le

Cytoplasme

)

Réticulum
RER ou se passe la synthese des protéines endoplasmique
rugueux
ARN Polymérase
- [ : 3 3 €] : j
ARN S'—oTETTEro T TRADUCTION : Le RER fabrique les
gmmunmn 3 protéines
Matrice apN 3_ACI[CIIAl T [cliAl6l T el .
glycine «=alanine o . . .
méthionine = glycine =— sérine _isojeucine/ SR o o *———— Protéine Se construit brique par brique
| < | < A i A
i % ! % ARNt Porte un AA précis et reconnait
P& J = « son » codon
€ celce U . — ARNm  Portelinformation
AUGGGCUCCAUCGGCGCAGCAAGGC
5 P 2 3 7 P 5 6 7 B s
oo défilement
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6 Reproduction

REPLICATION : Démultiplication de 'ADN

Nucléotides libres ADN polymérase

Chromosome

Deux nouveaux brins (avancé et retardé)
sont synthétisés dans des directions opposées,

Vieil ADN Brin
L'hélicase déplie retardé
la double hélice

et expose les bases. Fourchette

de réplication

- Adeénine
g Thymine

‘ Cytosine

: ADN polymérase  Vieux brin (matrice)
W Guenine

Université Ouverte Besangon Serge Luneau



7 Regulation : activation ou répression des genes

Trp h Asn
Pro
A

____Protéine

= -

il ARN-m

[phetnenpie fun baut

III III d'ADN)

~L protéine
00 000 000 o

Lactivité des géenes est contrélée par
des substances qui activent ou
répriment l'expression du géne au
moment de la transcription ou de la

traduction Protéines de régulation

de I'expression de 'ADN
en protéine

« Les géenes ne sont donc qu’une
potentialité, une impulsion »
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ADN : ou se trouvent les différences ?

I’ADN est constituée de différentes zones, codantes ou non

Codantes
(25 %)

<« Non codantes
(75 %)

il !nserm

Les parties variables se trouvent dans '’ADN codant comme non codant

Université Ouverte Besangon Serge Luneau 9



1 Les genes eux-mémes peuvent coder pour des différences

Gene groupe rhésus : (chr. 1)
Gene groupe sanguin (ABO) : (chr.9)
Couleur des yeux : EYCL1, EYCLZ2, EYCL3 (chr. 13, 15...)

AMELY ou AMELXAmélogénine
protéine de I'émail dentaire

2 Mais les différences peuvent provenir d’accidents, de mutations

Nous sommes identiques génétiquement a 99,9 % mais > des différences :

— Mutations lors de la synthese de 'ADN du spermatozoide et de I'ovule,
(30 sur les 3MMbp)

— Les SNP, trace de mutations tres anciennes produisent de tres nombreuses
variations individuelles

— Les STR sont beaucoup utilisées en identification humaine (FNAEG)

Université Ouverte Besangon Serge Luneau 10



Les deux grands types de différences entre individus

1 Les séquences répétées : STR (short Tandem Repeat)

Ce sont des chaines courtes répétées a la suite (en tandem) dans les séquences non-codantes :

CGTAGCAGCTTCAAGAAGAAGAAGAAGTGCATCCATCATCGGTG
CGTAGCAGCTTCAAGAAGAAGTGCATCCATCATCGGTG

Ily a ici une chaine courte (3 bp A-A-G) répétée 5 fois ou 3 fois selon les individus

2 La variation d’une seule paire de bases : SNP (Single Nucleotide Polymerism)

Variations fréquentes : 1 sur 1200 environ
affectant n'importe quel endroit du généme

CGTAGCAGCTTCTGCATCCATCATCGGTG
CGTAGCAGCTTCTGCTTCCATCACCGGTG

Ex : sur le chromosome 21 (le plus petit) on a
131 740 SNP pour 47 Mbp

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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Caractérisation de ces différences. Exemple d’un seul STR

Isoler les alléeles

Individu 1 Individu 2

fep 4 flﬂmfw /—l—l—u:ht:l—f"-\\_/ e 3
f—\u-—::m
f'eg\—mﬂ_ﬂj

| rep 7

alleles 4 et 5 aléles 3 et 7

Différencier : I'électrophorese

Sample
Well

Gel

Buffer

) Juapurtail.cum

Université Ouverte Besangon Serge Luneau

Ces 2 individus comportent 2 STR chacun,
de longueur différente :

Individu 1 : 4 et 6 répétitions

Individu 2 : 3 et 7 répétitions

On isole les alléles correspondants et on
obtient 4 séquences de longueur différente

Les séquences isolées sont entrainées par un
champ électrique (ddp env. 100 V)

Les plus petites migrent plus vite dans le gel

+

Résultat de l'analyse des
2 profils ADN monolocus
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Alléles multiples : meilleure différenciation

On imagine une séquence répétée qui peut

présenter de 2 a 5 répétitions selon les

individus (4 alléles différents). ————— »
La personne regoit un allele de son pere et un

de sa mere.

En tout cela fait 10 possibilités différentes

selon les alleles recues des 2 parents:
1-1 2-2 33 4-4 \

1-2 1-3 1-4
2-3 2-4
3-4

Si chaque alléle a la méme probabilité
d’apparition, le pouvoir de discrimination
estde 90 %

Université Ouverte Besangon Serge Luneau

lwz 0 kb :p[:bo::ml alléle 1
g&:’iﬁm ) < R Dmcl alléle 2
l 3,0 kb 1

s>acao< KTk bhooc aleled

l,,,: ok kbgcr—t;—tﬂr“—t:b} aliéle 4

3.0 e — —

2.5 — — — —

20 —— — —

1-1 1-2 1-3 1-4 2-2 2-3 2-4 3-3 34 4-4

combinaisons alléliques
polymorphismes du DNA
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Que faire quand on a tres peu d’ADN ?

La réaction de polymérisation en chaine consiste a fabriquer deux brins d’ADN (ou d’ARN)
a partir d’un seul, puis a nouveau deux a partir de chaque nouveau brin etc.

e On multiplie de fagon exponentielle le
/ R nombre de chaines d’ADN par clonage.
« Polymerase Chain Reaction »

111 Il
AGCTAAGGAGT T ¢
T C GEART.TEC E oL €y R
-Li._f G
Nucléotides libres <
7-
¥ Trg- CIC
G

- D
) G
Inlel
P —=
= >
0 =
N =
Cp-T
sl L

1
M
1ii N

Molécule mére

Molécule fille obtenue par
complémentarité des bases

On a réalisé une amplification par PCR
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La machine est simple

Machine PCR.
QX

Université Quverte Besang¢on

Les 3 séquences successives et leur répétition

0 cycle n°1

cycle n°2 cycle n°3

cycle n°4

@ : Dénaturation

(2) : Amorgage

Serge Luneau

(3) Elongation

=
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La généalogie par ADN

Le principe
Ily a trois types de recherches :

-sur ’ADN autosomal (les 22 premieres paires + le X)
— origines ethniques
— cousins génétiques jusqu’a (potentiellement) la

8° génération.

- sur 'ADN du chromosome Y

lignée patrilinéaire

- marqueurs STR (de 25 a 67 différents)

- ou SNP pour les ancétres lointains

Exemple : le STR DYS 393 dont la séquence est AGAT
(répétition de 9 a 17 fois)

- sur I'”ADN mitochondrial
lignée matrilinéaire.
- 16 569 paires de bases
- 37 genes
- mutations sur la région HVR-1 et HVR-2
ou des SNP

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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La généalogie par examen ADN est-elle fiable ?

Nous partageons exactement 50 % dADN avec chacun de nos parents

-50% = parent ou enfant

-25% = grand-parent, petit-enfant, oncle ou tante,
niece ou neveu, demi-frere

-12.5% = cousin germain, arriere-grand-parent,
arriere-petit-enfant, grand-oncle ou tante, petit-ne-
veu ou niece, demi-oncle ou tante, demi-neveu ou -
niece

Ces proportions sont approximatives :

on peut partager 10 % d’ADN avec son grand-pere
paternel et 14 % avec son aieul maternel.

Les tests montrent l'existence d’un lien de parenté
mais ne disent pas sa nature.

On découvre donc des « amis génétiques » et non
des parents !

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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Mais il y a d’autres methodes

Le naufrage du Mary Rose

Navire anglais qui a coulé en 1545

Des analyses ont montré qu’au moins trois des marins n'étaient pas originaires de
Grande-Bretagne, mais probablement d’Italie, d’Espagne et d’Afrique du Nord
Quelques examens

— examen des artefacts (poteries,armes...)

— examen des dents (le taux d’oxygene est plus élevé en pays chaud)

— analyse isotopique — identifie le régime alimentaire

— examen de '’ADN mitochondrial — origine berbere (Henry)

— portrait-robot et appel a la population

Le navire reposait par 15 m de
fond pres de l'ile de Wright

Redécouverten 1971
Renfloué en 1982

Exposé a Portsmouth.

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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En identification judiciaire : les STR

Un marqueur d’identification : STR D3S1358

Marqueur D351368 :
- D : situé sur 'ADN
- 3: surle chromosome 3 [3q21.31]

- §: séquence unique et non dispersée
- 1358 : numéro d’ordre

Analyse : par électrophoreése capillaire
Beaucoup plus rapide que sur gel

capillaire

detecteut

cathode

500 Viem

0-30 kV
+ -

generateur

Université Ouverte Besangon Serge Luneau

La séquence comporte 4 maillons (nucléotides) (paires de
base) qui se répetent entre 11 et 19 fois selon les individus

motif (TCTA)n  11<n<19

Pouvoir discriminant 92 %

Electrophorégramme
100 17C b
. . =
15
|
12 * 19
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Le kit multiplex d’identification

En pratique on opere sur plusieurs STR simultanément (Multiplex) pour augmenter la
probabilité d’identité.

Le résultat est comparé a une gamme SYOTRar .

étalon connue.

[
|
|

- o - L "o 0 2 # - o b 35 —ph
Chaque étalon comporte i " o |
I'ensemble des alléles = ¥ | e ”m i % g ‘
. o0t | | T 1% c
possibles UL r UL A .
[- - — I
. - | AEL e Des117e 0215t gz
Ici : 9 étalons :;1 | v | l : 2 29 | | l
présentant de 8 a 18 = IH i” T 2"! " Ff . |l | f‘,':,. o
s s . o I l | iy i,
répétitions possibles " JULWUUUL l UL U ’m‘lhln_-_' ﬂ WILUUULUL 1111
+ y |
, m Dsse18 D13sM7T D75820
1 séquence X-Y =
= 7 113 18 12 15
Les séquences sont colorées " PRN— WJMULUJ_LU‘ {LLJL_MJJWU\—
(fluorescence) pour les - ’
distinguer =
= | | ] | | | J, |
i coficy ) o s | P
o [+50.50) Marqueurs standards de taille
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L’échantillon a identifier

Pour chaque séquence I'ADN du suspect montre la présence de deux alléles (papa et maman),
éventuellement identiques

% i 7 1 Canaicgn = Profiler plus
. = e “@ B | aze a2 Mo m e X% e pb
L'électrophorégramme ne montre Ei S 7 Rk |
pas directement le nombre de — J l
répétitions pour chaque alléle, mais - L 20 | BNy | ]
- - -
seulement leur position. wl JAMEL
EE’ D8S117 D2 D |
=] | | '
L-g:i
[ 1]
=
psac] D5s818 D13837 D75820

JHAEHERE

Le nombre de répétitions est
déterminé par comparaison avec les
marqueurs

i a0 ST

8l

Université Ouverte Besangon Serge Luneau

21



La superposition

Pour la premiere

séquence (D3S1358) —— ||

il y a chez le suspect
15 répétitions

Et le suspect est une
femme
1 seul pic AMEL

Université Quverte Besang¢on
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Quel pouvoir de discrimination avec un Kit multiplex ?

Ex : Identification avec un kit SGM Plus

D351358

Fréquence de l'allele 15/16 : 1 personne sur 8
WMA

Fréquence de l'alléle 15/16 : 1 personne sur 27
Combinaison des deux : 1 personne sur 200
Combinaison des 10 STR : 1 pers. sur 1000 MM

Et si j’analyse des SNP ?

Pour avoir le méme pouvoir discriminant qu’un kit STR il faut analyser
beaucoup plus de SNP.

Mais il y en a beaucoup et leur analyse est rapide

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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En médecine, deux techniques incontournables

La puce a ADN

Probléme : il s’agit de trouver quels génes sont exprimés,
c’est-a-dire quels brins d’ARNm sont capables de se lier a
I’ADN (s’hybrider).

On dépose sur une lame des centaines de brins d’ADN
(sondes) sur lesquels viennent s’hybrider ou non des mor-
ceaux d’ARNm (cible).

Une molécule fixée sur la cible devient fluorescente en cas
d’hybridation.

Souris KO {Géne suprimé) Souris WT  (Témoin)

®® B
o0
Q@ o0 o0 ee I8
[ X ] &%

0 [ X 1
oG 0000 L X e0G00DOO LY.
® 000 205@ ®acew H06@
o000 © D@ coce0 ©
@ @
e ®

Une puce

Résultat d’analyse : souris « KO » vs souris « WT »

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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* Les ciseaux moléculaires

2020 : prix Nobel de chimie pour Emmanuelle Charpentier
et Jennifer Doudna pour la technique de « CRISPR/Cas9 » ou
« ciseaux moléculaires »

- en thérapie génique remplacement de genes défectueux
chez les patients pour guérir certaines maladies.

- en cancérologie, recherche de nouvelles cibles thérapeu-
tiques. On découpe des génes dans certaines cellules pour re-
tracer les étapes de la croissance des tumeurs. :
Auparavant, un découpage précis dans '’ADN réussissait dans ~ Cleavage
une cellule sur un million.

Avec le CRISPR, on réussit souvent dans une cellule sur 100

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - Crispr Associated Protein 9

o == == QOROHHAH DX OOV CHEANDHOROQ = =+
« = == QOO AN SOOI ODEN O e+ =+

e —
A A
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Genes associés a des maladies

normal idic 15

IDIC 15 (Isodicentrique Duplication Inversée, 15q11-13 ) : ano- AN
malie génétique la plus fréquente de I'autisme résultant d’'une
duplication inversée du chromosome 15 e WES

BRCA 1(Breast Cancer, 13q12-13) et BRCA 2 (17q12-21) :
risque accru de cancer du sein résultant d’'une mutation du
gene, qui touche 2 femmes sur 1000. Ces deux géenes participent a
la réparation des Iésions que 'ADN subit régulierement.

HBB (Hemoglobin Subunit beta, 11p15-5) donne la drépanocy-
tose ( anémie falciforme) par remplacement dans ’hémoglo-
bine du glutamate en position 6 par une valine. Risque d’anémie,
d’AVC, d’infection bactérienne.

ARN Xist c’est un ARN qui joue un réle en épigénétique. Il inhibe
un chromosome X complet chez les femelles de mammiferes.
Aléatoire, et responsable en particulier du pelage en « écailles de
tortue » des chattes
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SNP associés a des maladies

Plus de 13000 variations d’un seul nucléotide ont été associés a des pathologies a ce jour

SNP synonymes : la substitution d’un
codon par un autre engendre le méme
AA du fait de la redondance du code
génétique.

Ex:CUU < CUC

SNP non synonymes : ils engendrent un
autre AA

Ex:GAA < GUA*

SNP non-sens : provoquent l'arrét de la
traduction

Ex:UUG < UAG

u [ o) A G

uuu y : ucu UAU uGuU i [1]
phénylalanine tyrosine cystéine —

uuc ucc . UAC UGC C

serine
UUA . UCA UAA UGA stop A
leucine stop

UuG UcG UAG UGG | tryptophane | G

cuu CCu CAU CcGU u

cuc ’ ccc CAC histidine CGC : C
leucine proline arginine ——

CUA CCA CAA CGA A

CUG CCG CAG glutamine CGG G

AUU ACU AAL . AGU . u
. - BSpﬂl'ﬂgll'IE Serne —

ALIC isoleucine ACC 2 AAC AGC C

thiréonine

AUA ACA AAA : AGA i A
- lysine arginine —

AUG methionine ACG AAG AGG G

GUU GCU GAU acide GGU u

GUC ) GCC . GAC aspartique GGC ) C
valine alanine glycine —

GUA GCA GAA acide GGA A

GUG GCG GAG glutamique GGG G

* Dans I'hémoglobine, remplacement du Glutamate en position 6 par la Valine = Drépanocytose

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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Les vaccins a ARNm

Comment fonctionne un vaccin a ARN messager ?

L’ARNm (acide ribonucléique messager) permet de transmettre l’information codée d’un géne du noyau
vers la cellule.

La protéine Spike est présentée
au systéme immunitaire qui s’active.

L’ARN messager est fabriqué

en laboratoire puis encapsulé
pour lui permettre d’entrer

dans la cellule sans étre dégradé.

Lors de l'injection du vaccin,
'ARNm entre dans les cellules
localisées au niveau du site d’injection.

Noyau y

de la cellule ‘

LARNm permet a ces cellules de fabriquer
des protéines virales Spike inoffensives
et spécifiques aux coronavirus.

L’ARNm est ensuite rapidement détruit

et éliminé de 'organisme. Il n’entre pas
dans le noyau et ne modifie pas

le génome.

Des globules blancs
et des anticorps sont produits.
Ils pourront combattre

le Covid-19 en reconnaissant
la protéine Spike

si la personne est infectée.

Source : ANSM » Infographie L Alsace/Pierre-Loic Mattler

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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Dans I'élevage

« 3R » Rencontres Recherches Ruminants, décembre 2022 :

« Utiliser des index génomiques pour sélectionner les fe-
melles de renouvellement parmi les femelles issues de croi-
sements laitiers ? Ce sera bientét possible grdace a 'INRAE
qui met au point une méthode permettant de tracer l'ori-
gine raciale des alleles impliqués dans les caracteres de
production »

RENCONTRES
RECHERCHES
RUMINANTS

Appel a

. ; ) o Communication
Comparaison entre le génotype d’animaux croisés

(5238 génotypes)
et celui de races pures
Montbéliarde (20000),
Holstein (22265)
Danoise rouge (6866 génotypes)
en utilisant la puce a ADN EuroGMD comptant 45 000
marqueurs SNP.

Université Ouverte Besangon Serge Luneau
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En informatique

Codage d’informations sur ADN artificiel

A CODE ECRIT
E 000100111000 | === ACATGA ==—>

Le programme MoleculArXiv vise a
inventer de nouveaux dispositifs

Fichier Séquence binaire Séquence ADN Mﬂchule STOCKE de StOCkag e de données sur ADN et
polymeres artificiels.

v

- B
€[ 000100111000 €= ACATGA € [HEN
W

DECODE LIT

Microcapsules d’ADN synthétique
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