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Objectif du genie genetique

Veégeétaux

Comprendre et améliorer le vivant

Algue

Archaebactérie

Bactérie .
Animaux



Organisation du vivant

Animals Plants

Fungi

Ciliates Fusglena

Microsporidia EUKARYOTA
Slime molds
Diplomonads

{Giardia lamblia)
EUBACTERIA
E. coli Sulfolobus
ARCHAEA
B. subtilus Thermococcus
Thermotoga Methanobacterium
. Halococcus
Flavobacteria
Green sulfur Halobacterium
bacteria .
Borrelia Methanococcus
burgdorferi _annaschii

Presumed common progenitor
of all extant organisms

Presumed common progenitor
of archaebacteria and eukaryotes




Les dimensions du vivant
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» 130 nm taille d'un gros virus
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Organites

Edifices supramoléculaires
MM : 108 — 10 Da

Macromolécules
MM : 10¢ = 10" Da

Petites molécules organiques :

Eléments constitutifs
MM : 100-750 Da

Intermédiaires métaboliques
MM : 50-250 Da

Précurseurs du milieu :
eau et ions minérawx
MM : 18-44 Da

CELLULE

_

noyau, mitochondries, dictyosomes, plastes...

e I

ribosomes, complexes enzymatigues, membranes, systémes
contractiles (actine / myosine), chromatine, microtubules, paroi

vegétale...

acides nucléiques protéines polysaccharides

nucléotides acides amings oses  lipides

ribose, carbamyl- acides glycéraldényde, acides

phosphate, o-Cétonigues malate, gras,

acides organigues pyruvate glycérol,
alcools
amings

H,0, PO4*, CO, NH,", NO, ...



Notion d’espece modele

————Coma Coan

Fungi

Ciliates Euglena

Microsporidia EUKARYOTA
Slime molds

Diplomonads

{Giardia lamblia) i A
UBACTERIA ,/ A. thaliana
@ Sulfolobus
ARCHAEA
B. subtilus Thermococcus
Thermotoga Methanobacterium

. Halococous

Flavobacteria

Green sulfur Halobacterium
bacteria .
b e
burgdorferi J

. Presumed common progenitor
of all extant organisms

. Presumed common progenitor
of archaebacteria and eukaryotes



Exemple de procaryote ; les bactéries

Lactocoecus Jactis -
b

Nucléoide Ribosome Inclusions Capsule

N
b‘l Membrane Paroi
Couche S plasmique

Flagelle



Exemple de procaryote ; les bactéries

Lactocoecus lagtts -

'

Nucléoide Ribosome Inclusions Capsule

N
Membrane Paroi
plasmique

Espace intracellulaire

Membrane plasmique

Peptidoglycane

Flagelle
Espace extracellulaire



Exemple de procaryote ; les bactéries

Nucléoide Ribosome Inclusions
/\

extrinséque

Membrane plasmique

Membrane Paroi
plasmique

Membrane plasmique



Exemple de procaryote ; les bactéries

Peptidoglycane

Acides lipotéichoiques Acides téichoiques
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Exemple de procaryote ; les bactéries
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Exemple de procaryote ; les bactéries

Lactocoecus lagtts -
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Exemple de procaryote ; les bactéries

1 : Nucléoide Ribosome Inclusions Capsule

origin of
replication

/

N
¥ Membrane Paroi
Couche S plasmique

Flagelle

(A) Escherichia coli K-12
4,639,221 nucleotide pairs

" terminus of
replication

8

Plasmide



L_es organismes supérieurs

Cellules Tissus Organes  Organisme

| \
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Nuclear membrane 1 s
Plasma membrane | \
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(a) Prokaryotic cell

Cell wall

Periplasmic space

Outer membrane




microtubule

centrosome with
pair of centrioles extracellular matrix

chromatin (DNA) \
nuclear pore

in cytosol Golgi apparatus  intermediate plasma membrane nucleus endoplasmic mitochondrion

filaments reticulum
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RECEPTOR PROTEIN

—— plasma membrane of

target cell

Transcription factor

i'. 3 direction of DNA double
= RNA polymerase uansalpgg% & ] 'aellx
EFFECTOR PROTEINS .
metabolic B % ribonucleoside
anzyme 7 triphosphates
1 A
ribonucleoside
active site triphosphate
uptake channel
newly synthesized short region of
RNA transcript DNA/RNA helix

Gene expression Gene Repression



L’ADN, base de ’information génétique

Nucleus 0
30-nm |
) fiber 5" end
Interphase Higher-order ]
chromosome chromatin {
foldi !
oiding Loops of
30-nm fiber
associated with
chromosome
scaffold
I . . Phospho-
Beads on a string diester
Mitochondrion pond
T
A Simple-
G sequence
. ene DNA
?é?)g!leéene families
- \"f \‘\ﬂ \‘\” Phospho- |
DNA Introns Spacer DNA Nucleosome E::tdm o—p=0

3" end OH H




Ribosomal 2o
subunits a Amino acids

RNA polymerase Start site Stop site

INITIATION on template g{(\a tg;ﬂplate

Polymerase binds to
promoter sequence
in duplex DNA.
"Closed complex”

Polymerase melts
duplex DNA near
transcription start site,
forming a transcription
bubble. "Open
complex”

H rolymerase catalyzes
phosphodiester linkage
of two initial INTPs.

ELONGATION

Polymerase advances
3'— 5' down template
strand, melting duplex
DNA and adding iNTPs
to growing RNA.

At transcription stop site,

TERMINATION

polymerase releases
completed RNA and
dissociates from DNA.

RNA strand



DNA
virus

RNA
virus

aa7-tRNA-,

R Sy —
Codon Codon Codon Ca&
aa, aa; aa, aa,

Movement of ribosome =———



Structure d’un géne

Procaryote

Eucaryote

y
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P AlTG intron 1 intron 2 TAA T
TAG - TGA AATAAA

ORF



Site de reconnaissance de I'ARN polymérase

Brin non codant
Site de liaison de I'ARN polymérase
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La régulation de ’expression des genes

Transcription Transcription
DNA 3 P

start site intron Exon stop site
-~ - - \

\ / Promoter

Interaction ADN-
Facteur de
transcription

NNNNNNNNAI___ AAATTCCQNNNNNNNN ‘Motif p;otéique

NNNNNNTGT AGATTCC _I_ NNNNNN ‘Motif p;otéique
NNNNNNNNNN AAAA-.J;Q_CC NNNNNNNNNNN ‘Motif pEotéique



Zinc Finger

Leucine ziper



Eléments Cis-Trans dans la regulation

polymerase

N Sy
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(A) The lactose operator

locZ lacY  facA
——— I . | c:occ cocron

—40 -30 -20 -10 +1 +10 +20
—AGGCTTTACAéTTTATGCTTéCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT TGTGAGCGGATAACAATT TCAC smm—
35 box ~10 box Operator
{B) The original model
NO LACTOSE LACTOSE PRESENT
Lactose repressor Repressor-aliolactose
RNA polymerase attaches to the operator ‘complex cannot attach
cnnot bind RNA polymerase to the operator
to the promoter can bind to the Q
lacZ promoter !
+ >
Lactose Lactose

repressor repressor + Aliolactose



Controle positif d’un gene inductible (éteint)

Regulatory region & promoter Structural genes

Promoter GENE OFF BY DEFAULT

INNNNNRNRNNNRRRRARRR SRR

e @©
Inducteur RNA

Activateur inactif

GENE TURNED ON BY ACTIVATORS

Factors interact with RNA polymerase \ \/
\/ am

ARNNEIPNTAN N AR RN AR
|

. . . : RNA
Activateur actif =

= q L
o000 0000 Single protein
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Controle positif d’un geéne répressible (allumé)

Regulatory region & promoter

5

INNNNNNNNNNNRRRRRRNRARRRA

Structural genes

Promoter GENE OFF BY DEFAULT

4 ANA
O

Factors interact with RNA polymerase \ GENE TURNED ON BY ACTIVATORS

<

VY aPr

NN @ NN VANV VA
| RNA

)

0.0 .00 0.0 0.0 Single protein
Seoe 00000000000
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Controle négatif d’un géne répressible (allumé)

Structural genes

Regulatory region & promoter

Promoter/Operator GENES ON BY DEFAULT

.

AN XN 7 y X\ 4 4 7 . » / N\ /) X\ /) N\ / X\ /) Y AW X\ /]
JINININNININININONONININ AN AR RO AN

T A T " "
RNA polymerase initiates transcription S
l

O a» Vv
o000 %, o% *, Several proteins

Répresseur inactif 0000
‘0 0.0 0.0 O.t ® ’0 '.0 0‘0 0.00 .0 O‘Q 0‘0 b4

e

_Repressor binds o operator \ GENES TURNED OFF BY REPRESSOR

NNRANNN NN RARRRR AR
Répresseur actif




Promoteur ORF

Transcription

TTTTTTT T T T T T I I Tl
ARN
Traduction @
Protéine
Assemblage @

o

Complexe protéique



La régulation de I’expression

Régulation cis-trans Promoteur ORF

v

v

Avortement de la transcription Transcription

v

Régulation de la durée de vie T T T T T T T T T T T T T T T TTTT]

RN

Avortement de la traduction Traduction

v

/dégradation/Inhibition

A
Régulation de la fonction ‘ “

Proteine
Régulation de I'assemblage » Assemblage @

Désassemblage ‘
/dégradation/ ’
inhibition

Complexe protéique




2 molecules each of
H2A, H2B, H3, and H4
———

SAR: protéine associé a 'armature.
HMG: protege I'ADN.
Topoisomoerase.

HAT et DHAC.....

En plus des facteurs de transcriptions et co-trascriptions.

courte région de la
double hélice d"ADN

NUNIN NN

—_ .{

chromatine en forme
de « perles surunfil »

fibre de chromating
de 30 nm, avec des
nucléosomes empilés

partie de chromosome
sous une forme
allongée

A

partie condensée
du chromosome

% [y 700 am

chromesome
mitotique entier

' 1400 nm
- i
RESULTAT NET : CHAQUE MOLECULE D'ADN A ETE
EMPAQUETEE DANS UN CHROMOSOME MITOTIQUE
50 000 FOIS PLUS COURT QUE LA MOLECULE DEROULEE



N | cene (ORI .,u R .;v;; I crromatin
Hétérochromatine “OFF" “".u" M| .’

Euchromatine




L’acétylation des histones
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Condensed
chromatin
Decondensed
chromatin

@@aw@@ -0 WD-

29-@ 0000~
- . Acetyl-CoA CoA
* Acetylation histone (HAT) = /5_«\ 0
activation s i

NH,* “\
(Acetyl transferases) CH,y

(CHy), (CH,)y

* Déacetylation histone (HDAC) =

B HDACs, HDAs
inhibition (complexe SIN) W

(Butyrate, TSA etc)




La méthylation des histones

* Affecte différents K,

*Selon le K, il peut é&tre mono, di, ou tri
méthylé,

*Un effet variable sur I'expression est
observé selon la condition de méthylation

Methylation

S-adenosyl methionine Mono-methylated
(methyl donor) lysine

/I I

FIE "
‘ e MEA FIS complex
P55: divers phénomeénes
SU(Z) 12: DNA binding prot.

ESC: prot. échaffaudage.
E(Z): H3K27 Met Transferase




La méthylation de ’ADN

. Condensead
chramatin

M

..i..,-

!I

Uy lm

*Meéthylation constitutive ou
inductible.
;. Symetrique Asymetrique
*Affecte les cystéines. ymet ymeTd
N , : . 5CG- -CNG-  -CNN-
Effet répressif: formation 3.GC- -GNC-  -GN'N-
d’hétérochromatine

"-!"

PLANTS ANIMALS
MET1 CMT3 DRM= maintenance
Q Q O methylation ONMTI
m
CpNpG CPHPH CpG
DRMs——DRMs  —DRMs de novo ONMT3
= - ” methyation B
= = =2 :
CpG  CpNpG  CpHpH CpG

(Domains Rearranged Methylase)



Les effets croisés methy/acetylation, histone/ADN

©

CpG — CpG
® 1.1 CP ﬁ
CpG —-— C p(r

i ] ecr
CpG m—— C [‘.I('r

D’autres histones non-modifiés



L’ubiquitination dans la régulation de I’expression

* Ajout de residus ubiquitine sur les K des
protéines induits:

dégradation via protéasome

inactivation par modification structurel,
modification des interactions et compétition avec
d’autre modification post-traductionnelle.

* Effet dépend de |la position et du nombre de
résidus d’ubiquitine fixés.

» Effet sur co/facteurs de transcriptions mais aussi
sur histones



Les petits ARNS dans la régulation d’expression

Exogenous dsRNA

dsRNA uptake

RMNAI systemy .

SIB-1

Target mRNA
=T PFPF —T1PPP —T1FPP
RISC - TTIPFP  —TT1PRP
complex @ Secondary siRNA

I |
o o

=T1FFPP
Target mARMNA Target mRNA

! [

mRNA target cleavage
or inhibition of translation initiation

Argonaute
proteins

Transcytosis
trafficking

@ dsAMA synthesis
by RelRP

7N\

Nucleus

Chromatin
remodeling

l

RMAi inheritance

Transcripticnal
gene silencing

Cytoplasm




Les petits ARNS dans la régulation d’expression

VAV
TNV

sRMA formation * r U

&6

SiEMAS :::_.::::*-:T # :-u
R4,
Trenscript containing
“ M complemertary sequence
-

sifMA-loaded RISC

DA

2 Methylation at histone HIK2
[ Cpc DA mathylation

dsFrA m
AN/ NS Hﬂﬂmﬂum"
a = Reduced transcnption m @ @ ; m @
- .‘ 5 P L ‘ @ @m@;dmmd
SR As ':::-;.- o L = = chromatin
oEhe
. 00 TO-0T-
lll !dld Recruitment l:nl‘:rl :
_ . RITS RIM&- RITS » Histo thy transfir ; S
RITS= RISC (levare) HRATLAdE _D;n;'ﬁmfmﬂ;::; SiRNA DNA/Hl‘stone modification,
k » Cithar chromatin-madifying Remodling factors
proteins
SR e
chromatin
f ( { Cleavage r\.rm'ﬂ' i .’"vll"Il”ll”ll.’ll.’llﬂn“ll‘m
) . -~ (M
Euchromatin
= Active transcription




Les transposants

DMA transposon Retrotransposon

P — A,

I
Donocr DMA T Donor DA
Flanking
Formaer DMA aNA
transpnrson polymerasa
Site W
l | AN
RMA intermediate
Donor DMNA
Revarse
transcriptase
1 ~ DNA 1 P
intermediates ~—
]
transposant
|
| I
|
Retro transposant Target
tra nt
ARN ";;:53 DA
L w
LTR+ {viraux} —

LTR- {Mon viraux)

H\-H\\ Transposed /

moblle elements

-ENV= retro
transposant

EMV+= virus




Les éléments d’insertion chez les bactéries

Les IS bactériens sont I'équivalent des transposant ADN chez les eucaryotes

Insertion sequence (15}
A

r P
IR IR
abed Transposase dcba
Target site = {‘%} %
Transposase cleaves at ends of transpason —
inverted repeats and introduces staggered Bhe cible du tranepaecn Tad
cut in target DNA
TTTATTTTCCGAATTCCAAGCGCAGCC... Site cible pour Finsertion
‘ .. AAATAAAMAGGCTTAAGGTTCGCGTCGG ... par transposition
= S e— [ " )
f ‘ TTTATTTTCCGAATTCGGGGTCTGACGCTCAG: .......cvvcvvvev.. “CTGAGCGTCAGACCCCAATTCCAAGCGCAGCC...
; | l . AAAT) CTGCGAGTC- ................. -GACTCGCAGTCTGGGGTIAGGTTCGCATCEG. ..
= m T ] — / \
1 Séquence répétée ' | Séquence répétée
Overbanging ends of target DNA e Partie de la Partie de la directe bordante
joined 10 transposon séquence répétée séquence répétée
Inverse gauche de Tn3 inverse droite de Tn3
—

| - e

Gaps repaired by DNA synthesis

S e

Direct repeats of target site DNA




Effets des transposants sur la régulation de I’expression

* Les transposant sont généralement associées a I’'hétérochromatine
et au région pericentromérique/subtélomérique.

* |Is forment des inssulateurs.

* L'insertion des transposants peut modifier 'organisation de Ia
sequence d’ADN et donc perturber les interactions entre élements
CIS et Trans.

* Certains transposants peuvent piéger des CIS éléments de
régulation.

* |ndispensabilité de maintien de répression lors de la divisions.

* Présence d’une spécialisation régionale en terme de transposant et
d’induction de transposition.



Parents

Gamétes (R

Hybride de :
géneration F, @

Rr
/i
—

GCametes L : Ga_mét.es
femelles &) & males
B A\

' ® ),’ ,__ \\\_
(r J / ” //\\\
( /,/ / \\i //,,' \.\\
Ne 7 LN R
BN
1 P
N
/
Génération F; N/

Transmission d’un caractere simple 3:1

Parents

A

X
- 3 -

é Gametes @

Cenération F,

}

(A) Gamétes

Génération F, >
Gametes @/ ; o é Gametes
femelles ~ \\ males
@ N @
‘ P \
\\\ ‘ >,
4 v S
S N\ /
B  La codominance 1:2:1




La génetique classique

RRYY Yy
RY Gameétes y
Generation F
RrYy
Y g }
RY Ry Gamaétes r
Cenération F>
g HY
Gametes A!' R Cametes
ry R
ry
! KRy

Transmission de deux caracteres

RY Ry rY ry
RY RYRY RYRy rYRY Ryry
Ry RyRY RyRy RyrY Ryry
ryY rYRY rYRy ryry ryry
ry ryRY ryRy ryrY ryry

Phénotype Parental:
Jaune lisse: 9

Vert rugueux: 1
Phénotype hybride:
Jaune rugueux: 3
Vert lisse: 3




L_es distances genétiques : the crossing over

La distance génétique désigne la distance virtuelle entre deux locus
situés sur un méme chromosome. Elle s'exprime le plus souvent en
centimorgans (Wikypedia)

Black White Vearmilion Rudimentary
body eye eye wing
]

Miniature
wing

0 1.0 30,7 33.7

La distance génétique désigne se calcule par : nombre de
recombinanant/effectif totale

234 Rrbb ---> Parental
246 rrBb ---> Parental
54 RrBb ---> recombiné
66 rrbb ---> recombiné

Distance génétique entre R et B : (54+66)/600= 0,2 soit 20cM

57.6



Objectifs du génie génetique
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Améliorer le vivant







