On part du gene étudie ou d'une
proteine purifiee pour aller vers un

phénotype (ordre oppose de la
genetique directe).




1) les généticiens compare les ORF

= Analyse des ORF par
bioinformatique; un logiciel examine
chacun des 6 cadres de lectures de tout
les chromosomes et recherche les
fragments commencant par le codon

ATG et se terminant par un codon stop
— recherche d’une homologie de
sequence partielle ou totale avec des
genes de fonction connue.




2) Le knock out des genes
La fonction d’une ORF peut eétre
recherchée par une Inactivation
complete (knock out) du gene par
mutagenese 1 vitro puis la recherche

de tout phénotype susceptible de
donner des renseignements sur la
fonction de ce gene.
Ce processus est en cours dans les
genomes  enticrement  sequences.




sequences identigues enire la consirietion ef le gene cible,
permeftani la recombinaison homologue
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(@) Mutation
dirigée

Nouveau-né male chimérique
(portant des cellules des deux
lignées de souris)

a/a:M/M

Chromosome
normal

‘1& \

Cellules ES ‘1\‘ Femelle noire
d'une souris g‘\
marron \Q\ Embryon au stade a/a;M/MplusA/A;:M/m Mére

blastocyste Embryon modifié porteuse _
/ =

ALA MM

(b)

Souris marron a/a;M/M
plus
A/A;M/m

Chimeére mature

al/a;M/M




» e knock out de nombreuses OR
aucune consequence phenotypic
on appelle ces ORF des genes

« orphelins »; d'autres se revelent
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3) Anal génétig

d’une protéine purifiée

Une protéine supposee étre impliquee
dans un phénotype d’intérét constitue un
point de depart pour une analyse en
génetigue Inverse.
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proteine candidate peut etre purifiée,
on peut déterminer la sequence en AA
de cette protéine et en deduisant la
sequence d’ADN du gene

correspondant a la seq d’AA de la
proteine.

Comme le code genetique est
degenere plusieurs seq d'ADN
differentes peuvent coder la méme
seq d’AA



= Par conséquent on peut synthetiser diverses
oligonucléotides correspondants a toutes
les combinaisons possibles de codons.
Le melange d’oligonucléotides est marque
et utilisé comme sonde pour sonder une
banque d’ADN génomique ou d’ADNc a la
recherche du gene qui a code cette seq
d’AA

Les genéticiens ont utilis€ cette technique

pour cloner le gene responsable de
I’hémophilicA




Séquence
d'acides aminés

L Codons possibles
sur I'ARN

Séquences
d'ADN possibles

xx% Oligonucléotides antisen
marqués et utilisés pour
sonder des banques
d'ADNc ou d'ADN

génomique




= | ‘analyse biochimique des facteurs de
coaqgulation chez un individu normal

et un individu

hemophile a revéle

'abscence d'une protéine Facteur VIII

Chez les hemophi
Il ont détermine

es.

a seqg en AA de cette

proteine et predit la sequence d’ADN
qui pourrait coder cette proteine. |l

ont synthetisé

des oligonucleotides

complémentaires a cette sequence et
sonder une banque d’/ADN génomique




= En comparant les sequences d’ADN
du gene codant le facteur VIl chez des
individus normaux et des individus
hemophiles : le gene du facteur VIII

est mute chez les hemophiles .

= Ce qui confirme que la mutation du
gene du facteur VIII est responsable
de la maladie.




- Nouvel outil d’analyse tres
puissant : interférence ARN (ARNi)
technique permettant une analyse

rapide de la fonction des genes.

- Méethode inactivant la fonction du
gene sans altérer sa séquence (sans
mutation héritable).




= Role : dans la nature les cellules utilisent
’ARN :

= protection contre les virus a ARN

(combinaison entre 'ARNi et 'ARN du virus
; 'ARN db brin est reconnu par des enz de
a cellule qui le degrade — aucune
oroteine du virus n'est traduite —
expression des genes viraux bloquee.




= prevention

elements transposables et viral (Ie
brin antisens de I’ARNi se fixe aux
regions complementaires du gene
ce qui conduit au recrutement de

protéines qui modifient ['ADN
(methylation) et empéche sa
transcription.)




= Regulation de l'expression des genes
(des petits ARNI antisens
complementaires d'un ARNmM sens
peuvent se fixer sur 'ARNm et empécher
sa traduction).




La forme d’extinction de gene 1la
plus étudieée est appelee

(ARNi) chez les
ANX et extinction Post
transcriptionnelle de geénes (

pour post transcriptionnal gene
silencing) chez les plantes.




= Deux types de petits ARN jouent un
role dans le mecanisme de
I'interference ARN:

= 2. Les siRNA ("small interfering RNA") ou
petits ARN interféerents (ARNSsi)

= ., Les mIRNA ("micro RNA") ou micro ARN
(ARNmi).




ARN et ARNs non codants

ARN

ARN codants ARN non codants (ncRNAs)

housekeeping ncRNAs Regulatory RNAs

Petits ARN non codants (*# 20aine nts)

N

ARN
messagers snoRNA miARN
(MRNAs)

Proteins




a) ARNsi

Precurseurs des siRNA

= a. Leslong dsRNA ("long double-stranded RNA"): longs
ARN double brin parfaitement complémentaires de
plus de 200 nucleotides.

b. Les shRNA ("short hairpin RNA") sont exprimeés dans
la cellule apres transfection par des vecteurs viraux

(- " ~Aa " A ¥ " \
\pPiasimiae, aGenovirus, recrovirus, ...).

dsRNA  TTTTTTTITTTTTTTTTITIOINT

shRNA D]]]]]]IDIO




Oriqaine
b |

Endogene: des séquences repétées — inversees
ou étre issus de la transcription de transposons
ou tres rarement d’ADN hétérochromatique.

Exogene: virus ou des structure artificielles
introduites (ARNdb)a des fins experimentales

(transgene).




Biosynthese

= Apres transcription ces precurseurs sont
clives tous les nucléotides par une
ribonuclease appeléee DICER ("eminceuse").

= Les courts fragments dsRNA obtenus sont
appelés petits ARN interferents ("small
interfering RNA" - siRNA).

" L3 ribonuclease DICER  transfere

les sSiIRNA a un complexe multienzymatique
: "RNA-Induced Silencing Complex" - RISC.




= |e brin sens du siRNA appelé passager est
clive.

= le brin antisens appelé quide dirige
le complexe RISC vers les ARNm possedant

une sequence complémentaire du
brin guide.

* le complexe RISC hydrolyse 'ARNm qui
n'est plus traduit en protéine.




Le complexe dicer fragmente
'"ARNdDb

l

Un segment dA’ARNdb se fixe
au complexe RISC et est déroulé

LARNM complémentaire se fixe
au complexe RISC

ARNM cible substrat

Le complexe RISC déegrade
FARNM lié




b) ARNmi

= Les miRNA ont eteé identifies dans tous les
regnes (mammiferes, drosophile, C. elegans,
plantes ...).

plus de 1000 genes codant des miRNA ont éte
identifies chez I'homme. (bioinformatique,
approche genetique, sequencage en masse
des petits ARN dans la cellule).

60% des genes codant des proteines
contiendraient des sequences cibles
de miRNA a l'extremite 3'UTR (unreleated
transcribed region).




Précurseurs et genes:

Les miRNA sont d'origine endogene : ils sont
synthetises dans le noyau sous forme de pri-
mIRNA ("primary-miRNA")

a partir des genes (poly-cistrons) les
mIRNA sont transcrits par I'

ont le " " en amont
du site de début de transcription

Un quart des miRNA proviennent des introns
de genes codants pour des protéines

Certains miIRNA peuvent provenir d’exons non
traduits .




Biosynthese

= 2¢me  forme d'extinction génique est
mediee par de petits ARN (ARNmi) —
Issu du clivage par Dicer dun

precurseur en épingle a cheveux
imparfaitement appariés de 70 a 130

nucleotides — obtention de long
fragments de 19 a 24 nucleotides —
s'hybrident avec les régions 3 non
traduites (UTR) de molécules dARNmM
matures et bloquent leur traduction .
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“*L'interaction miIARN/ARNmM peut avoir deux
consequences possibles :

v o |'inhibition de la traduction de ’'ARNmM ou

v'e |la lyse (partielle) de I'ARNm et donc
Indirectement la diminution de son
expression.




Mécanisme d’action des miRNA et
siRNA

Fri-rmiRMA
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|
||| Localisation

Taille

Origine

Transcription

Précurseur

Maturation dans le
cytoplasme

action

Localisé dans les régions
répétées du génome

ARNSsb de 21 a 22 nucléotides

Endogéene ou exogéne

Transcription par une
ARN polymeérase I

Précurseur en épingle a
cheveux ou double brin

Activé par Dicer (RNase Ill)

dans le cytopiasme

Formation d’un complexe
ribonucléoprotéique RISC

amenant I'’ARN simple brin a sa cible
ARNmM

Hybridation parfaite a la cible
Dégradation de 'ARNm par
clivage

Présent dans toutes les
régions du génome

ARNSsb de 19 a 25 nucléotides

Toujours endogene

Transcription par une
ARN polymérase Il ou IlI

Précurseur : pri-miARN
transformé en
pré-miARN par Drosha
(RNase Ill) dans le noyau

Activé par Dicer (RNase lll)

dans ie cytoplasme

Formation d’un complexe
ribonucléoprotéique RISC

amenant I’ARN simple brin a sa cible
ARNmM

Hybridation imparfaite a
la cible Inhibe la traduction
OU Dégrade 'ARNm



onctions des miRNA et siRNA

» L'ARN interference est un mecanisme hautement
conserve entre especes et permet d'éteindre
I'expression d'un gene

» Le role naturel du silencing par ARN semble étre:
la réegulation fine des genes

la defense contre les élements transposables et les

VIrus.

la recherche des genes cibles dans differentes
maladies.

Contrdle du developpement

P siRNA et miRNA sont des regulateurs negatifs de
'expression de genes en agissant sur des sequences
specifiques post transcriptionnellement




(découvrir Ia fonction
inconnue d'un gene connu).

= afin d'utiliser LARNi comme outil d'analyse
les chercheurs introduisent dans les cellules de
petites molécules d’ARN db synthétiques qui
induisent la méme voie de degradation que
celle induite par 'ARNI et entraine l'extinction
du gene pour lequel on voudrait etudier la
fonction.




4 LU'ARNdb est Un transgéne contenant une 1 Un transgéne contenant deux
répétition inversée est introduit promoteurs orientés en sens invers

dans le genome est introduit dans le génome
5 31 ' — W
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ARNdb WVAAA

l 2 Le transcrit d’ARN forme 2 Des molécules compleé-

synthétisé
in vitro

une boucle ainsi qu'une tige mentaires d’ARN sont
de séquences complémentaires transcrites et s’hybrident

appartenant au méme brin

2 L'ARNdb est injecté ,—mﬁ ARNGb TETTTIIIIT o, ARNdb
dans la cellule —— ke )

Trois facons de créer et d’introduire de I’ARN
db dans la cellule
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DMTase

l Dicer

ARNSsi/RISC

>

ARNI 3' UTR
PTGS

Répression ou arrét
de la traduction

Mécanisme de régulation génique par extinction de genes dépendante

des ARN

Rdm: methylation de '’ADN dirigée (RNA directedDNA methylation
DMTase: ADN meéethyl Transferase




LE CODE GENETIQUE

Premiére Troisiéme |
lettre 5 Deuxiéme lettre lettre '
extrémité 5' | extrémité 3’

S

Cc

Ser

Pro
Pro
Pro
Pro
Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
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