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Résumé

Avec le développement de la génétique et des nouvelles technologies a trés haut débit, nous
faisons actuellement face a la production de données a un niveau encore jamais atteint. En effet,
il est aujourd’hui démontré que les données produites par les technologies de séquencage a haut
débit seront plus importantes que tout ce qui a jamais €t€ produit dans le passé y compris le web
lui-méme ! Nous faisons donc face a de multiples challenges tant pour le stockage de ces
données (les nouvelles plateformes de séquencage peuvent produire jusqu’a 0,1 téraoctets de
données par heure) que pour leur analyse. L’objectif de ce travail est donc de faire le point sur
les apports de la bioinformatique notamment par les différentes bases de données et outils
bioinformatiques qu’elle a permis de créer ces dernieres années et qui sont aujourd’hui autant

d’outils incontournables pour les généticiens.

Mots clé : Bioinformatique, Bases de données, Banque de données

uadla
Oe G ol (e DUl #U) Gl dalss cdepad) dalle saaad) calailly gl ale sk aa
@ a ST (S dali) dlle Judeal) el Lgais Al cblal) of GV a8 adlsl 8. Jd
oS bl s3a 3aT) Basia cibant daes SN Tougll @lly 8 Ly ooaldl) 6 4l &5 o
Ol Al L Lgllarly (delall 8 clibal) e il 0.1 () deas Lo sanall Judeil) ciliaia s o
Ana ) ULl aeld DI e Lo ¥ cdogeal) dilasleall Cilaalioe anii 5o Jaall 138 (e Cangl)
s elalal agall dalie Convial ) (3aY) Clgiall 8 laslis] #5)  Lgaall Lilasleall cilgal

bl @y (llal) aclgl gl dleglaall :dpalidal) cilalsl)




Sommaire

Remerciement
Dédicace
Sommaire

List d’abréviation
Liste des figures
Liste des tableaux

INTRODUCTON GENERALE .......ccooiiiiiiiiiee et 6
CHAPITRE I : BIBLIOGRAPHIE
[.1. La bio-InfOrmatiqUe :........ccoecviieiiiieeeiie ettt eve e et aae e e e 6
I.1.1. Définition de la bio-informatique :.........cccoeeeeeiiieniiieeeiee e, 8
[.1.2. Description de l1a bio-informatique :..........cccceerveercieeeieeeiee e 9
[.1.3 Démarche de la bio-informatique :.........ccceeeveeviieeiieeiieeiecieesie e 9
[.1.4.Domaines d’appliCations ...........cceceeevueeeriieeniieerieenieesieeeieeeieeevee e 12
[.2.Les acides nucléiques et Ies proteines ..........ccccevveevererieeniieesiieesieeerree e 15
[.2.1. Généralités sur les acides nUCI€IQUES..........cceereeeeiierciieeiieciieeiee e, 15
[.2.2. L’ADN : L’acide Désoxyribonucléique..........ccceevveerveencrieeseesneeennen. 16
[.2.3. L’ARN : L’acide ribonucl@ique..........ccceeeuviieeciiieeiieeeiiee e 21
1.3. Extraction et purification des acides nuCI€IqQUES : ........cccceeeevieeecireeeinennnn. 28
[.3.1. Extraction des acides NUCICIQUES :........cceevieeeciiieciiie e 28
1.3.2.Purification des acides NUCIEIQUES :.......cccueeeeiieiiiiieeeiee e 31
CONCLUSION ..ottt ettt et st ste et e seesssesnbeenseeseenseesssessseennes 33
CHAPITRE II : LE STOCKAGE DE LA BIO-INFORMATIQUE

INTRODUCTION.......ooiiiiieeiiieieettete ettt ettt seeessaeenaeense e 35
I1.1. Les banques de dONNEES : ........coeveieeiieiiieeiieciecceceteerve e e e 36
TL 1.1, DEIINTEHION : .ottt 36
I1.2. Caractéristique d’une base de données : .........ccceeevreviierieenciiencieeie e, 38
I1.3.R6le de basses de dONNEES : .......cevveeiiriiiiiiiniieeieeieeee e 39
I1.4. Classification d’une base de données bibliographique: ............c.ccueenee.. 39
IL.5. Contenues des bases de données biologiques : ........cccvvevveeeieeecieercneennnen. 42
I1.6. Les types de banques de dOnnées :.........ccceeevveeeeiiiieeiiieeecieeeceee e 42
I1.7. Les bases de données bio-informatiques les plus utilisées : .................... 44
CONCLUSION ...ttt ettt ae e te e e s e saesaseenseennes 44
CONCLUSION GENERALE ..ot 46

BIBLIOGRAPHIE. ... e 48



Liste des abréviations

ENSEMBL European Bioinformatics Institute / Wellcome Trust Sanger Institute

ADN Acide Désoxyribonucléique

ARN Acide Ribonucléique

BED "Browser Extensible Data", un format de fichier basé sur le texte

BS BASE DE DONNEES

F ASTQ Format basé sur le texte pour la représentation des séquences nucléotidiques
et leurs

Scores de qualité.

FASTA Format basé sur le texte pour la représentation des séquences nucléotidiques.
NCBI (National Cancer for Biology Information)
NGS Séquengage de nouvelle génération ("Next Generation Sequencing")

Liste des figures

Figure 1. 1: 1a blo-InfOrmMatiQUe .........eeeuiiieiieeeiie ettt e e ree e e e e e e 9
Figure L. 2 : Structure chimique des principales bases nucléiques..........cccceeeeveerveeiiieneeeneenne. 16
Figure L. 3 : ’acide phoSPhOTIQUE & ....cueiiuiieiieiiieiieeie et 16
Figurel. 4 : structure chimique du ribose et du déSOXyriboSe :........ccceeveriieriinieriienienienienieene 16
Figure 1.5: 185 DASES QZOLEES ......eeuviruiiiiiiiiiiieieete ettt 17
Figure L. 6 : Structure primaire de PADN .......cociiiiiiiiieieeeee e 18
Figure 7 : Structure SECONAAITE. .........eeiiiieeiiieeiiee et et eeteesee et eesteeesaeeeseaeeeseseeesaeeennneens 19
Figure 1. 8 : Structure Tertiaire de I’ADN (double Hélice d’ADN).......ccoevvveevciieeeciieeeieeeen, 20
Figure I. 9 : Séparation de brin d'ADN en fonction de température ............ccccvveevveeerreeennenn. 21
Figure 1. 10 Structure de PARN ......ooiiiieeceeee ettt e eeve e e eaaee e 23
Figure I. 11 : Structure ARN MESSAZE .....ocveeruiriiriieiiiieriieieeeeit ettt 24
Figure 1. 12: Structure ARNL.....cocoiiiiiieiieee ettt s 25
Figure I. 13: Structure de L’ ARN r1b0SOMAL ......cc.oiviiiiiniiiiiniiiiiiccteiecesee e 26

Liste des tableaux

Tableau I. 1: I’évolution de la bio-Informatique ............ccceeeeiieeriiieeeiie e 10



Introduction




Introduction générale
« La création, c'est I'art de déborder le sujet ». Marie-Catherine Dupuy

A Dlinterface entre biologie, informatique et mathématique, la bio-informatique analyse
et interpréte au moyen de méthodes informatique, les données biologiques que sont les
séquences de geéne et des protéines cellulaires, et apporte ainsi de nouvelles connaissances sur
le fonctionnement des cellules et des organismes vivants (Rechenman, 2004).Dans ce
mémoire, nous présentons une étude détaillée sur relation entre la biologie et la bio-
informatique, et comment ¢a passe le traitement des quantités énormes de données générées par
cette technologie qui nécessite des moyens informatiques puissants et efficaces. A la lumiére
de ce qui a été développé précédemment, notre travail de recherche est centré sur I’outil bio-
informatique utiles en biologie : banque et base de données afin de répondre a la problématique

suivante :

Face aux quantités énormes des données générées, quelles sont les outils de la bio-

informatique auxquels la biologie fait recours ?

Pour mieux comprendre ce sujet, diverses interrogations découlent de notre
problématique, a savoir :Comment se définit la bio-informatique ? Quelles-sont ses

démarches ?

¢ Qu’est-ce que les acides nucléiques ?

+ Comment se passe le stockage de la bio-informatique ?

Ce sont ces questions, qui vont orienter notre problématique et nous permettre de rédiger
notre mémoire. Pour tenter d’avoir les éléments de réponses a notre problématique, notre
présent travail s’est principalement basé sur une démarche de recherche bibliographique, a

travers des lectures d’ouvrages, des rapports de stage et des mémoires.

Ce document se compose de deux chapitres principaux, une conclusion. Le premier
chapitre intitulé « bibliographie » décrit les principes de base de bio-informatique, suivi d’une
étude détaillée des acides nucléiques et les protéines. Ensuite, le deuxieme chapitre qui présente
le stockage de la bio-informatique. La description sera subdivisée en deux grandes parties. La
premicre décrira les banques de données. La deuxiéme partie, quant a lui, concernera la
description des bases de données.La section conclusion présente une synthése basée sur les

résultats obtenus par 1'étude et les perspectives de recherche qui en découlent.
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Chapitre I : Bibliographie

INTRODUCTON

La bio-informatique est un domaine de recherche qui analyse et interpréte des données
biologiques, au moyen de méthodes informatiques, afin de créer de nouvelles connaissances en

biologie.

Tout au long de ce chapitre, nous essaierons de répondre a ces questions : Qu’est-ce-que la bio-
informatique et quelles sont ses descriptions et ses démarches ? Quelles sont les acides

nucléiques et les protéines?

Ce chapitre sera I’occasion pour nous de comprendre la notion de la bio-informatique a travers
sa définition, ses descriptions et ses démarches, et pour conclure ce chapitre, on abordera les

acides nucléiques et les protéines.

I.1. La bio-informatique :

Dans cette section nous présentons des notions de biologie qui sont en principe nécessaires pour

bien mettre en contexte la bio-informatique.

La bio-informatique (bioinformatics) ou biologie computationnelle (computational biology) traite
de la gestion et de 1’analyse de données biologiques ; elle constitue 1’un des principaux piliers des
branches modernes des sciences de la vie et des industries connexes. Parmi les domaines d’application
de la bio-informatique figurent la recherche pharmaceutique, la science du diagnostic médical, la
production d’aliments pour animaux et la recherche de nouvelles énergies. 11 convient aussi de faire
mention des applications faisant appel aux nanotechnologies. De nos jours, il n’est plus possible de faire

de la recherche de pointe en biologie sans avoir recours a la bio-informatique.

+ C’est une science interdisciplinaire qui utilise des méthodes théoriques assistées par
ordinateur pour résoudre des problémes scientifiques. Elle a contribué aux grandes
avancées de la biologie et de la médecine modernes. La bio-informatique s’est fait
connaitre dans les médias en 2001 grace au role primordial qu’elle a joué dans le

séquencage et le décryptage du génome humain (ADN).

X/
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La bio-informatique est une discipline qui est fortement compartimentée tant eu égard
aux problémes posés que concernant les méthodes appliquées. Les principales branches
de la bio-informatique sont la gestion et I’intégration de données biologiques, I’analyse
de séquences, la bio-informatique structurale et 1’analyse de données issues des

technologies a haut débit. Comme la bio-informatique est indispensable a 1’analyse de



grandes quantités de données, elle constitue 1’'un des piliers essentiels de la biologie
systémique.

Dans le monde anglophone, bioinformatics est souvent opposé a computational biology,
qui couvre un domaine plus large que la bio-informatique classique ; le plus souvent, ces deux
termes sont toutefois utilisés comme synonymes. Aujourd’hui, la bio-informatique est une
discipline a part enti¢re et bien établie qui compte parmi les sciences de base de la biologie et
de la médecine et qui, a ce titre, est enseignée dans plusieurs villes de Suisse.

Pour la Suisse, le potentiel de la bio-informatique réside dans le fait que cette discipline est
axée a la fois sur les applications pratiques et sur la recherche pure. La priorité est donnée au
soutien d’industries clés comme ’industrie pharmaceutique, la science du diagnostic ou la
biochimie spécialisée et d’entreprises comme Novartis, Roche Pharma, Merck Serono,
Actelion, Roche Diagnostics, DSM ou Lonza. Ces industries et entreprises, pour rester
compétitives, ont des besoins importants en bio-informatique, raison pour laquelle elles
investissent dans cette discipline. Par ailleurs, il existe aussi, dans le monde académique (et en
particulier au sein de I’Institut suisse de bioinformatique, SIB), un grand savoir-faire et une
concentration de compétences en bio-informatique.

Avec deux des plus grands fournisseurs du monde (GeneData et GeneBio) et des
succursales d’entreprises informatiques proches des milieux de la recherche, la Suisse est, a
I’instar des Etats-Unis, de I’ Allemagne et du Royaume-Uni, I’un des leaders de la discipline. I
convient de maintenir et de renforcer cette position afin de parvenir, a moyen ou a long terme,
a garantir des emplois hautement qualifiés fondés sur le savoir et a établir de nouveaux
domaines d’application offrant d’importants débouchés sur le plan international. D’ici a
quelques années, les chercheurs espérent faire bénéficier les patients des progres du diagnostic
moléculaire, objectif pour lequel la bio-informatique est fortement mise a contribution
(médecine personnalisée).

Les enjeux liés a la bio-informatique résident dans la sécurité et la qualité des données, la
gestion des données (massives et complexes), I’évaluation et 1’intégration des données et,
indirectement, dans la protection de la propriété intellectuelle (brevetage des logiciels, p. ex.),
la validation des systémes informatiques (certification des logiciels, p. ex.), la transparence
relative aux questions d’ordre juridique et éthique et aux procédures étatiques (procédures

d’approbation, etc.).



I.1.1. Définition de la bio-informatique :
On trouve un grand nombre de définitions selon I'acception du terme et selon la

prépondérance de "bio" sur "informatique" ou l'inverse

» Labio information est I'information liée aux molécules biologiques : leur séquence, leur
nombre, leur(s) structure(s), leur(s) fonction(s), leurs liens de "parenté", leurs
interactions et leur intégration dans la cellule ...

» Cette bio information est issue de diverses disciplines : la biochimie, la génétique, la
génomique structurale, la génomique fonctionnelle, la transcriptomique, la
protéomique, la biologie structurale (structure spatiale des molécules

» Une définition de la bioinformatique : analyse de la bio information par des moyens

informatiques

La définition du NCBI (2001) est : "Bioinformatics is the field of science in which biology,
computer science, and information technology merge into a single discipline."
De maniere générale :

» discipline récente (quelques dizaines d'années).

» discipline hybride : elle est fondée sur des concepts et des formalismes issus de la
biologie, de l'informatique, des mathématiques et de la physique, de la chimie
(techniques de séquencage, ...).

» discipline qui utilise tout le potentiel de traitement de l'informatique : modéles
théoriques, algorithmes et programmes, bases de données, ordinateurs, réseau Internet,
protocoles de communication, langages,..._(COURS BIO INFORMATIQUE, Faculté des
Sciences Exactes et Appliquées , ,/ M1- CTC 2019/2020)



Figure L. 1: la bio-informatique
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I.1.2. Description de la bio-informatique :

o Discipline récente (quelques dizaines d'années).

e Discipline hybride : elle est fondée sur des concepts et des formalismes issus de la
biologie, de l'informatique, des mathématiques et de la physique, de la chimie
(techniques de séquencage, ...).

e Discipline qui utilise tout le potentiel de traitement de l'informatique : modéles
théoriques, algorithmes et programmes, bases de données, ordinateurs, réseau Internet,
protocoles de communication, langages, ... (www.aquaportail.com/definition-531-

arn.html consulté le 02/02/2022)

1.1.3 Démarche de la bio-informatique :

La démarche de la bio informatique peut étre résumée selon les étapes suivantes :
1)- Compilation et organisation des données biologiques dans des bases de données :
> bases de données généralistes (elles contiennent le plus d'information possible sans
expertise treés poussée de 1'information déposée)

» bases de données spécialisées autour de themes précis



2)- Traitements systématiques des données : 1'un des objectifs est de repérer et de caractériser

une fonction et/ou une structure biologique importante. Les résultats de ces traitements

constituent de nouvelles données biologiques obtenues "in silico".

3)- Elaboration de stratégies :

» apporter des connaissances biologiques supplémentaires en combinant les données

biologiques initiales et les données biologiques obtenues "in silico".

» ces connaissances permettent, a leur tour, de développer de nouveaux concepts en

biologie.

» concepts qui, pour étre validés, peuvent nécessiter le développement de nouvelles

théories et outils en mathématiques et en informatique.

Quelques étapes clé en biologie moléculaire, en informatique et en bioinformatique (la liste ne

peut évidemment pas étre exhaustive), sont données dans le tableau

! suivant, pour nous

permettre de comprendre 1’évolution :

Tableau 1. 1: I’évolution de la bio-informatique

Margaret Dayhoff et al. : Premiére compilation de protéines ("Atlas

1965 of Protein Sequences"). Matrices de substitution

1967 Article : "Construction of Phylogenetic Trees" - Fitch & Margoliash

1970 Algorithme pour l'alignement global de séquences : Saul Needleman
& Christian Wunsch

1971 Premier microprocesseur Intel 4004

1972 Clonage de fragments d'ADN dans un virus, I'ADN recombiné : Paul
Berg, David Jackson, Robert Symons

1973 Découverte des enzymes de restriction qui coupe spécifiquement
I'"ADN.
M¢éthode de transfection (introduction d'un ADN étranger) des
cellules eucaryotes grace a un virus (vecteur).

1974 Programme de prédiction de structures secondaires des protéines :

"Prediction of Protein Conformation" - Chou & Fasman. Vint Cerf

et Robert Khan développent le concept des réseaux reliant des

! Etablis par I’étudiante
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ordinateurs au sein d'un « internet » et développent deux protocoles
fondamentaux "Transmission Control Protocol" (TCP) et "Internet

Protocol" (IP).

1977 Développement des micro-ordinateurs accessibles a tous Techniques
de séquencage d'ADN : Frederick Sanger / Maxam & Gilbert
1978 - 1980 Mutagénese dirigée : Michael Smith Séquengage du ler génome a

ADN, le bactériophage phiX174 : Frederick Sanger Premiéres bases
de données : EMBL, GenBank, PIR Acceés téléphonique a la base de
données PIR

1981 : 370.000
nucléotides

GenBank : 270

Micro-ordinateur IBM-PC 8088 Programme d'alignement local de

séquences : Temple Smith & Michael Waterman

séquences
1983 IBM-XT disque dur (10 Mb)
Amplification de I'ADN : réaction de polymérisation en chaine (PCR
1984 - Karry Mullis) Maclntosh : interface graphique & souris
"FASTA" : Programme d'alignement local de séquences - David
1985 Lipman & William Pearson
1987 Nouveau vecteur permettant de cloner des fragments d'ADN 20 fois
plus grands : le YAC (Yeast Artificial Chromosome) qui rend
possible le séquencage de grands génomes.
Taq polymérase, enzyme thermostable pour la PCR. Création du
1988 "National Centre for Biotechnology Information" (NCBI).
1989 INTERNET succede a ARPANET
Clonage positionnel et premier essai de thérapie génique. "BLAST"
1990 : Programme d'alignement local de séquences - Altschul et al.
"Expressed Sequences Tags" (EST) : méthode rapide d'identification
1991 des genes (C. Venter).
1992 Séquencage complet du chromosome III de levure
"European Bioinformatics Institute" (EMBL). Création a terme du
1993 "European Bioinformatics Institute" (EMBL - EBI).
1995 Analyse du transcriptome : début des puces a ADN
1996 Séquengage complet de la levure (consortium européen).

11




1997

11 génomes bactériens séquencés Evolutions de BLAST : "Gapped

BLAST" et "PSI-BLAST"

1998

Séquencage de 2 millions de nucléotides par jour. Interférence ARN

2000

Séquencage

2001

Séquence "premier jet" complete du génome humain

Années 2000

Epigénétique : développement de technologies d'analyse des
modifications de I'ADN et des histones. Accés aux revues et
journaux scientifiques : développement de I'"'open access". Montée
en puissance de la biologie synthétique. Détermination de structures
de systemes biologiques de plus en plus complexes (ribosomes,
spliceosome, virus, ...) - cryo-microscopie é€lectronique et autres

techniques ("femtosecond pulses / X-ray free-electron laser")

2007 - 2008

Avénement des nouvelles technologies de séquencage a trés haut
debit, dites de seconde génération et maintenant de 3¢ génération.
Prise de conscience du phénomene "big data" (pas seulement en

biologie) qui devient peu a peu une discipline scientifique.

Mars 2019 : > 303
milliards de
nucléotides > 49
millions séquences

d'acides aminés

Plus de 18.900 génomes eucaryotes et procaryotes séquencés et des

milliers en cours de séquengage (Genomes OnLine).

_(Juliana Silva Bernendes ;Hugue Richards ; introduction a la bio informatique)

I.1.4.Domaines d’applications

1)- L'acquisition des données biologiques

» les séquences nucléotidiques et les séquences polypeptidiques

» les gels bidimensionnels et les différentes méthodes de spectrométriec de masse

(protéomique)

les données de puce a ADN

les données de structures tridimensionnelles

>
>
» l'uniformisation - standardisation des (formats de) données
>

la recherche de phase de lecture ouverte (géne) et de signaux de régulation de la

transcription et de la traduction, détection de bornes introns/exons
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» larecherche de régions transcrites (EST) - profil d'expression des geénes (puces a ADN,
analyse d'images)
» la détection de polymorphismes de nucléotide simple ou d'insertion / délétion
» lareconstruction d'arbres phylogéniques
» lanalyse de génomes entiers (génomique structurale, synténie) - réseaux de genes
» l'ontologie : I'organisation hiérarchique de la connaissance sur un ensemble d'objets par
leur regroupement en sous-catégories suivant leurs caractéristiques essentielles
2)- Le séquencage :
La bio-informatique intervient aussi dans le séquengage, avec par exemple l'utilisation de puces
a ADN ou biopuce. Le principe d'une telle puce repose sur la particularité de reformer
spontanément la double hélice de I’acide désoxyribonucléique face au brin complémentaire.
Les quatre molécules de base de ' ADN ont en effet la particularité de s'unir deux a deux. Si un
patient est porteur d'une maladie, les brins extraits de ' ADN d'un patient, vont hybrider avec
les brins d'ADN synthétiques représentatifs de la maladie.
Depuis l'invention du séquencage de I'ADN par Frederick Sanger dans la deuxiéme moitié des
années 1970, les progrés technologiques dans ce domaine ont été tels que le volume des
séquences d'ADN disponibles a progressé de maniére exponentielle, avec un temps de
doublement de 1'ordre de 15 a 18 mois, c'est-a-dire un peu plus rapidement que la puissance des
processeurs des ordinateurs (Loi de Moore). Un nombre exponentiellement croissant de
séquences de génomes ou d'ADN complémentaires sont disponibles, dont l'annotation (ou
interprétation de leur fonction biologique) reste a effectuer.
La premicre difficulté consiste & organiser cette énorme masse d'information et de la rendre
disponible a I'ensemble de la communauté des chercheurs. Cela a été rendu possible grace a
différentes bases de données, accessibles en lignes. A I'échelon mondial, trois grandes
institutions sont chargées de l'archivage de ces données : le NCBI aux Etats-Unis, I'EBI en
Europe et le DDBJ (en) au Japon. Ces institutions se coordonnent pour gérer les grandes bases
de données de séquences nucléotidiques comme GenBank ou I'EMBL database, ainsi que les
bases de données de séquences protéiques comme UniProt ou TrEMBL. Il faut ensuite
développer des outils d'analyse de séquences afin de pouvoir déterminer leurs propriétés.
» Recherche de protéines a partir de la traduction de séquences nucléiques connues. Celle-
ci passe par la détermination des cadres de lecture ouverts d'une séquence nucléique et

de sa ou ses traduction(s) probables
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» Recherche de séquences dans une banque de données a partir d'une autre séquence ou
d'un fragment de séquence. Les logiciels les plus fréquemment utilisés sont de la famille
BLAST (blastn, blastp, blastx, tblastx et leur dérivés).

» Alignement de séquences : pour trouver les ressemblances entre deux séquences et
déterminer leurs éventuelles homologies. Les alignements sont a la base de la
construction de parentés suivant des critéres moléculaires, ou encore de la
reconnaissance de motifs particuliers dans une protéine a partir de la séquence de celle-
ci.

» Recherche de motifs ou structures consensus pour caractériser les séquences

3)- Modélisation moléculaire :

Les macromolécules biologiques sont en général de dimensions trop petites pour é&tre
accessibles a des moyens d’observations directes telles que la microscopie. La biologie
structurale est la discipline qui a pour objet de reconstruire des modeles moléculaires, par
l'analyse de données indirectes ou composites. L'objectif est d'obtenir une reconstruction
tridimensionnelle présentant la meilleure adéquation avec les résultats expérimentaux. Ces
données sont issues principalement d'analyses cristallographiques (étude des figures de
diffraction des rayons X par un cristal), de résonance magnétique nucléaire, de cryomicroscopie
¢lectronique ou de techniques de diffusion aux petits angles (diffusion des rayons X ou diffusion
des neutrons). Les données issues de ces expériences constituent des données (ou contraintes)
expérimentales qui sont utilisées pour calculer un modéle de la structure 3D. Le modé¢le
moléculaire obtenu peut étre est un ensemble de coordonnées cartésiennes des atomes
composant la molécule, on parle alors de modele atomique, ou une "enveloppe", c'est-a-dire
une surface 3D décrivant la forme de la molécule, a plus basse résolution. L'informatique
intervient dans toutes les étapes conduisant de I'expérimentation au mode¢le, puis dans 'analyse
du modgele par la visualisation moléculaire (voir les protéines en 3D).

Un autre volet de la modélisation moléculaire concerne la prédiction de la structure 3D d'une
protéine a partir de sa structure primaire (I'enchainement des acides aminés qui la composent),
en prenant en compte les différentes propriétés physico-chimiques des acides aminés. Cela a un
grand intérét car la fonction, l'activité d'une protéine dépend de sa forme. De méme, la
modélisation des structures 3D d'acides nucléiques (a partir de leur séquence nucléotidique)
revét la méme importance que pour les protéines, en particulier pour les structures d'ARN :

La connaissance de la structure tri-dimensionnelle permet d'étudier les sites actifs d'une

enzyme, mettre au point informatiquement une série d'inhibiteurs potentiels pour cette enzyme,
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et ne synthétiser et ne tester que ceux qui semblent convenir. Cela permet de réduire les cotts
en temps et en argent de ces recherches.

» De méme la connaissance de cette structure permet de faciliter l'alignement de

séquences protéiques.
» La visualisation de la structure tridimensionnelle d'acides nucléiques (ARN et ADN)
fait également partie de la palette des outils bio-informatique trés utilisés.

4)- Construction d'arbres phylogénétiques
On appelle génes homologues des génes descendant d'un méme géne ancestral. De fagon plus
spécifique, on dit de ces génes qu'ils sont orthologues s'ils se retrouvent dans des especes
différentes (spéciation sans duplication), ou qu'ils sont paralogues s'ils se retrouvent chez la
méme espece (duplication a l'intérieur du génome).
Il est alors possible de quantifier la distance génétique entre deux espéces en comparant leurs
genes orthologues. Cette distance génétique est représentée par le nombre et le type de
mutations qui séparent les deux genes.
Appliquée a un nombre plus important d'étres vivants, cette méthode permet d'établir une
matrice des distances génétiques entre plusieurs especes. Les arbres phylogénétiques
rapprochent les especes qui ont la plus grande proximité. Plusieurs algorithmes différents sont
utilisés pour tracer des arbres a partir des matrices de distance. Ils reposent chacun sur des
modeles de mécanismes évolutifs différents. Les deux méthodes les plus connues sont la
méthode UPGMA et la méthode du Neighbour Joining mais il existe d'autres méthodes basées
sur le Maximum de Vraisemblance et le Bayésien Naif.
La construction d'arbres phylogénétiques est utilisée par les programmes d'alignements
multiples de séquences afin d'éliminer une grande partie des alignements possibles et de limiter
ainsi les temps de calcul : il permet ainsi de guider l'alignement total._ (Bernendes, Richards,

& informatique)

I.2.Les acides nucléiques et les protéines

1.2.1. Généralités sur les acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des polymeres formés par 1’association de plusieurs
nucléotides. Chaque nucléotide est constitué¢ lui-méme d’une base hétérocyclique purique (A et
G) ou pyrimidique (C, U, T), d’un pentose et d’un acide phosphorique. Selon la nature du
pentose, on distingue deux types d’acide nucléiques : les acides ribonucléiques ou ARN

(contenant du ribose) et les acides désoxyribonucléiques ou ADN (contenant du désoxyribose).
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(https://www.etudier.com/G%C3%A9INn% C3%A9tique%20mol%C3% A9culaire
consulté le 02/02/2022)
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Figure I. 2 : Structure chimique des principales bases nucléiques

béta-D-ribofuranose béta-D-2- désoxyribofuranose

Figurel. 4 : structure chimique du ribose et du désoxyribose :

1.2.2. I’ADN : L’acide Désoxyribonucléique

La biologie moléculaire est une discipline scientifique au croisement de la génétique, de
la biochimie et de la physique, dont l'objet est la compréhension des mécanismes de
fonctionnement de la cellule au niveau moléculaire. Le terme « biologie moléculaire », utilis¢
la premiere fois en 1938 par Warren Weaver, désigne également l'ensemble des techniques de

manipulation d'acides nucléiques (ADN, ARN), appelées aussi techniques de génie génétique.
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Apres la découverte de la structure en double hélice de I'ADN en 1953 par James Watson (1928-
), Francis Crick (1916-2004), Maurice Wilkins (1916-2004) et Rosalind Franklin
(1920-1958), la biologie moléculaire a connu d'importants développements pour devenir un
outil incontournable de la biologie moderne a partir des années 1970.

Depuis la fin des années 1950 et le début des années 1960, les biologistes moléculaires ont
appris a caractériser, isoler et manipuler les composants moléculaires des cellules et des
organismes. Ces composants incluent 'ADN, support de l'information génétique, I'ARN, et les
protéines, molécules structurelles et enzymatiques les plus importantes des cellules.
(Introduction a I’analyse génétique Griffith S. Wessler. 4eme édition de boeck)

1. Définition de ’ADN :

ADN est I’acide désoxyribonucléique, un acide nucléique composé de désoxyribose, de
phosphate, d'adénine, de cytosine, de guanine et de thymine. L'ADN contient les instructions
génétiques utilisées dans le développement et le fonctionnement de tous les organismes vivants
et de certains virus, et qui est responsable de sa transmission héréditaire.
Cette macromolécule constitue le support des informations génétiques de tous les étres
vivants excepté les virus a ARN. Elle est formée d'une double chaine hélicoidale de
désoxyribonucléotides, chaque chaine ou brin étant complémentaire de 1'autre.
2. Structure de I'ADN:
» Eléments constitutifs de ’ADN

L’ADN est constitué¢ de 03 éléments des nucléotides monophosphates.

v" Un groupe phosphate (phosphoryle)

v" Un sucre, le désoxyribose : un pentose (5 carbones)

v Une base azotée qui peut étre I’une des 4 bases azotées suivantes : (figure 05)
Adénine : A, Guanine : G, Cytosine : C, Thymine : T C
Les bases A et G sont des purines ou bases puriques.

Les bases C et C sont des pyrimidiques ou bases pyrimidiques.

NH> le] [e]

P CH3
N i N T i HN i HIN i
B K = )‘\ )\ 2\
o < o
H > H H
pyrimidine cytosine uracile thymine
2 oxy-4-aminopyrimidine 2 4 dioxypyrimidine S-méthyl-2 4 dioxypyrimidine
bases pyrimidiques
NH o

purine adénine suanine
imidazopyrimidine 6-aminopurine 2_amino-6-oxypurine

bases p’urlques
Figure L.5: les bases azotées
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L’association de chaque base avec une molécule de sucre constitue un nucléoside, et I’ajout
d’un groupe phosphate donne un nucléotide monophosphate.

» Structure primaire de ’ADN :
ADN est constitu¢ par I’enchainement linéaire de sous unité de base, les nucléotides qui forment
un filament non ramifi¢. Un nucléotide est composé d’un groupement phosphate, d’un sucre, le
D-désoxyribose (qui constituent le squelette de I’ADN) et d’une base purique ou pyrimidique

(figure 06). (Cours de biologie moléculaire faculté de médecine de Batna : 2015/2016)
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Figure L. 6 : Structure primaire de ’ADN

» Structure secondaire de ’ADN:
Selon Watson et Crick en 1953, I’ADN est formé de deux chaines (polymeére) enroulés 1’'une
autour de I’autre en une double hélice.
Les bases azotées des deux brins sont reliées par des liaisons faibles c’est des liaisons
d’hydrogenes. Les bases sont associées par paires. Dans chaque paire il y a toujours une purine

associée a une pyrimidine.
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v" Les bases A sont associées aux bases T par 2 liaisons Hydrogéne.

v" Les bases G sont associées aux bases C par 3 liaisons Hydrogéne.
Les deux brins sont complémentaires 1’un de I’autre mais ne sont pas identiques. Chaque brin
d’ADN possede une extrémité 5'-phosphate et une extrémité 3 -hydroxyle.par convention, une
orientation est définie de ’extrémité 5'P 3’OH. Les deux brins sont orientés en sens opposés,

on dit qu’ils sont anti paralléles (figure 07).
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Figure 7 : Structure secondaire

» Structure Tertiaire de I’ADN (double Hélice d’ADN) :
Chaque brin d’ADN ressemble a une hélice, les deux brins forment une structure en double
hélice. La double hélice présente deux types de sillons : les grands sillons et les petits sillons.
C’est au niveau de ces deux types de sillons que se fixent les protéines nécessaires aux processus
de transcriptions, de réplication ou de réparation de ’ADN. (Biologie moléculaire Houali K.

Lahcen S.2005.)
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Figure I. 8 : Structure Tertiaire de ’ADN (double Hélice d’ADN)

3. Propriétés physicochimique de ’ADN:

- La taille : les acides nucléiques (ADN et ARN) sont les plus grandes macromolécules
naturelles. 03 caractéristiques peuvent tre utilisées pour exprimer la taille :

v Lalongueur : ( en pm ou en nm).

v" Lamasse moléculaire en Dalton : 1 dalton=la masse d’un atome d’hydrogéne.
1 kilo dalton (Kda) = 100 Da.

v' Le nombre de nucléotides ou de bases (noté b) pour les molécules
monocaténaires (simple brin) ou de paires de bases (noté pb) pour les

bicaténaires (doubles brins) : 1 kilo paires de bases (Kpb) = 1000 pb.
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Spectre d’absorption de ’ADN : I’ADN présente une absorption de la lumiére (densité
optique) qui est maximale dans ["ultraviolet UV a une longueur d’onde = 260nm.

Température de fusion : Si une solution d'ADN est chauffée, a une certaine température, les
liaisons hydrogene qui assurent la cohésion des 2 brins appariés se rompent figure 4. On parle
de fusion de I'ADN caractérisée par la température de fusion (Tm : melting temperature) (La
dénaturation et la renaturation des brins d'ADN en solution sont des reconstitutions critiques

pour diverses fonctions biologiques normales (réplication; transcription ...etc.)
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Figure I. 9 : Séparation de brin d'ADN en fonction de température

Renaturation de ’ADN : la fusion est un phénomene réversible : en baissant lentement
la température, il y a une réassociation des 2 brins, c’est la renaturation de I’ADN. Deux
simples brins provenant de 2 ADN différents chauffés peuvent aussi réassocier elle
s’appelle Hybridation.

Solubilité de PADN : I’ADN est soluble dans 1’eau mais pas dans 1’éthanol.

(www.aquaportail.com/definition-530-adn.html )

1.2.3. IL’ARN : L’acide ribonucléique

ARN T’acide ribonucléique est un acide nucléique formé par une chaine de

ribonucléotides, composé¢ de ribose, de phosphate, d'adénine, de cytosine, de guanine et
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d'uracile. Il est présent dans les cellules procaryotes et les eucaryotes, et est le seul matériel
génétique de certains virus (virus a ARN). Cet acide nucléique résulte de la transcription de
I'ADN. L’ARN est constitu¢ d'une chaine de monomeres répétitifs appelés nucléotides. Les
nucléotides sont joints les uns aprés les autres par des liaisons phosphodiester chargées
négativement. (Introduction a ’analyse génétique Griffith S. Wessler. 4eme édition de
boeck)

» Structure de ’ARN:

» La premiére différence principale dans la structure de I’ARN est la fonction hydroxyle
en 2’ du ribose qui permet a I’ARN de faire une liaison phosphodiester intramoléculaire
en milieu basique avant de faire la liaison 3’-5’. De ce fait les ARN ont une demi-vie
trés courte figure 10.

» La deuxiéme différence principale est le remplacement de la thymine par 1’uracile.

» Les molécules d’ARN sont simple brin et linéaire, et les seuls appariements de paires
se font intramoléculaires par des liaisons hydrogénes sous forme de structures en tiges-
boucles aux extrémités de I’ARN et des structures en épingles a cheveux a I’intérieur de
I’ARN.

» Les hélices d’ARN formées lors des appariements sont de type A et sont plus courtes et
plus trapues que I’hélice de type B de I’ ADN. L’effet hypochrome est également présent
et dGi aux appariements intramoléculaires. La courbe d’absorption UV en fonction de la
température est cette fois-ci par pallier correspondant aux différentes boucles a épingles

a cheveux dénaturées._(https://www.etudier.com/ consulté le 02/02/2022)

22



Adenine

“ “ ‘ or

Codon
Nucleobase [ |
4 (M WY

B J Sugar ——= ¥
A | phosphate =
backbone -
W Downiesd o S= o s

Dreamstime.com

base
NH,
\N .
ad nine
N NH,

E‘\/l\cytosme

(o]

)\guanme

@um..e

phosphate

Figure I. 10 Structure de PARN

23



» Les différents types de PARN_:

Il existe trois grands types d’ARN qui sont impliqués dans différents aspects de la synthése des

protéines et sont par conséquent nécessaires a I’expression de I’information génétique sont :

» L’ARN messager (ARNm) : qui représente 5% des ARN totaux, est un support
temporaire de I’information génétique. Il est utilisé¢ par la cellule pour transmettre
I’information correspondant a un gene donné, il provient de la transcription de I’ADN
et sert de matrice pour la traduction en protéines figure2.la séquence nucléotidique de
I’ARNm est une séquence linéaire, complémentaire et antiparallele a la séquence

matrice de I’ADN dont elle est issue.

ARN messager

en formation _ )
chaine transcrite

ouverture de la
molécule dADN

fermeture de la
molécule d'ADN

=
ik 2 -

nucléotides précurseurs

ARN polymérase

Figure I. 11 : Structure ARN message

» L’ARN de transfert (ARN{) : représentant 15% des ARN totaux, est un adaptateur qui
reconnait les codons de I’ARNm par appariement de bases complémentaire et insére
I’acide aminé adéquat au moment de la traduction. C’est une molécule d’ARN
monocaténaire qui peut se replier et former des structures secondaires par appariements
entre ses bases complémentaires, donnant une structure en épingle a cheveux résultant
d’alternance de zones formant des doubles hélices (les tiges) et les zones non appariées

(les boucles) figurel2.
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Figure I. 12: Structure ARNt

Les ARNt sont donc des polymeéres, contenant des régions simple brin et double brin, et
composés de ribonucléotides. Leur fonction dans la cellule est d’assurer la correspondance entre
I’information génétique portée par ’ARN messager, et les acides aminés contenus dans la

protéine codée par cet ARNm. Ils sont les acteurs clés de la traduction de code génétique.

Chaque ARNt porte des 20 acides aminés attaché par une liaison ester a son extrémité 3"-OH
et transporte ce dernier au ribosome. Trois des nucléotides de chaque ARNt forment un
anticodon spécifique de I’acide aminé. L’anticodon s’apparie au codon sur I’ARNm assurant

ainsi la correspondance entre codon et acide-aming, conformément au code génétique.

L’interaction codon-anticodon s’effectue dans le ribosome qui vérifie la complémentarité des
bases de ’ARNm et I’ARNt. Quand celle-ci est réalisée, le ribosome catalyse I’allongement de

la chaine protéique encours de synthése et avance sur I’ARN messager. Une fois que
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I’ARNt a été utilisé par le ribosome, il ne porte plus d’acide aminé a son extrémité 3°-OH, il est
alors chargé par une enzyme spécifique, nommée aminacyl-ARNt synthétase, qui catalyse

I’estérification de I’acide aminé spécifique.

» ARN ribosomal (ARNr) : Les ARN ribosomiaux représentent plus de 80% des ARN
cellulaires totaux s'associent a des protéines pour former le ribosome qui est le support
de la synthese des protéines. Les ribosomes sont une association de 2 sous unités : 50S
et 30S chez les procaryotes et 60S et 40S chez les eucaryotes figure 12. Le coefficient
de sédimentation S (Svedberg) est I'unit¢ de mesure de la vitesse de sédimentation. Le
coefficient de sédimentation d une particule dépend non seulement de sa masse mais
aussi de sa forme et de sa rigidité. Par définition, la constante de sédimentation S, est la
vitesse de sédimentation par unité d'accélération (force G). Comme cette constante est
faible, on utilise, comme unité, le Svedberg (un Svedberg = 10-13 seconde).

(https://scholar.google.com/ consulté le 02/02/2022).

Grande sous-unité

Protéine

ARN meossager :
Petite sous-uniteé

S

Protéine naissante cys| . Met -N

Figure L. 13: Structure de L’ARN ribosomal
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» D’autre type d’ARN: Au dela du réle primaire de I'ARN dans la synthése des protéines,

plusieurs variétés d'ARN existent qui sont impliqué dans la modification
goujontranscriptionnelle, la réplication de 'ADN, et le réglement de geéne. Quelques
formes d'ARN sont seulement en particulier les formes trouvées de la durée, comme
dans des eucaryotes ou des bactéries.

> . Petit ARN nucléaire (snRNA) : le snRNA est impliqué dans transformer des PRE-
ARN MESSAGERS (pré-ARNm) en ARNm mature. Ils sont trés courts, avec une

longueur moyenne de seulement 150 nucléotides figure 14.

ARNsn classe Sm

ARNsn classe Lsm

MPG Site

5" .£_ 39

Figure 14 : Structure Petit ARN nucléaire

»  ARNSs de réglementation : Un certain nombre de types d'ARN sont impliqués dans
la régulation de I'expression des génes, y compris I'ARN micro (miARN), le petit ARN
de intervention (siARN) et 'ARN antisens (aARN).

v" Le miARN (NT 21-22) est trouvé dans les eucaryotes, et les actes par l'interférence
ARN (RNAI). le miRNA peut décomposer I'ARNm qu'il est complémentaire a, a 1'aide
des enzymes. Ceci peut bloquer ' ARNm de I'traduction, ou accélérez sa dégradation.

v" Le siARN (NT 20-25) sont souvent produits par la dégradation de I'ARN viral, bien

qu'il y ait également des sources endogenes des siARNS. IIs agissent assimilé¢ a miARN.
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Un ARNm peut contenir des facteurs de régulation lui-méme, tel que des riboswitches,

dans le 5' séquence non-traduite ou 3' séquence non-traduite ; ces ¢léments cis-de
réglementation réglementent l'activité de cet ARNm.

»  ARN de Transfert-messager (tmRNA) : Trouvé dans beaucoup de bactéries et de

plastids. La balise de tmRNA les protéines codées par les ARNm qui manquent des

codons non-sens pour la dégradation, et empéche le ribosome de caler dii au codon

non-sens manquant._(Biologie moléculaire Houali K. Lahcen S.2005)

1.3. Extraction et purification des acides nucléiques :

1.3.1. Extraction des acides nucléiques :
L’extraction et la purification des acides nucléiques contenus dans des cellules eucaryotes
ou procaryotes sont essentielles pour un grand nombre d’études en biologie moléculaire.

Il existe quatre étapes principales pour extraire les acides nucléiques et les purifier :

>

% La lyse cellulaire

X/
L X4

La dénaturation des protéines et des complexes nucléoprotéiques

X/
L X4

L’inactivation des nucléases et La purification des acides nucléiques (ADN ou ARN)
(séparation de I’acide nucléique souhaité des débris cellulaires)

a. Lyse cellulaire : la procédure de lyse idéale doit étre suffisamment rigoureuse pour
briser le matériau de départ, mais également suffisamment douce pour préserver I’acide
nucléique cible. Il existe différentes procédures de lyse cellulaire :

a-1- Lyse mécanique (Broyage ou lyse hypotonique) :

Cette méthode est particulierement préconisée lors des extractions a partir des cellules sans
paroi. Il est également possible d'utiliser cette méthode sur des cellules procaryotes ou des
levures en ajoutant des microbilles ou du sable (de fontainebleau, qui contient 95% de silice)

pour faciliter la destruction des parois. Néanmoins, ce procédé est de plus en plus délaissé.
a-2- Traitement chimique et enzymatique :

Le traitement chimique et enzymatique implique [’utilisation de détergents, d’agents

chaotropiques, la protéinase K..., il se fait en plusieurs étapes :
a-3- Lyse des parois et membranes cellulaires :

Pour les cellules a paroi, on peut utiliser des hydrolases spécifiques comme le lysozyme pour

fragiliser la paroi. En effet les lysozymes coupent les liaisons glycosidiques (1-4) de I’acide N-
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acetylmuramique (NAM) et la N-actylglycosamine (NAG) du polysaccharide ou alterne NAM

et NAG constituants les peptidoglycanes de la paroi bactérienne.

Afin de désorganiser les membranes, on utilise le plus souvent des détergents comme le Sodium
Dodécyl Sulfate (SDS), le triton X100 et le sarcosyl qui solubilisent les lipides membranaires
sous forme de micelles. Cela permet de créer des pores membranaires suffisamment larges pour
libérer le contenu du cytoplasme hors des cellules. Suivant leur force, les détergents vont aussi

plus ou moins dénaturer les protéines membranaires.
b. Dénaturation des protéines
La déprotéinisation des extraits cellulaires peut se faire par plusieurs procédés :
b-1- Dénaturation par hydrolyse enzymatique :

On utilise le plus souvent une endoprotéase non spécifique comme la protéinase K, active
jusqu'a 65°C. Cette digestion est souvent conduite en présence d’un détergent dénaturant

comme le SDS, qui facilite 1’action de la protéinase K car il déploie les chaines protéiques.
b-2- Précipitation des protéines en utilisant un agent chaotropique :

Un agent chaotropique est un ion qui modifie la solubilité¢ des molécules (protéines ou acides
nucléiques) et qui peut provoquer leur précipitation en neutralisant certaines charges ioniques
requises en surface. Il peut également agir en interférant dans les interactions que les protéines
¢tablissent avec I’eau ce qui modifie la solubilité des protéines. Ou en dénaturant les protéines
par exemple, par rupture des liaisons hydrogénes qui maintiennent leur structure tertiaire
entrainant ainsi le démasquage des régions hydrophobes. Les régions hydrophobes ont tendance
a s’agréger et les protéines précipitent (défécation). Exemples des agents chaotropique : L’anion
chlorate (ClO 3 -), le Thiocyanate (SCN-), I- Li+ , Mg2+, Ca2+ , et Ba 2+ ,le perchlorate de
sodium (NaClO4), le thiocyanate de guanidine (TCG), I’iodure de sodium (Nal) et le chlorure
de lithium).

c. Autres composants des solutions d'extraction

En fonction des protocoles d’extraction d’autres composés peuvent étre rencontrés dans les

solutions d’extraction :
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c-1- Les thiols :

Les thiols sont des composés soufrés pouvant étre considérés en tant qu’analogues des alcools,
car ils sont obtenus par remplacement de I’atome d’oxygéne du groupe hydroyle, -OH, d’un
alcool par un atome de souffre. Le groupe fonctionnel ainsi obtenu est nommé mercapto, -SH.
Lorsqu'on utilise les agents chaotropiques pour éliminer les protéines par précipitation, on
ajoute quelque fois dans le tampon d’extraction des thiols pour empécher la reformation de

ponts disulfures des protéines qui restent ainsi a 1’état dénaturé.
c-2- Les sels :

L'ajout d'une forte concentration de sels (NaCl 0,15 mol/L ; citrate de sodium ; acétate de
sodium) dans le milieu d’extraction ne contenant pas d'agents chaotropiques empéche la

séparation des deux brins de I’ADN en formant un écran protecteur pour la double hélice.
¢-3-EDTA :

L’Ethyléne diamine tétra-acétique (EDTA) est un chélateur d'ions divalents comme le
magnésium qui est un cofacteur des DNases et RNases. il permet la préservation des acides

nucléiques par inhibition des nucléases .
c-4- RNase :

Les extraits acellulaires bruts contiennent les deux types d’acides nucléiques : ADN et ARN.
Pour diminuer la concentration en ARN, on utilise une RNase « DNase free », c'est-a-dire
dépourvue d’activit¢ DNase ; pour cela les DNases contaminant éventuellement les
préparations de RNase du commerce sont dénaturées par chauffage (par exemple 5 min a
100°C). La RNase est une enzyme particulierement thermostable qui résiste a ce traitement. La

RNase peut étre ajoutée des le début de 1’extraction-purification car c'est une enzyme trés stable.
d. Elimination des débris cellulaires

Apres la lyse cellulaire et ’inactivation des nucléases, les débris cellulaires peuvent &tre
aisément retirés par filtration ou centrifugation. _(Biologie moléculaire Houali K. Lahcen

$.2005).
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Figure 15 : Extraction de ’ADN du plasmide par lyse alcaline. Principe

1.3.2.Purification des acides nucléiques :
La purification des acides nucléiques a partir d’extraits cellulaires est généralement

réalisée par la combinaison entre deux ou plusieurs techniques des techniques suivantes :

1. Extraction / Précipitation

L’extraction par solvants est souvent utilisée pour ¢liminer les contaminants de la préparation
d'acides nucléiques. Ainsi plusieurs méthodes de précipitation des acides nucléiques peuvent

étre utilisées pour les purifier
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% Purification au phénol-chloroforme : Une combinaison de phénol et de chloroforme
sert fréquemment a purifier les acides nucléiques et d’éliminer les protéines. On
mélange vigoureusement l'extrait d'acides nucléiques avec une phase hydrophobe.
Apres centrifugation, on récupére la phase aqueuse supérieure contenant les acides

nucléiques.

X/
L X4

La précipitation par I’isopropanol ou I’éthanol : Ces techniques sont utilisées pour
concentrer les acides nucléiques.

» La précipitation par I’éthanol :

Est réalisée par addition de 1’éthanol (un solvant moins polaire que 1’eau) a I'extrait d'acides
nucléiques (v:v / 2:1). Apres refroidissement de 1’échantillon, le culot d'ADN est obtenu suite
a une centrifugation a une trés grande vitesse. Le précipité est lavé avec de 1'éthanol a 70 %
pour se débarrasser des sels qui puis sécher. Le séchage est obligatoire pour ¢liminer I’éthanol

qui pourrait empécher la dissolution ultérieure du précipité.
NB :

— Avant ’ajout de I'é¢thanol, il faut ajouter a l'extrait d'acides nucléiques, une quantité
importante de cations.

— Si la quantité d’acides nucléiques cibles est faible, un véhicule inerte (le glycogene)
peut étre ajouté au mélange afin d’accroitre 1’efficacité de la précipitation.

» La précipitation par I’isopropanol

Le principe est le méme que précédemment sauf que le sel n'est pas nécessaire et que les petits
fragments d'’ADN sont ¢liminés (non précipités). Dans ce cas, on procéde a mélanges volume
de I’isopropanol a volume identique de 1’extrait nucléiques (v:v / 1:1) . Apres refroidissement
et centrifugation le précipité est lavé pour éliminer les traces d'isopropanol puis séché. On
obtient alors les acides nucléiques sous la forme de fibres solides que ’on récupére par

entrifugation

2. Chromatographie
Plusieurs méthodes chromatographiques peuvent étre utiliser telles que la filtration sur gel,
chromatographie échangeuse d’ions, I’adsorption sélective ou la liaison par affinité. Mais les
deux techniques les plus employées pour purifier les acides nucléiques sont la chromatographie

sur colonne de silice et la chromatographie sur colonne d’échange d’anions.
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3. Centrifugation

La centrifugation sélective est une méthode de purification puissante. A titre d’exemple,
’ultracentrifugation isopycnique en gradients de chlorure de césium (CsCl) a des forces

gravitationnelles élevées, a été longtemps utilisée pour la purification de plasmides.
3- Controle de la pureté de ’ADN extrait :

Le maximum d'absorption des acides nucléiques se situe a 260 nm. Les protéines, principaux
contaminant des préparations absorbent aussi a 260 nm, mais avec maximum d'absorption qui

se situe vers 280 nm a cause des acides aminés aromatiques.

Le rapport R= A260nm / A280nm constitue alors un bon moyen pour apprécier une éventuelle
contamination de la préparation d'ADN par les protéines ou par les ARN. Une contamination

par les ARN se traduit par une augmentation du rapport R.
R = A260nm/A280nm
ADNpur: 1,8 <R <2
ADN contaminé par les protéines : R < 1,7
ADN contaminé par les ARN : R>2

En absence d'impuretés I'absorbance de la solution d’ADN a 320 nm doit étre autour de zéro.

CONCLUSION

A travers ce chapitre, nous avons mis en lumiére les principales notions de la bio-informatique.
Tout d’abord, nous avons défini la bio-informatique et présenté ses descriptions et ses
démarches dans la premiére section. Ensuite, dans la deuxiéme section, nous avons présent¢ les

acides nucléiques et les protéines
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Chapitre 11 :

Le stockage de la bio-
informatique




CHAPITRE II : LE STOCKAGE DE LA BIO-INFORMATIQUE

INTRODUCTION

Les besoins des biologistes exigent que les informations soient organisées, structurées en
groupe homogene. Aussi grace au développement de la télématique, les entreprises ne pouvant
pas pour des raisons coft et stockées toutes les informations dont elles ont besoin peuvent

consulter automatiquement un fond documentaire appelé BANQUE DE DONNEES.

Ainsi, ce chapitre sera donc I’occasion pour présenter les banques de données, ainsi que les

bases de données
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I1.1. Les banques de données :

I1.1.1. Définition :

> Dans le réglement :

A moins d’une disposition expresse contraire, ou a moins que clairement le contexte ne le

veuille autrement, dans le présent réglement le terme ou I’expression :
« Banques de données » :

— «Ensemble structuré ou non d’informations concernant des sujets humains
généralement organisé en base de données et recouvrant un domaine particulier des
connaissances. Pour les fins du présent Réglement, 1’expression Banque de données
inclut les banques de matériel biologique, de sujets et de données personnelles,

médicales ou génétiques ».
« Banque de matériel biologique » :

— « Ensemble structuré ou non de toutes parties du corps, qu’il s’agisse d’organes, de
tissus, de liquides organiques, d’ADN, de cellules, de gameétes, d’embryons ou de

feetus ».
« Banque de données de sujets » :

— « Ensemble structuré ou non d’informations constitué¢ a partir de dossier de patients

pour des fins de recrutement éventuel pour des projets de recherche futurs.
« Banque de données médicales » :

— « Ensemble structuré ou non d’informations meédicales et, le cas échéant, des
informations sociales ou administratives connexes relatives a des individus identifiés ou

identifiables ».
« Banque de données personnelles » :

— « Ensemble structuré ou non d’informations personnelles (ex. équilibre, force, nutrition,

etc.) relatives a des individus identifiés ou identifiables.
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« Banque de données génétiques » :

« Ensemble structuré ou non de spécimens humains (ADN, cellules ou tissus) ou
d’informations personnelles a caractére génétique ou protéomique issus de sources diverses et
auxquels peut s’ajouter I’information provenant des dossiers médicaux et autres dossiers de
santé, de I’information généalogique, socio-économique ou environnementale, qui existent de
facon autonome ou en relation avec d’autres sources d’information ». (Réglement adopté par

le conseil d’administration du Centre de santé et de services sociaux —)
» Autres définitions :

Les banques de données et de matériel biologique constituées a des fins de recherche sont une
ressource inestimable pour la recherche en santé; leur nombre grandissant en témoigne. Aux
fins du présent document, une banque de données et de matériel biologique nécessitant
I’¢laboration d’un cadre de gestion suppose qu’il y ait collecte, conservation et distribution de
son contenu et que ce contenu servira a plusieurs recherches dans une perspective de pérennité.
Par opposition, un chercheur qui recueille du matériel biologique ou qui met sur support
informatique des données aux fins de la gestion ou de 1’organisation d’une seule recherche ne

constitue pas une banque.

Il s’agit toutefois d’un domaine qui souléve de nombreux enjeux en raison des différentes
valeurs qui sont en cause. D’une part, il y a la protection, le respect et la dignité des participants
et, d’autre part, la promotion de la recherche et I’utilisation des ressources disponibles pour

faire avancer les connaissances

Considérant I’importance de ces valeurs, il est essentiel que la banque de donnée et de matériel
biologique soit dotée d’un cadre de gestion. Ce dernier est nécessaire pour assurer la bonne
gouvernance de la banque. Il précise la mise en oeuvre et la logistique de la banque ainsi que
les considérations éthiques faites par le ou les chercheurs responsables de la banque. Pour ces
derniers, le cadre de gestion constitue un document de référence indispensable pour gérer la

banque suivant les considérations éthiques et les objectifs déterminés au départ.

Donc une banque de données représente 1’ensemble des informations mémorisées par un
ordinateur concernant un domaine scientifique économique ou culturel donné et cela d’une
facon aussi exhaustive que possible. (Guide d’élaboration des cadres de gestion des banques
de données et de matériel biologique constituées a des fins de recherche ;Unité de

I’Ethique ;, Octobre 2012)
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I1.2. Caractéristique d’une base de données :

> Décrire des bases de données :

Il est possible de décrire une base de données selon les régles de description des documents
d’archives. Cependant, du fait de sa complexité, elle demandera davantage de précision. Il
existe en effet plusieurs niveaux de description : de son utilisation générale jusqu’a la

description technique de chaque ¢lément (table, champ, relations...).

Pour cela, nous nous inspirons de la méthode Merise2 qui distingue 3 niveaux de

description:
v Le modéle conceptuel des données (MCD) :

Il s’agit de décrire des entités (ensemble d’objets ayant des attributs identiques) et des

relations (association ou actions entre les entités). Chaque objet doit étre identifiable.
v' Le modéle logique des données (MLD) :

Une fois le MCD ¢établi, on peut le traduire en différents systemes logiques, comme un

ensemble de fichiers binaires, un fichier XML particulier ou au sein d’un SGBD.

Il est relativement simple de transposer un modele conceptuel de données en un modele
logique dédi¢ au SGBD (ou MLBD) : les entités correspondent en fait & des tables, les

attributs des entités a des attributs de tables et les relations a des associations entre tables.
v Le modéle physique des données (MPD) :

Le MPD est une implémentation particuliére du MLD pour un SGBD particulier. Il
s’exprime en SQL avec des déclinaisons spécifiques au SGBD. On s’appliquera alors a
choisir les bons types d’attributs pour les données identifiées dans le MLD, les bonnes

relations, etc....

L’intérét du modele conceptuel des données est de voir quels sont les concepts de haut
niveau auxquels la base doit répondre. La séparation entre le MLD et le MPD permet entre
autres le portage d’une base de données d’un SGBD vers un autre. Par exemple, on peut

traduire un MPD MySQL en un MLDR puis traduire ce MLDR en un MPD postgres.

» Les caractéristiques d’une base de données
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Dans un contexte d’archivage, il est important de pouvoir caractériser 1’usage qui est fait de la
base de données. Ces caractéristiques seront de précieux indicateurs pour permettre par la suite
d’identifier la meilleure stratégie d’archivage. Dans la mesure ou il n’existe pas réellement de

vocabulaire standard, nous utilisons ici des termes qui nous sont propres.

Une base de données est dite « vivante » si les €léments qui la constituent sont modifiés ou que
de nouveaux ¢éléments sont ajoutés. On parlera de base de données « figée » si aucune

modification, ajout ou effacement n’ont été effectués récemment.

Une base de données est fortement « consultée » si un grand nombre de consultations est fait

sur les données qu’elle contient.

Une base de données est dite « cumulative » si on ne fait qu’ajouter de nouveaux ¢léments sans
en modifier et sans en effacer. De manicre inverse, on parlera de base de données « dynamique»

si I’ajout et la modification sont autorisés et utilisés.

Au dela des ces notions, il est important d’avoir conscience de 1I’environnement d’exploitation
de la base de données. Une base de données n’a lieu d’étre que si elle est liée a des applicatifs,
a des ¢établissements et au final a des personnes. Il sera nécessaire d’analyser et de cerner
I’impact de cet environnement pour en intégrer tous les éléments nécessaires a I’exploitation
future de la donnée. Ces ¢léments constitueront alors des informations de représentation (au

sens du modele OAIS) qui aideront le futur utilisateur a comprendre et exploiter la base.

I1.3.Role de basses de données :

v’ Assurer le stockage informatisé organisation de 1'enregistrement sur la mémoire
secondaire (disques) garantie de pérennité des données méme en cas de panne
technique

v Prendre en compte la structure des données stockées avec et selon leur schéma de
structuration garantie de cohérence des données

v Permettre des utilisations simultanées et autorisées contrdle d'accés et gestion de la

concurrence des opérations garantie de confidentialité et d'intégrité des données

I1.4. Classification d’une base de données bibliographique :

Les bases de données bibliographiques sont utilisées par les chercheurs pour effectuer des
recherches documentaires, faire un état de 1'art, etc. Mais d'autres applications sont possibles

afin de faire émerger de la connaissance sur I'état de la production scientifique d'un pays ou
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d'un continent dans un domaine donné. L'accés aux résultats de la recherche et a
l'information scientifique et technique est en train de changer de paradigmes et ce grace au

" libre acces " et plus particulierement au phénomene d'auto-archivage des travaux de
recherche dans des archives ouvertes. Face a ce constat, la présente communication situe
I'INIST-CNRS et la base PASCAL avec sa composante en sciences médicales comme un
outil de valorisation de la production scientifiques, issue des pays Africains et d'offrir des
services gratuits concernant l'information sanitaire. Nous montrerons également comment
un outil d'interrogation et d'analyse de I'information comme la plateforme Stanalyst permet
d'analyser finement les publications scientifiques et d'étre un outil pour un large public

allant du documentaliste au décideur en passant par le veilleur et le scientifique (ou le

praticien) (https://www.researchgate.net/ consulté le 06/02/2022)
> Bases de données bibliographiques

Les bases de données bibliographiques sont des outils structurés, complets, performants, en

acces libre ou payant.

Les références bibliographiques décrivent de facon détaillée (auteurs, titre, résumé, mots-clés,
source, etc.), les publications qui ont été sélectionnées en fonction du domaine et de la ligne
¢ditoriale de la base de données. Ces publications peuvent €tre : des articles, des ouvrages ou
des chapitres d’ouvrages, des actes de congres ou des communications, des théses, des rapports,

des fiches techniques, des cartes, etc.

Les bases de données bibliographiques sont indispensables pour mener une recherche

documentaire de qualité.
Elles peuvent étre :

— Scientifiques généralistes : Web of Science, Scopus (payantes), Pascal-Archives,
SciELO (gratuites), ...

— axées sur D’agriculture et le développement rural: Cab Abstracts (payante), Agritrop
(gratuite)

— spécialisés : PubMed, PLOS pour les sciences du vivant (gratuites), EconLit pour
I’économie (payante), Isidore (gratuite), EconLit (payante) pour les sciences humaines
et sociales, ...

— ou encore plus spécialisées : FSTA pour I’agro-alimentaire, ZentralblattMath pour les

mathématiques (payantes) (https://coop-ist.cirad.fr/trouver-l-information) ...
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Ainsi, les bases de données bibliographiques sont constituées d'un ensemble structuré de
références bibliographiques sur un sujet, un domaine, un type de document, etc. Elles
peuvent contenir une analyse, un résumé et de plus en plus souvent 1’acces au texte intégral

du document lui-méme.
> Bases de données de séquence nucléiques ou protéiques

Les trois principales bases de données de séquences nucléotidiques sont GenBank, EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) et DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Ces trois bases
de données publiques contiennent toutes les s€quences nucléiques et protéiques connues, avec
annotations bibliographiques et biologiques. Des échanges journaliers permettent d’assurer que
les trois bases sont a jour. Jusqu’a récemment, la source principale de données de ces trois bases
a été les soumissions directes de séquences par les chercheurs et les échanges journaliers entre
bases. Maintenant, la plus grande part de données provient des centres de s€quencage, avec une
part croissante de génomes complets et d’EST (Expressed Sequence Tags). Apres avoir doublé
tous les 18 mois, le nombre de séquences double actuellement tous les 15 mois. En aoiit 1998,
les 2,5 millions d’entrées représentaient 1,8 milliard de bases. Deux génomes complets avaient
été ajoutés en 1996, 6 en 1997 et 10 en 1998, dont le génome de Caenorhabditis elegans, dont
la taille est de 100 Mégabases. Environ 20 microorganismes sont actuellement en cours de
séquencage et la plupart des résultats sont attendus pour 1999. Plus de 40 000 especes
différentes sont représentées et environ 900 sont ajoutées par mois. Les séquences humaines

représentent 54 % des entrées.

Le type d’analyse le plus fréquent effectué sur les bases de séquences nucléotidiques est la
recherche de séquences similaires a une séquence donnée. La recherche des meilleurs
alignements est réalisée a 1’aide de la famille de programmes BLAST. Chaque alignement

BLAST est accompagné d’un score et d’une indication de la valeur statistique.

Traditionnellement, les séquences soumises aux bases de données étaient des fragments étudiés
par des chercheurs en raison de leur intérét direct en relation avec un sujet biologique donné :
structure de genes et de familles de génes, ¢tude de leurs régions régulatrices, phylogénie, étude
des séquences répétées. Les soumissions correspondaient a des séquences lues sur les deux

brins d’ADN, avec annotations précises par les auteurs

Actuellement, une large part des entrées proviennent de projets systématiques par lesquels une

grande quantité de séquences est produite, dont ’analyse du contenu biologique est réalisée

41



CHAPITRE II : LE STOCKAGE DE LA BIO-INFORMATIQUE

automatiquement (annotation automatique), ou pour lesquelles 1’information de séquence ne

sert que d’outil pour la construction de cartes. ( https://www.ebi.ac.uk/)

IL.5. Contenues des bases de données biologiques :

Rappelons qu’une base de données ou bien I’ensemble de base de données se définit comme
des bibliothéques électronique et informatis€¢ qui contiennent des informations sur les
sciences de la vie, collectées grace a des expériences scientifiques, a la littérature publiée,
aux technologies expérimentales a haut débit, et aux analyses informatiques. Leur principale
mission est de rendre publiques les s€quences qui ont été déterminées, ainsi un des premiers
intéréts de ces banques est la masse de séquences qu'elles contiennent. Entre autres ils ont

pour mission ’archivage, le stockage, la diffusion et I’exploitation des données biologiques.

Ces bases de données peuvent contenir des informations : (ADN, protéines, genes et
génomes, taxonomie, autres, ...etc.). On y trouve également une bibliographie et une

expertise biologique directement liées aux séquences traitées.

I1.6. Les types de banques de données :

Il existe un grand nombre de bases de données d'intérét biologique. Nous nous limiterons
dans ce chapitre a une présentation des principales banques de données publiques, basées
sur la structure primaire des séquences, qui sont largement utilisées dans l'analyse

informatique des séquences

Nous distinguerons deux types de banques, celles qui correspondent a une collecte des
données la plus exhaustive possible et qui offrent finalement un ensemble plutdt hétérogeéne
d'informations (banques de données généralistes) et celles qui correspondent a des
données plus homogeénes ¢établies autour d'une thématique (banques de données
spécialisées) et qui offrent une valeur ajoutée a partir d'une technique particuliére ou d'un

intérét suscité par un groupe de scientifiques
» Les banques de données généralistes ;
Ces banques contiennent des données hétérogenes :

— Collecte la plus exhaustive possible
— Banques de séquences nucléiques

— Banques de séquences protéiques
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e Avantage : tout est consultable en une fois

e Inconvénients : difficiles a maintenir, difficiles a interroger

» Les banques de données spécialisées ;
Ces banques contiennent des données homogenes

— Collecte établie autour d’une thématique particuliére

e Avantages : facilité pour mettre a jour les données, vérifier leur intégrité, offrir une
interface adaptée, ...

e Inconvénients : ne cible pas toujours ce que I’on veut ; toutes les banques possibles
n’existent pas

e Exemples : banques spécialisées pour un génome, banques de séquences

d'immunologies, banques sur des séquences validées

» Les banques de séquences nucléiques
e Origine des données
— Séquencage d’ADN et d’ARN
— Les données stockées : séquences + annotations
— Fragments de génomes
- Un ou plusieurs génes, un bout de géne, s€quence intergénique, ...
- Génomes complets
- ARNm, ARNt, ARNT, ... (fragments ou entiers)
v [Remarque 1] : toutes les séquences (ADN ou ARN) sont écrites avec des T

v" [Remarque 2] : les séquences sont toujours orientées 5° — 3.

> Les banques de séquences protéiques
— Origine des données
— Traduction de séquences d’ADN
— Séquengage de protéines (Rare car long et coliteux)
—  Protéines dont la structure 3D est connue
— Les données stockées : séquences + annotations
— Protéines entiéres

—  Fragments de protéines
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I1.7. Les bases de données bio-informatiques les plus utilisées :

v

v

Le portail Entrez ou NCBI :
GenBank : Séquences d’ADN et d’ARN
Site officiel de BLAST
PubMed: Permet la recherche d’articles scientifiques
COGs: Familles de génes orthologues ...
Le portail EMBL : The European Molecular Biology Laboratory
ExPASy : Expert Protein Analysis System, Protéomique
UniProt : Séquences de protéines
PROSITE : Domaines et familles de protéines
SWISS-MODEL : Outil de prédiction 3D de protéines
Différents outils de recherche
PDB : Protein Data Bank

— Base de données de structures 3D de protéines

— Visualisation et manipulation de structures

SCOP : Structural Classification

CONCLUSION

A travers ce chapitre, nous avons mis en lumiére les principales notions du stockage de la bio-

informatique. Tout d’abord, nous avons défini les banques de données et présenté les bases de

donnés qui doivent permettre le stockage d’une quantité croissante d’informations dont la

nature est hétérogéne. Des entités parfois tres différentes sont a représenter, ainsi que leurs

relations. De plus, les techniques variées utilisées pour générer les données doivent étre prises

en compte. De ce fait, il existe un foisonnement de bases de données spécialisées, dont nous

décrivons ici les principales, ainsi que leurs interrelations.
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CONCLUSION GENERALE

Le bon fonctionnement de la biologie sollicite des moyens informatiques puissants et
efficaces. En effet, la bio-informatique est un champ de recherche multidisciplinaire de la
biotechnologie ou travaillent de concert biologistes, médecins, informaticiens, mathématiciens,
physiciens et bio-informaticiens, dans le but de résoudre un probléme scientifique posé par la
biologie. Plus généralement, la bio-informatique est l'application de la statistique et de

l'informatique a la science biologique.

Dans ce sens, notre travail de recherche a permis de mettre 1’accent sur 1’outil bio-
informatique utiles en biologie : banque et base de données. Donc, au cours des trois premiers
chapitres consacrés au volet théorique, nous avons mis l’accent sur la bibliographie, la
méthodologie, le stockage de la bio6informatique. En revanche, le premier chapitre intitulé
« bibliographie » décrit les principes de base de bio-informatique, suivi d’une étude détaillée
des acides nucléiques et les protéines. Ensuite, le deuxieme chapitre donne un apercu général
sur la méthodologie, et enfin, le dernier chapitre présente le stockage de la bio-informatique.
La description sera subdivisée en deux grandes parties. La premicre décrira les banques de

données. La deuxiéme partie, quant a lui, concernera la description des bases de données.

Pour conclure, nous espérons avoir apporté, tout au long de ce modeste travail, les
¢léments de réponse attendus a la problématique posée dans ce mémoire et avoir éclairci le

mécanisme de I’outil bio-informatique utiles en biologie
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ANNEXES :

La transcriptomique

La transcriptomique regroupe un ensemble de techniques permettant une
analyse quantitative relative des ARN (comparaison des transcriptomes
entre différentes conditions expérimentales) et une analyse qualitative par
la caractérisation de variant d'épissage, de polymorphismes, de géne
fusion etc...

ADN

Macromolécule de poids moléculaire élevé, formée de polymeéres de
nucléotides dont le sucre est le 2-désoxyribose. Il se présente so us forme
d'une double chaine hé licoidale dont les deux brins sont
complémentaires. Il constitue le génome de la plupart des organi smes
vivants.

ARN

Macromolécule formée par la polymérisation de nombreux nucléotides
dont le sucre est le ribose, présente dans le cytoplasme, les mitochondries
ainsi que dans le noyau cellulaire, et servant d'intermédiaire dans la
synthese des protéines.

ARN messager
(ARNm)

Copie transitoire d'une portion de I'ADN correspondant a un ou plusieurs
genes utilisé comme intermédiaire par les cellules pour la synthése des
protéines.

BLAST

M¢éthode de recherche heuristique utilisée en bio-informatique
permettant de rechercher les régions similaires entre deux ou plusieurs
séquences de nucléotides ou d'acides aminés.

Nucléotide

Molécule organique composée d'une nucléobase, d'un pentose etde 1 a 3
groupements phosphates. Certains nucléotides forment la base de ' ADN
et de 'ARN.

Polymérase

Enzymes qui ont pour rdle la synthése d'un brin de poly nucléotide (ADN
ouARN), le plus souvent en utilisant un brin complémentaire comme
matrice et des nucléotides triphosphosphate (NTP ou dNTP) comme
monomeres

Ribosome

Complexes ribonucléoprotéiques (c'est-a-dire composés de protéines et
d'ARN) présents dans les cellules eucaryotes et procaryotes. Leur
fonction est de synthétiser les protéines en décodant l'information
contenue dans I'ARN messager.
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