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Le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere
SARS-CoV2

En Chine

17 novembre 2019
Premier cas nouvelle pneumopathie détecté
En Belgique
1e" février 2020
10 belges rapatriés de Hubei (pneumopathie)
4 février 2020
1 personne rapatriée de Wuhan
11 février 2020
I’'OMS nomme officiellement la maladie :
« maladie a coronavirus 2019 (Covid-19) »
Fin février 2020
la KUL (laboratoire de référence Coronavirus)
crée le 1°" test « PCR »
Début mars 2020

le CHULiege crée son propre test « PCR »
Queen Of Hearts

Alice In Wonderland . .
Depuis, « PCR » est sur toutes les levres ...




Abonnez-vous

Cacophonie a Zaventem: des passagers
refusés a l'embarquement pour un probleme
d'appellation de test

Publié le 04-05-21 & 09h24 - Mis & jour le 04-05-21 & 0gh:
Lappellation des différents tests de détection du coronavirus a

entrainé une situation pour le moins cocasse, ce lundi, a I'aéroport
de Zaventem.

"On nous a refusé I'embarguement en nous disant que notre test
etait juste un 'PCR’ et pas un 'PCR RT", explique I'une des
passagéres lésées a nos confréres de LN24. "Personne ne savait
quelle était la différence entre le PCR et le PCR RT, méme pas les
hotesses”, poursuit la voyageuse.

ANALYSES RESULTATS

MICROBIOLOGIE

FROTTIS NASAL
DEPISTAGE COVID-19

VID-19 urgente ARN non détecte

Geéne E

Géne N

« Seulement si vous avez une photo... »
Francois Damiens : le guichetier
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La Polymeérase Chain Reaction (PCR)
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1000 billion copies
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La Polymeérase Chain Reaction (PCR)

Suggérée par Har Gobind Khorana
* Prix Nobel 1968
e dans les années 1970s sans étre finalisée

15 ans plus tard

Concue et mise en pratique par Kary
Mullis et Michael Smith.

Kary Bank Mullis
e % prix Nobel en 1993

* contribution au development de methodes
basées sur la chimie de 'ADN

Michael Smith
e % prix Nobel en 1993

* invention de la “polymerase chain reaction
(PCR)” et ses contributions fondamentales
dans I'étude des protéines.
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Séquencage de '’ADN

DNA fragments migrate
through glass

Fluorescent capillary

dideoxy terminators

-

GAATCGATCAGAT

| Analysis of data
| by computer
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DNA Polymerase
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Séquencage de 'ADN
Frederick Sanger - 1977




Partout en Biologie Moléculaire
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gPCR ou PCR en temps réel
R. Higuchi - 1992




Partout en Biologie Moléculaire

1. Denaturation and Hybridization . . ) . . .
@ Library preparation @ DNA library bridge amplification
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Une polymérase ?

Exonuclease
Domain B
2 e . Rafat Olbinski
Structure du complexe de réplication




Non, des PolyméraseS !

4 représentations de polymérases Rafat Olbinski




Les débuts du séquencage...

Polymerase chain reaction - PCR

original DNA

to be replicated 5 3 5 3
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) Denaturation at 94-96°C
£) Annealing at ~68°C
€) Elongation atca. 72°C

DNA fragments migrate

through glass
Fluorescent Capilllary
dideoxy terminators
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La découverte de |la 1" Polymérase

* Arthur Kornberg
e Biochimiste américain

* Prix Nobel de physiologie ou de
médecine en 1959

* Découverte des "mécanismes

B R -
4 .- e ' T =il

de la synthese biologique de .ﬁf

I'acide désoxyribonucléique “Q: 8 o /
(ADN). RS |

* En 1956, aisolé la premiere / X _
enzyme polymérisant I'ADN, ‘..‘ 4
maintenant connue sous le |
nom d'ADN polymérase |

Arthur Kornberg




Les débuts du séquencage...

Polymerase chain reaction - PCR

original DNA
to be replicated 5 3 5 3
o rrrmrm mrrrrm
3 L0 ookl 4 1
A
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DNA primer

nucleotide

) Denaturation at 94-96°C
£) Annealing at ~68°C
€) Elongation atca. 72°C

DNA fragments migrate
through glass
Fluorescent capilllary
dideoxy terminators

-.-D'-CTTAG{:'I‘é

AATCGATCAGAT

»CTT. s

AGC
GAATCGATCAGAT

DNA Polymerase Analysis of data

by computer

»CTTAGS
GAATCGATCAGAT

CTTA
GAATCGATCAGAT

»CTT
GAATCGATCAGAT

»CT
GAATCGATCAGAT

Polymérase dénaturée
a chaque cycle




Découverte de la Tag Polymérase

Kary Bank Mullis et Michael Smith ont mit en

place I'industrialisation du processus
Taq polymérase

ADN polymérase thermostable
Micro-organisme « Thermus aquaticus »
Isolée a I'origine par Chien et al. en 1976
Température optimale d'activité 75-80 °C
Elle peut répliquer un brin d'ADN de 1 000
paires de bases < 10 secondes a 72 °C
Tout écart par rapport a la plage de
température optimale inhibe la vitesse
d'extension de I'enzyme




Différentes polymérases ADN/ARN

ADN Pol

ADN / Réplication \
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Transcription Transcription inverse
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Ribosome

Traduction

PROTEINE




Caracteéristiques majeures

Définition

Mécanisme

Brins

Amorce

Base

Fonctionnalité

Vitesse

synthétise ADN synthétise ARN

réplication - transcription -
synthese d’ADN synthese d'ARN

ADN double brin ARN simple brin

réplication est initié pas besoin
par une amorce d'amorce
d'ARN courte

Désoxyribose Ribose
Thymine Uracile
polymeérisation et polymeérisation

relecture

1000 nucléotides 40 a 80 nucléotides
par seconde par seconde




ADN polymérase VS ARN polymérase

ADN POLYMERASE

Procaryotes :
5 types, PollaV
Eucaryotes :
16 types, Pol a, B, v...
Et regroupées en 6 familles :
A, B, C, X, Y, RT

ARN POLYMERASE

Procaryotes :
1 type, a,ff'w
Eucaryotes : -
5 types, de la V e DN

Acide Ribo-Nucléique Acide Desoxyribo-Nucléique
monocaténaire bicaténaire




FamY Pol IV Pol V Pol n Pol

Fam RT Telo RT

ADN polymérases spécialisées : - Revl




T7 Pol (Family A) RbG9 Pol (Family B)
thioredixin

& “thumh

3' Exo

Pol B (Family X)

* 8 kDa domain
: LL _- (DNA binding,

_ \(‘g{f’ lyase)
| N :.; : :
WD) neer
3

[llustration de différentes familles d’ADN polymérases




Replication of undamaged DNA:

E. coli Eukaryotes

Base excision repair:
E. coli Eukaryotes

Nucleotide excision repair:
E. coli Eukaryotes

Pol |

Pol &
Pole

Pol | Pol B
Pol v (mitoch.)
Pol1 ?
Pol & ?
Pol & ?
Pol e

DNA synthesis:

Pol lll Pol o

Pol &

Pol &

Pol y (mitochondrial)
Proofreading:

Pol lll Pol &

Pol €

Pol y (mitochondrial)

L

i |

Damaged base
or AP site

X*

IJ

Double strand break repair:

E. coli Eukaryotes

Homologous recombination:

Pol | Pol o

Pol &
Pol €
Pol £

Pol &
Pol
TdT

x

Cross-link

|

-

Inter-strand cross-link repair:
E. coli

Pol |
Pol Il

Eukaryotes

Pol £?
Pol 6 ?
Polv ?

x

Eukaryotes
Pol £

Lesion bypass:

E. coli
Pol |

Pol 1
Pol x
Rev 1
Pol1?
Polp ?

Pol Il
Pol IV (Din B)
Pol V (UmuC)

Fic. 4. DNA polymerases involved in DNA repair and replication. See text for description.

Mismatch repair:

E. coli Eukaryotes
General:

Pol 111 Pol &
Pol &

Specialized (GeU mispairs):

Pol | Pol B

Mismatch
X

A4

S-phase checkpoint:
Pol €
Pol o




ribosome

SiARN
Tous les ARN dans les plantes




a RNA polymerase | RNA polymerase I c RNA polymerase Il

EM density EM density % i C82/34131

A14/43 (Pol 1)

C17125

A14/43 e

core Pol 1l
model

Tip
domain

HRDC

domain Tip-associated

. Tip " domain
‘__--T|p-assomated domain
~  domain

Rpb4/7 {Pol Il) C17/25 (Pol 1ll)

lllustration de différentes ARN polymérases




SARS-CoV2

Protéine de
surface S

Protéine de
memhbrane M

Protéine

Protéine de la
otéine de |3 d'enveloppe E

nucléocapside N
Hémagglutinine-
estérase HE

SARS cov2 est un virus a ARN

Queen Of Hearts
Alice In Wonderland




Reverse Transcription PCR

; Polymerase chain reaction - PCR
Denaturation

Poly A sequence
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o Denaturation at 94-96°C
[2] Annealing at ~68°C
€) Elongation atca. 72°C

« Tu as entendu ¢a Jean-Mi... »
Frangois Damiens : le guichetier




Pourquoi la polymérase dans tous ses états ?

|| s'agit d’'un grand groupe d’enzymes différentes
qui se complete encore actuellement.

* Présentes dans tout le monde du vivant.

e Souvent a tort rassemblées sous le terme
générique de « polymérase ».

* Les actions de ces enzymes in vitro et in vivo
dépendent de leur état : activées, inactivées,
fonctionnelles ou dénaturées.

e Et de leurs états dépend le vivant dans son
ensemble...
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