[image: C:\Users\vtrembl2\Desktop\Traduction Phages\Images icones\Bio.png]

Aperçu - Introduction à la bioinformatique

La bioinformatique utilise des ordinateurs pour comprendre les données biologiques. C'est un domaine qui devient rapidement un élément essentiel dans tous les domaines de la biologie et de la médecine, des écologistes qui étudient les populations et les schémas de migration, et aux épidémiologistes qui étudient les maladies émergentes et évaluent les menaces pour la santé publique. Au niveau le plus élémentaire, le domaine de la bioinformatique consiste à reconnaître des modèles ou des schémas. Nous utilisons la bioinformatique dans le programme SEA-PHAGES pour trouver des motifs dans la séquence de nucléotides du génome d'un phage, afin de pouvoir prédire où se trouvent les gènes et mieux comprendre la génétique des phages.

Avant d'apprendre comment la bioinformatique peut nous aider à étudier la biologie des phages, nous devons apprendre quelques informations de base sur les génomes. Le génome d'un organisme est la somme totale de toute son information génétique (son ADN). Par conséquent, nous devons comprendre la structure moléculaire de l'ADN, comment un organisme utilise son ADN et comment l'ADN est organisé. Une fois que nous avons ces bases, nous pouvons passer à une discussion sur la façon dont la bioinformatique peut nous aider à comprendre les génomes des phages.

Composition de l’ADN double-brin

Le génome d'un organisme est organisé en unités distinctes appelées chromosomes. Contrairement à nos propres cellules, qui ont deux copies de chaque chromosome, les bactéries et les virus n'ont qu'un seul chromosome ou un seul ensemble de chromosomes. De plus, les génomes viraux peuvent être constitués d'ARN ou d'ADN et être à double brin ou à simple brin. À ce jour, tous les phages isolés sur des hôtes de l’embranchement des Actinobactéries ont un seul chromosome d'ADN double brin (ADNdb). Le génome entier est contenu dans un seul chromosome.

L'ADN est composé de polymères des nucléotides adénine (A), thymine (T), guanine (G) et cytosine (C). Un nucléotide est l’unité de base de l'ADN, composée d'une molécule de sucre, d'un groupement phosphate et d'une base (A, T, G ou C), liés de manière covalente (Figure 13.0-1). Les nucléotides individuels sont connectés aux nucléotides précédents par une liaison phosphodiester covalente, formant de longs polymères appelés acides nucléiques. Dans les chromosomes d'ADNdb, deux de ces longs brins d'acide nucléique sont reliés par des liaisons hydrogènes entre les bases pour former une structure torsadée connue sous le nom de double hélice (Figure 13.0-1). Les adénines sont toujours associées à des thymines et les guanines sont toujours associées à des cytosines (et vice versa) dans un phénomène appelé appariement de bases complémentaires.
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	Figure 13.0-1. Modèle structurel de l'ADN. Dans l'ADNdb, les molécules de sucre et de phosphate forment le « squelette », tandis que les bases (A, T, G et C) sont liées par des liaisons hydrogènes au centre de l’hélice. La structure entière forme une torsade connue sous le nom de double hélice d'ADN.



Le dogme central

Le dogme central de la biologie moléculaire décrit le flux d'informations biologiques à travers les macromolécules d'ADN, d'ARN et de protéines (Figure 13.0-2). Il s'agit d'un principe majeur de la biologie moléculaire depuis la découverte de la structure de l'ADN dans les années 1950. Formulé pour la première fois par Francis Crick, le dogme central décrit les différentes manières dont l'information circule entre les acides nucléiques et des acides nucléiques vers les protéines, et il énonce explicitement que l'information ne circule pas des protéines vers les acides nucléiques. Ainsi, l’information est généralement conservée sous forme de séquences de As, Ts, Gs et Cs dans un génome d'ADN, transcrites dans une molécule d'ARN intermédiaire et traduites en une séquence d'acides aminés dans des protéines de structure (par exemple, fibres de queue de phages) ou qui performent des activités enzymatiques (par exemple, ADN polymérase) (Figure 13.0-3).

Alors que les principes fondamentaux du dogme – l'ADN agissant comme un modèle pour l'ARN qui à son tour code pour les protéines – reste vrai, les découvertes des dernières décennies ont élargi notre compréhension des rôles que l'ARN joue dans la cellule. Ceux-ci incluent la capacité de l'ARN à entreposer des informations qui peuvent être utilisées pour générer un nouvel ADN pendant la transcription inverse, ils peuvent catalyser des réactions chimiques en tant que ribozymes, certains peuvent réguler l'expression de gènes ou encore aider aux mécanismes de défense bactérienne contre les virus.
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	Figure 13.0-2. Le dogme central de la biologie moléculaire.



La transcription est le processus par lequel l'ARN simple brin est généré à partir de la matrice d'ADN et d'une enzyme appelée ARN polymérase. L'ARN résultant est complémentaire à la séquence de l'ADN matrice, mais dans l'ARN, la base thymine (T) trouvée dans l'ADN est remplacée par la base uracile (U), et les molécules de sucre dans le squelette sont différentes.

L'ARN est utilisé lors de la traduction comme modèle pour la fabrication de protéines (ARN messager [ARNm]), comme molécule pour faire correspondre un acide aminé spécifique avec une séquence nucléotidique spécifique (ARN de transfert [ARNt]), ou comme composant clé du ribosome (ARN ribosomique [ARNr]). En plus des rôles d’information et de structure de l’ARN, la chimie de l’ARN est à la base d’une grande variété d’activités enzymatiques importantes. De nombreuses petites molécules d'ARN jouent également des rôles de régulation importants.

Les ribosomes sont des structures macromoléculaires composées de protéines et d'ARNr. Ce sont des complexes cellulaires très abondants trouvés dans tous les domaines de la vie. La traduction est la synthèse de protéines par un ribosome qui utilise la séquence d'ARNm comme matrice de départ. Seules des régions spécifiques de l'ADN appelées gènes sont transcrites et traduites ; d'autres régions de l'ADN jouent des rôles dans la régulation contrôlant si les gènes sont transcrits ou non.
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	Figure 13.0-3. Le dogme central. En biologie, l'ADN est transcrit en ARN, qui est traduit en protéines.



Les gènes

Un gène est défini comme une unité d'ADN sur un chromosome qui code pour une protéine ou pour l'ARN. La transcription d'un gène entraîne l'un des trois types de molécules d'ARN : les ARNm, qui seront traduits en protéines ; les ARNr, qui sont incorporés dans les ribosomes ; et les ARNt, qui se chargent d'acides aminés spécifiques pour une utilisation dans la synthèse des protéines. La plupart des informations sur les gènes présentées dans ce chapitre sont basées sur ce que l'on sait sur les gènes bactériens, car ils ont été bien étudiés et compris, et partagent des similitudes avec les gènes phagiques. Après tout, les phages doivent détourner les mécanismes de transcription et de traduction des bactéries hôtes pour la synthèse de leurs propres ARN et protéines.

Pour qu'un gène soit transcrit et traduit, il doit contenir les éléments suivants :
1. Séquences d'ADN qui signalent le début et l'arrêt de la transcription. Ces séquences régulatrices sont appelées promoteurs et terminateurs.
2. Séquences d'ADN qui signalent le début et l'arrêt de la traduction. Ceux-ci sont connus sous le nom de codons d’initiation et codons stop.
3. La séquence d'ADN qui sera traduite en protéine. Cette séquence est appelée cadre de lecture ouvert (CLO ou ORF pour « open reading frame » en anglais).

La structure de base d'un gène comprend le promoteur, le terminateur et le CLO (voir Figure 13.0-4).
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	Figure 13.0-4. Structure de base d’un gène.



Le promoteur et le terminateur

La région promotrice d'un gène est une séquence d'ADN non codant pour les protéines, qui est en amont (à gauche) de la région codante. Le promoteur est l'endroit où l'ARN polymérase, l'enzyme responsable de la transcription de l'ADN en transcrit d'ARN, est recrutée sur l'ADN. Les promoteurs bactériens (et certains promoteurs de phages) contiennent deux séquences hexamériques (six paires de bases) appelées boîtes -10 et -35. Ces séquences d'ADN sont situées à environ 10 et 35 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription (Figure 13.0-5). Les boîtes -10 et -35 varient selon les différents promoteurs, mais elles sont toutes basées sur une séquence « consensus » qui reflète les bases les plus courantes à chacune des positions. En règle générale, les séquences des boîtes -10 et -35 sont le reflet de la force du promoteur (la fréquence à laquelle la synthèse de l'ARNm est initiée) ; c'est-à-dire que plus les séquences des boîtes -10 et -35 sont proches du consensus, plus le promoteur est fort.

Les bactéries ont généralement plusieurs types de promoteurs différents, qui sont reconnus par différentes formes de l'ARN polymérase contenant des variations de l'une de ses sous-unités, appelée facteur sigma. Chez Escherichia coli, les types de promoteurs prédominants sont reconnus par l’ARN polymérase associée au sigma 70 et les séquences consensus des boites -10 et -35 sont respectivement de 5’-TATAAT et 5’-TTGACA. De nombreuses autres bactéries, y compris les Actinobactéries, partagent un ensemble similaire de promoteurs avec des séquences consensus identiques ou très similaires. Cependant, d'autres promoteurs, y compris des promoteurs de phage, ne sont toujours pas bien définis.

Le terminateur est la séquence spécifique où l'ARN polymérase se détache du brin d'ADN matrice, arrêtant ainsi la transcription et libérant le nouvel ARN.

	[image: ]

	Figure 13.0-5. Structure détaillée d’un gène.



Le cadre de lecture ouvert

Le cadre de lecture ouvert (CLO) est la partie du gène qui code pour la protéine. Les protéines sont composées de longs polymères d'acides aminés. Chacun des 20 acides aminés différents est déterminé par les séquences d'ADN et d'ARN des codons. Un codon est un triplet de bases nucléotidiques qui, une fois traduites, indique quel acide aminé spécifique doit être ajouté à une chaîne protéique. Le code génétique (Figure 13.0-6) est universel ; c'est-à-dire que les mêmes codons sont utilisés pour les mêmes acides aminés dans tous les organismes (à quelques exceptions près). Chacun des 20 acides aminés communs présents dans les protéines est codé par au moins un codon triplet, mais dans la plupart des cas, deux, quatre ou six codons triplets différents.



	

	Deuxième lettre

	Première lettre
	TTT
	Phenylalanine
(F)
	TCT
	Serine
(S)
	TAT
	Tyrosine
(Y)
	TGT
	Cystine (C)
	Troisième
Lettre

	
	TTC
	
	TCC
	
	TAC
	
	TGC
	
	

	
	TTA
	Leucine
(L)
	TCA
	
	TAA
	STOP
	TGA
	STOP
	

	
	TTG
	
	TCG
	
	TAG
	
	TGG
	Tryptophan (W)
	

	
	CTT
	Leucine
(L)
	CCT
	Proline
(P)
	CAT
	Histidine
(H)
	CGT
	Arginine
(R)
	

	
	CTC
	
	CCC
	
	CAC
	
	CGC
	
	

	
	CTA
	
	CCA
	
	CAA
	Glutamine
(Q)
	CGA
	
	

	
	CTG
	
	CCG
	
	CAG
	
	CGG
	
	

	
	ATT
	Isoleucine
(I)
	ACT
	Threonine
(T)
	AAT
	Asparagine
(N)
	AGT
	Serine (S)
	

	
	ATC
	
	ACC
	
	AAC
	
	AGC
	
	

	
	ATA
	
	ACA
	
	AAA
	Lysine
(K)
	AGA
	Arginine (R)
	

	
	ATG
	Methionine (M)
	ACG
	
	AAG
	
	AGG
	
	

	
	GTT
	Valine (V)
	GCT
	Alanine
(A)
	GAT
	Aspartic acid (D)
	GGT
	Glycine (G)
	

	
	GTC
	
	GCC
	
	GAC
	
	GGC
	
	

	
	GTA
	
	GCA
	
	GAA
	Glutamic acid (E)
	GGA
	
	

	
	GTG
	
	GCG
	
	GAG
	
	GGG
	
	


Figure 13.0-6. Le code génétique. Ce tableau montre tous les codons possibles et leurs acides aminés correspondants avec les abréviations d'acides aminés à une seule lettre. Notez que les trois codons d’initiation sont identifiés en rouge: ATG, GTG et TTG.

Étant donné que l'ARNm est traduit à l'aide d'un code en triplet et lu par le ribosome trois nucléotides à la fois, la séquence nucléotidique de l'ARNm (qui se reflète dans la séquence d'ADN) peut être interprétée de trois manières distinctes, ou cadres de lecture, selon le nucléotide de départ utilisé pour commencer la traduction. Comme illustré sur la Figure 13.0-7A, si vous commencez par le nucléotide 1 (indiqué par la flèche bleue), les codons peuvent être regroupés comme indiqué sur la ligne 1. Si vous commencez par le nucléotide 2 (indiqué par la flèche verte), les codons seraient ceux de la ligne 2. Et si vous commencez par le nucléotide 3 (indiqué par la flèche rouge), les codons seraient ceux de la ligne 3.
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	Figure 13.0-7. Cadres de lecture de l’ADN. (A) Chaque brin d'ADN a trois cadres de lecture différents en fonction du nucléotide utilisé pour commencer la traduction. (B) La protéine résultante dépend du cadre de lecture utilisé.



N'oubliez pas que l'ADN est double brin, donc si vous avez trois façons de traduire un brin supérieur d'ADN dans le sens avant (de gauche à droite), vous avez également trois façons de traduire le brin complémentaire dans le sens inverse (de droite à gauche) (Figure 13.0-7B). Cela signifie que l’ADNdb a six cadres de lecture possibles !

Si chaque brin d'ARNm a trois cadres de lecture possibles, comment un ribosome sait-il quel est le « bon » cadre de lecture pour fabriquer une protéine donnée ? La traduction commence lorsqu'un ribosome est recruté sur un brin d'ARNm et reconnaît un codon d’initiation. Le codon d’initiation est le site auquel le ribosome commence à synthétiser la protéine en ajoutant des acides aminés dans l'ordre indiqué par la matrice d'ARNm.

Les bactéries et les phages partagent avec les eucaryotes l'utilisation du codon AUG pour initier la synthèse des protéines. Mais contrairement aux eucaryotes, les bactéries et les phages utilisent parfois GUG et UUG (et très occasionnellement, d'autres codons) pour initier la traduction. La fréquence avec laquelle AUG, GUG et UUG sont utilisés varient énormément ; chez E. coli, le codon AUG est principalement utilisé, tandis que chez les mycobactéries, le codon GUG est utilisé presque aussi fréquemment que AUG, le codon UUG étant utilisé dans environ 5% des gènes seulement. Ces trois codons sont utilisés non seulement pour l'initiation de la traduction mais également comme codons « réguliers » dans les gènes. Cependant, l'initiation de la traduction utilise un ARNt spécial (tRNAfMet) qui est consacré à l'initiation. En conséquence, le premier acide aminé dans les protéines nouvellement synthétisées est toujours la méthionine, indépendamment de l'utilisation d'AUG, GUG ou UUG. Dans certains cas, la méthionine N-terminale est souvent éliminée.

Comment le mécanisme de synthèse des protéines distingue-t-il un codon (tel que l'AUG) utilisé pour l'initiation de la traduction, d'un codon situé à l’intérieur d’un gène ? Des séquences supplémentaires sont utilisées pour favoriser la liaison des ribosomes afin que l'initiation puisse commencer. Chez les bactéries et les phages, il existe une séquence spécifique située juste en amont (3 à 12 nucléotides) du codon d'initiation appelée site de fixation du ribosome (ribosome binding site [RBS] en anglais ; également appelé site Shine–Dalgarno) (voir Figure 13.0-5). Il s'agit d'une courte séquence (~ 8 nucléotides) à laquelle l'ARNm peut s'apparier avec l'extrémité 3' de l'ARNr dans la petite sous-unité ribosomale (ARNr 16S).

La traduction s'arrête lorsque le ribosome rencontre un codon stop, qui signale la fin du CLO (Figure 13.0-5). Les codons stop UAA, UAG ou UGA (TAA, TAG ou TGA dans la séquence d'ADN) ne codent pas pour un acide aminé, arrêtant ainsi la traduction au dernier codon avant le codon stop. Le codon stop ne doit pas être confondu avec le terminateur de la transcription. Une molécule d'ARNm est généralement plus longue que la simple séquence codante et s'étend donc jusqu'au côté 3’ du codon stop.

Opérons

Contrairement aux eucaryotes, les bactéries et les bactériophages organisent la plupart de leurs gènes en opérons. Un opéron se compose de deux ou plusieurs cadres de lecture ouverts (gènes) qui partagent un promoteur et un terminateur communs pour constituer une seule unité de transcription (Figure 13.0-8). Cela signifie qu'un transcrit d'ARNm comprendra deux CLO ou plus. Ces CLO sont ensuite traduits en protéines distinctes par les ribosomes. Les gènes dans les génomes des bactériophages sont généralement organisés en longs opérons, avec seulement cinq promoteurs environ servant les 100 gènes dans un génome de 50 kb. Cela permet le compactage des gènes des bactériophages, avec peu d'espace intergénique alloué aux régions régulatrices ou aux signaux transcriptionnels.

	[image: C:\Users\vtrembl2\Desktop\Traduction Phages\Images icones\13.0_8.png]

	Figure 13.0-8. Les opérons contiennent plusieurs gènes sous le contrôle d'un seul promoteur, et ils ont un seul site d’initiation de la transcription (transcription start site [TSS] en anglais) et un terminateur.



Transcription-traduction couplée

Chez les eucaryotes, la transcription se produit dans le noyau et les molécules d'ARNm sont transportées à travers la membrane nucléaire vers le cytoplasme où se produit la traduction. Chez les bactéries, il n'y a pas de membrane nucléaire, donc la traduction commence dès que l'extrémité 5' de l'ARNm est synthétisée. La transcription et la traduction sont donc des processus étroitement couplés. Une conséquence importante en est que l'interruption du processus de traduction peut entraîner l'arrêt prématuré de la transcription. Cela conduit au phénomène appelé polarité génétique dans lequel une mutation dans un gène semble inactiver l'activité de gènes supplémentaires en aval. Ce phénomène se produit uniquement au sein des opérons, généralement à la suite d'une mutation non-sens (un changement de base convertissant un codon en un codon stop), une insertion ou une mutation de changement de cadre de lecture, qui interfère avec la traduction d'un gène en amont.



Protéines

Comme les acides nucléiques, les protéines sont des macromolécules. Au sein d'un organisme vivant, les protéines sont impliquées dans presque tous les processus de la vie. Les protéines ont de nombreux rôles différents, y compris la catalyse des réactions, la structure, le transport d'autres molécules, la régulation et la signalisation cellulaire. Tous les gènes du génome d’un organisme ne sont pas constamment transcrits et traduits, ni les protéines exprimées au même niveau. Les organismes contrôlent plutôt quels gènes sont exprimés et dans quelle mesure, en fonction des besoins de l'organisme à un moment donné.

Protéines exprimées à partir de génomes de phage

Les bactériophages varient considérablement et, comme les bactéries, ils ont des gènes pour de nombreux types de protéines différents, selon les hôtes qu'ils infectent, les environnements dans lesquels ils existent et les processus dans lesquels ils s'engagent. Les phages qui infectent les bactéries de l’embranchement des Actinobactéries portent des gènes qui codent pour des protéines impliquées dans
· l’infection bactérienne (fixation et insertion)
· la synthèse d'ADN phagique
· l’assemblage de la tête et de la queue du virion
· l’emballage de l'ADN en particules de phage
· la lyse bactérienne
· la mise en place et le maintien des lysogènes (phages tempérés uniquement)
Bien sûr, les phages portent de nombreux gènes en plus de ceux-ci, notamment des ARNt, des enzymes de modification des acides nucléiques, des toxines et une multitude de gènes dont nous ne comprenons pas encore les fonctions. En fait, la majorité des gènes du génome de chaque phage (~ 75%) codent pour des protéines sans fonction connue.




Génomique des phages

L'étude de la génomique commence par le séquençage complet du génome. La taille des génomes de phage varie de 15 à 250 kilobases (kb), ou paires de bases, de long. Lorsque vous recevez la séquence du génome de votre phage du centre de séquençage de l'ADN, elle se retrouve sous la forme d'une longue séquence d'adénines, de thymines, de guanines et de cytosines. Bien que les génomes des bactériophages soient relativement petits par rapport aux génomes bactériens ou eucaryotes, même 50 000 bases de séquence sont trop grandes et trop compliquées pour qu'une personne puisse les analyser facilement sans l'aide d'un ordinateur. Les algorithmes informatiques permettent d'analyser un génome et de prédire les emplacements des gènes et d'autres caractéristiques intéressantes du génome.

Annotation du génome

L'annotation du génome est la prédiction des gènes et d'autres caractéristiques codées dans un génome de phage et de leurs fonctions potentielles. Il s'agit généralement de la première tâche de l'analyse du génome. Plusieurs principes directeurs d'annotation sont utilisés pour prédire les caractéristiques du génome, et ceux-ci seront discutés beaucoup plus en détail dans la partie bioinformatique du cours.

Bien qu'il soit possible d'utiliser des algorithmes informatiques pour prédire l'emplacement des CLO et leurs éventuels codons d’initiation et d'arrêt, chaque CLO doit être soigneusement évalué. De même, la prédiction des fonctions possibles des protéines codées par les gènes proposés – et leur rôle dans la biologie du phage – nécessite une étude plus approfondie. La caractérisation fonctionnelle doit être effectuée en laboratoire et peut impliquer des approches génétiques telles que la génération et la caractérisation de mutants, l'isolement de mutants avec des phénotypes spécifiques et la cartographie des mutations. Des stratégies biochimiques peuvent également être performées. Ces stratégies comprennent l'expression et la purification de protéines pour déterminer leurs activités et l'utilisation d'approches structurelles pour fournir des informations sur les relations structure-fonction.

Les analyses bioinformatiques utilisant des programmes informatiques peuvent détecter des régions typiques de séquences et des similitudes avec d'autres protéines connues. Ces programmes sont extrêmement puissants et beaucoup sont rapides et simples à utiliser. Par exemple, en utilisant des outils d'alignement de séquences, il est possible de comparer rapidement les séquences avec les milliers de séquences dans les bases de données publiques et de vérifier leurs similitudes. Ces similitudes peuvent ensuite être utilisées pour prédire les fonctions des protéines codées par les phages. Les fonctions protéiques prévues peuvent fournir des informations substantielles sur la biologie et les cycles de vie du phage.

Génomique comparative

En plus de trouver les caractéristiques d'un génome de phage particulier, nous utilisons des outils comparatifs pour examiner les relations entre les génomes, obtenant ainsi un aperçu considérable de la fonction des gènes et de l'évolution génomique. Certains phages sont similaires en termes de séquence nucléotidique, de contenu génétique commun (tel que déterminé par des séquences protéiques similaires de gènes prédits) et d'architecture génomique (taille du génome, organisation transcriptionnelle et emplacement des gènes). Ces phages similaires partagent fréquemment (mais pas toujours) des propriétés biologiques telles que la gamme d'hôtes ou le mode de vie. Un examen attentif des alignements génomiques entre des phages similaires peut fournir des indices de nouveauté génétique qui peuvent être explorés expérimentalement. L'exploration des relations entre les groupes de génomes apparentés donne un aperçu du flux génétique, de l'évolution des phages et de la population mondiale de bactériophages.

Outils de bioinformatique

Il est utile de se rappeler que les nombreux programmes informatiques disponibles pour les analyses génomiques ne sont que des outils disponibles dans une grande boîte à outils. Vous devrez décider des programmes à utiliser pour résoudre les différents problèmes et questions qui se posent. Aucun des programmes n'est parfait, donc une stratégie utile consiste à utiliser, dans la mesure du possible, plusieurs outils, puis à tester s'ils donnent des prédictions cohérentes. Gardez à l'esprit que lorsque vous annotez des génomes, vous n'établissez pas de faits, vous faites des prédictions sur l'organisation et le fonctionnement du génome. Il n'y a pas de bonne ou de mauvaise réponse, mais il y a des « bonnes », propositions appuyées sur de bonnes évidences, et des « mauvaises » propositions qui manquent d’appui solide. En outre, vous ne devez pas supposer que toutes les données disponibles dans les bases de données locales ou publiques sont fiables. Une grande partie des données peuvent être bonnes et bien étayées, mais certaines peuvent ne pas l'être. Les informations sur une séquence peuvent avoir été suggérées lors de la première caractérisation de la séquence, mais comme les bases de données se sont développées avec de nouvelles données et séquences, les informations sur une séquence dans la base de données justifient une réinterprétation.

Ressources

Voir seaphages.org et phagesdb.org pour plus d'informations sur le logiciel utilisé dans la partie bioinformatique du cours et les instructions sur la façon de le télécharger et de l'utiliser.
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