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La naissance de la biologie molLa naissance de la biologie molééculaireculaire

Les lois de lLes lois de l’’hhéérrééditditéé (Mendel, 1866)(Mendel, 1866)
La thLa thééorie chromosomique de lorie chromosomique de l’’hhéérrééditditéé (Morgan, (Morgan, 
1910)1910)
Le codage des protLe codage des protééines par les gines par les gèènes (Garrod, nes (Garrod, 
1902)1902)
LL’’ADN, support biochimique de lADN, support biochimique de l’’information information 
ggéénnéétique (Griffith, 1928; tique (Griffith, 1928; AveryAvery 1944, 1944, ChargaffChargaff, 1950), 1950)
La structure de lLa structure de l’’ADN (Watson & Crick, 1953)ADN (Watson & Crick, 1953)



Les nuclLes nuclééotidesotides
–– Bases : purines A et G Bases : purines A et G –– pyrimidine C, T et Upyrimidine C, T et U

–– Ose (sucre) : ribose et dOse (sucre) : ribose et déésoxyribosesoxyribose

–– Acide phosphoriqueAcide phosphorique

La structure des acides nuclLa structure des acides nuclééiquesiques



La structure des acides nuclLa structure des acides nuclééiquesiques

Nomenclature des nuclNomenclature des nuclééotides :otides :
–– Purines (A, G) : Purines (A, G) : «« ineine »», , «« yliqueylique »»

–– Pyrimidines (C, T, U) : Pyrimidines (C, T, U) : «« idineidine, , «« idyliqueidylique »»



Liaison entre les nuclLiaison entre les nuclééotides :otides : liaison liaison phosphodiesterphosphodiester

Sens de lecture dSens de lecture d’’une chaune chaîîne de nuclne de nuclééotides :otides : 55’’ →→ 33’’

La structure des acides nuclLa structure des acides nuclééiquesiques



LL’’ADN : caractADN : caractééristiquesristiques
–– Bases : A, T, C, et GBases : A, T, C, et G

–– Ose : dOse : déésoxyribosesoxyribose

–– Double chaDouble chaîînene

La structure des acides nuclLa structure des acides nuclééiquesiques

3’

3’ 5’

5’

: antiparall: antiparallèèlele , compl, compléémentairementaire , hélicoïdale



LL’’ADN : propriADN : propriééttéés physicos physico--chimiqueschimiques
–– DDéénaturationnaturation

–– Absorption dans les UVAbsorption dans les UV

–– Enroulement et compactionEnroulement et compaction

La structure des acides nuclLa structure des acides nuclééiquesiques



Les ARN : caractLes ARN : caractééristiques gristiques géénnééralesrales
–– Bases : A, U, C, et GBases : A, U, C, et G

–– Ose : riboseOse : ribose

–– Simple chaSimple chaîînene

Les principaux types dLes principaux types d’’ARNARN
–– ARNrARNr ((ribosomiqueribosomique))

–– ARNtARNt (de transfert)(de transfert)

–– ARNmARNm (messager)(messager)

La structure des acides nuclLa structure des acides nuclééiquesiques



CaractCaractééristiques gristiques géénnéérales :rales :
–– SemiSemi--conservativeconservative
–– BidirectionnelleBidirectionnelle
–– ComplCompléémentaire et dans le sens mentaire et dans le sens 55’’ →→ 33’’

–– DiscontinueDiscontinue

ÉÉllééments nments néécessaires :cessaires :
–– ADN matriceADN matrice
–– Amorces ARNAmorces ARN
–– DDéésoxyribonuclsoxyribonuclééotidesotides : : dATPdATP, , dTTPdTTP, , dCTPdCTP et et dGTPdGTP
–– Nombreuses enzymesNombreuses enzymes
–– Ions MgIons Mg2+2+

La rLa rééplication de lplication de l’’ADNADN



Les diffLes difféérentes rentes éétapes :tapes :
–– DDééroulement de la double hroulement de la double héélice par llice par l’’ADN ADN hhéélicaselicase

–– Stabilisation sous forme simple brin par les protStabilisation sous forme simple brin par les protééines SSBines SSB

–– SynthSynthèèse dse d’’amorces ARN par la amorces ARN par la primaseprimase

–– Hybridation des amorces sur lHybridation des amorces sur l’’ADNADN

–– SynthSynthèèse du brin complse du brin compléémentaire par lmentaire par l’’ADN polymADN polymééraserase

–– Destruction des amorces ARN par la Destruction des amorces ARN par la RNaseRNase HH

–– RRééparation des lacunes par lparation des lacunes par l’’ADN polymADN polymééraserase

–– LigationLigation des fragments ddes fragments d’’ADN synthADN synthéétistiséés par ls par l’’ADN ligaseADN ligase

La rLa rééplication de lplication de l’’ADNADN



DiscontinuitDiscontinuitéé de la rde la rééplication entre les deux plication entre les deux 
brins dbrins d’’ADN :ADN :
–– Brin avancBrin avancéé / brin retard/ brin retardéé

–– Fragments dFragments d’’OkazakiOkazaki

RRééparation des erreurs de rparation des erreurs de rééplicationplication

La rLa rééplication de lplication de l’’ADNADN



La Transcription de lLa Transcription de l’’ADN en ADN en ARNmARNm

CaractCaractééristiques gristiques géénnéérales :rales :
–– dans le sens 5dans le sens 5’’ →→ 33’’
–– AntiAnti--parallparallèèlele
–– complcompléémentairementaire

ÉÉllééments nments néécessaires :cessaires :
–– ADN matriceADN matrice
–– RibonuclRibonuclééotidesotides : ATP, UTP, CTP et GTP: ATP, UTP, CTP et GTP
–– ARN polymARN polymééraserase
–– Ions Mg2+Ions Mg2+



LL’’unitunitéé de transcriptionde transcription

La Transcription de lLa Transcription de l’’ADN en ADN en ARNmARNm



InitiationInitiation

ÉÉlongationlongation

TerminaisonTerminaison

Les diffLes difféérentes rentes éétapes :tapes :

�� prpréé--ARNmARNm

La Transcription de lLa Transcription de l’’ADN en ADN en ARNmARNm



La maturationLa maturation
–– Addition de la coiffe en 5Addition de la coiffe en 5’’

–– Addition de la queue Addition de la queue polyApolyA en 3en 3’’

–– ÉÉlimination des intronslimination des introns

�� ARNmARNm

La Transcription de lLa Transcription de l’’ADN en ADN en ARNmARNm



La Traduction de lLa Traduction de l’’ARNmARNm en proten protééineine

CaractCaractééristiques gristiques géénnéérales :rales :
–– DDééplacement des ribosomes sur lplacement des ribosomes sur l’’ARNmARNm dans le sens dans le sens 

55’’ →→ 33’’
–– SynthSynthèèse protse protééique de lique de l’’extrextréémitmitéé NN--terminaleterminale àà

ll’’extrextréémitmitéé CC--terminaleterminale
–– Polysomes :Polysomes :



La Traduction de lLa Traduction de l’’ARNmARNm en proten protééineine

ÉÉllééments nments néécessaires :cessaires :
–– ARNmARNm

–– RibosomesRibosomes

–– ARNtARNt

–– Acides aminAcides aminééss

–– Enzyme Enzyme aminoacylaminoacyl--ARNtARNt synthasesynthase

Les diffLes difféérentes rentes éétapes :tapes :





Le code gLe code géénnéétiquetique
–– Code de 3 lettres, dCode de 3 lettres, dééggéénnéérréé

La Traduction de lLa Traduction de l’’ARNmARNm en proten protééineine



Le code gLe code géénnéétiquetique
–– UniverselUniversel

–– Cadre de lectureCadre de lecture
Si on considSi on considèère par exemple la sre par exemple la sééquence suivante d'un quence suivante d'un ARNmARNm ::

ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ...ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ...

Les trois cadres de lecture possibles (en rouge) sont :Les trois cadres de lecture possibles (en rouge) sont :

ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACGACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ......

A A CGA CGA CGA CGA CGA CGA CGA CGACGA CGA CGA CGA CGA CGA CGA CGA ......

AC AC GAC GAC GAC GAC GAC GAC GAC GACGAC GAC GAC GAC GAC GAC GAC GAC ......

La Traduction de lLa Traduction de l’’ARNmARNm en proten protééineine



Le polymorphisme de lLe polymorphisme de l’’ADNADN

Remaniements chromosomiquesRemaniements chromosomiques
–– TranslocationsTranslocations

–– InversionsInversions

–– FusionsFusions

–– DDéélléétionstions

–– insertionsinsertions

Mutations ponctuellesMutations ponctuelles
–– Substitutions : transitions et Substitutions : transitions et transversionstransversions

–– DDéélléétionstions

–– insertionsinsertions

SSééquences rquences rééppééttéées en tandemes en tandem



Le polymorphisme de lLe polymorphisme de l’’ADNADN

MMéécanismes gcanismes géénnéérant du polymorphismerant du polymorphisme
–– Erreurs de rErreurs de rééparationparation

–– Recombinaisons inRecombinaisons inéégalesgales

–– Conversion gConversion gééniquenique

–– Insertions de sInsertions de sééquences mobilesquences mobiles

–– Glissement Glissement intraintra--chromatidienchromatidien



Les outils et techniques Les outils et techniques 
de la biologie molde la biologie molééculaireculaire



Outils : les enzymesOutils : les enzymes

Enzymes de restrictionEnzymes de restriction
–– EndonuclEndonuclééasesases

–– Site de restriction (palindrome)Site de restriction (palindrome)

–– Coupure Coupure àà bouts francs ou cohbouts francs ou cohéésifssifs

Enzyme de digestion autres que les enzymes de Enzyme de digestion autres que les enzymes de 
restrictionrestriction
–– ExonuclExonuclééasesases

–– EndonuclEndonuclééasesases

PolymPolyméérasesrases

LigasesLigases



Outils : les amorces et les sondesOutils : les amorces et les sondes

Courtes sCourtes sééquences dquences d’’ADN (15 ADN (15 àà 30 30 
nuclnuclééotides)otides)

ComplCompléémentaires de certaines rmentaires de certaines réégions gions 
dd’’ADNADN

Utilisation :Utilisation :
–– Amorces marquAmorces marquéées ou non : PCRes ou non : PCR

–– Sondes marquSondes marquéées : identification de es : identification de 
ssééquences dquences d’’ADNADN



Outils : les vecteurs et les cellules hôtesOutils : les vecteurs et les cellules hôtes

VecteurVecteur
–– ADN circulaireADN circulaire

–– AutorAutorééplication dans les cellules hôtesplication dans les cellules hôtes

–– Insertion dInsertion d’’ADN exogADN exogèènene

–– GGèènes de snes de séélectionlection

Cellules hôtesCellules hôtes
–– MicroorganismesMicroorganismes

–– CompCompéétentestentes



Isolement de lIsolement de l’’ADN (qualitADN (qualitéé et quantitet quantitéé))

2 2 éétapes :tapes :
–– Extraction (digestion des tissus et lyse des cellules)Extraction (digestion des tissus et lyse des cellules)
–– Purification (sPurification (sééparation de lparation de l’’ADN des autres ADN des autres 

constituants cellulaires)constituants cellulaires)

Plusieurs techniques :Plusieurs techniques :
–– PhPhéénol/chloroformenol/chloroforme
–– Kit Kit QiagenQiagen
–– Kit Kit PuregenePuregene

Techniques : Techniques : extractionextraction--purificationpurification dd’’ADNADN



Comparatif des diffComparatif des difféérentes mrentes mééthodes de thodes de 
purificationpurification

1 : la moins bonne, 3 : la meilleure1 : la moins bonne, 3 : la meilleure

Techniques : Techniques : extractionextraction--purificationpurification dd’’ADNADN



Techniques : migration sur gel et Techniques : migration sur gel et 
visualisation de lvisualisation de l’’ADNADN

Migration Migration éélectrophorlectrophoréétiquetique
–– SSééparation des fragments dparation des fragments d’’ADN en fonction de leur ADN en fonction de leur 

tailletaille

–– RRéésolution des gels : agarose et solution des gels : agarose et acrylamideacrylamide

VisualisationVisualisation
–– DDéétermination de la taille des fragments dtermination de la taille des fragments d’’ADNADN

–– ÉÉvaluation de la quantitvaluation de la quantitéé dd’’ADNADN

–– ÉÉvaluation de la qualitvaluation de la qualitéé dd’’ADNADN



Techniques : PCRTechniques : PCR

RRééaction de polymaction de polyméérisation en charisation en chaîînene
–– BasBaséée sur le me sur le méécanisme de rcanisme de rééplication de lplication de l’’ADNADN

–– PolymPolyméérase thermostablerase thermostable

–– NNéécessitcessitéé de connade connaîître les rtre les réégions flanquantesgions flanquantes

–– RRééppéétition de cycles : amplification exponentielletition de cycles : amplification exponentielle



Techniques : PCRTechniques : PCR
1.1. DDéénaturation de lnaturation de l’’ADNADN

2.2. Hybridation des amorces sur lHybridation des amorces sur l’’ADNADN

3.3. ElongationElongation des brins compldes brins compléémentairesmentaires



Techniques : PCRTechniques : PCR

Les principaux types de PCRLes principaux types de PCR
–– Hot Hot StartStart PCRPCR

–– TouchTouch Down PCRDown PCR

–– TouchTouch UpUp PCRPCR

OptimisationOptimisation
–– Optimisation MgOptimisation Mg2+2+

–– Optimisation tempOptimisation tempéérature drature d’’hybridation des amorceshybridation des amorces

–– Optimisation du nombre de cycle Optimisation du nombre de cycle 

–– Ajout dAjout d’’adjuvantsadjuvants



RRèègles dgles d’’optimisationoptimisation
– Si l'amplification donne trop de bandes :

diminuez la concentration en Mg2+;
diminuez légèrement le nombre de cycle;
augmentez la température d'hybridation des amorces (max 62°C);
faites une Touch Down PCR.

– Si l'amplification est trop faible :
augmentez la concentration en Mg2+;
augmentez légèrement le nombre de cycle;
diminuez la température d'hybridation des amorces (min 45°C);
faites une Touch Up PCR.

Techniques : PCRTechniques : PCR



Techniques : PCRTechniques : PCR--RFLPRFLP

Polymorphisme de longueur de fragments de Polymorphisme de longueur de fragments de 
restriction sur une PCRrestriction sur une PCR
–– Polymorphisme de restrictionPolymorphisme de restriction

–– RRéégion identifigion identifiééee

–– Marqueur coMarqueur co--dominantdominant

Principe :Principe :
–– Digestion de produits PCR par une enzyme de Digestion de produits PCR par une enzyme de 

restrictionrestriction

–– Migration sur gel dMigration sur gel d’’agaroseagarose

–– RRéévvéélation des bandeslation des bandes



Techniques : PCRTechniques : PCR--RFLPRFLP



Techniques : sTechniques : sééquenquenççageage

Principe :Principe :
–– Amplification par PCR particuliAmplification par PCR particulièère :re :

ADN matrice = fragment amplifiADN matrice = fragment amplifiéé par PCRpar PCR

Une seule amorce par rUne seule amorce par rééactionaction

NuclNuclééotides = otides = dNTPdNTP + + ddNTPddNTP fluorescentsfluorescents

–– Migration sur gel dMigration sur gel d’’acrylamideacrylamide

–– Visualisation Visualisation àà ll’’aide daide d’’un laserun laser



Techniques : sTechniques : sééquenquenççageage



Techniques : Techniques : ggéénotypagenotypage microsatellitesmicrosatellites

RRééppéétitions en tandem de courts motifstitions en tandem de courts motifs
–– polymorphisme de longueurpolymorphisme de longueur

–– RRéégions identifigions identifiééeses

–– Marqueur coMarqueur co--dominantdominant

Principe :Principe :
–– Amplification par PCRAmplification par PCR

–– Migration sur gel dMigration sur gel d’’acrylamideacrylamide

–– Visualisation des fragments amplifiVisualisation des fragments amplifiééss



Techniques : Techniques : ggéénotypagenotypage microsatellitesmicrosatellites



Techniques : Techniques : ggéénotypagenotypage AFLPAFLP

Polymorphisme de longueur de fragments amplifiPolymorphisme de longueur de fragments amplifiééss
–– polymorphisme de restrictionpolymorphisme de restriction
–– GGéénome total, rnome total, réégions inconnuesgions inconnues
–– Marqueur dominantMarqueur dominant

Principe :Principe :
–– Digestion de lDigestion de l’’ADN gADN géénomique par deux enzymes de nomique par deux enzymes de 

restrictionrestriction
–– LigationLigation dd’’adaptateursadaptateurs
–– Amplifications par PCRAmplifications par PCR
–– Migration sur gel dMigration sur gel d’’acrylamideacrylamide
–– Visualisation des fragments amplifiVisualisation des fragments amplifiééss



Techniques : Techniques : ggéénotypagenotypage AFLPAFLP



Techniques : Techniques : ggéénotypagenotypage AFLPAFLP



Technique : Technique : ggéénotypagenotypage SSCPSSCP

Polymorphisme de conformation simple brinPolymorphisme de conformation simple brin
–– La conformation 3D de lLa conformation 3D de l’’ADN dADN déépend de sa pend de sa 

composition en basescomposition en bases
–– DDéétection de mutations ponctuellestection de mutations ponctuelles
–– Marqueur coMarqueur co--dominantdominant

Principe :Principe :
–– Amplification par PCR dAmplification par PCR d’’une rune réégion dgion d’’ADN ADN 

contenant une ou plusieurs mutations ponctuellescontenant une ou plusieurs mutations ponctuelles
–– Migration sur gel dMigration sur gel d’’acrylamideacrylamide
–– Visualisation des fragments amplifiVisualisation des fragments amplifiééss



Techniques : Techniques : ggéénotypagenotypage SSCPSSCP



CrCrééation dation d’’une une 
banque dbanque d’’ADN ADN 
ggéénomique :nomique :
–– Digestion du vecteurDigestion du vecteur

–– Digestion de lDigestion de l’’ADN ADN 
ggéénomiquenomique

–– LigationLigation des fragments des fragments 
dans les vecteursdans les vecteurs

–– Transformation des Transformation des 
bactbactéériesries

–– Isolement des diffIsolement des difféérents rents 
clones cellulairesclones cellulaires

–– SSéélection des clones lection des clones 
ayant incorporayant incorporéés un s un 
fragment dfragment d’’ADN ADN 
ggéénomiquenomique
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Techniques : clonageTechniques : clonage



Techniques : clonageTechniques : clonage

Recherche des Recherche des 
fragments dfragments d’’intintéérêt :rêt :
–– Transfert sur membraneTransfert sur membrane

–– ÉÉclatement des clatement des 
bactbactéériesries

–– Fixation de lFixation de l’’ADNADN

–– Hybridation dHybridation d’’une sonde une sonde 
marqumarquééee

–– RRéévvéélationlation

–– RRéécupcupéération des ration des 
bactbactééries et mise en ries et mise en 
cultureculture

–– SSééquenquenççageage
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