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La naissance de la biologie moléculaire

| Les lois de I'heréditée (Mendel, 1866)

M La théorie chromosomique de I'héredité (Morgan,
1910)

@ Le codage des proteines par les genes (Garrod,
1902)

m L’ADN, support biochimique de lI'information
geneétigue (Griffith, 1928; Avery 1944, Chargaff, 1950)

m La structure de ’ADN (Watson & Crick, 1953)




La structure des acides nucléiques

] |
— Bases : purines A et G — pyrimidine C, T et U
— Ose (sucre) : ribose et désoxyribose

— Acide phosphorique
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La structure des acides nucléiques

— Purines (A, G) : « Ine », « ylique »
— Pyrimidines (C, T, U) : « idine, « idylique »
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La structure des acides nucléiques

liaison phosphodiester
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La structure des acides nucléiques

I
— Bases: A, T,C,etG
— Ose : désoxyribose
— Double chaine : antiparallele , complémentaire, hélicoidale

Thymine

Adenine




La structure des acides nucléiques

§
— Dénaturation
— Absorption dans les UV

— Enroulement et compaction |k
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La structure des acides nucléiques

— Bases: A, U, C,etG
— Ose : ribose
— Simple chaine

site de liaison _

T

de I'acide aminé

— ARNTr (ribosomique)
— ARNITt (de transfert)
— ARNmM (messager)

anticodon




La réplication de 'ADN

— Semi-conservative

— Bidirectionnelle

— Compléementaire et dans le sens 5 — 3’
— Discontinue

i

— ADN matrice

— Amorces ARN

— Désoxyribonucléotides : dATP, dTTP, dCTP et dGTP
— Nombreuses enzymes

— lons Mg?*




La réplication de 'ADN

— Déroulement de la double helice par ’ADN hélicase

— Stabilisation sous forme simple brin par les protéines SSB
— Synthese d’amorces ARN par la primase

— Hybridation des amorces sur 'ADN

— Synthese du brin complémentaire par 'ADN polymeérase

— Destruction des amorces ARN par la RNase H

— Réparation des lacunes par 'ADN polymeérase

— Ligation des fragments d’ADN synthetises par I'ADN ligase




La réplication de 'ADN

— Brin avancé / brin retardé
— Fragments d’Okazaki




La Transcription de FADN en ARNmM

— danslesens 5 — 3
— Anti-parallele
— complémentaire

— ADN matrice

— Ribonucléotides : ATP, UTP, CTP et GTP
— ARN polymeérase

— lons Mg2+




La Transcription de FADN en ARNmM
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La Transcription de FADN en ARNmM

Région du promoteur
(début du géne)
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La Transcription de FADN en ARNmM

g |

— Addition de la coiffe en 5’
— Addition de la queue polyA en 3’
— Elimination des introns

Exon 1 Exon 2 Exon 3
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La Traduction de TARNm en proteine

— Déplacement des ribosomes sur TARNmM dans le sens
5 -3

— Synthese protéique de I'extrémité N-terminale a
I'extremité C-terminale

— Polysomes :

chaine
polypeptidique
| terminée

chaine polypeptidique
en formation

Polysome




La Traduction de TARNm en proteine

B} |
— ARNmM
— Ribosomes
— ARNTt
— Acides amineés
— Enzyme aminoacyl-ARNt synthase
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La Traduction de TARNm en proteine

g |

V4 V4

— Code de 3 lettres, degeneré

2eme base
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3éme base

AU ACU
AUC | lle | ACC |
AUA J ACA
AUG  Met ACG _

GUU ) | GCU
Guc | Val GCC
GUA GCA |
GUG _ GCG _




La Traduction de TARNm en proteine

— Universel

— Cadre de lecture

Si on considere par exemple la séquence suivante d'un ARNm :
ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ACG ...
Les trois cadres de lecture possibles (en rouge) sont :

A
AC




Le polymorphisme de 'ADN

g |

— Translocations
— Inversions
— Fusions
— Delétions
— Insertions
B} |

— Substitutions : transitions et transversions
— Délétions
— Insertions




Le polymorphisme de 'ADN

g |

— Erreurs de reparation

— Recombinaisons inégales

— Conversion génique

— Insertions de séquences mobiles
— Glissement intra-chromatidien




Les outils et techniques

de la biologie moléculaire




Outils : les enzymes

g |

— Endonucléases
— Site de restriction (palindrome)
— Coupure a bouts francs ou cohesifs

g |

— Exonucléases
— Endonucléases




Outils : les amorces et les sondes

a

— Amorces marqueées ou non : PCR

— Sondes margueées : identification de
sequences d’ADN




Outils : les vecteurs et les cellules hotes

— ADN circulaire

— Autoréplication dans les cellules hotes
— Insertion d’ADN exogene

— Genes de selection

3

— Microorganismes
— Compétentes




Techniques : extraction-purification d’ADN

— Extraction (digestion des tissus et lyse des cellules)

— Purification (séparation de 'ADN des autres
constituants cellulaires)

— Phénol/chloroforme
— Kit Qlagen
— Kit Puregene




Techniques : extraction-purification d’ADN

g |

1 : la moins bonne, 3 : la mellleure

Pheéenol
chlorotorme
Quantite/rendement
Pureté de 'extrait
Rapidite
Cont
Securite du manipulateur

II




Techniques : migration sur gel et
visualisation de 'ADN

g |

— Separation des fragments d’ADN en fonction de leur
taille

— Résolution des gels : agarose et acrylamide

A
— Détermination de la taille des fragments d’ADN
— Evaluation de la quantité d’ADN
— Evaluation de la qualité d’ADN




Techniques : PCR

g |

— Baseée sur le mécanisme de replication de 'ADN
— Polymeérase thermostable

— Nécessité de connaitre les régions flanguantes
— Répétition de cycles : amplification exponentielle




Techniques : PCR

1. Dénaturation de 'ADN
2. Hybridation des amorces sur 'ADN
3. Elongation des brins complémentaires




Techniques :

g |

— Hot Start PCR
— Touch Down PCR
— Touch Up PCR

A
— Optimisation Mg?*
— Optimisation temperature d’hybridation des amorces
— Optimisation du nombre de cycle
— Ajout d’adjuvants




Techniques : PCR

— Si I'amplification donne trop de bandes :
1 diminuez la concentration en Mg?*;
3 diminuez légerement le nombre de cycle;
1 augmentez la température d'hybridation des amorces (max 62C);
1 faites une Touch Down PCR.

— Si I'amplification est trop faible :
1 augmentez la concentration en Mg?*;
1 augmentez légerement le nombre de cycle;
1 diminuez la température d'hybridation des amorces (min 45C);
1 faites une Touch Up PCR.




Techniques : PCR-RFLP

— Polymorphisme de restriction
— Région identifiee
— Margueur co-dominant

A
— Digestion de produits PCR par une enzyme de
restriction
— Migration sur gel d’agarose
— Révelation des bandes




Techniques : PCR-RFLP

Profils de restriction Sites de restriction reconnus
de 3 individus par I'enzyme de restriction A

A

Allele 1

oo > Yoo b




Techniques : séquencage

) |

— Amplification par PCR particuliere :
1 ADN matrice = fragment amplifié par PCR
1 Une seule amorce par réaction
1 Nucléotides = dNTP + ddNTP fluorescents

— Migration sur gel d’acrylamide
— Visualisation a l'aide d’un laser




Techniques : séquencage

GCGARTGCGTCCACARCGCTACAGGTG
GCGARTGCGTCCACAACGETACAGGT
GCGARTGCGTCCACAACGETACAGG
GCGARTGCGTCCACARCGETACAG
GCGARTGCGTCCACARCGCTACA
GCGARTGCGTCCACARCGETALC

— ' Al10.abd - Chromas
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Technigues : genotypage microsatellites

— polymorphisme de longueur
— Régions identifiees
— Marqueur co-dominant

— Amplification par PCR
— Migration sur gel d’acrylamide
— Visualisation des fragments amplifiés




Technigues : genotypage microsatellites

,E:helicu?erPEE - Electropherogram
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Techniques : génotypage AFLP

— polymorphisme de restriction
— Génome total, régions inconnues
— Margqueur dominant

|

— Digestion de 'ADN génomique par deux enzymes de
restriction

— Ligation d’adaptateurs

— Amplifications par PCR

— Migration sur gel d’acrylamide

— Visualisation des fragments amplifiés




Techniques : génotypage AFLP
%\t‘“ ADN génomique

Digestion EcoRl et Tag| |

v

Ligation des adaptateurs |
gas

== adaptateur Eco Rl
= adaptateur Taq |

—

PCR1 (+1/+1= 1’16}
ifi n | am corr dant
Pré-amplification | amorces correspond
— aux adaptateurs

+ 1 nucleotide d'ancrage

—

PCR2 (+3/+3= 1/256)
| amorces correspondant
- aux adaptateurs
\ + 3 nucléotides d'ancrage

e
Amplification




Techniques : génotypage AFLP

ﬁ AFLP - Electropherogram
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Technigue : genotypage SSCP

|

— La conformation 3D de 'ADN depend de sa
composition en bases

— Détection de mutations ponctuelles
— Margueur co-dominant

|

— Amplification par PCR d’une région d’ADN
contenant une ou plusieurs mutations ponctuelles
— Migration sur gel d’acrylamide

— Visualisation des fragments amplifiés




Techniques : genotypage SSCP

Individu
2 3




Techniques : clonage

Géne de résistance a
un antibiotique

4 Partie du géene lacZ
L o k/ (B-galactosidase)
‘ Multi site de clonage

Digestion du vecteur &

DlgeStlon de | ADN \I_ & Origine de réplication |

P .
genOm |que Linéarisation du vecteur Digestion d'/ADN génomique total par une enzyme de restriction
par une enzyme de restriction "A" ("A" ou "B" si les sites de ces deux enzymes sont compatibles)

Ligation des fragments <+ +
dans les vecteurs
— 2

Transformation des
bacteries 4

Isolement des différents 3
clones cellulaires e} 2 OO

Sél@Cthﬂ deS ClOneS ecombnants U OU 4 Etalement Boite de Petri contenant un milieu
ayant |ncorporés u n Q Q m 5 nutritif gélosé et un antibiotique
frag ment d AD N Bagteries compétem_es

genom Iq ue sensibles a un antibiotique




Techniques : clonage

Transfert sur membrane

Eclatement des
s - . T Memkbrane de nylon
baCtel’IeS A ,..'-/':_:__“--. ou de nitrocellulose

Fixation de ’ADN

|Prise d'empreinte |

L
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Hybridation d’'une sonde = Moy KI\_H,;. |
, dos sastetias Eclatement Fixation provisoire de
marquee iecavonspivosulbrisdil des bactéries I'ADN sur la membrane
[

Réveélation e 3

, . . Sonde —\/ -
Récupération des iad-iv> } 1
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CUIture Hybridation de la sonde
Séguencage

Fixation définitive de
I'ADN sur la membrane

Revélation des clones
hybridés avec la sonde




