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BIOCHIMIE MOLECULAIRE  
 

 

1. Rappels : fonctions alcools, esters et anhydrides dôacides 
 

 
 

¶ Le phosphate inorganique (Pi) est un ion stable formé à partir de lôacide phosphorique PO4H3. 

 

¶ Le pyrophosphate (PPi) (ion dérivé de lôacide pyrophosphorique P2O7H4) renferme une liaison anhydride 

dôacide phosphorique qui est hydrolys®e par la pyrophosphatase 

 

¶ Un ester de phosphate est formé par la condensation dôune fonction acide et dôune fonction alcool 
 

¶ Un anhydride dôacide est formé par la condensation de deux acides. 

 

¶ Si le second acide nôest pas un phosphate, on parle alors dôanhydride mixte avec les acides carboxyliques 

par exemple 
 

2. Les sucres des acides nucléiques 
 

Le b-D-ribose Le 2-désoxy-b-Dribose 

  
¶ Présent dans les ARN. 

 

¶ Appartient à la série D (= dernière hydroxyle situé 
à droite en représentation de Fisher). 

 

¶ Cyclisé en ribofuranose. 
 

¶ Anom¯re ɓ sp®cifiquement (OH sur le carbone 
anomérique (n°1) au-dessus du cycle)  

¶ Présent dans lôADN. 
  

¶ Ribose réduit sur la fonction alcool du carbone n°2 
= OH en 2 remplacé par H 

 

¶ Cette réduction le rend plus stable (= plus adapté 
pour la conservation de lôinformation g®n®tique) 

 

¶ Les carbones sont numérotés de 1ô ¨ 5ô 
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3. Les bases azotées des acides nucléiques 
 

Les bases pyrimidiques (Noyau pyrimidine) Les bases puriques (Noyau purine) 

Cytosine 

 

   Carbone 4 

substitué par une fonction amine 

Adénine 

 

 La seule base azotée sans 

atome dôoxyg¯ne. 

Fonction amine sur le carbone 6 

Uracile 

 

 Spécifique des ARN 
Les carbones 2 et 4 portent une 

fonction cétone 

 

Guanine 

 

 Le carbone 2 est 

substitué par une fonction amine. 

Le carbone 6 est substitué par une fonction 

cétone 

Thymine 

 

 Spécifique des 

ADN 

¶ Les carbones 2 et 4 portent une 

fonction cétone 
 

¶ Le carbone 5 porte un méthyle 

Les purines sont formées de 2 noyaux hétérocycliques 

accolés : 

¶ Lôun hexagonal avec 4 carbones et 2 azotes 
 

¶ Lôautre pentagonal avec 3 carbones et 2 azotes. 
 

¶ Les azotes occupent des positions symétriques 

(1/3/7/9) 
 

¶ Lôazote 9 se lie au sucre (ribose ou désoxyribose) 

liaison N-osidique.  
 

¶ Dans les pyrimidines, côest lôazote 1 qui se lie au sucre 
 

4. Nomenclature 
 

Base Nucléosides 
Nucl®osides 5ô-mono / di / 

triphosphate 

Unités nucléotidiques 

des acides nucléiques 

A = Adénine (désoxy)-adénosine 
AMP ADP ATP 

(désoxy)-adénylate 
dAMP dADP dATP 

G = Guanine (désoxy)-guanosine 
GMP GDP GTP 

(désoy)-guanylate 
dGMP dGDP dGTP 

C = Cytosine (désoxy)-cytidine 
CMP CDP CTP 

(désoxy)-cytidylate 
dCMP dCDP dCTP 

U = Uracile 
Uridine  (pas de 

composé désoxy) 
UMP UDP UTP Uridylate 

T = Thymine (désoxy)-thymidine dTMP dTDP dTTP Désoxy-thymidylate 
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¶ Nucléoside : sucre lié par son carbone réducteur (le carbone anomérique) à une base azotée = liaison 
N-osidique en configuration ɓ  
 

¶ Nucléotide : nucléoside lié à un phosphate par estérification de la fonction alcool primaire du carbone 

5 du sucre avec une des fonctions acides du phosphate (liaison phosphoester) 
 

¶ Les nucléosides diphosphates et triphosphates possèdent une ou deux li aisons anhydrides dôacide, entre 
phosphates, très riche en énergie 

 

5. Lôad®nosine triphosphate 
 

 

¶ Lôadénosine triphosphate est le coenzyme 

transporteur dô®nergie universel 
 

¶ Ses liaisons anhydrides unissant les acides 

phosphoriques Ŭ et ɓ ainsi que ɓ et ɔ sont 

riches en ®nergie (ȹG Ó 31kJ /Mol) : il y a 

donc deux liaisons phosphoanhydre 
 

¶ Les enzymes utilisant lôATP comme 
substrat (comme les ARN polymérases) 

nécessitent les ions Mg2+ comme catalyseur 
 

6. Lôappariement des bases azotées par liaisons hydrogène 
 

 

 
 

¶ En solution, un acide nucléique forme des liaisons hydrogènes avec un autre acide nucléique 
 

¶ Ainsi, une adénine se lie à une thymine dans lôADN ou à un uracile dans lôARN par 2 liaisons H Une cytosine 

se lie à une guanine par 3 liaisons H. 
 

¶ Cette association est appelée hybridation . 
 

¶ Lôhybridation adénine-thymine est moins stable (2 liaisons : -21kJ) que celle entre guanine et cytosine (3 
liaisons : -63 kJ) 

 

¶ 2 brins dôADN contenant 80% de GC se séparent à 100°C (séparation des 2 brins par la chaleur) 
 

¶ 2 brins dôADN contenant 20% de GC se s®parent ¨ 77ÁC 
 

¶ Dans la cellule, la séparation des brins par les enzymes est possibles 
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7. LôADN (acide d®soxyribonucl®ique) 

 

 

¶ LôADN est constitué de deux chaînes (il est bicaténaire) de 

nucléotides monophosphates liés entre eux par un pont 

phosphodiester (ou liaison phosphodiester) rencontré aussi dans 

lôARN 
 

¶ Dans lôADN les bases azotées sôhybrident par 

complémentarité des bases azotées, formant ainsi un hybrid e 

en forme de double hélice : A sôapparie avec T et G sôapparie 

avec C 
 

¶ Les deux brins dôADN sont antiparall¯les : lôun orient® 3ô ï 

5ô et lôautre 5ô ï 3ô 
 

¶ Les bases azotées liées par des liaisons hydrogènes sont 

tournées vers lôint®rieur, tandis que les r iboses et les 

phosphates hydrophiles sont tournés vers lôext®rieur 
 

¶ La fusion de lôADN (dissociation des deux chaînes) par la 
chaleur est réversible 

 

¶ La température de fusion dôun ADN comportant une majorité 

de bases GC est plus élevée que lorsquôil comporte une 

majorité de base AT car lôhybridation GC est plus forte, donc 

plus stable, et requiert donc plus dô®nergie pour être détruite 
 

¶ Périodicité de la double hélice = 10 nucléotides : reproduction 
petit sillon / grand sillon (10 nucléotides = 1 tour de double 

hélice) 
 

¶ Petit sillon et grand sillon permettent les interactions ADN / 

protéines 
 

¶ Génome humain haploïde (22 autosome + chromosomes 
sexuels) = 3 milliards de paires de nucléotides 

 

¶ Une s®quence dôADN est toujours donn®e 5ô vers 3ô en 
simple brin 
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8. Les ARN (acides ribonucléiques) 
 

8.1. Généralités 
 

 

 

Les ARN sont issus de la transcription  de lôADN par polycondensation de nucléotides (GMP / AMP / UMP / 

CMP), unis les uns aux autres par un pont phosphodiester (phosphate dôun nucl®otide unissant deux nucl®otides 

par des liaisons ester) entre le carbone 3ôOH dôun premier nucl®otide et le carbone 5ôP du nucl®otide suivant. 

Différences majeures dôun ARN par rapport ¨ lôADN : 

¶ Plus court (70 à 10 000 nucléotides) 
 

¶ Squelette de pentoses contient des riboses au lieu des désoxyriboses 
 

¶ Parmi les bases azotées, lôuracile remplace la thymine 
 

¶ Un ARN est simple brin 
 

¶ Un ARN a un sens :  

ü D®but = extr®mit® 5ô <=> Premier nucléotide portant un phosphate sur le carbone 5ô dont les deux 

autres fonctions acides ne sont pas estérifiées 

ü Fin = extr®mit® 3ô-OH <=> Dernier nucléotide portant une fonction alcool non estérifiée sur le 

carbone 3ô 
 

¶ Existence dôune structure secondaire = repliement en épingle à cheveux avec appariements 

intramoléculaires des bases azotées complémentaires 
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8.2. Les rôles des différents ARN 
 

 
ARN ribosomique 

(ARNr)  : 

 28S ; 18S ; 5,8S ; 

5S 

ARN de 

transfert  

(ARNt, taille 

environ 76 

nucléotides) 

ARN 

messagers 

(ARNm) 

Petits ARN (SnARN) = « small 

nuclear » 

Riches en U ARN 7S 

% dans la 

cellule / ARN 

totaux 

82% 16% 2% < 1% < 1% 

Transcription  

ARN polymérase I 

pour 28S, 18S et 5,8S 
 

ARN polymérase III 

pour ARNr 5S 

ARN polymérase 

III  
ARN polymérase II 

ARN polymérase 

III  

Roles 

¶ Association à des 

prot®ines Ÿ 

Ribonucléoprotéin

es constitutives des 

ribosomes 
 

¶ Participent à la 
traduction des 

ARNm en 

protéines 

« coenzymes » 

transporteurs des 

acides aminés aux 

ribosomes pour la 

biosynthèse des 

protéines 

Contiennent 

lôinformation 

permettant la 

synthèse 

protéique par 

le ribosome 

Participent à 

lôexcision 

épissage des 

introns / exons 

 

Association à 

des protéines = 

ribonucléoprot

éines 

Participe à la 

reconnaissance du 

signal dôadressage 

des peptides au 

REG 

 

Association à des 

protéines = 

ribonucléoprotéines 

 

9. Définition et structure dôun g¯ne ï Expression dôun g¯ne 
 

9.1. Organisation dôun g¯ne 
 

¶ Un gène est une séquence nucléotidique dôADN contenant lôinformation n®cessaire pour la synthèse dôun acide 

ribonucléique ou dôune protéine. 
 

¶ Les gènes sont toujours représentés en ADN brin codant 5ô ï 3ô 
 

¶ Chaque gène comporte plusieurs régions, parmi celles-ci, on retrouve : 
 

ü Le promoteur : séquence en amont (= séquence cis régulatrice c¹t® 5ô) du site dôinitiation de la 

transcription  permettant la régulation de lôexpression de ce gène. Le promoteur comprend environ 1000 

nucléotides 
 

ü Environ 20 à 30 nt du site dôinitiation de d®marrage de la transcription, on trouve la boîte TATA et à -80 la 

boîte CAAT ).  
 

ü Le site dôinitiation de la transcription : séquence sur laquelle les enzymes de la transcription vont se fixer 

pour commencer la transcription de lôADN 
 

ü Une suite variable dôexons et dôintrons : côest la s®quence transcrite. La s®quence transcrite commence par 

un exon et finit par un exon 
 

ü Le site dôarr°t de la transcription à la fin du dernier exon 
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9.2. Expression dôun g¯ne 
 

¶ Ensemble des mécanismes permettant à partir du gène dôaboutir ¨ la synthèse dôun acide ribonucléique ou dôune 

protéine. 
 

¶ La transcription de lôADN est faite dans le noyau, toujours de 5ô vers 3 
 

¶ La transcription des g¯nes qui code les prot®ines est r®alis®e par lôARN polym®rase II. Pour un g¯ne donn®, côest 

toujours le m°me brin dôADN qui est transcrit. La transcription reproduit le brin sens de lôADN (avec U ¨ 

la place de T) 
 

¶ Des protéines activatrices ou inhibitrices = facteurs trans-régulateurs se fixent sur les séquences cis 

régulatrices. Si les protéines activatrices sont majoritaires dans le noyau, elles se fixent sur la TATA box et 

recrutent les protéines facteurs généraux de la transcription. 
 

¶ Lôexpression dôun g¯ne commence par la synthèse dôun ARN appelé transcrit primaire ou hnRNA 

(heterogeneous RNA), côest la transcription . 
 

¶ Après des réactions de maturation , le transcrit primaire devient un ARN messager qui sort du noyau par un 

pore nucléaire pour rejoindre le cytoplasme. Cet ARNm néoformé va être traduit de 5ô vers 3ô par sa lecture 

par un ribosome pour former une protéine de lôextr®mit® NH2 par lôextr®mit® COOH terminale. 
 

¶ Lôexpression dôun g¯ne est régulée à 4 niveaux : 
ü Lors de la transcription (point de contrôle principal) 

ü Lors de la maturation du transcrit (post-transcriptionnelles) 

ü Lors de la traduction 

ü Lors de lôactivation de la prot®ine mature (post-traductionnelle = phosphorylation, glycosylationé) 
 

¶ Attention  : seul 10% du génome (30000 gènes) est effectivement transcrit 
 

10. La transcription dôun g¯ne codant une prot®ine 
 

10.1. LôARN polym®rase II 
 

¶ Comme toutes les ARN polymérases, lôARN polym®rase II effectue la synthèse dôun ARN (qui peut être un 

transcrit primaire dont la séquence est complémentaire dôun des 2 brins (brin matrice) dôADN et identique ¨ celle 

de lôautre brin (brin sens). LôARN polym®rase II parcourt le brin matrice  (= anti-sens 3ô-5ô) de 3ô vers 5ô pour 

synth®tiser de 5ô vers 3ô un ARNm transcrit primaire antiparallèle à ce brin matrice 
 

¶ Présente dans tous les noyaux cellulaires, elle présente une masse moléculaire dôenviron 500 000 daltons pour 

10 sous-unités. 
 

¶ La transcription nécessite des ribonucléosides triphosphates (forme activée des nucléotides) comme substrats 

(ATP / UTP /CTP / GTP), plusieurs cofacteurs protéiques (Transcription Factors IIA à J) ainsi quôun cation 

(Mg2+) comme cofacteur. 
 

¶ Lô®nergie est fournie par lôhydrolyse des liaisons riches en énergies des nucléosides triphosphates utilisés comme 

substrats : consommation de deux liaisons riches en énergie par nucléotide int®gr® dans lôARN en cours de 

synthèse 
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10.2. Les s®quences dôADN et les protéines nécessaires pour initier la 

transcription dôun g¯ne 
 

S®quences n®cessaires ¨ lôinitiation de la transcription dôun 

gène 

Protéines n®cessaires ¨ lôinitiation de la 

transcription  

¶ Boîte TATA : séquence de nucléotides TATA située de 20 à 30 

nucléotides en amont de lôexon 1 sur le brin ç sens è (côest-à-

dire situ®e c¹t® 5ô de lôexon 1 sur le brin sens). 

 

¶ Séquence symétrique, identique sur les deux brins (elle se lit 

toujours TATATA quel que soit le brin). 

TFIID  :  

¶ Premi¯re prot®ine ¨ se lier ¨ lôADN sur la 
boîte TATA par sa sous-unité TBP. 
 

¶ Lôinteraction se fait sur le petit sillon de lôADN 
 

¶  Cette liaison va déformer la double hélice de 
faon importante, ce qui permettra ¨ lôARN 

polymérase II de se fixer au brin matrice 

¶ Boîte CAAT : Séquence de nucléotides GGCCCATCCAT située 

environ 80 nucléotides en amont de lôexon 1 sur le brin « sens ». 

 

¶ La boîte TATA est donc en aval de la boîte CAAT (côest-à-dire 

situ®e c¹t® 3ô de la bo´te CAAT sur le brin sens). 

TFIIH  : 

¶ Facteur de transcription à activité hélicase 

= protéine permettant lôouverture de la double 

hélice (elle rompt les liaisons H de lôADN). 
 

¶ Activité kinase : active par phosphorylation 

lôextr®mit® C-terminale de lôARN polym®rase II 

¶ Promoteur : région dôun g¯ne comportant des séquences dites cis-

régulatrices. Les séquences cis peuvent être très loin du site 

dôinitiation, et parfois dans les introns 
 

¶  Les séquences cis fixent spécifiquement des protéines facteurs 

trans-régulateurs 
 

¶  Les facteurs trans-régulateurs ont une structure spécifique 

permettant une liaison avec lôADN : elles font partie des DNA 

bindings proteins. 
 

¶ Il existe diff®rents domaines prot®iques de liaison ¨ lôADN : 

ü Domaine hélice-boucle-hélice : lien spécifique des hélices 

Ŭ avec les nucléotides dans le grand sillon sur une longueur de 

10 paires de bases environ 
 

ü Doigts de Zinc : domaines form®s dôun ion Zn2+ tétra-

coordonné avec deux histidines et deux cystéines de la 

protéine. Chaque doigt se lie à 5 nucléotides dans le grand 

sillon de lôADN. Il y a souvent plusieurs doigts de Zinc à la 

suite dans la même protéine 
 

ü Domaine riche en acides aminés basiques : liaison aux 

phosphates des nucléotides sur des séquences répétées 

inverses sur lôADN. Les protéines possédant un tel domaine 

sôassocient en dimères par liaisons hydrophobes de deux 

domaines riches en leucines (fermeture « éclair » à 

leucines) 

Le complexe dôinitiation occupe environ 100 

nucléotides en amont du point de démarrage de 

la transcription 
 

Facteurs trans-régulateurs : 

¶ Ensemble de protéines se fixant dans le grand 

sillon de lôADN sur des séquences spécifiques, 

par lôinterm®diaire de plusieurs types 

dôinteractions (liaisons hydrogènes, ioniques 

ou hydrophobes) 
 

¶ Lôinteraction ADN/prot®ines comporte 10 à 

20 points de contact impliquant chacun un 

acide aminé. 
 

¶ Ces facteurs ont également des effets sur la 
vitesse de la transcription (inhibiteur ou 

activateur). Leur liaison ¨ lôADN dépend le 

plus souvent de conditions physiologiques 

particulières. 
 

¶ Les facteurs de transcription peuvent être 
activateurs ou inhibiteurs de la transcription 
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Une s®quence en amont dôune autre s®quence sur un brin est toujours en aval sur lôautre brin 

 

  
 

10.3. Lôinitiation de la transcription 
 

¶ La transcription commence à environ 20 à 25 nucléotides en amont sur le brin anti-sens côest-à-dire 

c¹t® 5ô de la boîte TATA. 
 

¶ Association de TFII-D à la TATA box 
 

¶ Addition  successive de TFIIB et de la petite sous-unité de TFIIF qui déterminent à la fois le brin transcrit 

et le sens de la transcription  
 

¶ Fixation de lôARN polymérase II sur lôADN (possible seulement après la fixation des protéines 
précédentes) 

 

¶ Ajout successif de TFIIF , TFIIE et TFIIH  : TFIIH provoque lôouverture et le déroulement de la double 

hélice. 
 

¶ La transcription peut alors commencer si les ribonucléotides substrats sont présents 
 

¶ La formation de ce complexe est activée ou inhibée par les facteurs trans-régulateurs liés aux séquences 
cis-régulatrices du même promoteur  
 

10.4. Le mécanisme de la transcription 
 

¶ LôARN polymérase II une fois activée va lire le brin « anti-sens » de 3ô vers 5ô environ 20 à 25 

nucléotides en amont de la boîte TATA sur ce brin. 
 

¶ LôARN polymérase II peut commencer une nouvelle chaîne poly-nucléotidique à partir de 2 

nucléotides (contrairement ¨ lôADN polymérase qui ne peut r®pliquer lôADN sans une amorce dôune 

dizaine de nucléotides). 
 

¶ Le transcrit en cours de synthèse reste hybridé sur quelques nucléotides avec le brin anti-sens puis 
sôen d®tache pour permettre ¨ la double hélice de se refermer après le passage de la polymérase 
 

¶ LôARN polym®rase II synth®tise le transcrit primaire jusquô¨ ce quôelle rencontre les signaux de 

terminaison de la transcription (sur le brin anti-sens) 
 

¶ Le signal de terminaison 3ô-TTATTT -5ô (= bo´te de poly-ad®nylation 5ô-AAUAAA -3ô) est suivi dans 
la plupart des gènes par un autre signal 3ô-ATACAAAC -5ô. LôARN polymérase se d®tache de lôADN 

et libère le transcrit primaire . 
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10.5. La régulation de la transcription 
 

¶ La régulation de la transcription se fait par des activateurs ou inhibiteurs (facteurs trans-régulateurs) qui 
sont des protéines produites par dôautres gènes qui interviennent pour activer ou inhiber lôARN polym®rase 

II ce qui a pour conséquence dôactiver ou dôinhiber lôexpression dôun gène. 
 

¶ Le couple élément cis-régulateur + facteur trans-régulateur lié, entre en contact avec le complexe 

dôinitiation de lôARN polym®rase II par lôinterm®diaire dôun ensemble de protéines appelé médiateur 

(activateur ou inhibiteur).  
 

¶ LôARN polym®rase II peut démarrer la transcription lorsque par lôinterm®diaire du m®diateur elle reçoit un 
signal dôactivation. La liaison du r®gulateur et du m®diateur n®cessite un repliement de lôADN du 

promoteur.  
 

¶ Lôexpression des g¯nes d®pend du type cellulaire, du tissu considéré car les protéines trans régulatrices 

dépendent elles-mêmes (elles sont spécifiques) du type cellulaire considéré. Ces facteurs trans régulateurs 

peuvent être activés par diverses voies de signalisation. 
 

 
¶ Des modifications de structure de la chromatine rendent la TATA box accessible à TFII-D 

 

 
Mécanisme de la transcription 
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11. La maturation des ARNm transcrits primaires 
 

Mise en place de la coiffe en 5ô : en début de 

transcription  
Excision ï épissage 

Nécessite 3 activités enzymatiques : 

¶ Phosphatase : Hydrolyse la liaison anhydride 

dôacide située entre les phosphates ɔ et ɓ du 

premier nucléotide situ®e en 5ô sur le transcrit 

primaire 
 

¶ Guanylate transférase : Hydrolyse dôun GTP en 

GMP + PPi et formation dôune liaison anhydride 

atypique entre le phosphate ɓ du premier nucléotide 

situe en 5ô et le phosphate Ŭ en 5ô du GMP Ÿ liaison 

atypique 5ô-5ô triphosphate entre le guanylate et le 

premier nucléotide du transcrit primaire. La réaction 

consomme 2 liaisons riches en énergie 
 

¶ Méthylase : Transfert dôun m®thyle sur lôazote nÁ7 

de ce guanylate (= cap 0) par transformation du 

cofacteur S-méthyl-adénosylméthionine en S-

adénosyl-homocystéine 

¶ Excision (suppression) des introns du transcrit 
primaire 
 

¶ Epissage (liaison) des exons du transcrit primaire Ÿ 
lôARNm mature ne contient que des exons 

 

¶ Intervention dôenzymes et dôARN catalytique 
(ribozymes) = ribonucléoprotéines riches en uracile 

 

¶ 2 premiers nucl®otides de lôintron = 5ôGU (+ 
séquence riche en purine) = site donneur 

 

¶ 2 dernier nucl®otides de lôintron = 3ôAG (précédé 
dôune s®quence riche en pyrimidine) = site accepteur   

 

¶ Adénylate de branchement environ 30 nucléotides 

avant le site accepteur 

¶ Si le nucléotide suivant est une adénine, elle peut être 

méthylée sur sa OH en 2ô (CAP-1) 

 

¶ Les riboses des nucléotides suivant sont parfois 
m®thyl®s sur leur OH en 2ô (CAP-2) 

Mécanisme : sur le transcrit primaire 

 

1- SnRNP-U1 reconnait 5ôGU 
 

2- SnRNP-U2 reconnait le point de branchement 
 

3- Hydrolyse des liaisons phosphoesters entre le 

dernier nucl®otide de lôexon et le premier de lôintron 

(G du GU), ainsi quôentre le dernier nucl®otide de 

lôintron et le premier de lôexon suivant 
 

4- Formation dôune liaison ester entre lôAdénylate 

de branchement (par la fonction alcool portée par 

le carbone 2ô de son ribose) et le phosphate du 

premier guanylate en 5ô de lôintron 
 

5- Ligature des 2 exons = formation dôune liaison 

phosphoester entre le phosphate en 5ô du premier 

nucl®otide de lôexon et la fonction alcool port®e par 

le carbone 3ô du dernier nucl®otide de lôexon 

précédent (utilisation dôune ARN ligase) 
 

6- Lib®ration de lôintron sous forme de lasso, et 
dégradation par des ribonucléases 

¶ Tous les ARNm et ARNsn qui sont synthétisés par 

lôARN polymérase II sont pourvus dôune coiffe dès 

le début de la transcription 
 

¶ Les ARN produits par les ARN polymérase I et 
III en sont dépourvus 

La coiffe est nécessaire : 

¶ Pour la poursuite de la transcription au-delà dôune 

dizaine de nucléotides 

 

¶ Pour le transport  des ARNm dans le cytoplasme 

 

¶ Pour lôinitiation de la traduction 

 

¶ Pour prot®ger lôextr®mit® 5ô des ARNm de lôaction 

des nucléases 

Epissages alternatifs : Synthèse ̈  partir dôun même transcrit primaire (donc dôun m°me g¯ne) dôARNm diff®rents 

(traduits en protéines différentes), par excision de certains exons 
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Coiffe de 7-méthylguanosine : CAP-0, CAP-1, CAP-2 

 

 
Excision - épissage 
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Poly-adénylation : mise en place  et rôles de la queue Poly-A 

Mise en place de la queue Poly-A Rôles de queue Poly-A 

Suite à la libération du transcrit primaire  : 

 

¶ Une endonucléase coupe la fin du transcrit une 

quinzaine de nucléotides après la boîte de poly-

adénylation ou bo´te Poly A (5ô-AAUAAA -3).  

 

¶ Sur lôextr®mit® 3ô OH du transcrit ainsi raccourci, 
une Poly-A polymérase condense un grand nombre 

dôad®nines. Le transcrit primaire se trouve alors 

allongé dôune queue poly-A de plus de 500 à 1000 

nucléotides à adénine 
 

¶ La Poly-A polymérase ARN polymérase 

particulière car elle fonctionne sans matrice 
 

¶ La Poly-A polym®rase utilise lôextr®mit® 3ô-OH de 
lôARN comme amorce.  

¶ Indispensable à la maturation des ARNm 
 

¶ Indispensable à lôexportation des ARNm 
 

¶ Indispensable à lôactivit® de lôARN messager 
 

¶ Prot¯ge lôextr®mit® 3ô de lôaction des RNAses : 

digestion lente par ces exonucléases jusquô¨ 

quelques centaines de nucl®otides Ÿ le messager 

vieilli sera détruit totalement pour être remplacé 

par un messager neuf (recyclage des nucléotides 

issus de la destruction de cet ARN)  
 

¶ Reconnaissance par les ribosomes lors de la 
traduction 

 

¶ Remarque : les ARNm des histones ont une 

coiffe mais pas de queue de poly A  

 

Au final, lôARNm mature : 

¶ Ne contient plus que des exons 
 

¶ Contient un seul codon AUG initiateur de la traduction et un seul codon STOP (terminaison de la 
traduction) 
 

¶ Le premier exon est partiellement non codant : il comporte une r®gion 5ô non traduite qui indique 
au complexe dôinitiation de la traduction la position du codon AUG (codon m®thionine) initiateur 
 

¶ Parfois le premier exon est totalement non codant : le codon AUG initiateur de la traduction est 

alors dans le deuxième exon 
 

¶ Le dernier exon est partiellement non codant : il comporte une r®gion 3ô non traduite qui contient 
les informations nécessaires à la mise en place de la queue Poly-A 
 

¶ Parfois le dernier est totalement non codant : le codon STOP de la traduction est alors dans lôavant 
dernier exon 
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12. La traduction  
 

12.1. Le ribosome eucaryote ï transcription des ARN ribosomiques 
 

¶ Complexes multienzymatiques qui associent 82 chaînes d'acides aminés et 4 acides ribonucléiques. Ces 
molécules sont associées entre elles pour former deux particules distinctes facilement dissociables : 
 

ü Grosse sous-unité 60S (Large = 2800000 daltons) = ARNr 28S +5,8S + 5S + 47 chaînes 

polypeptidiques. LôARNr 28S est responsable de lôactivit® peptidyl-transférase = formation de la 

liaison peptidique 

ü  Petite sous-unité 40S (Small = 1400000 daltons) = ARNr 18S + 33 chaînes polypeptidique. 

Fondamentale pour lôinitiation de la traduction 
 

¶ LôARN polym®rase I du nucl®ole synth®tise un transcrit primaire ARNr 45S de 13000 nucléotides (nt), 

et lôARN polym®rase III du nucl®oplasme synth®tise le petit ARNr 5 S de 120 nt. 
 

¶ LôARNr transcrit primaire 45S mature par clivage en 3 fragments : 
ü ARNr 28S de 4518nt 

ü ARNr 18S de 1874nt 

ü ARNr 5,8S de 160nt 
  

¶ Plusieurs ribosomes à environ 100 nucléotides dôintervalle effectuent la traduction du même ARNm 

pour former  la même protéine : le tout constitue un polyribosome. 
 

¶ Les polyribosomes présentent un aspect différent selon la régulation des différentes étapes de la 
traduction : 

ü Plus l'initiation est active plus les ribosomes sont nombreux sur le messager 

ü Si l'élongation est lente, les ribosomes vont mettre plus de temps à lire la séquence codante 

ü Une activation brutale de la terminaison dissocie tous les ribosomes du messager 
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12.2. Le code génétique 
 

¶ La séquence codante dôun ARN est interprétée selon un code commun à la majorité du vivant. 
 

¶ Ce code se définit par 64 combinaisons formées par une séquence de 3 nucléotides = 64 codons. 

Les codons sont retrouv®s sur lôADN (avec T). Mais ils sont lus sur lôARNm (avec U) 

 

¶ Les codons présents dans le messager sont reconnus par lôanticodon compl®mentaire dôun ARNt  
 

¶ Les acides aminés sont codés par 61 codons : il existe donc plus de codons que dôacides amin®s. 

En fait un même acide aminé peut être codé par plusieurs codons différents : on dit que le code 

génétique est redondant (ou dégénéré) 

 

¶ La méthionine et le tryptophane sont codés chacun par un seul codon. Les autres acides aminés 
sont codés par 2 à 6 codons différents 

 

¶ Deux codons différents qui ne diffèrent que par leur troisième base codent généralement le même 

acide aminé. Il y a donc variabilité sur la 3ème base du codon. Cette variabilité va se retrouver 

sur la 1ère base de lôanti-codon 

 

¶ Le codon initiateur AUG détermine le cadre (= la phase) de lecture de lôARNm par le ribosome = 
lôencha´nement de triplets de nucl®otides ¨ consid®r®s pour construire la cha´ne polypeptidique 

 

¶ Il existe 3 codons STOP (UAA, UAG, UGA) qui sont alors interprétés comme des signaux de 

terminaison de la traduction. 

 

¶ Le code génétique se lie de 5ô vers 3ô, codons et anticodons. Ainsi, dans lôexemple ci-dessous, le 

codon est AUG et lôanticodon est CAU et non pas UAC 
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12.3. Les ARN de transfert 
 

¶ Les ARN de transfert constituent le lien chimique nécessaire entre la structure du codon, reconnu par 
lôanticodon quôil porte, et lôacide amin® sp®cifique auquel il est rattaché. 

 

¶ Les ARNt ont une taille homog¯ne dôenviron 70nt. Ils ont une structure secondaire en feuille de trèfle et 

une structure 3D en L. Ils comportent quelques bases atypiques : 

ü Pseudo-uracile, dihydro-uracile 

ü Thymine 

ü hypoxanthine 

 

¶ Exemple : ARNt-Ser est lôARNt sp®cifique de la s®rine 
 

¶ Ser-ARNt-Ser est lôaminoacyl-ARNt-Ser côest-à-dire lôARNt-Ser lié à son acide aminé 
 

¶ Lôacide amin® est li® ¨ lôextr®mit® 3ô de lôARNt par une liaison ester activée riche en énergie 
 

¶ Il y a plus dôARNt que dôacides amin®s mais moins dôARNt que de codons 
 

¶ La liaison de lôacide amin® ¨ lôARNt est r®alis®e spécifiquement par une amino-acyl-ARNt 

synthétase : la réaction consomme 2 liaisons riches en énergie dôune mol®cule dôATP. Il y a 

dégagement de pyrophosphate rapidement hydrolysé par une pyrophosphatase 
ü Activation de lôacide amin® : formation dôune liaison anhydride mixte entre lôacide amin® et 

lôAMP Ÿ formation dôun interm®diaire aminoacyl-AMP ri che en énergie 

ü Accrochage de lôacide amin® sur lôARNt Ÿ formation dôune liaison ester activée riche en 

énergie 
 

¶ Les aminoacyl-ARNt synthétases ont une double spécificité : 
ü Reconnaissance sp®cifique de lôacide amin® 

ü Reconnaissance sp®cifique de lôARNt sp®cifique de lôacide amin® 
 

¶ Lôanticodon (complémentaire et antiparallèle à la séquence du codon de lôacide amin® correspondant) 

est situé à lôextr®mit® de la boucle inférieure de lôARNt. 
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12.4. Lôinitiation de la traduction 
 

¶ Les sous-unités du ribosome sont dissociées dans le cytoplasme. Lôinitiation de la traduction va 
permettre leur association ainsi que lôarrimage du messager et du premier ARNt  : Côest lô®tape 

limitante de la traduction . 

 

¶ Lô®tape dôinitiation de la traduction est la seule pour laquelle un amino-acyl-ARNt = amino-acyl-

ARNt-Met commence par occuper le site P du ribosome. Lors de lô®tape dô®longation, les amino-

acyl-ARNt occupent toujours le site A du ribosome. 
 

¶ On peut la diviser en 8 étapes : 
1- Activation du facteur eIF2 par ®change dô1GDP contre 1GTP 

 

2- eIF2 activ® sôassocie ¨ Met-ARNt-Met (aminoacyl-ARNT-Met initiateur) 

 

3- Formation du complexe Met-ARNt-Met / petite sous-unité du ribosome (site P) grâce à 

lôhydrolyse du GTP de eIF2 (1 liaison riche en énergie consommée).  

 

4- Fixation de eIF4-ATP sur la s®quence 5ô non traduite de lôARNm 3 

 

5- Transfert de lôARNm au complexe Met-ARNt-Met / petite sous-unité 40S avec hydrolyse de 

lôATP de eIF4 : complexe Met-ARNt-Met / petite sous-unité 40S reconnait la coiffe de 

lôARNm et parcourt lôARNm ¨ la recherche du codon AUG initiateur. 

 

6- Au codon AUG initiateur : eIF5 recrute la grosse sous-unité 60S pour former le ribosome 

complet. AUG fixe le cadre de lecture. 

 

7- Lib®ration des diff®rents facteurs dôinitiation de la traduction, dont eIF2-GDP 

 

8- Démarrage de la traduction = phase dô®longation. Le site A est vide 
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12.5. Phase dô®longation : formation du peptide 
 

¶ Suite à lôinitiation, la formation du peptide va sôeffectuer par la répétition dôun même cycle de 6 

réactions jusquô¨ arriver aux signaux de terminaison marquant la fin de la traduction. A chaque 

cycle, il y a consommation de 4 liaisons riches en énergie. 
  
1- Activation du facteur eEF1 par lô®change de son GDP par un GTP 

 

2- Transfert dôun ARNt chargé sur le facteur eEF1 activé 

 

3- Fixation de lôaminoacyl ARNt sur le site A grâce à lôhydrolyse de son GTP (dernière liaison 

riche en énergie), dès que le codon du messager et lôanticodon de lôARNt sont liés de façon 

complémentaire. Le facteur eEF1a-GDP 

 

4- Transfert du peptide situé sur le peptidyl-ARNt du site P sur la fonction amine de lôacide 

aminé de lôARNt du site A catalysé par le ribosome grâce à lôhydrolyse de la liaison ester riche 

en énergie du peptidyl-ARNt = équivalent de 2 liaisons riches en énergie 

consommées 

 

5- Libération de lôARNt (vide) du site P grâce au facteur eEF2 et à lôhydrolyse dôun autre GTP 

 

6- Translocation : Le messager (ARNm), lôARNt restant lié au peptide en cours de synthèse sont 

déplacés du site A vers le site P (sans séparation du codon et de lôanticodon). Lôhydrolyse du 

GTP de eEF2 sert aussi à cette translocation 

 

¶ Le cycle recommence jusquô¨ ce que le codon pr®sent sur le site A pr®sente la s®quence dôun des 

trois codons STOP. 
 

¶ Un tel codon nôest reconnu par aucun ARNt et annonce ainsi la fin de la traduction 
 

¶ Le complexe se dissocie du messager grâce au facteur protéique eRF 
 

¶ Les deux sous-unités du ribosome se dissocient, la protéine synthétisée et le dernier ARNt sont 
libérés. Côest la fin de la traduction.  
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La traduction se fait de 5ô vers 3ô et la synth¯se peptidique se fait de lôextr®mit® N-terminale vers C-

terminale. Il y a consommation de 4 liaisons riches en énergie pour chaque acide aminé incorporé. 

Une fois synthétisée, la protéine subit différentes étapes de maturation. 

13. Peptide signal 
 

¶ Le peptide-signal est un peptide dôadressage situé à lôextr®mit® NH2-terminale de certaines 
protéines 

 

¶ Il est composé de 15 à 20 acides aminés et a pour fonction de faire rentrer la protéine en cours de 
synthèse dans les membranes du réticulum endoplasmique pour ce faire, sa structure est riche en 

acides aminés hydrophobes (apolaires) 
 

¶ Ce peptide signal oriente la destinée de la protéine :  
ü Incorporation dans les membranes (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, membrane 

plasmique, lysosomes...)  

ü Entrée dans les mitochondries  

ü Excrétion hors de la cellule via l'appareil de Golgi, etc...  

 

¶ Les polyribosomes qui se forment sur un messager comportant un signal peptide ont une évolution 

légèrement différente. 

 

¶ La traduction s'arrête peu après la synthèse du signal-peptide, dès que celui-ci apparaît hors de la 

structure du ribosome et se lie avec la SRP (SRP = Signal Recognition Particle = protéines associées 

¨ lôARN 7S), qui inhibe l'élongation.  

 

¶ La traduction reprend dans le réticulum endoplasmique après que le SRP sôest arrimé à la 
membrane du réticulum via une protéine associée à la ribophorine qui crée un pore dans le RE.  

 

¶ La synthèse du peptide se poursuit dans le réticulum. La protéine peut subir différentes maturations 

dans le RE, lôappareil de Golgié 

 

.  
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14. La r®plication de lôADN 
 

¶ Au cours du cycle cellulaire, lôADN doit être dédoublé pour que chaque cellule fille reçoive un génome complet. 

 

¶ Pour ce faire, lors de la phase S, lôADN est répliqué grâce à un ensemble dôenzymes assurant la synthèse dôun 
acide désoxyribonucléique qui reproduit exactement le génome de la cellule. La transcription se produit 

généralement en dehors de la réplication. 

 

¶ Chacun des deux brins dôADN de la cellule sert de matrice pour la réplication 
 

¶ Le brin néo- synthétisé lors de cette phase reste hybridé à sa matrice 

 

¶ Ainsi, à chaque division cellulaire, chaque cellule fille reçoit un brin dôADN de la cellule mère hybridé au brin 

néo-synthétisé 
 

¶ La réplication est dite semi-conservative  

 

14.1. Les enzymes de la réplication 

 
LôADN polym®rase La Primase 

¶ Une sous-unit® polym®rase 5ô vers 3ôŸ synth¯se de 5ô 
vers 3ô dôune cha´ne de poly-nucléotides 

complémentaire du brin matrice 
 

¶ Une sous-unité exonucl®ase 3ô vers 5ô pour la 
correction des erreurs dôappariements  

 

¶ Utilise des désoxyribonucléosides activés sous forme 

triphosphate comme substrats : consommation de 

deux liaisons riches en énergie à chaque fois 
 

¶ Nécessite une amorce mixte ARN ï ADN synthétisée 

par lôADN polym®rase a primase pour démarrer une 
synthèse 

 

¶ Lôactivit® exonucléasique permet de corriger les 

quelques erreurs lors de la réplication par hydrolyse 

du dernier nucléotide ajouté 
 

¶ Cette activité sera plus rapide que celle de la 
polymérase, quand le dernier nucléotide mis en 

place par la polymérase est mal apparié 
 

¶  Ainsi il sera hydrolysé et remplacé par le nucléotide 

complémentaire correct du brin modèle 

¶ La primase est une ARN polymérase particulière 

permettant la formation dôun ARN de 10 nucléotides 

hybridé avec lôADN mod¯le. Elle utilise A, U, G, C 

 

¶ Le premier ribonucléotide de cette amorce ARN 

conserve ses 3 phosphates 

 

¶ LôADN polym®rase rallonge lôamorce par son 

extr®mit® 3ô-OH libre  
 

 

Le taux dôerreur de r®plication de la polymérase est de 10-9 (1 erreur pour 1 milliard de nucléotides) 
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La topoisomérase I La ligase 

¶ Protéine permettant de modifier lôenroulement de 
lôADN en hydrolysant un de ses brins et en le 

reconstituant après avoir fait le tour de lôautre brin 

 

¶ Indispensable pour que la réplication ait lieu 
 

¶ Augmente le pas de lôh®lice en avant de la 
polymérase et le diminue en arrière 

¶ Enzyme capable de synthétiser la liaison 

phosphoester entre les carbones 3ô et 5ô de deux 

nucléotides adjacents dôun brin dôADN 

 

¶ Elles interviennent au cours de la réplication pour 

lier les fragments dôOkasaki et les brins dôADN 

synthétisés par les ADN polymérases ainsi que dans 

de nombreux processus de réparation de lôADN 

génomique 

 

14.2. La biosynth¯se de lôADN 
 

¶ La réplication de lôADN est réalisée grâce à de nombreux enzymes dont le principal est lôADN polym®rase. 
 

¶ La réplication commence en de nombreux points = plusieurs origines de réplication sur une molécule 

dôADN  
 

¶ Un îil de réplication est formé grâce aux hélicases dont le rôle est dôouvrir lôh®lice pour permettre aux ADN 

polymérases de commencer la réplication. 
 

¶ LôADN polym®rase ne peut lire un brin que dans le sens 3ôŸ5ô. De fait, elle synthétise un brin 

complémentaire dans le sens 5ôŸ3ô. 
 

¶ Les amorces finissent par être détruites par des ribonucléases, elles sont remplacées par de lôADN 

synthétisé par lôADN polym®rase 

.  

14.3. La réplication des télomères 
 

¶ Structure spécialisée à lôextr®mit® des chromosomes linéaires 
ü Longueur des télomères : 5000 ï 15000 paires de bases 

ü S®quence r®p®t®e 5ô-TTAGGG -3ô (hexam¯re) avec une extrémité 3ô saillante riche en bases 

à guanine 
 

¶ Rôle des télomères : 
ü Maintien de la linéarité du chromosome 

ü Inhibition de la fusion des chromosomes 

ü Protection contre la dégradation enzymatique 
 

¶ La télomérase est une ADN polymérase qui peut allonger lôextr®mit® 3ô saillante des brins dôADN 

parentaux 
 

¶ Elle poss¯de une matrice dôARN de 450 nucléotides de séquence 5ô-CUAACCCUAAC  qui sert de 
modèle pour la synthèse de quelques répétitions de lôhexam¯re TTAGGG. Lôenzyme glisse le long 

du brin dôADN pour répéter le processus 
 

¶ Le brin modèle ainsi allongé peut servir ¨ la fixation dôune nouvelle amorce permettant à lôADN 
polymérase de finir la synthèse de lôautre brin  

 

¶ Sans la t®lom®rase lôADN se raccourcirait à chaque réplication du c¹t® 3ô 
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15. Les variants 
 

¶ Plus un gène a une fonction fondamentale dans lôorganisme, plus sa s®quence g®n®tique est conserv®e au 

cours de lô®volution :  

ü Peu de diff®rences entre deux individus dôune m°me esp¯ce 

ü Ou deux individus dôesp¯ces diff®rentes. 

 

¶ On observe plus de variabilité de séquences pour les gènes moins fondamentaux pour la survie des cellules 
 

¶ Cependant : 
ü Les erreurs de réplication (mésappariements) ne sont toujours corrigées 

ü Des accidents spontan®s peuvent se produire dans lôADN 

ü Des agents génotoxiques peuvent créer des accidents dans lôADN : 

× Agents physiques = rayonnement U.V, rayons X qui peuvent donner des cancers 

× Agents chimiques : par exemple la cigarette, peuvent donner des cancers 
 

¶ Lôorganisme poss¯de des syst¯mes de r®paration de lôADN perfectionn®s : ils surveillent lôADN, détectent et 

r®parent les anomalies de lôADN, le plus souvent sur un seul brin. 
 

¶ Parfois les dommages de lôADN sont tels que la cellule ne survit pas : elle meurt et emporte avec elle lôaccident 
génétique. 

 

¶ Mais parfois, la cellule survit et peut transmettre lôerreur g®n®tique : 
ü Si lôerreur sôest produite dans une s®quence non codante, elle sera souvent sans cons®quence 

ü Si lôerreur sôest produite dans la s®quence codante dôun g¯ne (ou importante pour lôexpression du 
gène), elle pourra avoir des conséquences grave 

ü Si lôerreur sôest produite dans une cellule germinale, elle pourra être transmise à la descendance 

(maladie héréditaire) 

ü Si lôerreur sôest produite dans une cellule somatique, il pourra en d®couler un cancer. Dans presque 
toutes les tumeurs, on observe une accumulation de variants 
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15.1 Notion de mutation et de variation ï 3 types de variants 
  

¶ On utilisait avant le terme mutation mais il est pr®f®rable dôutiliser le terme ç variation ». En effet, on peut 
considérer une séquence « normale », de r®f®rence pour une s®quence dôADN. 

 

¶ On appelle variation un changement permanent de la structure de lôADN, compatible avec la survie de 
la cellule, qui sera copié dans toutes les générations cellulaires futures (génotype).  

 

¶ Attention : une variation nôest pas toujours synonyme de maladie 
 

¶ Un variant sera caractérisé par : 

ü Sa fréquence 

ü Son caractère pathogène ou non pathogène 

ü On a longtemps considéré que les variants fréquents étaient non pathogènes alors que les variants 

rares étaient pathogènes mais cela nôest que partiellement exact 
 

¶ On parlait de polymorphisme quand la fr®quence dôun variant ®tait sup®rieure ¨ 1% dans la population 
 

¶ Le ph®notype correspondra ¨ lôexpression du g®notype (par exemple phénotype « sain » ou « malade ») 
 

¶ Certaines maladies sont mono-géniques (par exemple la mucoviscidose, maladie autosomique récessive) mais 
beaucoup dôentre elles sont poly-factorielles (liens entre facteurs génétiques et facteurs environnementaux) 

 types de variants (acide nucléique = ADN chez lôHomme) 

Substitution Délétion Insertion 
Remplacement dôun nucl®otide par 

un autre dans la s®quence de lôacide 

nucléique 

Suppression dôun ou plusieurs 

nucl®otides dans la s®quence dôun 

acide nucléique 

Addition dôun ou plusieurs 

nucléotides dans la séquence de 

lôacide nucl®ique 

¶ Transition  : une pyrimidine est 
remplacée par une autre 

pyrimidine ou une purine est 

remplacée par une autre purine 

 

¶ Transversion : une purine est 
remplacée par une pyrimidine ou 

lôinverse 

¶ La d®l®tion dôun ou deux 
nucléotides décale toujours le 

cadre de lecture Ÿ apparition 

fr®quente dôun STOP pr®matur® 

de la traduction 
 

¶ La délétion de 3 nucléotides ou 

dôun multiple de 3 nucléotides 

supprime un ou plusieurs acides 

aminés SANS décalage du cadre 

de lecture. Exemple = variant 

DF508 = délétion du codon CUU 
du g¯ne CFTR = d®l®tion dôune 

phénylalanine 

 

¶ Lôexistence de variants dans la s®quence codante (entre codon ATG initiateur et codon STOP pourra avoir 
ou ne pas avoir de conséquences sur lôexpression de la prot®ine 
 

¶ Lôexistence de variants qui affectent les sites donneurs / accepteurs dô®pissage dans les introns, va 

modifier profond®ment lôexpression du g¯ne 
 

¶ Lôexistence de variants dans le promoteur pourra avoir ou non des cons®quences sur lôexpression du g¯ne 
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15.2 Cons®quences dôune substitution dans la séquence codante 
 

Variant sur la première ou la deuxième base du 

codon 
Variant sur la 3ème base du codon 

¶ Variant faux-sens : un acide aminé remplacé par un 
autre acide aminé 
 

¶ Variant non-sens : apparition dôun codon STOP 
prématuré de la traduction 

¶ Codon synonyme le plus souvent : pas de 

modification de lôacide amin® 
 

¶ Variant faux-sens : un acide aminé est remplacé par 
un autre acide aminé 

 

¶ Variant non-sens : apparition dôun codon STOP 
prématuré de la traduction 

 

16. M®thodes dô®tude des acides nucléiques 
 

16.1 Extraction de lôADN ou de lôARNm 
 

Etude de lôADN chromosomique Etude de lôARNm 

On peut prendre lôADN de nôimporte quelle cellule 

puisque le génome est le même dans toutes les cellules 

(en pratique lymphocytes ou monocytes circulant car 

facilement accessibles) 

¶ Prise de sang 
 

¶ Centrifugation = récupération des lymphocytes 
 

¶ Extraction des acides nucléiques : action du phénol qui 
détruite les lipides et fait précipiter les protéines : le 

surnageant contient lôADN (et ARN) 
 

¶ Pr®cipitation des acides nucl®iques par lôalcool en 
présence de sel (NaCl) à -20°C 

 

¶ Centrifugation pour obtenir un culot dôADN 
 

¶ S®chage de lôADN et re-dissolution dans lôeau 

Il faut utiliser des cellules qui exprime le (les) ARNm 

que lôon veut ®tudier. 

¶ M°me protocole que pour lôADN avec en plus une 
extraction par le chloroforme 

¶ On peut copier lôARNm en ADN = ADN 

complémentaire : intérêt = meilleure stabilité de 

lôADN par rapport ¨ lôARNm : 
ü Appariement de la queue Poly-A avec un oligo-

dT 

ü Lôoligo-dT sert dôamorce pour la transcriptase 

inverse qui réalise la rétro-transcription de 

lôARNm en ADN compl®mentaire. La 

transcriptase inverse est une ADN polymérase 

qui utilise de lôARNm comme matrice. Elle 

fonctionne de 5ô vers 3ô 

ü D®gradation de lôARNm par la soude (ou une 
nucléase spécifique) 

ü Le brin ADN complémentaire forme une boucle 

¨ son extr®mit® 3ô = formation dôune amorce 

pour une ADN polymérase pour synthétiser le 

2ème brin ADN  complémentaire. 

ü Suppression de la boucle par une nucléase 
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16.2 La méthode PCR 
 

¶ Principale m®thode dô®tude de lôADN g®nomique ou de lôADN compl®mentaire en biologie moléculaire 
 

¶ But = faire un grand nombre de copie = amplifier  dôune s®quence dôADN contenue dans un fragment 

dôADN. Cette s®quence fait au plus quelques centaines de nucl®otides 
 

¶ Si lôADN chromosomique est utilis®, la s®quence pr®sente sur les deux chromosomes homologues sera 
amplifiée 
 

¶ Il faut connaitre les s®quences qui encadrent le fragment dôADN que lôon veut amplifier 
 

¶ Tous les ingrédients sont ajoutés simultanément dans le même tube : 
ü ADN à amplifier 

ü ADN polymérase thermostable = Taq polymérase (origine bactérienne) qui fonctionne toujours 

de 5ô vers 3ô 
ü Amorces dôoligonucl®otides de 20 ¨ 30 nucl®otides : une amorce pour chaque brin dôADN ¨ 

amplifier  (pour chaque extrémité de la séquence) : 

× Les amorces sôapparient ¨ lôextr®mit® 3ô de chaque brin  

× Les amorces permettent le démarrage de la Taq polymérase 
ü dNTP avec N = A, T, G, C + Mg2+ + milieu tampon 

 

¶ Le sont les changements de température qui appliqués au cours des cycles PCR successifs qui font 

que lôamplification se produit 
 

¶ A lôissue de la PCR :  
ü S®paration des fragments dôADN selon leur taille par ®lectrophor¯se sur gel 

ü Puis visualisation de lôADN sur lô®lectrophor¯se par révélation aux U.V (emploi du bromure 

dôéthidium. 

ü Des fragments dôADN marqueurs de taille sont utilisés comme références. Les fragments 

dôADN migrent dôautant plus vers lôanode quôils sont petits 
 

¶ Cycle PCR en 3 étapes qui vont se répéter n fois pour réaliser n cycles PCR : 

1. Dénaturation de lôADN par la chaleur entre 90 ï 96°C environ pendant 30 ï 45s = séparation 

du double brin en simple brin 

2. Appariement = hybridation de chaque brin avec les amorces (température 50 ï 65°C) 

3. Elongation à 72°C environ pendant 1 ï 2mn = synthèse par la Taq polymérase  
 

¶ La quantité dôADN double à chaque cycle (amplification exponentielle 2n) 
 

¶ Les fragments de taille souhaitée sont obtenus à partir du 3ème cycle PCR. Ces fragments 

deviennent ultra -majoritaires au cours des cycles PCR suivant 
 

 

 

 

 

 

 

 


