SORBONNE UNIVERSITE
@ C I C M 1¢" semestre 2020/2021 — Patrick Razon
()

Centre Préparatoire

aux Carriéeres Médicales

UE 1
BIOCHIMIE

FICHE DE COURS 1:
BIO-MOLECULAIRE-1

CPCM i 106 Bd Saint Germain 75006 PARIS i Tel : 01.46.34.52.25
contact@prepa-cpcm.com / www.prepa-cpcm.com

Page | 1


http://www.prepa-cpcm.com/

BIOCHIMIE MOLECULAIRE -1

Table des matiéres

1. Rappel: fonctions alcools, esters et anhydp8d
2. Les sucres des acides nucléiques p.3
3. Les bases azotées des acides nucléiques p.4
4. Nomenclature p.4
5, Lad®nosine triphosphate p.5
6. Lééappari ement des bases azot®es par | i aipsol
7. LOADN (acide dg@oxyribonucl ®i p.6
8. Les ARN (acides ribonucléiques) p.7
8.1.Généralités p.7
8.2.Les roles des différents ARN p.8
9. D®f inition egneSExprcesseodddaun g ne p.8
9.1.0rgani sation doébun g ne p.8
92.Expression dbéun g ne p.9

10.La transcription débun g ne codant une prp®t

10.IL6ARN pol ym®r ase 11 p.9

102Les s®quences dOADN et |l es prot® nes n®

103L6i ni tiatiiptan de | a transcr p

10.4Le mécanisme de la transcription

10.5La régulation de la trangption p.
11. La maturation des ARN messagers transcrits primaires p.13
12. La traduction p.16

12.1. Le ribosome eucaryote 16

12.2.Le code géétique

12.3.Les ARN de transfert p.18

12.4.L 6 tiatian de la traduction

125.Ph as e d 6 ®drnoatiog dutpeptida p
13. Peptide signd p.21
4. La r®plication de | 6 ADN p.22

14.1. Les enzymes de la réplication

142.La biosynth se de | 6 ADN p.23

14.3.La réplication des télomeres 3
15.Les variants p.24

15.1. Notions de mutation et de variaiit8 types de variants p.25

15.2. Conségquencedighne substitution en région codante p.26
16. M éthodesd&tude des acides nucléigues p.26

Page | 2



BIOCHIMIE MOLECULAIRE

1.Rappels: f onctions alcools, esters
(0] (o) (0] (0] (0]
| | ole | o | | .
——C—0OH 4+ HO——P—-0 O——P——OH HO P OR C OH HO——P——0
[ I
Fonction alcool Fonction acide
phosphorique
' C ol
T T T e PO N
[ oo | -
Liaison phosphoester Liaison anhydride d'acide Anhydride mixte
(pyrophosphate)

Le phosphate inorganique (Pi)est union stableformé a partirdé 6 aci de phosdslphori g

Le pyrophosphate (PPi)(ion dérivédd 6 aci de py r o4OfHd)sepfbrme unediaismani®ydride
dbébaci de phosphor i gpardapypphosphatase hy dr ol ys ®e

Un ester de phosphatest formé par laondensationd 6 u n e facdeectt i dodnu n a@lcoblonc t i
Unanhydr i destfdrrdépariladnelensationde deux acides

Si | e second phosphateeon padealorsl 6 p a & y dxteiavkelesatides carboxyliques
par exemple

2. Les sucres des acides nucléiques

Le b-D-ribose Le 2-désoxyb-Dribose
OH
B-D-ribose B-D-désoxyribose

OH OH OH H
Présentdans lesARN. 1 Présentd a nADNI 6
Appartient a lssérie D(= derniere hydroxylsitué| § Ribose réduitsur la fonctioralcool du carbonen°2
a droite en représentation de Fisher). = OH en 2 remplacé par H
Cycliséenribofuranose. 1 Cette réduction le rend plus stablg= plus adapté

pour | a conservation d

Anom re b s p(@H surle galbeng
anomérique (n°1) audessugdu cycle) 9 Lescarbonessont numérotésde6 =~ 56

Page | 3



3. Les bases azotees des acides nucléiques

Les bases pyrimidiquegNoyau pyrimidine)

Les bases puriquegNoyau purine)

NH, NH,
4
5.7 X
Cytosine | /ZK Adénine </ )
1
N °| carbone 4 La seule base azotée saf
substitué par une fonction amine a t ome ddéoxyg ne.
Fonction amine sur le carbone 6
Uracile Guanine
Spécifique des ARN Le carbone 2 est
Les carbones 2 et 4 portent une substitué par une fonction amine.
fonction cétone Le carbone 6 est substitué par une fonctiol
cétone
Lespurines sont formées d2 noyaux hétérocycliques
accolés
L 6 unexagonahvec4 carboneset2 azotes
1L 0 a yentagonahvec3 carboneset2 azotes
Thymine Lesaz n iti otri
y Spécifique  des ﬂ(leé%/%t)es occupent des positi@ysneétriques
ADN
fiLes (_:arbo,nes 2 et 4 portent un¢ L azote 9se lie awsucre (ribose ou désoxyribose)
fonction cétone liaison N-osidique.
fLe carbone 5 porte un méthyle fDans |l es pyrimidines, C¢

4. Nomenclature

Base Nucléosides Nuc!| ®o smombé di/ 5 Unités nucléotidiques
triphosphate des acides nucléiques
A = Adénine | (désoxy}adénosine (;’X\IQAPP &%PP (ﬁé-\rTPP (désoxyyadénylate
G = Guanine | (désoxy}guanosine d%l\l/\I/IPP d%%PP d%TTPP (désoy}guanylate
C = Cytosine | (désoxy}cytidine d(é:l\l/\I/IPP dcé:[l):)PP d%TTPP (désoxy)-cytidylate
U=Uracile | Jndine (pasde 1 ,yp | ypp | ytp Uridylate
composé desoxy)
T =Thymine | (désoxy}thymidine | dTMP dTDP dTTP Désoxythymidylate

Page | 4



1 Nucléoside: sucrelié par soncarbone réducteur(le carbone anomériquel unebase aotée= liaison
N-osidiqueen configuratiorb

1 Nucléotide: nucléosidelié a unphosphateparestérification de lafonction alcool primaire du carbone
5 dusucreavecune des fonctions acidedu phosphate(liaison phosphoestey

1 Les nucléosidediphosphatesettriphosphatespossedentine ou deuxXiaisona n h'y d r i d eentre|
phosphatedres riche en énergie

5L6ad®nosine triphosphate

NH2 1 L adénosine triphosphateest le coenzyme
transport enverseld 6 ®ner

1 Ses liaisonsanhydrides unissant lesicides
phosphoi ques U et bsori
riches enG @&n eBrigidey 4 (
donc deux liaisons phosphoanhydre

1 Lesenzymesutilisantl 6 ATP ¢ o mr
substrat (comme IeARN polymérase$
nécessitentesions Mg?* comme catalyseu

6.LOappar i e me nadteesipardiaisbna sydregena z

P
N
N
e ‘ LN NH

N X N aat H N N pd

] J ° ] |
(0]
AU : 2 liaisons H o
N / 1al N / -
H N H N N

| GC : 3 liaisons H

H

fEnsolution, un acide nucléique forme dégisons hydrogenesvec un autre acide nucléique

fAinsi, uneadéninese lieauné hy mi ne d auasinudadieAdddnd 6 A RaN2 liaisons H de cytosine
se lie a unguanine par 3 liaisons H

T Cette association est appel§dridation .

IL Bybridation adénine-thymine estmoins stable(2 liaisons :-21kJ) que celle entrguanine et cytosing(3
liaisons :-63 kJ)

2 brins doADN c ceastpanrerd dal00{@Mafatiod des 2hbns par la chaleur)
2 brins dO6ADN contenant 20% de GC se s®parent

fDans la cellule, la séparation des brins par les enzymes est possibles
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7.L6OADN (aci de d®soxyribonucl ®i que

L ADN est constitué deleux chanes (il est bicaténaire de
nucléotides monophosphates liés entre eux par un pon
phosphodiestgou liaison phosphodiester) rencontré aussi 0
| ARN

fDans | 6lesD bases azotées s 6 hy br pad
complémentarité des bases azotédermant ainsi urhybrid e
en forme delouble hélice: A s bdéapparie a\
avec C

flLes deux brins doéADNbuno narii

-

506 et [if8&utre 506

fLes basesazotéesliées par dediaisons hydrogenessont
tournéesvers | 0 i n t, ®andise que lesriboses et les
phosphates hydrophilesont tournésvels 6 e x t ®r i e

fLa fusion d e ADNO(dissociation des deux chaines) paif
chaleur estéversible

fLatempérature de fusiond 8 un ADN ¢ 0 mgjooité |
de bases GCest plus élevéeque | or s qte @ne
majorité debase ATcarl 6 h'y b r i destplus tone, dGC
plus stable et requiertdonp | us d o@unétredéruite

L3 -

T Périodicité de la double hélice = 10 nucléotideseproduction
petit sillon / grand sillon(10 nucléotides = 1 tour de wlole
hélice)

I Petit sillon et grand sillon permettent les interactions ADN |/
protéines

1Génome humain haploide (22 autosome + chromos(
sexuels) = 3 milliards de paires de nucléotides

fUne s®quence d6ADN est t o
simple brin
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8. Les ARN (acides ribonucléiques)

8.1 Généralités

NH,
P 5'
Extrémité 5' N A
phosphtae libre / N
O
| = | ) AN
0—P—0 N N”"NH,
| o
. H H
O
\N c
L. H H
Liaison 0o OH ‘
ester —>|
O—=P——-0 N 0 0
| Liaison 0
- H H
Liaison O ester N
phosphodiester H H / NH
(o]
N

o:::T———o o c N NH,
o H H
H H

30 OH OH
Extrémité 3'
OH libre

LesARN sont issus de laanscription d e | 6 AmNcormensationde nucléotides(GMP / AMP / UMP /
CMP), unis les uns aux autres pamamt phosphodiester(phospn at e ddéun nucl ®ot i d
par des liaisons ester)entrelear bone 36 OH doéun premier nucl ®ot i

Différencesma j e ur ARNpdGum ap@Nort ~ | 6
1 Pluscourt (70 a 10000 nucléotides)

1 Squelete de pentoses contient désses au lieu des désoxyriboses
1 Parmiles bases azotéesp u r r@ropiate da thymine
1 Un ARN est simple brin
T Un ARN a un sens
U D®but = e x=>Préemdr nu@®éotiiédportantpnh o s ph at e s u dontllesdeux
autres fonctions acides ne sont pas estérifiées
U Fin= e xt r @Hi<t>@DerBidr nucléotide portanine fonction alcool non estérifiéesur le
carbone 30 ->

T Exi stence doune S E rrepliement ea épmglec a rclibeewaver appariement
intramokculaires des bases azotéesplémentaires
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8.2 es rbles des differents ARN

ARN ribosomique ARN de Petits ARN (SnARN)= «small
(ARNI) : transfer_t ARN nuclear »
285 185 5 85" (ARNt, taille messagers _
' 58’ T environ 76 (ARNmM) Riches enU ARN 7S
nucléotideg
% dans la
cellule / ARN 82% 16% 2% < 1% < 1%
totaux

ARN polymérase |

pour 28S,18Set5,8 Apn polymérase

ARN polymérase

Transcription Il

ARN polymérase I
ARN polyméraselll

pour ARNr 5S

fAssociation a des

_ Participent a Participe a la
prot ®ines;s | 6 ex ci| reconnaissance dl
ibonucléoprotéin| «coenzymes Contiennent| . . )
b0 Ay transporteursdeg | 6i nf o épissage des| s i gnal d
es constitutives de; e T introns / exons  des peptides au
Roles ribosomes acides aminés au| permettant la REG
ribosomes pour lg  synthése Association &

Participent a la biosyntheése des proteique par des protéines 7 Association a des
traduction des protéines le ribosome | 93 PrO18 | ”
ARNM en ribonucléoprot protéines =
protéines eines ribonucléoprotéines

0.Déf i ni tion et siEwprnegsei amMmudddwyn ng

910r gani sation déun g ne

1 Ungeneest uneséquencenucléotidiqued ADN contenant 6 i nf or ma t i pounlasgnihesedsosaanie
ribonucléiqueo u  d @ratéme

1 Les génes sont toujours représentée n ADN bi8@&@ codant 506
1 Chaguegénecomporteplusieurs régions parmi cellesci, on retrouve :

U Le promoteur : séquence emamont (= séquencecis régulatrice c ' t pduw 6si t e doi
transcription permettant laégulation del 6 e x p rdecs genheberpromoteur comprend environ 1000
nucléotides

0 Environ20a30ndu site doéinitiati on dretroweRlarbaitdATAgtea-80 la
boite CAAT).

U Lesi t e d 6de ratranscrigtion : eégquencesur laquelle les enmyes de ldranscription vont se fixer
pour commencer IABN transcription de |0

0 Unesuitevariabld 6 exons et dde st rlomss®quence transcri
un exon et finit par un exon

U Le sited 6 a rde latranscription alafin dudernier exon
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92EXxpression dbébun g ne

TEnsemble demécanismegpermettant a partir dgened 6 a b o usynthésed 6 abide ribonucléigueo u  d
protéine.

fLa transcription de | O0tADIN oeusrts fdaei t5e6 dvaenrss 13e no
fLatranscriptio des g nes qui code |l es protPRPomesuesdf nd
toujours | e m°me brin DdédADNangscriegti ¢émamesprodu

la place de T)

fDes protéines activatrices ou inhiltrices = facteurs transrégulateurs se fixent surles séquence<is
régulatrices. Si les protéines activatrices sont majoritaires dans le noyau, elles se fixent sur la TATA
recrutent les protéindacteurs généraux de la transcription

fLO6 e x pn e dbium cogmence par lasynthesed 6 UARN appelé transcrit primaire ou hnRNA
(heterogeneouransdRpfich) , codest | a

TAprés des réactions deaturation, le transcrit primaire devient unARN messagerqui sort dunoyau par un
pore nucléaire pour repindre lecytoplasme CetARNmM néoforméva étretraduit d e 5 6 paresa lecturé
par unribosomepour former ung@rotéined e | 6 extap@mi tt ® eXH r ®mi t ® COOH

fL6expr essi ongukEdadmiveguxne est
U Lors de la transcription (poi de contréle principal)
Lors de la maturation du transdfitosttranscriptionnelles)
Lors de la traduction
Lors de | 6activat(pasth raeulcai pmoe®il me =mpthwowrs

[ - et et

T Attention : seul 10% du génom&@000geneskst effectivement transcrit

10La transcription dbébun g ne <coc
1001 L6ARN pol ym®r ase ||

TCommetoutes les ARN polymérases | 6 ARN pol y m® syathésed 6 IARN:(fuf peuwt étne en
transcrit primaire dont la séquence estcomplémentdr@ un des 2 brins (brin m
de | 6autr e .brLiorA R(Nb rpiopargceueRle srs matricel (=antis e n 5 603 ® & ev gous
synt h®t i s e run ARAmM Babdiscnt grimaran8paralléle a ce brin matrice

fPrésente dans tous les noyaux cellulaireslle présente unmasse moléculaired 6 e n 600 10AD wlaltons pour
10 sousunités.

{La transcription nécessitedesribonucléosides triphosphategforme activée des nucléotides) comsuibstrats
(ATP / UTP /CTP IGTP), plusieursofacteurs protégues (Transcription Factors IAa J)a i n s i catipn
(Mg?*) commecofacteur.

L 6 ® n eest fpuirrée pak 6 h y d deslinigosseiches en énergiedes nucléosides triphosphates utilisés con
substrats: consommation dedeux liaisons riches en énergie par nucléotide nt ®gr ® dans |
synthése
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10.2L es s ®g u ®N eteles prdt€inks nécessaires pour_initier la
transcription dbéun g ne
S®quences n®cessaires I &1 Prottines n®cessaires
gene transcription
TFEID :
1 Boite TATA : séquencade nucléotideFATA situéede20a 30 |fPr emi r e prot ®i nesufla

nucléotidesen amontd e
dire situ®e

| 6 suxlobnncl s ens-aé
clt® 56 .de | 6ex

1 Séquence symétriquiglentique sur lesdeux brins (elle se lit
toujours TATATA quel que soit le brin

boite TATA par sa sousinité TBP.
fL6i nt er act ipethsillesned ef diq

1 Cette liaison valéformer la double hélicede
fa-on | mportant e, ARN
polymérase Il de se fixer au brimatrice

Boite CAAT : Séquenceale nucléotide&SGCCCATCCAT située
environ80 nucléotideenamontd e | 6 e X 0 n « denss U

TFIH :
1 Facteur de transcription a activité hélicase
= protéinepermettant 6 o u v ee ladouble

fLa boite TATA est donen avalde laboite CAAT ( &€@ie¢ hélce( el |l e rompt | es |1
situ®e c!t® 306 de |l a.bo’"te
1 Activité kinase: active par phosphorylain
| 6ext rtRemmimi® all e de |
fPromoteur :régiond 8 un g ne cségugnceslitesaisn

régulatrices. Les séquencesis peuvent étre trés loindu site
d6i ni, etpafdoisidana les introns

1 Les séquences cis fixent spéciftgpent des protéingacteurs
trans-régulateurs

7 Les facteurs tramsegulateurs ont une structure spécifig
permettant uné i ai s on a ellescfontl partte IBBDNA
bindings proteins.

M1 existe diff®rents domain

U Domaine hélice-boucle-hélice: lien spécifique dekélices

Uavec lesnucléotidesdans legrand sillon sur une longueur de
10 paires de basesnviron

U Doigts de Zinc:d o mai nes fiooZntht®tea- d 0 |
coordonnéavec dewnistidines et deuxcystéinesde la
protéine.Chaque doigtse lie 8 nucléotidesdans legrand
sillon d e ADNOIl y a souvent plusieurdoigts de Zinca la
suite dans lanéme protéine

U Domaine riche en acides aminés basigue$iaison aux
phosphatesdes nucléotides sur deéquences répets
inversess u ADN. Iées protéines possédant undemaine
s 60 a s s odimeespar iasars hydrophobes de deux
domaines riches en leucineermeture « éclair » a

leucines)

Le compl exe doeénnront 10@
nucléotides en amontlu point dedémarrage d
la transcription

Facteurs transrégulateurs:

f{Ensemble de protéinese fixant dans lgrand
si | | on shedeséquanoad spécifiques
par | 6i nt er phBidursa itypes
déi nt e r(lmisohsihymnogenes ioniques
ou hydrophobeg

fL6i nteract i on coadomellpa
20 points de contactimpliguant chacunun
acide aminé

fCes facteurs ont également des effets sy
vitesse de la transcription (inhibiteur ou
activateur). Leur |ADM dépemah Ig
plus souvent deconditions physiologiques
particulieres.

fLes facteurs de transcription peuvent §
activateurs ou inhibiteurs de la transcription
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Une s®quence en amont doune jaouutrrse esn® gauveanl c es usru

Biriry « GEng » Cagart da
L& Fransonipion

Boile CAAT Boile TATA

Brin # antEens

103LO0i ni ti ationionde | a transcript

{1 La transcription commence a enviroR0 a 25 nucléotides en amont sur le brin an8 e n s -adlide e
c ! t @e ldbdite TATA.

9 Association de TFID a la TATA box

1 Addition successive dEFIIB et de la petite sousnité deTFIIF qui déterminent a laofs lebrin transcrit
et le sens de manscription

1 Fixation d e ARNGpolymérase Il s u rADN (possible seulement aprés la fixation des proté
précédentes)

1 Ajout successifdeTFIIF , TFIIE etTFIIH : TFIIH provoqud 6 o u v ettetlétouleamentde ladouble
hélice.

1 Latranscription peut alors commencer si lebonucléotides substratssontprésents

1 Laformation de ce complexe eattivée ou inhibéepar ledfacteurs trans-régulateursliés aux séquence
cis-régulatrices du méme promoteur

10.4Le mécanisne de la transcription

1 L ARN polymérase Il une fois activée va lire le brir anti-sens »de3 6 v eenvBonZ @& 25
nucléotides en amont de la boite TATA sur ce brin

1 L ARN polymérase Il peut commencer une nouvelthaine polynucléotidique a partir & 2
nucléotides( c ont r a i ADN poyméraseqguli 6 ne peut r ®p lamgaee ® u
dizaine de nucléotides).

1 Le transcrit en cours desyntheserestehybridé sur gwelques nucléotides avec le banti-senspuis

sb6ben d®t ac he laponhlerhéligedersareéetmerragres le passage depalymérase

T LOARN pol ym®r a deetrankctit pramaire tj hu&tgiusde® c e q u 8ignhuk de
terminaison de la transcription (sur le brin antisens)

T Lesignal de tT@ATMI-BA&i G nb DU @n gk aABWBABAR-3 Bedtsuivi dans
la plupart des génes par un awgré g n-ATACARNAC -5 .6 ARN polymérases e d ®t ac h
et libere letranscrit primaire .
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10.5La réqulation de la transcription

fLa régulation de latranscription se fait par desctivateurs ou inhibiteurs (facteurs trans-régulateurs) qui
sont degprotéines produitesp a rautr@ésdgénegjui interviennent pouactiveroui nhi ber | 6 AR
Il ce quiapourconséquended acti ver ou doéi mmlgénber | 6expressio

fLe couple élément cigégulateur + facteur trans-régulateur lié, entre encontact avec le complexe
déinitiation de Ip@ARN O0p aolt e me®s®@able ad pgracinedsappel@médiateur
(activateur ou inhibiteur).

fL6 ARN pol ypa® démarrer laltranscription lorsque pad i nt er m®d i a i ellerecdiuun
signal dolad¢ ti iavastoinondu r ®gul at eur et du m®di at
promoteur.

fLéexpression des g nes d®upcensidéréaaries protgnestransrédgllatricea
dépendent elleanémes (elles sont spécifiques) du type cellulaire considéré. Ces facteurs trans régulate
peuvent étre activés par diverses voies de signalisation.

Eléement cis-régulateur
[ =] DNA

Facteur -
trans-régulateur
Facteurs de transcription

Médiateur
&= Qa 2%%e

-
R

I Boite TATA I —_—

Iranscription

RNA polymerase Il

Promoteur

iDes modifications de structure de la&hromatine rendent la TATA box accessible a TFHD

Initiation Terminasan

/\ k/{\\/\ \/\\"‘F"«":‘I'"h"':'f'i?; S’;iﬁi;‘é"::yr\u/\ \

\Hybride

-
" -

. " Brin @ anfsane »

R 0 |

S — NA polymesase |

~TD

- \
Extrémité &' du Substrats ATP <

transcrit pomare

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

Mi se en pl ace :eheéblitde c f

transcription

ExcisionT épissage

Nécessite 3 activités enzymatiques
fPhosphatase: Hydrolyse la liaison anhydride
d 6 a csituéeesntreles h o s p hetlidas o
premier nucléotides i t u®e en 5086 s
primaire

fGuanylate transférase: Hy dr ol y sGIP ah
GMP + PPI et f oliaisora anhydride
atypique entre lep_h 0 s p hda preamiebnucléotidy
situe len phd spthmd ed Wiai®M
atypi dbwe t5 6 péntesigpguanylate et |
premier nucléotide du transcrit primaite réaction
consomme 2 liaisons riches en énergie

fMéthylase: Tr ansf er t dd wm zmd

de ce guanylate(= cap 0) par transfmation du
cofacteur Sméthytadénosylméthionine en -
adénosyhomocystéine

fExcision (suppression) des introns du trang

primaire
fEpi ssage (liaison) des
| 6ARNM mature ne cont.

fl nterventi on ARNe rcatayytioee
(ribozymes) =ribonucléoprotéines riches en uracile

12 premiers nucl ®o5t6 Glie
séquence riche en purinekite donneur

2 dernier nucl ®»a A@recéde
dodune s®qguence rsitecabceptae

fAdénylate de branchementenviron 30 nucléotides
avant le site accepteur

1Si le nucléotide suivant est uagéning elle peut étre
méthylée sur ssOH e ICAR-D

fLes riboses des nucléotides suivant sont parfs
m®t hyl ®s sur (CAPRur OH e

fTouslesARNmM et ARNsn qui sont synthétisés par,
| ARN polymérasells ont p o u coiffaides
le début de la transcription

fLes ARN produits par les ARN polymérase | et
Il ensont dépourvus

La coiffe estnécessaire

fPour lapoursuite de latranscription au-delad 6 u
dizaine de nucléotides

{Pour letransport des ARNm dans le cytoplasme

fPourl 6i ni ti ation de | a t

fPourpr ot ®ger | dest ARNNt ®

des nucléases

Mécanisme: sur le transcrit primaire

1- SnRNRU1 reconnaitc 6 GU
2- SNRNRU2 reconnait le point de branchement

3- Hydrolyse des liaisons phosphoestergntre le

dernier nucl ®oti de de
(G du GU) ai nsi gudentre
l 6intron et | e premier
4-For mati on doéune [|Adénylate

de branchement(par la fonction alcool portée pi
|l e car bone 2 @tledphosphatendu
premier guanyl ate en !

5- Ligature des 2 exons= formaton d 6 u n {
phosphoester entre | e
nucl ®oti de de | 0exon ¢
| e carbone 30 du der
précédenf ut i | i sati on doéun:

6-Li b®r ati on de |
dégradation par des ribonucléases

6intro

Epissages alternatifs : Syn#se’

p a urtméme traréscrit primaird d o n ¢

d 6 und 6mX Rriem gd i

(traduits enprotéines différentels parexcision de certains exons
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CAP1 NHz

N /
s

0
Les OH en 2' des nucléotides adjacents

e
Guanine méthylée \N@

en position 7 </ ‘
N

CAPO

Liaison atypique 5'-5' triphosphate
(o} (o}

—o0—FP

o

O—T1—

a la 7-méthylguanosine peuvent étre méthylés o OH
O—T:O
o
\Reste de la chaine

NH

A

NH,

Coiffe de 7-méthylguanosine : CAP-0, CAP-1, CAP-2

Exon 1 . Exon 2
AN WS A" -
snRNP U4
SnRNP UG
Lasso

snRNP U2

Exon 1 A A
ACGGUCCALUCA Exon 2
A
snRNP U5
RNA de A

snRNP U

Exon 1 Exon 2

Excision - épissage
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Poly-adénylation: mise en place et réles de la queue Pely

Mise en place de la queue Pohj

Réles de queue PobA

Suite a lalibération dutranscrit primaire :

l

fUne endonucléasecoupe la fin dutranscrit une Il
guinzaine de nucléotides aprés la bt# de poly q
adénylationoub 0 © t e P-8AUAAAA3). ( §

1

Surl 6 e x t r ® ndutra®scr @insi@adcourgi
unePoly-A polymérasecondensen grand nombry¢
d 6 a d ® ihe transcgit. primaire se trouve alors
allongéd 6 ugunesie polyA de plus d&00a 1000
nucléotides a adénine

fLa Poly-A polymérase ARN polymérase l

particuliére car elle fonctionne sans matrice
fLaPolyA pol ym®r ase utOHWd
| 6 A BbMime amorce

Indispensablea lamaturation des ARNm
Indispensable B 6 e x p odes ARNin 0 n
Indispensableal 6 acdevli 6 ARRN m

Prot ge | 6extr®mit® :3
digestion lente par cesexonucléasesj u s ¢
quelquexc ent ai nes d elemessager
vieilli seradétruit totalement pour étre remplaci
par unmessager neuf (recyclage des nucléotid;
issus de lalestruction de cetARN)

Reconnaissance par les ribosomes lors di
traduction

Remargue: les ARNm des histones ont une
coiffe mais pas de queue de poly A

Au final, [:6 ARNM matur e

1 Ne contient plus que des exons

9 Contient un seul codon AUG initiateur de la traduction et un seul codon STOP (terminaiso

traduction)

1 Le premier exon egiartiellement non codant:
ati

au complexe doéiniti

9 Parfois le premier exon est totalement non codantle codon AUG initiateur de la traductioste

alors dans le deuxiéme exon

91 Le dernier exon est partiellement non codant
les informations nécessaires a la mise en place de la quedA Poly

9 Parfois le dernier est totalement non codantlecodon$ OP de | a

dernier exon

il
on

comporte une r ®gi
de |l a traduction

i comporte une r ®qgi

traducti
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12.La traduction

12.11 e ribosomeeucaryotei transcription des ARN ribosomiques

Complexes multienzymatiquesjui associent 82haines d'acides aminést4 acides ribonucléiquesCes
molécules sont assiges entre elles pour formdeux particules distinctesfacilement dissociables

U0 Grossesousunité 60S (Large = 2800000 daltonsy ARNr 28S +5,8S + 5S+ 47 chaines
pol ypeptidiques. LOARDBAacR2B %i-teasstecmeeefcrpation 8edal
liaison peptidique

U Petite sousunité 40S (Small = 1400000 daltonsy ARNr 18S + 33 chaines polypeptidiqu;

Fondamentale pour | 6initiation de | a tr a(
L6ARN pol ym®r ase | dndranacttprim@ire ARNr 45y ael3008 hucléotes(nt),
etl 6ARN pol ym®r ase 1|11 diapetinARBII5® deplPO0ans me sy nt h(

LOARNr transcrit primaire 45S mature par cl i
i ARNTr 28S de 4518nt
U ARNTr 18S de 1874nt
U ARNr 5,8S de 160nt

Plusieurs ribosomes a environ 100 nuclébtd e s d 6 ieffe¢tuent ltradudtien du méme ARNmM
pour former la méme protéine: le tout constitue upolyribosome.

Les polyribosomes présentent uraspect différent selon larégulation des différentes étapesde la
traduction :

U Pluslinitiation estactive plus lesribosomessontnombreux sur le messager

U Sil'élongation est lente lesribosomesvont mettreplus de temps a lire la séquence codante

U Uneactivation brutale de laterminaison dissocie tous les ribosomeati messager
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12.2L e code génétique

La séquence codantd 6 ARN estinterprétée selon uncode communa lamajorité duvivant.

Ce codese définit pat4 combinaisonsormées par uneéquence de 3 nucléotides 64 codons
Les codons sont retrouv®s sur NmdakeDl) (avec

Lescodonsprésents dans lmessagersontreconnusparl 6 ant i codon o®dmpNt®

Lesacides aminéssont codés padl codons il existe dongp|l us de codons q
En fait unméme acide aminépeut étre codé palusieurs codons différents: on dit que lecode
génétique est redondanf{ou dégenére)

La méthionine et le tryptophane sont codés chacun par un seul coddres autres acides amin
sont codés pat a 6 codons différents

Deux codons difféerents qui ne differentug par leur troisieme base codent genéralement le m¢
acide aminé Il y a donc variabilité sur la 3™ base du codon. Cette variabilité va se retrouve
surlal®*base d-eoddnéant i

Le codon initiateur AUG déterminde cadre (= la phase) de lecturdel 6 ARNm par |
| 6encha " nement de triplets de nucl ®oti des

Il existe 3 codonsSTOP (UAA, UAG, UGA) qui sont alordnterprétés comme designaux de
terminaison de la traduction.

Lecodegénéjue se | i e dceodddhsvernrs ahd i c od o rdessousAle
codon est AUG &€&AUdtrompasUA€Codon est

Met
Site P Site A

AL CNGN:N,
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12.3Les ARN de transfert

LesARN de transfert constituent ldien chimique nécessairentre la structure deodon, reconnu pat
| 6ant gaodobnlpbadiede ea miangRel iept@taché.i g u e

Les ARNt ont wune taill e homo gsecordai éndauilleide trefle
une structur&D en L lIs comportenguelques bases atypiges:

U Pseudeuracile, dihydreuracile

U Thymine

U hypoxanthine

Exemple: ARNt-Ser est | 6 ARNt sp®cifique de | a s®r
SerARNt-Ser est -ARN&EIe m odddigrdet ISdr WER Nan acide aminé
Léoaci de anmitre®&tea dDteni It iGarBridiaison esteractivéeriche en énergie

Il y a plus dOARNt que doacides ami n®s mai

L a | i ai son de | 6aci de spéuiigne®entpar Uné anihbtacyl-AdRMItt
synthétase: la réaction consomme2_liaisons riches enénergied 6 une mo | ®clluyl ae
dégagement de pyrophosphate rapidement hydrolysé par une pyrophosphatase
U Activation de 1 6ama tiagsonamhgdad® megtee nt re | dac
| 6 AMP Y f or mat i o mmitbdcy-AMPiriche enéne®di ai r e
U Accrochage desulr6acoiAdReNta nv¥i nf® r madctivéenchedkd u n
énergie

Les aminoacylARNt synthétases ont umi@uble spécificité:
U Reconnai ssance sp®cifigue de | 6acide am
U Reconnai ssance sp®@vciigfuiegudee d ebd alcdi AdReNta nsi pn@®R

L 6 a nt i(compiEementaireetantiparalléle a la séquence dwodondel 6 a ¢ i d errespondané
estsitué & 6 e x t de@abdudle@nférieuredel 6 ARNt

R
e A—OH
ATP
N Co0 ? @
R Aewno-acy-aMP
“')\_ C—NHs
g HC— f
=k, -~ R
ﬂ Aok miee HC—NH;"
» A—0~CO
& .
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124L. 6i ni ti ation de | a traducti on

1 Lessousunités duribosome sontdissociéesdans lecytoplasme L 6 i n i tde latraduation va

permettre leuassociationainsi quel 6 a r r dumasgageret dupremier ARNt : C 6 el s6t® t
limitante de latraduction.

T LO®t ape doi ni t i a tlaseufepodrdaquella untammadybARNti=@mincacyt
ARNt-Met commence par occuper le site Pduribosome or s de | 6 ®t ape d{
acyl-ARNt occupent toujours le site A du ribosome.

1 On peut ladiviser en8 étapes
1-Activation du facteur dGMP2 par ®change

2-el F2 act i v ®-ARNi-Met GmicoacglARNT-Nkeirtitiateur)

3- Formation du complexe M&RNt-Met / petite sousunité du ribosome(site P) grace a
| 6 hydr ol ydeelF2dliaige riehe en énergie consommeée)

4- Fixation de elF4ATP surlas ®quence 506 non3traduite de

ert de | 6 ARRNMd /ipetite somgmitéeldSeavedlgdrolyse di
dcempteixe M&tARNt-Met / petite sousinité 40S reconnait la coiffe de

5T
I
I m et parcourt |odloh ROGunitiateut. a r ec her c

6- Au codon AUG initiateur elF5 recrute la grosse sousinité 60Spour former le ribosome
complet AUG fixe le cadre de lecture

7-Li b®r ation des di ff®rents faciGPRIrs dobi

8- Démarrage de latraductio = phase .l@dit®Aeivgleat i on

B0 5
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125Ph as e d o6 ®formmatignadtl pejtide

A

I Suiteal 6 i n i,faifoartatiom dpeptidev a s 6 e f f eépdtiioe d 6 wéame cytlele 6
réactionsj us gqu 6"  signaux de éeerminaisornmarquanta fin de la traduction. A chaque
cycle il y a consommation de 4 liaisonsiches en énergie.

1- Activation dufacteur eEFlparl 6 ® ¢ e sorgsPP par unGTP
2- Transfert d 6 ARNt chargé sur lefacteur eEF1 activé

3- Fixation del 6 a mi n o a swy lesiteAARyfade d
riche en énergieles que lecodon du messageret |
complémentaire Lefacteur eEFla-GDP

h y d deosbnEPgderniére liaisor
a

0
0 a nt idel cddAoRebhtliés de facon

4- Transfert du peptide situé surle peptidyl-ARNt du site P sur lafonction aminedel 6 a (
aminédel 6 A Ribktte A catalysépar leribosomegraced 6 h y d dedaliaysan ester riche

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

5- Libération del 6 A Ruile) dusite Pgrace adacteur eEF2etal 6 hy d d 6 b n sGAR |

6-Transl ocation : Le mestaslié gupeptidd eA cotrsmgsynthéséoktF
déplacés dsite A vers lesite P (sansséparation deodonet del 6 a nt ). ¢ hidiobyse du
GTP de eEF2 sert aussi a cette translocation

1 Lecyclerecommengeusqudé”™ ce que | e codon pr ®sent
trois codons STOPR

1 Untelcodonn 6 eesannu par aucun ARNtet annonce ainsi ffin de la traduction
1 Lecomplexe se dissocidu messagemgrace adacteur protéique eRF

1 Lesdeux sousunités du ribosome se dissocient, la protéine synthétisétle dernier ARNt sont
libérés.C 6 e dim dellawaduction.

Met

CH; CHj

HN-CH  CH, HC—OH
OC~HN~-CH s "HN-CH ——
oc co

Ste P Sta A

Thr-

Page | 20




La traduction se fait de 56 vers 3térmipateveis&€ sy nt
terminale. Il y a consommation de 4 liaisons riches en énergie pour chaque acide aminé incorpore.
Une fois synthétisée, la protéine subit différentes étapes de maturation.

13.Peptide signal

1 Le peptide-signal est unpe pt i de d éitaédal edsesxa g edAtermir@le deHcertaines
protéines

91 Il est composé dé5 a 20 acides aminést a pourfonction de fairerentrer laprotéine en cours de
synthese dans lesembranesdu réticulum endoplasmiquepour ce faire, satructure estriche en
acides aminés hydrophobe&polaires)

1 Cepeptide signal orientela destinéede laprotéine :
U Incorporation dans lesnembranes(réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, membi
plasmique, lysosomes...)
U Entrée dans lesnitochondries
U Excrétion hors de lacellule via I'appareil de Golgi, etc...

1 Lespolyribosomesqui se forment sur umessagercomportant ursignal peptideont uneévolution
légérement différente

9 Latraduction s'arréte peu apres la synthese du signgleptide, des que celeti apparait hors de la
structure duribosomeet selie avec 1aSRP (SRP = Signal Recognition Partictgrotéines associée
0 ARquiinfise I'élongation.

9 La traduction reprend dans legéticulum endoplasmique aprés que |ESRP s 6 eagimné a la
membraneduréticulum via une protéine associée a la ribophorine qui crée un pore dans le RE

1 Lasynthésedupeptide se poursuit dans Ig&ticulum. La protéine peut subdifférentes maturations
dans | e RE, | dapparei.]l de Gol gi é

ridesame
peptide- CYTOSCOL

Pcp'bdcl !

sgnal Q.j 3
@ Sk R
.o.""'l"ﬁ"': ”HP!WN" g;v e n'.

- ()... Aebbbbdadarl Py } ML wedidd 0 )L.A 1. 1.

i7 58 OsT @ ‘,\ w0
'i Transiocon e 2 B
- i \i’ 1 L
" LUMEERE sf::*déq'ﬂdé Protéme 5 L’}
DU RER luminale soluble :‘"'“
ensmembronere
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14La r ®pl i cation de | 6 ADN

TAu cours dcycle cellulaire | 6 A @oN étredédoublépour que chaqueellule fille recoive urgénome complet

fPour ce faire, lorsallaphase S| 6 A Bshépliqué graceaur n s e mb | e dséueant Imynthésed 0 L
acide désoxyribonucléiquequi reproduit exactement le génomede lacellule. La transcription se produ
généralement en dehors de la réplication.

fiChacun dedeux brins d 6 deDaNellule sert dematrice pour laréplication

fiLe brin néo- synthétisélors de cette phase restgbridé a samatrice

TAinsi, a chaquelivision cellulaire, chaquecellule fille recoitunb r i n  dlé l&c@lltle mere hybridéaubrin
néo-synthétisé

fLaréplication est ditesemiconservative

14.11 es enzymes de la réplication

LOADN pol ym®r a: La Primase
fUnesousuni t ® pol ym®r ase 5
ver s 30 doéune -icubléotides

complémentaire du brin matrice

fUne souaunité exone | ®a s e 306 V €
correction des erreurs

fUtilise des désoxyribonucléosides activés sous fd T La primase est uneARN polymérase particuliere
triphosphate comme substrateonsommation de| Permettantldormation d 6 ARN del0 nucleotides
deux liaisons riches en énergie a chaque fois hybride aveclo ADN  m.cetle utlise A, U, G, C

TNécessite une amorce mibRN i ADN synthdisée| § Le premier ribonucléotide de cetteamorce ARN
par | 6 ADN apponhagenp@ur démaerer uf  conserveses3 phosphates
synthése

. . _ _ . TLAADN pol y a®F asge | 6al
fiL 6 a c texonucléagiquepermet decorriger les| o v t ¢ ® pOHtlide 3 6

guelques erreurslors de laréplication parhydrolyse
du dernier nucléotide ajouté

fCette activité seraplus rapide que celle de Iz
polymérase quand ledernier nucléotide mis en
place par la polymérase est mal apparié

1 Ainsi il serahydrolyséetremplacé parle nucléotide
complémentaire correctdu brin modéle

Le t aux d oOlieation deda polyinérase @ip 10° (1 erreur pour 1milliard de nucléotides)
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La topoisomérase |

La ligase

fProtéine permettantdeno di f i er | a@e
| 6 A [@MNhydrolysant un de sesirins et en le
reconstituant aprés avoir faitléeour d e | 6 a

flIndispensable pour que la réplication ait lie

TEnzyme capable de synthétiser laiaison
phosphoesterentre lesc a r b o neebsale @etx
nucléotides adjacentsl 6 und ® ADN

T Elles interviennent au cours derplication pour

lier lesf r agment s etlésMknadsdaAkD
synthétisegar lesADN polymeérasesainsi que dan
de nombreux processus déparation del 6 A [
génomique

fAugment e | e pas de I

polymérase et le diminue en arriere

142.La bi osynth se de | 6 ADN

fLaréplication del & A Bshréalisée grace a dembreux enzymeslort le principalest 6 ADN p o |

fLa réplication commence en daombreux points= plusieurs origines de réplicationsur unemolécule
d6é ADN

fUn Uerdplicatiorest formégrace awhélicasedontleréleestt 6 o u v r i pouid périnekire aukDN
polymérasesde commencer Igplication.

fL6 ADN
complémentairedans les e n' s

p ol yenp@ut fres en brin que dans e ns .30@ Yt 6elle synthétise un brin

506Y36

fLes amorces finissent par étredétruites par desribonucléases elles sontremplacées par del 6 Al
synthétiséparl 6 ADN pol y m®r ase

14.3. La réplication des télomeres

9 Structure spécialiséeal 6 e x t deSchronmosmes linéaires
U Longueur destéloméres : 5000 15000 paires de bases
0 S®quence -TTAQRGAG:3Re (5hée awaunexeéMmité3 6 s ai | lembages
aguanine
1 ROle des télomeres :
U Maintien de lalinéarité duchromosome
U Inhibition de lafusion deschromosomes
U Protection contre ladégradation enzymatique
1 Latélomérase est unDN polyméraseq u i peut al | onsgaeirl |l abnetxet rd®s
parentaux
T EI'l e poss deARN dee50meléotidesdeeséqdedcd €CUAACCCUAAC qui sert de
modelepour lasynthésede quelquesépétiionsdel 6 hexam r e L & é A @yissede long
du brind 6 A pdurrépéter le procesus
1 Le brin modele ainsiallongépeut ser vir “nouvedle amorcepetmetam d @ AU
polymérasede finir lasynthesed e | brimut r e
f Sansla ®1 o m®r a semccoulciraid dNchaqueéplicationduc 't ® 306
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15. Les variants

f Plusungenem une fonction fondamentale dans | dor ¢
cours de :l 6®vol ution
U Peu de diff®rences entre deux individus
U Ou deux individus doéesp ces diff®rentes

1 On observe plus de variabilité de séquenmeur les genes moins fondamentaux pour la survie des ci

1 Cependant
U Les erreurs de réplication (mésappariements) ne sont toujours corrigées
U Des accidents spontan®s peuvent se produi
U Des agents génotoxigues peuvent créer des accitlents s || 6 ADN
x Agents physiques = rayonnement U.V, rayons X qui peuvent donner des cancers
x Agents chimiquespar exemple la cigarette, peuvent donner des cancers

fL6organi sme poss de des syst mesi ldse s urpvaéateaten
r®parent | es anomalies de | 6 ADN, | e plus sofl

fParfois | es dommages de | 6 ADNeddret mealrd ecue ¢
géneétique.

1 Mais parfois, la cellule survit et peuttransinete | 6errieur g®n®t i que
a Si | 6erreur soO0est produite dans une s®qu
a Si | 6erreur sbest produite dans | a s®que
gene), elle pourra avoir des conséqusrgrave
a Si | 6erreur sbdest pr odupotra étré ranssnisaianaedesceadanc|
(maladie héréditaije
a Si | 6erreur sbdbest produite dans une cell

toutes les tumeurs, on arse une accumulation de variants
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15.1Notion de mutation et de variationi 3 types de variants

fOn wutilisait avant | e ter me mut awuaiiation». Hnaffes onipdu
considérer une séquencexmale», de r ®f ®r ence pour une s®quenrn

TOn appell e variation un changement per manent
la cellule, qui sera copié dans toutes les générations cellulaires futures (génotype)

1 Attention : une variationn 6 est pas toujours synonyme de mal

9 Un variant sera caractérisé par:
0 Safréquence
U Son caractére pathogéne ou non pathogéne
0 On alongtemps considéré que les variants fréquents étaient non pathogénes alors que lg
rares étaient pathogénes maie | a n pariadldment axact

TOn parlait de polymorphisme quand | a fr ®qguen(
fLeph®notype correspondr a (pareket@exphénatypesaineau «ndaladey ®

1 Certaines maladies sambno-géniques(par exemple lanucoviscidosemaladie autosomique récessiveais
beaucoup doéent-facoriadlds (liensentee danteurs géodtiques et facteurs environnemer,

types de variants(acide nucléigue =ADNc hez | 6 Ho mme)
Substitution Délétion Insertion
Rempl acement d6é] Suppression dbo Addition dbéun
un autre dans || nucl ®oti des dar nucléotidesdans lgquence de
nucléique acide nucléique | 6aci de nuc

fLad ®l ®t i on doun
nucléotidesiécale toujoursle

cadre de |l ectu
{Transition : une pyrimidineest | f r ®gquent e doun
remplacée par une autre de la traduction

pyrimidine ou une purine est e o
remplacée par une autre purine| 1 La délétion de 3 nucléotidesu
d 6 multiple de 3 nucléotides

fTransversion : une purine est supprime un ou plusieurs acide
remp|acée parne pyr|m|d|neou aminésSANS decalageju_ cadre
| i nver se de lecture Exemple = variant

DF508 = délétion deodon CUU
du g ne CFTR =
phénylalanine

fL6exi stence de variants dans | a s®quence codsg
ou ne pas avoir de conséquernsesr | 6 expression de | a prot®ine
fLOexi stencouialectvani anhés sites donneurs /,vaacc ¢
modi fier profond®ment | dexpression du g ne

fL6exi stence de variants dans | e promoteur pol
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152Cons ®g u e n c e stutich @ansla sémienbescadante

Variant sur la premiére ou la deuxieme base du
codon

Variant sur la 3*™¢base du codon

fVVariant faux-sens: un acide aminé remplaceé par u
autre acide aminé

[@))

fVariantnon-sens. apparition d
prématuré de la tdaction

1 Codon synonyme le plus souvent pas de
modi fication de | 6acid

9 Variant faux-sens: un acide aminé est remplaceé |
un autre acide aminé

1 Variant non-sens: apparition (
prématuré de la traduction

16.M®t hodes

d 6 ® thuckbiguesd e s

aci des

16.1Extraction de IGADN ou de PARNmM

Etude de BADN chromosomique

Etude de PARNmM

On peut prendre | 6ADN d¢
puisque le génome est le méme dans toutes ledesel
(en pratique lymphocytes ou monocytes circulant cg
facilement accessibles)
fPrise de sang

{ Centrifugation =écupération des lymphocytes

{1 Extraction des acides nucléiquesction du phénol qu
détruite les lipides et fait précipiter les protéinés
surnageant contient |0

aci d

fPr®ci pitation des

présence de sel (NaCl) &20°C

fCentrifugation pour obi

IS®chage de-dli @ADODMN uet ome

[l faut utiliser des cellules qui exprime le (les) ARNm
gue | 6on .veut ®tudier
fM° me protocole que
extraction par lehloroforme
fOn peutcopi er | 6 ARNm ABM
complémentaire: intérét =meilleure stabilité de
| 6ADN par rapport | o
U Appariement de la queue Petyavec un olige
daT
U0 LOoHKiTgmsert doaanshpae
inverse qui réalise la rétrarangription de
| 6 ARNmM en ADN com
transcriptase inverse est une ADN polymér
qui utilise de | 6AR
fonctionne 56 ver
U D®gr adati on | 6 AR
nucléase spécifique)
U Le brin ADN complémentaire forme arboucle
- son extr®mit® 30
pour uneADN polymérase pour synthétiser le
2°Meprin ADN complémentaire
U Suppression de la boucle par une nucléase

pou

de
de
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162 La méthode PCR

Principale m®t hode d6é®t ude de | 6 AdhHNiolagi®mabéoulaig

But = faire un grand nombre de copie= amplifierd 6une s®quence dOoADN
d6 ADN. Cette s®quence fait au plus quel que

Si | 6ADN chromosomi que est deuxichromes@mes Horaologu@sogs

amplifiée

lfautconnai tre | es s®quences qui encadrent | €

Tous les ingrédients sont ajoutés simultanément dans le ménte tube
U ADN a amplifier

U ADN polymérase thermostable = Taq polrasgorigine bactériennejui fonctionnetoujours
de 56 vers 30

U Amorces dbéoligonuc!l ®otuindee sa ndoer c2e0 p o u3r0 cnh
amplifier (pour chaque extrémité de la séquence)
x Les amorces soOapparienbrin®™ | 6extr ®mi t

x Les amorces permettent le démarrage de la Taq polymérase
U dNTPavecN=A, T, G, C + M+ milieu tampon

Le sont leschangements de températureui appliqués au cours degcles PCR successifgui font

quel 6ampl i fication se produit

A | 6i ssue de | a PCR

U S®paration des fragments do6ADNsusgell on | eu
O Puis visualisati on d eparlrévedabDodauxsUiv(empld dibrenute
déthidium.

U Desfragments dADN margueurs de taille smt utilisés comme référencesLes fragments
déADN migrent déautant plus vers Banode gudls sont petits

Cycle PCR en 3 étapequi vont se répétern fois pour réaliser n cyclesPCR :
1. Dénaturation de IGADN par la chaleur entre 9071 96°C environ pendant 301 45s= séparation
du double brin en simple brin
2. Appariement = hybridation de chaque brin avec les amorce@empérature 501 65°C)
3. Elongation a 72°C environ pendant i 2mn = synthese par la Taq polymérase

La quantité dGADN double a chaque cycléamplificationexponentielle2)

Les fragments de taille souhaitéesont obtenus a partir du 3™ cycle PCR Ces fragments
deviennentultra -majoritaires au cours des cycles PCR suivant
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