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Préface 

Ce manuel de biologie moléculaire est destiné aux étudiants de Master en Biotechnologie et 

Pathologie Moléculaire. Il a pour objectif de leur fournir des connaissances approfondies en 

biologie moléculaire moderne et de les initier aux principales technologies qui ont 

révolutionné ce domaine. Il propose une étude détaillée des techniques de manipulation, 

d’amplification, de séquençage et d’analyse des acides nucléiques, ainsi que de leurs 

applications en recherche fondamentale, en biotechnologie et en diagnostic moléculaire. 

Le polycopié est structuré en plusieurs chapitres couvrant les concepts et technologies 

essentiels de la biologie moléculaire : 

1. Rappels sur la biologie moléculaire  

2. Synthèse et amplification de l’ADN  

3. Technologies de séquençage de l’ADN  

4. Transgénèse  

5. Technologies d’empreinte génétique (DNA fingerprinting)  

6. Technologies de diagnostic moléculaire  

7. Technologies des analyses à haut débit  

Ce manuel vise à offrir aux étudiants une formation à la fois théorique et méthodologique, 

leur permettant de maîtriser les principes fondamentaux de ces technologies ainsi que leurs 

multiples domaines d’application. Il a également pour ambition de les préparer à l’utilisation 

de ces outils dans les laboratoires de recherche, de biotechnologie et de diagnostic, tout en 

soulignant leur importance croissante dans les avancées scientifiques et médicales 

contemporaines. 
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CHAPITRE I. 

INTRODUCTION AUX ACIDES NUCLEIQUES 

 

1. HISTORIQUE 

La première découverte de l’acide désoxyribonucléique (ADN) remonte à 1869 quand 

Friedrich Miescher, un scientifique suisse, l’isola à partir de globules blancs, puis retrouva 

cette molécule également dans d’autres cellules telles que les cellules du rein, du foie, de 

levure ou encore d’œuf de poule... 

Avec les connaissances scientifiques de l’époque, Miescher n’a pas réussi à concevoir 

que la nucléine, nom donné à l’ADN à l’époque, puisse à elle seule expliquer la différence 

physique entre les individus et entre les différentes espèces animales.  

Il a donc fallu attendre plus d’un demi-siècle plus tard, pour que les chercheurs dont 

Frederick Griffith (1928), Dawson et Sia (1931), Alloway (1932), Oswald Avery, Maclyn 

McCarthy et Colin MacLeod (1944) découvrent que l’ADN est la molécule support de 

l’information génétique. 

Quelques années plus tard, la structure de cette molécule a été également identifiée suite 

aux travaux de Erwan Chargaff (1950), Rosalind Franklin (1953) etWatson et Crick (1953). 

Aujourd’hui, avec l’évolution des techniques de la biologie moléculaire, on a séquencé le 

génome de plusieurs espèces eucaryotes et procaryotes. 

2. INTRODUCTION  

Les acides nucléiques représentent l’une des classes de macromolécules de la cellule 

(avec les glucides, les lipides et les protéines). Ils fournissent les informations nécessaires au 

développement de la vie. Ils sont responsables de la transmission du patrimoine génétique de 

génération à génération et contrôlent la fabrication des protéines nécessaires à la vie. 

Il existe deux classes d’acides nucléiques : l’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) et l’Acide 

RiboNucléique (ARN). 

L’ADN constitue le matériel génétique pour la majorité des organismes (à part certains 

virus dont l’ARN est le support de l’information génétique). Avant la reproduction, l’ADN se 

dédouble par le mécanisme de la réplication. Les ARN sont des copies complémentaires d’un 

des deux brins de l’ADN et sont synthétisés lors de la transcription. L’ARN sert 
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d’intermédiaire pour la circulation de l’information génétique de l’ADN aux protéines. 

L’expression de l’ADN en polypeptides, ou traduction, nécessite plusieurs types d’ARN. 

3. Rappel du dogme central de la biologie moléculaire  

Ce dogme (en fait c’était une hypothèse), formulé en 1953, représentait le modèle 

schématique de la conservation de l’ADN (réplication) et de son utilisation en montrant la 

relation entre l’ADN et les protéines. 

 

Figure 1 : le dogme central de la biologie moléculaire 

 

4. Composition des Acides Nucléiques 

Les acides nucléiques de toutes les cellules animales et végétales sont constitués d'un 

polymère d'unités monomériques (molécules de bases) appelées nucléotides. 

Le nucléotide est constitué de : 

• Un à trois résidus d'acide phosphorique (P) 

• Un sucre (S) (pentose) : ribose ou désoxyribose 

• Une base azotée (B) 

 

4.1. Phosphates 

Les phosphates sont normalement reliés à l’hydroxyle en C5 d’un sucre, le ribose ou le 

désoxyribose (désigné par 5’). Les mono-, les di- et les triphosphates sont fréquents. 

C’est le phosphate qui rend le nucléotide négativement chargé. 
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4.2. Sucres 

Les sucres qui entrent dans la composition des acides nucléiques sont le ribose (β-D 

ribose) pour l’ARN et le désoxyribose (β-D-2’-désoxyribose) pour l’ADN. 

Le désoxyribose est dépourvu du groupement hydroxyle (-OH) au niveau de son deuxième 

carbone (2’). 

 

4.3. Bases azotées 

Deux groupes de bases azotées sont retrouvés dans les acides nucléiques : les bases 

pyrimidiques constituées d’un seul cycle et les bases puriques de deux cycles. 

Les atomes des bases sont numérotés de 1 à 9 pour les bases puriques ou de 1 à 6 pour les 

bases pyrimidiques afin de ne pas les confondre avec les atomes du pentose qui sont 

numérotés avec des ’ (voir  formule des pentoses ci-dessus).  

Elles résultent de la substitution des atomes d`hydrogène de l`hétérocycle par des 

radicaux hydroxyles amines ou méthyles ou cétones. 

4.3.1. Bases pyrimidiques ou pyrimidines 

Les principales bases pyrimidiques dérivent de la pyrimidine qui est constituée d’un 

seul noyau aromatique à 6 atomes (4C et 2N). Les pyrimidines qui existent dans les acides 

nucléiques sont : la cytosine (C), la thymine (T) et l’uracile (U). La cytosine entre dans la 
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composition de l’ADN et l’ARN, alors que la thymine n’existe que dans l’ADN et l’uracile 

que dans l’ARN. 

 

 

 

4.3.2. Bases puriques ou purines 

Les bases puriques sont constituées de deux noyaux hétérocycliques contenant 4 atomes 

d’azotes. Les principales purines sont l’adénine (A) et la guanine (G) qui entrent dans la 

composition de l’ADN et l’ARN. 
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4.3.3.  Bases modifiées 

Les acides nucléiques peuvent contenir des bases modifiées. 

• Exemples de dérivés naturels de bases azotées : 

 

Il existe également des analogues synthétiques des bases azotées comme par exemple 

les produits : Acyclovir (antiviral) ; 5-Fluorouracile (anticancéreux). 

 

• Chaque base de l’ADN peut exister sous différentes formes alternatives : les formes 

tautomères. Ces formes résultent de la migration d’un proton accompagnée le plus souvent 

d’un changement de localisation d’une double liaison. L’équilibre tautomérique est en faveur 

des formes amino (contre imino (A et C)) et cétone (contre énol (G et T)). 

Les formes imino et énol peuvent établir des liaisons particulières en dehors d’AT et GC, ce 

qui créé un mésappariement après deux réplications de l’ADN (voir cours). 

Exemple : Équilibre amino-imino (cytosine) : 
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4.4 . Nucléosides 

L’association d’un pentose et d’une base azotée constitue un nucléoside. Ils sont reliés par 

une liaison covalente appelée liaison N-osidique qui s’effectue entre le carbone 1' du pentose 

et l’azote N1 des pyrimidines ou l’azote N9 des purines. 

 

4.5. Nucléotides 

Ce sont des esters-phosphates de nucléosides, qui se forment par la liaison d’un, deux 

ou trois groupements phosphate au pentose (au niveau du carbone 5’) d’un nucléoside. 

 

 

Bien que le rôle principal des nucléotides soit le stockage et la libération de 

l’information biologique, certains nucléotides peuvent intervenir dans le transfert à court 

terme de l’énergie. Ils transportent  l’énergie dans leur liaison phosphoanhydre (entre 2 

molécules d’acide phosphorique) facilement hydrolysée. 
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Exemple : l’ATP : utilisé pour transporter l’énergie dans des centaines de réactions 

cellulaires. La formation de l’ATP, énergie-dépendante, à partir de l’ADP et de phosphate 

inorganique est couplée à l’oxydation libératrice d’énergie des denrées alimentaires (dans les 

cellules animales, les champignons et certaines bactéries) ou à la capture de l’énergie 

lumineuse (dans les cellules végétales et certaines bactéries). 

L’hydrolyse de cette ATP en ADP et phosphate inorganique fournit à son tour l’énergie 

pour effectuer de nombreuses réactions cellulaires. 

 

4.6.  Nomenclature des nucléosides et nucléotides 

• Les noms des nucléosides se terminent par : 

- "osine" pour les nucléosides puriques 

- "idine" pour les nucléosides pyrimidiques 

• Les noms des nucléosides et nucléotides qui contiennent le désoxyribose commencent par 

"désoxy" ("d" dans les abréviations). 
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Chapitre II. 

Structures des Acides Nucléiques 
 

I. L’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) 

1. Structure primaire 

Le brin d'ADN est un polymère de désoxyribonucléotides monophosphates reliés entre 

eux par des 3', 5'- liaisons phosphodiester (relient le carbone 3' du désoxyribose d'un 

nucléotide au carbone 5' du désoxyribose du nucléotide suivant). 

 

Figure 1 : Structure primaire d’ADN 

 

• L’alternance pentose-Phosphate constitue le squelette de l’ADN sur lequel sont accrochées 

les bases azotées 

• Le brin d'ADN possède une polarité : il a une extrémité 5'-phosphate et une extrémité 3' OH 

NB : Lors de la réplication, la liaison phosphodiester est catalysée dans le sens 5’- 3’ par les 
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ADN polymérases qui nécessitent une matrice ADN (modèle) et une amorce (voir cours de 

biologie moléculaire). 

• Formation de la liaison phosphodiester : 

 

Figure3 : Squelette d’ADN 

• Il y a différentes manières d’écrire le brin d’ADN : 

 

Figure 4 : Différentes manières d’écrire le brin d’ADN 
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2. Structure secondaire de l’ADN : la double hélice 

Les données de Chargaff et les résultats des travaux de Rosalind Franklin et Maurice 

Wilkins de diffraction aux rayons X de cristaux de molécules d'ADN analysés en 1953 par 

Watson et Crick, ont permis de déterminer les caractéristiques de la molécule d’ADN : 

Dans toutes les espèces, les pourcentages des bases A et T et des bases C et G sont égaux. Il y 

a donc autant de bases puriques que de bases pyrimidiques : A=T et C=G alors que le rapport 

A+T / C+G varie selon les espèces 

 

 La molécule d’ADN est constituée de deux chaînes d’ADN (ou brins d'ADN) qui 

s’enroulentautour d'un axe formant une conformation hélicoïdale appelée double hélice 

d'ADN. 

  Les deux brins d’ADN sont stabilisés par des liaisons hydrogène entre les bases 

complémentaires (on dit aussi qu’il y a appariement entre les bases).  Les deux chaînes de 

l’ADN sont dites complémentaires. 

o L’adénine et la thymine : 2 liaisons hydrogène 

o La guanine et la cytosine : 3 liaisons hydrogène 
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• Les deux chaînes sont antiparallèles car l’extrémité 3’ d’un brin se trouve en face de 

l’extrémité 5’ de l’autre 

 

• Les bases complémentaires (A-T) et (G-C) sont situés sur le même plan et sont à l’intérieur 

de l’hélice. 
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• Les plans des bases sont perpendiculaires à l'axe de l'hélice 

• Les plans des oses étant presque perpendiculaires au plan des bases 

• Les enchaînements pentoses-phosphates forment les squelettes hélicoïdaux parallèles 

extérieurs : la double hélice tourne autour d’un axe et présente deux sillons inégaux : le grand 

sillon et le petit sillon 

• Le diamètre de l’hélice est de 20 A° (2,4 nm) 

• Un tour d’hélice mesure 34 A° (3,4 nm) 

• La distance entre deux nucléotides et de 3.4 A°. Il y a donc 10 nucléotides par tour d’hélice. 

3. Variants conformationnels 

Différents variants conformationnels de l’ADN ont été retrouvés in vivo (formes B et Z) ou in 

vitro (forme A) : 
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En Avril 2018, un article publié dans la revue Nature Chemistry démontre la présence in vivo 

d’une nouvelle structure de l’ADN : la i-motif structure (i = intercalled) retrouvée au niveau 

du noyau. Il s’agit d’une forme transitoire de l’ADN qui se forme dans les régions du génome 

qui sont riches en cytosines. Elle jouerait un rôle dans la régulation de l’expression de certains 

gènes. Elle se forme en fin de G1 lorsque la cellule est en pleine croissance et que l’ADN est 

activement transcrit. Cette structure particulière est retrouvée sur les promoteurs de certains 

gènes fondamentaux (proto-oncogènes) et sur certaines régions centromériques et 

télomériques. 

II. Les Acides RiboNucléiques (ARN) 

Ces molécules sont toutes des copies complémentaires d’un des deux brins de l’ADN et 

sont synthétisées lors de la transcription. 

Les ARN participent à toutes les étapes de l’expression des gènes et de la biosynthèse 

des protéines. Ils servent d’intermédiaire pour la circulation de l’information génétique de 

l’ADN aux protéines, interviennent dans la structure des ribosomes et dans la régulation de 

l’expression des gènes. 

1. Classification des ARN 

Toutes les cellules, à l’exception des virus, contiennent trois types essentiels d’ARN : 

les ARN ribosomiques (ARNr), les ARN de transfert (ARNt) et les ARN messagers (ARNm) 

qui interviennent lors de la traduction. 

Les ARN peuvent être classés en deux groupes selon leurs fonctions : 
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- Les ARN codants qui sont traduits en polypeptides par les ribosomes : les ARN 

messagers (ARNm) qui sont des intermédiaires porteurs de l’information pour la synthèse 

protéique (2-3% des ARN totaux). 

- Les ARN non codants qui ne seront pas traduits en polypeptides : 

o ARN intervenants dans la traduction : ARN de transfert (ARNt) et ARN ribosomiques 

(ARNr). 

o Chez les eucaryotes il existe des petits ARN nucléaires : snRNA (small nuclear RNA) qui se 

lient à des protéines spécifiques et interviennent dans la maturation des ARNm (élimination 

des introns). L’ARN télomérase est également impliquée dans la réplication de l’ADN à 

l’extrémité du chromosome. L’ARN antisens et le petit ARN d’interférence (ARNsi pour 

short interfering) sont impliqués dans la régulation des gènes. 

NB : Par souci de temps et de complexité, ces 3 derniers types d’ARN ne seront pas traités 

durant ce cours. 

2. Structure primaire 

L’ARN est un polymère de ribonucléotides. Sa structure primaire est voisine de celle de 

l'ADN. 

Cependant, il existe trois différences essentielles : 

- Le sucre est le ribose et non le désoxyribose 

- L'uracile remplace la thymine 

- L'ARN existe sous forme d'une seule chaîne polynucléotidique (simple brin) 

(Sauf dans quelques rares virus ou l’ARN peut se trouver sous forme double brin) 
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D’autres différences existent entre l’ADN et l’ARN : 

- Les ARN Sont moins stables que les ADN 

- Les ARN quittent le noyau pour le cytoplasme alors que l’ADN reste dans le noyau 

- L’ARN Contient de nombreuses bases modifiées comme par exemple la 

Pseudouridine, Dihydrouridine, etc…  

 

3. Structure secondaire 

La plupart des ARN naturels sont présents sous forme monocaténaire (simple brin) dans 

la cellule, contrairement à l'ADN qui est sous forme d'un double brin apparié. Les brins 

d'ARN se replient le plus souvent sur eux-mêmes, formant une structure intramoléculaire qui 

peut être très stable et très compacte. 

La base de cette structure est la formation de deux types d'appariements internes : 

- Les appariements conventionnels de type Watson et Crick (A-U ; G-C) 

- Les appariements non conventionnels de type Wooble (G-U) 

La description des appariements internes entre les bases d'un ARN s'appelle la structure 

secondaire. 
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Cet ensemble d'appariements ainsi que la présence de bases modifiées induisent une topologie 

particulière, composée de régions en hélice (tiges) et de régions non-appariées (boucles). On 

parle par exemple de structure en "épingle à cheveux" ou "tige-boucle". 

 

Les ARN peuvent former : 

• Différentes structures secondaires grâce à des appariements et repliements internes : 

 

Exemple : ARNr 16S (E. coli) 

 

• Des doubles brins ARN/ARN : cas des virus à ARN double brin, hybridation transitoire de 

l’ARNm et de l’ARNt au cours de la traduction 

• Des doubles brins ADN/ARN : exemple : lors de la transcription on assiste à une 

hybridation ADN/ARN transitoire 

4. Structure tertiaire 

La structure secondaire des ARN peut être complétée par des interactions à distance de 

différentes régions qui définissent alors une structure tridimensionnelle ou structure tertiaire. 
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Exemple : les ARN de transfert (ARNt)  

• Structure secondaire caractéristique en feuille de trèfle 

• Ils représentent 15% des ARN totaux 

• Servent à "traduire" les codons de l’ARNm en acides aminés : Ils se fixent sur les sites du 

ribosome où va être lu l’ARNm 

• Leurs extrémités 3'OH se terminent toujours par le triplet de nucléotides CCA. C'est au 

niveau de cette extrémité que se fixent les acides aminés au cours de la traduction. Chaque 

acide aminé se fixe sur son ARNt spécifique (mais plusieurs ARNt peuvent transporter le 

même acide aminé, ils sont appelés ARNt isoaccepteurs) et sera transféré à la protéine en 

formation 

• Contiennent une région appelée boucle de l'anticodon constituée d’un triplet de nucléotides 

dont les bases sont complémentaires de l'un des codons de l'ARNm 

• Contiennent des bases modifiées (ex : l’Inosine qui est un dérivé d’adénine) 

• La feuille de trèfle subit d’autres repliements qui créent une structure tertiaire compacte en 

forme de L maintenue par des liaisons hydrogène supplémentaires entre les différentes 

régions de la molécule 

 

5. Structure quaternaire 

Certains ARN peuvent s’associer à des protéines spécifiques et former ainsi une structure 

quaternaire. 

Exemple : les ARN ribosomaux (ARNr) : 

• Ils représentent 80% des ARN totaux 

• Ils s'associent à des protéines (65% ARNr et 35% protéines) pour former les ribosomes, 

organites cellulaires indispensables à la synthèse des protéines (traduction) 
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• Ils sont nommés en fonction de leur vitesse de sédimentation après ultracentrifugation 

exprimée par S (S = unité Svedberg = unité de densité) 

• Rôles des ARN ribosomiques : 

- Rôle structurale (ribosomes) 

- Rôle fonctionnel (traduction) 

 

 

 

 

 

Assemblage des ribosomes chez les procaryotes et les eucaryotes 

S : constante de Svedberg = unité de mesure du taux de sédimentation 
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III. Propriétés physico-chimiques des acides nucléiques 

1. Propriétés chimiques 

1-1-Solubilité 

Les acides nucléiques sont considérés comme des macromolécules chargés 

négativement en raison des groupements phosphate ionisés, ce qui les ronds solubles dans 

l’eau sous forme de sels de sodium constituant ainsi des solutions aqueuses avec une viscosité 

élevée. 

Cependant les acides nucléiques ce précipitent dans l’éthanol en présence de sel de 

sodium (neutralise charges -). 

1-2- Hydrolyse 

1-2-2- Hydrolyse Acaline 

Le traitement acide de l’ARN (pH=11 ; 37°C) provoque une hydrolyse rapide et 

totale cela est due à la présence du 2’OH libre sur le ribose. Cependant L’ADN est résistant à 

ce traitement (absence du 2’OH désoxyribose). 

 

Figure 5: Hydrolyse Acide de l’ADN 
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1-2-1- Hydrolyse Acide 

Le traitement acide de l’ADN (HCl à faible concentration) provoque le clivage de la 

liaison N-osidique Entre les purines (N9) et le 2’désoxyribose (C1’) ce qui induit la formation 

d’une molécule ADN dépourvu de purines (ADN apurique). Mais l’ARN est résistant au 

traitement acide. 

 

                                               Figure 6 : Hydrolyse Acide de l’ADN 

2- Propriétés physiques 

2-1- Température de fusion 

Les liaisons hydrogène et les interactions hydrophobes qui maintiennent la structure en 

double hélice sont des forces faibles. Des quantités relativement petites d'énergie peuvent 

séparer les deux brins induisant un processus de dénaturation. La dénaturation et la 

renaturation des brins d'ADN en solution sont des reconstitutions critiques pour diverses 

fonctions biologiques normales (réplication ; transcription …etc.). Si une solution d'ADN est 

chauffée, à une certaine température, les liaisons hydrogène qui assurent la cohésion des 2 

brins appariés se rompent. On parle de fusion de l'ADN caractérisée par la température de 

fusion (Tm : melting temperature) qui désigne la température de parvenir la séparation de 

50% des deux brins d’ADN (Fig. 7). 
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Figure 7 : Séparation des brins d'ADN en fonction de la température. 

NB : 

• Les régions riches en A et T s'ouvrent plus rapidement à celles riches en C et G. 

• La Tm augmente avec l'augmentation du pourcentage des C et G 

 

2-3- Absorption de la lumière ultraviolette 

Les purines et pyrimidines qui entre dans la composition des acides nucléiques (ADN 

et l’ARN) Absorbent dans les UV avec un maximum à 260 nm (Fig. 8). 

 

Figure 8 : Spectre d’absorption d’ADN ( ou ARN) 
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Cette propriété d'absorption permet de doser la concentration des acides nucléiques. 

 
Cependant, la capacité des protéines à absorber la lumière ultraviolette à 280 nm permet 

d'estimer la contamination par les protéines lors de la purification des acides nucléiques. 

 
2-3-1- Effet hyperchrome 

Les bases sont plus accessibles à la lumière UV après dénaturation 

 

Figure 8 : Spectre d’absorption et courbe de fusion d’ADN  
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Chapitre III. 

Extraction et purification des acides nucléiques 

 

I. Extraction des acides nucléiques 

L’extraction et la purification des acides nucléiques contenus dans des cellules 

eucaryotes ou procaryotes sont essentielles pour un grand nombre d’études en biologie 

moléculaire. 

Il existe quatre étapes principales pour extraire les acides nucléiques et les purifier : 

1. La lyse cellulaire 

2. La dénaturation des protéines et des complexes nucléoprotéiques 

3. L’inactivation des nucléases et La purification des acides nucléiques (ADN ou ARN) 

(séparation de l’acide nucléique souhaité des débris cellulaires) 

 

1- Lyse cellulaire 

La procédure de lyse idéale doit être suffisamment rigoureuse pour briser le matériau de 

départ, mais également suffisamment douce pour préserver l’acide nucléique cible. Il existe 

différentes procédures de lyse cellulaire : 

 

1-1- Lyse mécanique (Broyage ou lyse hypotonique) 

Cette méthode est particulièrement préconisée lors des extractions à partir des cellules 

sans paroi. Il est également possible d'utiliser cette méthode sur des cellules procaryotes ou 

des levures en ajoutant des microbilles ou du sable (de fontainebleau, qui contient 95% de 

silice) pour faciliter la destruction des parois. Néanmoins, ce procédé est de plus en plus 

délaissé. 

1-2- Traitement chimique et enzymatique 

Le traitement chimique et enzymatique implique l’utilisation de détergents, d’agents 

chaotropiques, la protéinase K…, il se fait en plusieurs étapes : 

1-3- Lyse des parois et membranes cellulaires 

Pour les cellules à paroi, on peut utiliser des hydrolases spécifiques comme le lysozyme 

pour fragiliser la paroi. En effet les lysozymes coupent les liaisons glycosidiques �(1-4) de 

l’acide N-acetylmuramique (NAM) et la N-actylglycosamine (NAG) du polysaccharide où 

alterne NAM et NAG constituants les peptidoglycanes de la paroi bactérienne. 

Afin de désorganiser les membranes, on utilise le plus souvent des détergents comme le 

Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), le triton X100 et le sarcosyl qui solubilisent les lipides 
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membranaires sous forme de micelles. Cela permet de créer des pores membranaires 

suffisamment larges pour libérer le contenu du cytoplasme hors des cellules. Suivant leur 

force, les détergents vont aussi plus ou moins dénaturer les protéines membranaires. 

2- Dénaturation des protéines 

La déprotéinisation des extraits cellulaires peut se faire par plusieurs procédés : 

2-1- Dénaturation par hydrolyse enzymatique 

On utilise le plus souvent une endoprotéase non spécifique comme la protéinase K, 

active jusqu'à 65°C. Cette digestion est souvent conduite en présence d’un détergent 

dénaturant comme le SDS, qui facilite l’action de la protéinase K car il déploie les chaînes 

protéiques. 

2-2- Précipitation des protéines en utilisant un agent chaotropique 

Un agent chaotropique est un ion qui modifie la solubilité des molécules (protéines ou 

acides nucléiques) et qui peut provoquer leur précipitation en neutralisant certaines charges 

ioniques requises en surface. Il peut également agir en interférant dans les interactions que les 

protéines établissent avec l’eau ce qui modifie la solubilité des protéines. Ou en dénaturant les 

protéines par exemple, par rupture des liaisons hydrogènes qui maintiennent leur structure 

tertiaire entrainant ainsi le démasquage des régions hydrophobes. Les régions hydrophobes 

ont tendance à s’agréger et les protéines précipitent (défécation). Exemples des agents 

chaotropique : L’anion chlorate (ClO 3 -), le Thiocyanate (SCN-), I- Li+ , Mg2+, Ca2+ , et 

Ba 2+,le perchlorate de sodium (NaClO4), le thiocyanate de guanidine (TCG), l’iodure de 

sodium (NaI) et le chlorure de lithium). 

3- Autres composants des solutions d'extraction 

En fonction des protocoles d’extraction d’autres composés peuvent être rencontrés dans 

les  solutions d’extraction : 

3-1- Les thiols 

Les thiols sont des composés soufrés pouvant être considérés en tant qu’analogues des 

alcools, car ils sont obtenus par remplacement de l’atome d’oxygène du groupe hydroyle, -

OH, d’un alcool par un atome de souffre. Le groupe fonctionnel ainsi obtenu est nommé 

mercapto, -SH.  

Lorsqu'on utilise les agents chaotropiques pour éliminer les protéines par précipitation, 

on ajoute quelque fois dans le tampon d’extraction des thiols pour empêcher la reformation de 

ponts disulfures des protéines qui restent ainsi à l’état dénaturé. 
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3-2- Les sels 

L'ajout d'une forte concentration de sels (NaCl 0,15 mol/L ; citrate de sodium ; acétate 

de sodium) dans le milieu d’extraction ne contenant pas d'agents chaotropiques empêche la 

séparation des deux brins de l’ADN en formant un écran protecteur pour la double hélice. 

3-3- EDTA 

L’Ethylène diamine tétra-acétique (EDTA) est un chélateur d'ions divalents comme le 

magnésium qui est un cofacteur des DNases et RNases. il permet la préservation des acides 

nucléiques par inhibition des nucléases. 

 

3-4- RNase 

Les extraits acellulaires bruts contiennent les deux types d’acides nucléiques : ADN et 

ARN. Pour diminuer la concentration en ARN, on utilise une RNase « DNase free », c'est-à-

dire dépourvue d’activité DNase ; pour cela les DNases contaminant éventuellement les 

préparations de RNase du commerce sont dénaturées par chauffage (par exemple 5 min à 

100°C). La RNase est une enzyme particulièrement thermostable qui résiste à ce traitement. 

La RNase peut être ajoutée dès le début de l’extraction-purification car c'est une enzyme très 

stable. 

 

4- Élimination des débris cellulaires 

Après la lyse cellulaire et l’inactivation des nucléases, les débris cellulaires peuvent être 

aisément retirés par filtration ou centrifugation. 
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Figure 1 : Principe d’extraction de L’ADN du plasmide par lyse alcaline 

II. Purification des acides nucléiques 

La purification des acides nucléiques à partir d’extraits cellulaires est généralement 

réalisée par la combinaison entre deux ou plusieurs techniques des techniques suivantes : 

• Extraction et précipitation 

• Chromatographie et séparation par affinité. 

• Centrifugation 

1- Extraction / Précipitation 

L’extraction par solvants est souvent utilisée pour éliminer les contaminants de la 

préparation d'acides nucléiques. Ainsi plusieurs méthodes de précipitation des acides 

nucléiques peuvent être utilisées pour les purifier 
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1-1- Purification au phénol-chloroforme 

Une combinaison de phénol et de chloroforme sert fréquemment à purifier les acides 

nucléiques et d’éliminer les protéines. On mélange vigoureusement l'extrait d'acides 

nucléiques avec une phase hydrophobe. Après centrifugation, on récupère la phase aqueuse 

supérieure contenant les acides nucléiques. 

1-2- Précipitation par l’isopropanol ou l’éthanol 

Ces techniques sont utilisées pour concentrer les acides nucléiques. 

1-2-1- Précipitation par l’éthanol  

Est réalisée par addition de l’éthanol (un solvant moins polaire que l’eau) a l'extrait 

d'acides nucléiques (v:v / 2:1). Après refroidissement de l’échantillon, le culot d'ADN est 

obtenu suite à une centrifugation à une très grande vitesse. Le précipité est lavé avec de 

l'éthanol à 70 % pour se débarrasser des sels qui puis sécher. Le séchage est obligatoire pour 

éliminer l’éthanol qui pourrait empêcher la dissolution ultérieure du précipité. 

NB : 

✓ Avant l’ajout de l'éthanol, il faut ajouter à l'extrait d'acides nucléiques, une quantité 

importante de cations. 

✓ Si la quantité d’acides nucléiques cibles est faible, un véhicule inerte (le glycogène) peut 

être ajouté au mélange afin d’accroître l’efficacité de la précipitation. 

1-2-2- Précipitation par l’isopropanol 
 
Le principe est le même que précédemment sauf que le sel n'est pas nécessaire et que 

les petits fragments d'ADN sont éliminés (non précipités). Dans ce cas, on procède à 

mélanges volume de l’isopropanol à volume identique de l’extrait nucléiques (v:v / 1:1). 

Après refroidissement et centrifugation le précipité est lavé pour éliminer les traces 

d'isopropanol puis séché. On obtient alors les acides nucléiques sous la forme de fibres solides 

que l’on récupère par centrifugation. 

2- Chromatographie 
 

Plusieurs méthodes chromatographiques peuvent étre utiliser telles que la filtration sur 

gel, chromatographie échangeuse d’ions, l’adsorption sélective ou la liaison par affinité. Mais 

les deux techniques les plus employées pour purifier les acides nucléiques sont la 

chromatographie sur colonne de silice et la chromatographie sur colonne d’échange d’anions. 

3- Centrifugation 
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La centrifugation sélective est une méthode de purification puissante. À titre d’exemple, 

l’ultracentrifugation isopycnique en gradients de chlorure de césium (CsCl) à des forces 

gravitationnelles élevées, a été longtemps utilisée pour la purification de plasmides. 

 
4- Contrôle de la pureté de l’ADN extrait 
 

Le maximum d'absorption des acides nucléiques se situe à 260 nm. Les protéines, 

principaux contaminant des préparations absorbent aussi à 260 nm, mais avec maximum 

d'absorption qui se situe vers 280 nm à cause des acides aminés aromatiques. 

Le rapport R= A260nm / A280nm constitue alors un bon moyen pour apprécier une 

éventuelle contamination de la préparation d'ADN par les protéines ou par les ARN. Une 

contamination par les ARN se traduit par une augmentation du rapport R. 

 
R = A260nm/A280nm 

ADN pur : 1,8 < R < 2 

ADN contaminé par les protéines : R < 1,7 

ADN contaminé par les ARN : R > 2 

En absence d'impuretés l'absorbance de la solution d’ADN à 320 nm doit être autour de zéro. 

 

III Hybridation des acides nucléiques 

1. Principe de l’hybridation moléculaire 

L'hybridation est une propriété fondamentale des acides nucléiques qui repose sur les 

règles de complémentarité. Il est possible d'apparier des brins d'ADN ou ARN avec des 

oligonucléotides qui reconnaissent spécifiquement des séquences sur les brins d'ADN de 

manière antiparallèle et complémentaire. Ces oligonucléotides sont appelés sondes 

nucléiques. Pour le cas de deux brins complémentaires de la même molécule d'ADN (brins 

homologues) on parle de renaturation (hybridation à 100%). Chaque 1% de non homologie 

diminue la température d'hybridation (Th) de 1°C. 

L'hybridation moléculaire est utilisée surtout dans la détection de l'homologie entre les 

molécules d'ADN de sources différentes. La complémentarité dépendra de la concentration 

en ADN et du temps. Ces deux derniers paramètres sont importants pour la rencontre entre les 

deux brins. 
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Figure 2: Hybridation des acides nucléiques 

2. Température du fusion (TM) et température d’hybridation (Th) 

La Tm est estimée en utilisant plusieurs formules, cela dépend de la: 

- Longueur du fragment (nombres de 

- Composition du milieu 

- Mis-appariement 

- Le contenu en C+G 

La formule de Wallace permet de déduire la Th des petits oligonucléotides (Ex. Les amorces). 

Formule de Wallace: Tm = 4 (C+G) + 2(A+T) ; Th = Tm 

Pour les oligonucléotides avec N tenant compte la concentration du sel, les mésappariements 

et la concentration de formamide: 

Tm = 16.6log[Na+] + 0.41(%(C+G))+ 81.5- (675/N)-%mismatch- 0.65% de formamide 

Dans les conditions réactionnelles standards la Tm pour les longs séquences (>100): 

Tm = 69.3 + 0.41(%(C+G)) 

Formule globale: 

Tm = 81.5 + 16.6log[sel] + 0.41[%(C+G)] - % mis-appariement – (500/N) – 

0.65%(formamide). 

3. Facteurs influençant l'hybridation 

- La concentration de l'ADN et le temps d'hybridation 
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- La température d'hybridation 

- La force ionique 

- La complexité des séquences 

4. Types d’hybridation 

L'objectif de l'hybridation est la détection de la présence d'un acide nucléique d'une 

séquence donnée par l’utilisation d’un fragment d’ADN complémentaire = sonde. Cela peut 

avoir lieu en solution ou sur support solide (immobilisation de la cible sur une 

membrane [nitrocellulose, nylon], sur verre, colonies bactériennes, chromosomes, plage de 

lyse ...etc.). 

 

4. 1 . Hybridation d’ADN sur support solide : Southern blot 

La procédure de ce type d'hybridation est résumée en sept étapes.On peut aussi révéler la 

présence des séquences spécifiques dans les ARN (Northern Blot) et des protéines (Western 

Blot) utilisant le même principe. 

1– Extraction de l'ADN 

2– Digestion enzymatique (par les enzymes de restriction) 

3– Electrophorèse du produit de la digestion 

4– Transfert sur membrane 

5– Hybridation avec une sonde spécifique marquée. 

6– Lavages 

7– Révélation 

 

Figure 3:Southern Blot 
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4.2. Hybridation in situ (HIS) 

On appelle hybridation in situ (HIS) l'utilisation de sondes d'acides nucléiques pour 

mettre en évidence et localiser, dans des cellules ou des tissus, des séquences d'acides 

nucléiques, complémentaires de la sonde par leurs bases. L'HIS est un outil incomparable 

pour étudier l'expression des gènes. Elle est très proche, dans son principe, des Southern et 

des Northern blots et repose, comme eux, sur l'hybridation d'une sonde d'acide nucléique  

(ADN ou ARN) marquée avec une séquence complémentaire d'acides nucléiques que l'on 

cherche à identifier et à localiser. Mais les Southern et Northern blot se font sur des broyats de 

tissus, alors que l'HIS s'effectue sur une coupe histologique de tissu, apportant ainsi des 

informations précises sur la localisation des acides nucléiques étudiés. 

 

4.3. Hybridation sur chromosomes (FISH) 

La FISH (Fluorescence in Situ Hybridization ) repose sur la capacité d'hybridation de 

deux brins d'ADN complémentaires. La région à étudier (situéesur un chromosome 

préalablement légèrement dénaturé par traitement chimique pour le débarrasser des protéines 

associées) est repérée grâce à une sonde oligonucléotidique complémentaire. Certains de ces 

nucléotides de cette sonde sont couplés à une molécule antigénique reconnue par un anticorps 

fluorescent. 

En utilisant diverses sondes, greffées à des antigènes différents, on peut ainsi visualiser 

simultanément plusieurs séquences sur un ou plusieurs chromosomes. Technique permettant 

de déterminer la position d'un fragment d'ADN dans le génome ; le repérage se fait par 

rapport au bras du chromosome (p:bras court et q:bras long) et par rapport aux bandes (mises 

en évidence par la coloration Giemsa) du chromosome. 

4.4. Hybridation sur colonie de bactéries, sur plage de lyse 

Ce type d'hybridation permet la détection parmi un grand nombre de bactéries ou de 

phages recombinants (plage de lyse) celle ou celui qui contient le fragment d'ADN cible. La 

réalisation de cette technique passe par les étapes suivantes: 

- Culture pure sur boite de Petri (colonies ou plage de lyse) 

- Transfert sur membrane de nylon ou de nitrocellulose 

- Lyse alcaline des bactéries et dénaturation de l'ADN 

- Fixation par la chaleur ou les UV 

- Hybridation avec une sonde marquée 

- Lavage 

- Autoradiographie 

- Localisation des clones d'intérêt. 
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CHAPITRE IV  

TECHNOLOGIES DE SÉQUENÇAGE D’ADN 

 

Le séquençage de l’ADN constitue une méthode dont le but est de déterminer la 

succession linéaire des bases A, C, G et T prenant part à la structure de l’ADN. La lecture de 

cette séquence permet d’étudier l’information biologique contenue par celle-ci. Étant donné 

l’unicité et la spécificité de la structure de l’ADN chez chaque individu, la séquence de 

l’ADN permet de nombreuses applications dans le domaine de la médecine, comme, par 

exemple, le diagnostic, les études génétiques, l’étude de paternité, la criminologie, la 

compréhension de mécanismes physiopathologiques, la synthèse de médicaments, les 

enquêtes épidémiologiques. 

1. Première génération de séquençage 

1.1. Méthode de Sanger  

La méthode de séquençage de Sanger (dite par terminaison de chaîne) utilise des 

nucléotides appelés didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui ont un atome d'hydrogène à la 

place du groupement OH sur le carbone 3' du ribose. 

 

Figure 1 : Différentes formes des nucléotides. 

 

Dans un premier temps, il est nécessaire d’amplifier l’ADN cible par PCR, puis de le 

dénaturer afin d’obtenir un ADN simple brin. À l’aide d’une amorce spécifique et 
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complémentaire du brin étudié (sens ou antisens), identique ou différente de celle utilisée pour 

la PCR, une ADN polymérase effectue alors la synthèse de l’ADN complémentaire à partir de 

cette amorce. De l’extrémité 5′ vers l’extrémité 3′, cette enzyme ajoute les 

désoxyribonucléotides-triphosphates (dNTP) complémentaires et de manière aléatoire et 

inconstante des didéoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP), par exemple un ddGTP sera 

parfois ajouté à la place d’un dGTP. La réaction se faisant dans un seul tube, les ddNTP 

(ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP) sont marqués à l’aide de fluorophores différents pour 

chaque ddNTP (fluorophores "quatre couleurs").  

Lorsqu’un ddNTP est incorporé à la place d’un dNTP, l’ADN polymérase ne peut plus 

continuer sa polymérisation. Il se forme donc une multitude de brins complémentaires 

inachevés, chacun terminé par un didésoxyribonucléotide fluorescent caractéristique de la 

base de ce dernier nucléotide. En séparant par électrophorèse ces fragments complémentaires 

on sépare dans le gel chacun des fragments, du plus petit au plus grand et on les détecte au 

passage par un faisceau laser qui excite la fluorescence et une cellule photoélectrique qui lit la 

lumière émise à chacune des longueurs d’onde des fluorescences caractéristiques des quatre 

bases (Figure 2). L’ordinateur reçoit donc une série de mesure d’intensité lumineuse en forme 

de pics correspondant au passage de chacun des fragments : en interprétant la couleur de la 

fluorescence de chaque pic l’ordinateur écrit la séquence d’ADN. 

 

Figure 2 : Principe de Sanger. 
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Figure 3: Mélange réactionnel de Sanger. 

 

Figure 4 : Ensemble des fragments obtenus en fin de séquençage. 
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Figure 5 :Migration et visualisation des produits du séquençage. 

 

L’Evolution de la Technique de Sanger est affectée par Deux changements: 

1- Didésoxynucléotides marqués avec des fluorophores 

2- Automatisation 

1. 2 . Technique chimique de Maxam et de Gilbert 

La méthode de Maxam et Gilbert a été développée en 1977. Elle est également appelée 

méthode de clivage chimique ; elle est connue sous le nom de méthode de dégradation 

chimique. Elle repose sur le clivage des nucléotides par des produits chimiques et est plus 

efficace avec les petits polymères de nucléotides.  

Le traitement chimique génère des cassures au niveau d'une petite proportion d'une ou 

deux des quatre bases nucléotidiques dans chacune des quatre réactions (C, T+C, G, A+G). 

Cette réaction donne des séries de fragments marqués qui vont se séparer selon leur taille par 

électrophorèse.  

Cette méthode est réalisée sans clonage d'ADN. Elle est également considérée comme 

dangereuse car elle utilise des produits chimiques toxiques et radioactifs. L'autobiographie est 

utilisée pour visualiser la séparation des fragments d'ADN. Grâce à l'extrémité 32P radio-

marquée de l'ADN, les bandes d'ADN sont visualisées par autoradiographie, comme le 

montre la figure ci-dessous (Mehdi Kchouk1, 2017) (G. Dorado, 2019).  
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Figure 6 : Méthode de clivage chimique Maxam- Gilbert pour le séquençage de l'ADN (DNA 

Sequencing: History, Steps, Methods, Applications and Limitations, 2019). 

 

2. Deuxième génération de séquençage 

2.1. Séquençage Roche/454  

Le séquençage Roche/454 est une technique qui utilise le pyroséquençage, c'est-à-dire 

la détection du pyrophosphate libéré après chaque incorporation de nucléotide dans le 

nouveau brin d'ADN synthétique.  

La technique de pyroséquençage est une approche de séquençage par synthèse. Les 

échantillons d'ADN sont fragmentés de façon aléatoire et chacun d'entre eux est attaché à une 

bille qui porte des amorces ayant des oligonucléotides complémentaires aux fragments 

d'ADN, de sorte que chaque bille est associée à un seul fragment.  

Ensuite, chaque bille est isolée et amplifiée à l'aide d'une émulsion PCR qui produit 

environ un million de copies de chaque fragment d'ADN à la surface de la bille. 
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Les billes sont ensuite transférées sur une plaque contenant de nombreux puits appelée 

plaque picotitre (PTP) et on applique la technique de pyroséquençage qui consiste à activer 

une série de réactions en aval produisant de la lumière à chaque incorporation de nucléotide.  

En détectant l'émission de lumière chaque incorporation de nucléotide, la séquence du 

fragment d'ADN est déduite. L'utilisation de la plaque picotitre permet à des centaines de 

milliers de réactions de se produire en parallèle, augmentant considérablement le débit de 

séquençage.  

Le Roche/454 est capable de générer des lectures relativement longues qui sont plus 

faciles à mapper à un génome de référence. Les principales erreurs détectées lors du 

séquençage sont des insertions et des délétions dues à la présence de régions homopolymères 

(Lin Liu, 2012) (Erwin van Dijk, 2021). 

 

Figure 7: Séquençage Roche 454 GS FLX (Karl V Voelkerding, 2009) 
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2.2. Séquençage Ion Torrent 

En 2010, Life Technologies a dévoilé la technologie de séquençage à semi-conducteurs 

Ion Torrent. Contrairement aux autres technologies de deuxième génération, elle n'utilise pas 

de nucléotides marqués par fluorescence.  

Elle est basée sur la détection de l'ion hydrogène libérer lors du processus de 

séquençage. Concrètement, Ion Torrent utilise une puce qui contient un ensemble de micro-

puits et dont chacun comporte une bille contenant plusieurs fragments identiques. 

L'incorporation de chaque nucléotide avec un fragment dans la perle, un ion hydrogène est 

libéré qui change le pH de la solution.  

Ce changement est détecté par un capteur fixé au fond du micro-puits et converti en un 

signal de tension qui est proportionnel au nombre de nucléotides incorporés. Les séquenceurs 

Ion Torrent produisent des longueurs de lecture de 200 bp, 400 bp et 600 bp avec un débit qui 

peut atteindre 10 Gb pour le séquenceur ion proton. 

Les principaux avantages de cette technologie de séquençage sont axés sur les 

longueurs de lecture, qui sont plus longues que celles des autres séquenceurs SGS, et sur la 

rapidité du séquençage (entre 2 et 8 heures). L'inconvénient majeur est la difficulté 

d'interpréter les séquences homopolymères (plus de 6 pb) qui provoquent des erreurs 

d'insertion et de délétion (indel) avec un taux d'environ ~1% (Barton E. Slatko, 2018). 

 

Figure 8: Technologie de séquençage Ion torrent (Mehdi Kchouk1, 2017) 
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2.3. Séquençage Illumina/Solexa 

Actuellement, la technologie la plus utilisée sur le marché du NGS est le séquenceur 

Ilumina/Solexa Genome Analyzer (GA). Le séquenceur adopte la technologie du séquençage 

par synthèse (SBS).  

Au cours de la première étape, les échantillons d'ADN sont fragmentés de manière 

aléatoire, puis les molécules d'ADN avec des adaptateurs appropriés ligaturés à chaque 

extrémité sont utilisées comme substrats pour des réactions répétées de synthèse par 

amplification sur un support solide (lame de verre) qui contient des séquences 

d'oligonucléotides complémentaires à un adaptateur ligaturé.  

 Au cours de la deuxième étape, chaque séquence fixée sur le support solide est 

amplifiée par "amplification par pontage PCR ͧ qui crée plusieurs copies identiques de chaque 

séquence ; un ensemble de séquences fabriquées à partir de la même séquence d'origine est 

appelé un cluster.   Chaque cluster contient environ un million de copies de la même séquence 

originale.  

La dernière étape consiste à déterminer chaque nucléotide des séquences, Illumina 

utilise l'approche de séquençage par synthèse qui emploie des terminateurs réversibles dans 

lesquels les quatre nucléotides modifiés, les amorces de séquençage et les ADN polymérases 

sont ajoutés sous forme de mélange, et les amorces sont hybridées aux séquences. 

Ensuite, des polymérases sont utilisées pour étendre les amorces en utilisant les 

nucléotides modifiés. Chaque type de nucléotide est marqué par un spécifique fluorescent afin 

que chaque type soit unique.   

Les nucléotides ont un groupe 3'-hydroxyle inactif qui garantit qu'un seul nucléotide est 

incorporé. Les clusters sont excités par un laser pour émettre un signal lumineux spécifique à 

chaque nucléotide, qui sera détecté par une caméra à dispositif à charge couplée (CCD) et des 

programmes informatiques traduiront ces signaux en une séquence de nucléotides.  

Le processus se poursuit par l'élimination du terminateur avec le marqueur fluorescent 

et le démarrage d'un nouveau cycle avec une nouvelle incorporation.  

Les premiers séquenceurs Illumina/Solexa GA ont été capables de produire des lectures 

très courtes et ils avaient l'avantage de pouvoir produire des lectures courtes en paires (PE), 

dans lesquelles la séquence aux deux extrémités de chaque cluster d'ADN est enregistrée.  
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Les données de sortie des derniers séquenceurs Illumina sont actuellement supérieures à 

600 pb et les longueurs des lectures courtes sont d'environ 125 bp. 

L'un des principaux inconvénients de la plateforme Illumina/Solexa est le besoin élevé 

de contrôle de la charge de l'échantillon, car une surcharge peut entraîner un chevauchement 

des clusters et une mauvaise qualité de séquençage.  

Le taux d'erreur global de cette technologie de séquençage est d'environ 1 %. Les 

substitutions de nucléotides sont le type d'erreurs le plus courant dans cette technologie, la 

principale source d'erreur étant due à une mauvaise identification du nucléotide incorporé 

(Christophe Audebert1, 2014) (Weinbrecht2, NextGeneration Sequencing: Methodology and 

Application, 2013) (Lin Liu, 2012). 

 

Figure 9 : Le principe de la technologie Illumina (Erwin van Dijk, 2021). 

3. Troisième génération de séquençage 

Alors que le séquençage de nouvelle génération est de plus en plus utilisé et modifié, le 

séquençage de troisième génération apporte un nouvel éclairage sur le séquençage.  
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Le séquençage de troisième génération présente deux caractéristiques principales. 

Premièrement, la PCR n'est pas nécessaire avant le séquençage, ce qui raccourcit le temps de 

préparation de l'ADN pour le séquençage.  

Deuxièmement, le signal est capturé en temps réel, ce qui signifie que le signal, qu'il 

soit fluorescent (Pacbio) ou électrique (Nanopore), est contrôlé pendant la réaction 

enzymatique d'ajout de nucléotides dans le brin complémentaire (James M Heather 1, 2016) 

(Mehdi Kchouk1, 2017). 

3.1. Séquençage SMRT ( Single Molecule Real Time) de Pacific Biosciences  

Il s'agit d'une méthode développée par Pacific Bioscience, qui utilise une enzyme 

modifiée et l'observation directe de la réaction enzymatique en temps réel. La cellule SMRT 

est constituée de millions de guides d'ondes en mode zéro (ZMW), dans lesquels sont intégrés 

un seul ensemble d'enzymes et une matrice d'ADN qui peut être détectée tout au long du 

processus.     

Au cours de la réaction, l'enzyme va incorporer le nucléotide dans le brin  

complémentaire et cliver le colorant fluorescent précédemment lié au nucléotide. Ensuite, la 

caméra à l'intérieur de l'appareil va capturer le signal sous forme de film pour une observation 

en temps réel. Cela donnera non seulement le signal fluorescent mais aussi la différence de 

signal à long terme, ce qui peut être utile pour la prédiction de la variance structurelle dans la 

séquence, particulièrement utile dans les études épigénétiques telles que la méthylation de 

l'ADN (Barton E. Slatko, 2018) (Weinbrecht2, Next-Generation Sequencing: Methodology 

and Application, 2013). 
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Figure10 : Principe du séquençage "SMRT" (John Eid*, 2009). 

3.2. Séquençage Oxford Nanopore Technologies 

Le séquençage Oxford Nanopore (ONT) a été développé comme une technique 

permettant de déterminer l'ordre des nucléotides dans une séquence d'ADN.  

En 2014, Oxford Nanopore Technologies a mis sur le marché le dispositif MinION qui 

promet de générer des lectures plus longues qui assureront une meilleure résolution 

structurelle du contenu des variantes et répétitions génomiques.  

Ces séquenceurs utilisent des nanopores protéiques dans une membrane polymère 

résistante à l'électricité, à travers laquelle des changements de courant caractéristiques se 

produisent lorsque chaque nucléotide passe dans le détecteur. 
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Figure 11 : Préparation des banques (ONT)  

(Séquençage à « longues lectures ONT », 2021). 
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CHAPITRE V  

TRANSGENESE 

 

I. Transgénique 

Le terme de « transgénique » est devenu, ces dernières années, de plus en plus présent que ce 

soit dans la littérature scientifique ou dans l'actualité. Il est apparu pour la première fois dans 

une publication scientifique en 1981 où il était utilisé pour qualifier des souris obtenues suite 

à une micro-injection de gènes dans un des pronucléi.  

Le terme de « transgénique » s’applique à des organismes vivants, qu’ils appartiennent au 

règne végétal ou animal, dans lesquels ont été transférés des gènes étrangers d'origine animale 

ou végétale à leur patrimoine héréditaire propre. Le gène étranger, appelé « transgène », se 

transmet à la descendance selon un mode mendélien. 

 Dans un récent rapport de l’ECVAM (European Center for the Validation of Alternative 

Methods ou centre européen pour la validation des méthodes alternatives) sur l’utilisation des 

animaux transgéniques dans l’Union Européenne, une définition des techniques de 

transgénèse est également donnée : « la technique de transgénèse implique l’introduction de 

matériel génétique fonctionnel (ADN) au niveau de cellules germinales d’un organisme ».  

Le fait qu’il soit dit que l’ADN est introduit au niveau des cellules germinales sous-entend la 

notion de transmission héréditaire de cette nouvelle information génétique. Mais la définition 

la plus récente des animaux ou végétaux transgéniques est suggérée par Beardmore : ce sont 

des « organismes contenant des séquences intégrées d’ADN cloné (transgène), transférées en 

utilisant des techniques de génie génétique ». Cette définition est la plus générale et elle fait 

directement référence à la science à la base de cette révolution : le génie génétique.  

II. Organismes Génétiquement Modifiés (OGM)  

Bien que le terme de « transgénique » soit présent dans le langage courant, ce terme est absent 

de la législation applicable dans le cas de l’utilisation de tels organismes. Dans la législation, 

que ce soit au niveau européen ou au niveau français, il est fait mention d’« organismes 

génétiquement modifiés ». Mais il est vrai que cette définition est plus générale car d’une part 

elle englobe des techniques autres que celles utilisées en transgénèse (c’est-à-dire toutes les 
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techniques de manipulation de l’ADN) et d’autre part elle concerne la globalité du règne 

vivant (animal ou végétal).  

Par « organisme génétiquement modifié », il est entendu « organisme dont le matériel 

génétique a été modifié autrement que par multiplication ou recombinaison naturelles ».  

Par le terme d’organisme, on entend « toute entité biologique non cellulaire, cellulaire, 

ou multicellulaire, capable de se reproduire ou de transférer du matériel génétique. Cette 

définition englobe les micro-organismes, y compris les virus ». Cette définition provient de la 

loi française de référence dans le cas de l’utilisation d’organismes génétiquement modifiés, la 

loi n°92-654 du 13 juillet 1992. 

II.1. Une bactérie infectant naturellement les végétaux supérieurs  

La transgenèse consiste à ajouter un nouveau gène dans un organisme. La possibilité de 

régénérer une plante entière à partir de quelques cellules végétales est d’un grand intérêt lors 

de ces transgénèses. Une des techniques les plus utilisées en transgénèse végétale est 

l’utilisation d’une bactérie du sol, Agrobacterium tumefaciens. Agrobacterium tumefaciens est 

une bactérie en forme de bâtonnet, de la famille des Rhizobiacées. Elle se développe dans le 

sol. Elle est attirée par des composés phénoliques dégagés par les plantes dicotylédones 

lorsqu’elles sont blessées. Au niveau de cette blessure, Agrobacterium est capable de se fixer 

sur les cellules du végétal. À la suite de ce contact, ces cellules végétales se multiplient de 

manière importante, donnant naissance à une formation tumorale. Elle est en général située au 

niveau du collet, d’où le nom de cette formation : la galle du collet (crown gall). Les cellules 

de la galle libèrent des composés chimiques particuliers dans le milieu : les opines, molécules 

formées de deux acides aminés couplés. Les bactéries Agrobacterium présentes près de la 

galle, dans le sol, sont capables d’utiliser alors ces opines comme source d’azote, mais aussi 

de carbone et d’énergie. 

Agrobacterium tumefaciens est donc capable d’induire, chez une plante dicotylédone, la 

formation d’une galle lui fournissant un substrat. Depuis 1974, on sait que cette induction est 

due au transfert d’un petit ADN plasmidique depuis la bactérie jusque dans le génome des 

cellules de la plante. 
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Figure 1. Agrobacterium transfère un fragment d’ADN (l’ADN-T) dans le génome de 

la plante. Les échelles ne sont pas respectées. 

Une bactérie potentiellement utilisable en transgénèse Agrobacterium tumefaciens (tout 

comme, d’ailleurs, d’autres bactéries de la famille des Rhizobiacées) est donc capable 

d’injecter un ADN dans une cellule végétale où il s’insère dans le génome chromosomique. 

Cet ADN, qui peut circuler ainsi d’un organisme à un autre, est un fragment de plasmide 

(ADN circulaire bactérien de petite taille) : le plasmide pTi. Agrobacterium réalise donc, 

naturellement, une transgenèse d’une partie de ses gènes (grâce à pTi) dans un organisme 

végétal. L’ADN qui est ainsi transféré est nommé ADN-T. Il a donc été rapidement proposé, 

une fois ce mécanisme connu, de le détourner dans un but de transgenèse. Pour cela, il « suffit 

» de remplacer l’ADN-T par un autre ADN portant un gène d’intérêt, par exemple. 

 

Figure 2. Le remplacement de l’ADN-T par un gène d’intérêt permet d’envisager une 

technique de transgenèse. 
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II.2. Le plasmide pTi  

Le plasmide pTi est un petit plasmide, de 215 000 paires de bases. Ce plasmide 

comporte plusieurs régions : Tableau 2. Les différentes régions du plasmide pTi 

 

 

Figure 3. Le plasmide pTi 
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III. Les différentes méthodes de transgénèse  

L’obtention d’animaux transgéniques repose, quelque soit la technique utilisée, sur les 

quatre mêmes principales étapes (voir Figure 4). 

 

Figure 4 : Les principales étapes de l’obtention d’animaux transgéniques 

Ces quatre étapes sont bien sûr précédées d’une étape de biologie moléculaire qui 

consiste en une étape d’isolement du gène d’intérêt (identification, séquençage éventuel). 

Chez la souris, trois techniques de transgénèse (ou plus exactement trois techniques 

d’introduction d’une séquence d’ADN dans un embryon) sont le plus communément utilisées 

(voir Figure 5) :  

• la micro-injection pro-nucléaire d’ADN cloné dans des œufs fertilisés  

• utilisation de vecteurs rétroviraux  

• transfert ciblé de gènes dans les cellules embryonnaires via la recombinaison 

homologue. 
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Figure 5 : Les 3 principales méthodes de transgénèse 

D’autres méthodes sont également possibles mais elles sont encore peu utilisées 

(introduction de gènes dans les spermatozoïdes, injection de régions chromosomiques 

microdisséquées ou technique de ciblage par le système Cre-lox). Parmi les nouvelles 

méthodes, celle utilisant le système Cre-lox est la plus prometteuse car elle permet un ciblage 

tissulaire. 
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Figure 6 :. Les principales étapes principales de l’obtention de souris transgéniques par 

micro-injection pronucléaire 

II1. 1. Préparation de la solution d'ADN injectée  

Une séquence d’ADN déterminée est clonée (c’est-à-dire reproduite à l’identique un 

grand nombre de fois) ce qui permet l’obtention d’une solution d’ADN. Cette solution sera 

ensuite microinjectée au niveau d’un des pronucléi. L'efficacité de la micro-injection dépend 

des propriétés et de la qualité (e.g. pureté) de la solution injectée.  

Il a été montré que plus le nombre de copies d’ADN est grand, plus le taux d’intégration 

de l’ADN est important. Cependant, une préparation trop concentrée donc trop visqueuse peut 

augmenter le risque de mort de l’embryon au moment de l’injection. De plus, l'ADN linéaire 

s'intègre plus efficacement que l'ADN circulaire.  

Il est recommandé d'éliminer toute séquence inutile, notamment les séquences 

provenant du vecteur de clonage au moyen d'enzymes de restriction.  
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Mais certaines séquences, au contraire, se sont révélées importantes dans la régulation 

de l'expression du transgène : c'est le cas des introns (qui sont de larges séquences non 

codantes) qui ont une influence importante sur le fonctionnement des gènes introduits par 

micro-injection. Il est donc recommandé d'injecter l'ADN sous sa forme génomique plutôt que 

sous sa forme d'ADNc (ADN complémentaire qui est obtenu par transcription reverse à partir 

de l’ARN messager et qui ne comprend pas les introns).  

III. 2. Récolte des œufs fertilisés  

Le choix de la souris donneuse est important : il est nécessaire de choisir une lignée 

avec un bon rendement en œufs, mais il est également essentiel que ces œufs survivent bien à 

la micro-injection.  

Des femelles prépubères sont stimulées hormonalement par deux injections 

intrapéritonéales successives d'hormones à 46-48 heures d'intervalle (il est impératif de 

respecter ce délai) : 

 - une première injection de PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin : 

gonadotropine sérique). Cette hormone en se substituant à l'hormone gonadotrope 

hypophysaire à effet FSH (Folicle-Stimulating Hormone ou hormone follicotrope) stimule le 

développement des follicules mûrs.  

- une seconde injection de hCG (human Chorionic Gonadotropin : gonadotropine 

chorionique humaine). Cette hormone, en mimant l'effet de la LH (Luteinizing Hormone ou 

hormone lutéinisante) parachève la maturation folliculaire et favorise l'ovulation.  

Suite à ce traitement, un accouplement entre ces femelles et des mâles fertiles est 

réalisé. L'apparition, après quelques heures, d'un bouchon vaginal, chez 80 à 90% des 

femelles, est le signe que l'accouplement a effectivement eu lieu.  

Il a été montré que le rendement est plus élevé dans le cas d'œufs hybrides (c'est-à-dire 

issus d'un croisement de 2 souches pures) plutôt que dans le cas d'œufs de souche pure. 

Brinster et son équipe ont montré que ce rendement était huit fois plus élevé avec des souris 

hybrides (C57BL/6xSJL) qu'avec des souris C57BL/6).  

Douze heures après l'accouplement, les femelles sont sacrifiées et les oviductes 

contenant habituellement chacun entre 10 à 15 œufs sont prélevés. Ainsi, entre 20 et 30 œufs 

peuvent être récoltés par souris.  
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Ces œufs fécondés peuvent être conservés pendant 3 à 36 heures dans un milieu de 

culture. Ils sont incubés à 37°C dans une atmosphère à 5,4% de CO2 sur un milieu avec un 

pH équilibré. Les œufs subissent ensuite un traitement avec une hyaluronidase qui les libère 

de leur gaine de cellules folliculaires. Puis finalement ils sont « lavés » par passages 

successifs dans le milieu de culture afin d'éliminer toute trace résiduelle d'enzyme pouvant 

avoir un effet néfaste pour eux.  

III. 3. Micro-injection  

Cette étape nécessite à la fois une technique particulière et un appareil spécial.. Cette 

technique nécessite de la dextérité et de l'entraînement pour la personne qui la réalise et se fait 

sous microscope inversé (voir Figure 7).  

 

Figure 7 : Schéma d’un appareil pour micro-injection  

A. Micromètre avec vis hydraulique (Micrometer / Hydraulic Drive Unit)  

B. Robinet 3 voies (3-way stopcock valve)  

C. Micromanipulateur (Micromanipulator)  

D. Porte-aiguilles avec micro-injecteur et micropipette de contention (Needle holder / 
Instrument collar)  

E. Seringue de 60 ml avec embout (60 ml luer end syringe)  

F. Microscope inversé (Inverted light stereomicroscope)  

G. Support du micro-manipulateur (Micromanipulator stands)  

H. Plateau de base ("Bread-board" instrument base)  

I. Seringue en verre de 60 ml (Glass 60 ml syringe)  
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La micro-injection se fait généralement une fois que le pronucléus mâle est visible et 

observable. L’intégration du transgène se fait vraisemblablement lors de la réplication de 

l’ADN. Cependant en raison de la dégradation de l’ADN, il est préférable de ne pas réaliser la 

micro-injection trop tôt avant la réplication. En outre, il paraît judicieux de ne pas 

microinjecter après la première réplication (c’est-à-dire au stade 2 cellules soit 11 à 20 heures 

après la fécondation). Ainsi, il semblerait préférable d’injecter avant la première réplication, 

c’est en tout cas le moment choisi par la plupart des expérimentateurs. 

Quelques œufs sont déposés dans une boite de Piétri contenant une goutte de milieu 

recouverte d'huile de paraffine, par exemple, afin d'éviter toute évaporation.  

Une micropipette de contention (ou holding pipette) permet le maintien et le 

positionnement correct des œufs par aspiration. Une autre permet l’injection de l’ADN 

préalablement préparé. La manipulation de ces deux micropipettes se fait grâce à des 

micromanipulateurs.  

A ce stade de développement de l'œuf, les deux pronuclei sont bien visibles. Le 

pronucléus mâle étant le plus gros et le plus près de la surface, la micro-injection se fait à ce 

niveau (voir Figure 8). Un picolitre de liquide, contenant entre 100 et 1000 copies du 

transgène, est alors injecté : le nucleus se dilate avec doublement du volume. 

 

Figure 8 : Micro-injection pronucléaire 

Tous les 20 œufs, les micropipettes doivent être changées et il est déconseillé de garder 

plus de 30 minutes les œufs au niveau de la chambre d'injection.  
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Les œufs injectés sont ensuite placés dans une étuve à 37°C à 5,4% de CO2 jusqu'au 

moment de leur réimplantation. La réimplantation peut se faire directement après la micro 

injection ou le lendemain en maintenant les œufs en culture.  

III.4. Réimplantation  

Les œufs sont réimplantés dans une mère porteuse mais pour que le développement 

embryonnaire se déroule correctement, le terrain hormonal de ces femelles doit être adéquat. 

Pour cela, la veille de la micro-injection, des femelles en œstrus sont accouplées avec 

des mâles infertiles. Ces mâles ont été préalablement stérilisés par vasectomie (section 

chirurgicale du canal déférent). Il est également possible d'utiliser des mâles génétiquement 

stériles. Les femelles présentant le lendemain un bouchon vaginal feront partie du pool de 

mères porteuses.  

La réimplantation est une opération chirurgicale, sous anesthésie générale, réalisée sous 

un microscope. Les œufs sont introduits au niveau de l’ampoule de l’oviducte (20 œufs si 

l’implantation se déroule le jour de la micro-injection, environ 15 œufs si ils ont été conservés 

in vitro).  

Le temps de gestation est de 20 jours à partir de la date de l’implantation. Mais le 

nombre d’œufs se développant à terme est faible et les mères porteuse n’ayant pas mis bas au 

20ème jour seront sacrifiées.  

Ensuite les souriceaux (environ 5 à 6 par portées) sont adoptés par des femelles 

nourrices (choisies en fonction de leurs bonnes caractéristiques maternelles).  

III.5. Identification des souriceaux transgéniques  

Une fois que la première génération de souris est obtenue, il est nécessaire de savoir 

quelles sont les souris ayant intégré le transgène. Pour cela, une petite quantité d'ADN des 

animaux est nécessaire : en général, des fragments de queue sont prélevés sur les animaux 

encore jeunes. Ensuite les transgènes sont identifiés par la technique de transfert de Southern 

(ou Southern-Blot) ou par PCR (Polymerase Chain Reaction : réaction de polymérisation en 

chaîne) sur ces fragments.  

Pour la technique de Southern, l'ADN est déposé sur un filtre de nitrocellulose ou de 

nylon et une hybridation avec une sonde marquée et spécifique du transgène est réalisée. Mais 
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le taux de faux-positifs pour cette méthode est important car il est nécessaire que l'ADN 

utilisé soit d'une pureté suffisante.  

De plus, la détection des animaux mosaïques peut être difficile en raison du faible 

nombre de copies du transgène. Dans le cas de la PCR, la quantité d'ADN peut être plus faible 

: la salive ou des fragments obtenus suite au marquage des animaux peuvent être suffisants. 

De plus, cette méthode peut ne pas être pratiquée à partir d'ADN purifié car une étape 

d’amplification de l’ADN est incluse dans la technique. Elle est également plus sensible et 

permet donc de détecter des animaux mosaïques. Ainsi la PCR apparaît comme la méthode la 

plus simple et la plus rapide.   

IV.  Utilisation des animaux transgéniques en expérimentation animale  

La transgénèse en permettant de bénéficier de l'expression d'un gène particulier au sein 

d'un organisme complexe est devenue un outil remarquable pour toute recherche qu'elle soit 

fondamentale ou appliquée.  

Les applications des techniques de transgénèse, dans le domaine de la recherche 

médicale, sont nombreuses et variées. En recherche fondamentale, elle permet l’étude de 

l’expression et du rôle des gènes au sein d’un organisme complexe. Dans le cadre des études 

biomédicales, elle rend possible la création de nouveaux modèles de maladies. Plus 

récemment, des animaux transgéniques sont développés pour la production de protéines 

thérapeutiques ou d’organes pour des xéno-transplantations.  

Tout ceci est sans oublier les nombreuses applications agronomiques de la transgénèse : 

la lutte contre les maladies, l'amélioration des performances des animaux de rente, la 

modification de la composition du lait, etc.. .  

L’utilisation des animaux transgéniques est de plus en plus importante, elle a augmenté, 

au Royaume-Uni, pendant la période 1990-1996 de 525%. Cette augmentation est d’autant 

plus impressionnante que l’on assiste parallèlement à une diminution du nombre d’animaux 

utilisés en recherche, de manière générale, notamment en France.  

V. L’agroinfiltration 

Les bactéries génétiquement modifiées produisent plus facilement et surtout plus 

rapidement, des protéines à usage pharmaceutique ou industriel que les plantes transformées. 

Or les bactéries sont incapables d’ajouter des sucres (glycosylation) lesquels sont 
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indispensables au fonctionnement de nombreuses protéines. Ainsi la plupart des protéines 

médicaments sont synthétisées dans des cellules animales en culture ce qui revient 

excessivement cher. 

Produire ces protéines complexes dans les plantes est déjà une réalité mais reste un challenge 

international. Cette technique est en effet beaucoup moins onéreuse en raison de la grande 

quantité de protéines d’intérêt produites. Néanmoins, il peut être intéressant d’utiliser une 

plante non transformée comme support d’expression d’une bactérie transformée. 

En mettant en contact des plantes ou des parties de plantes avec 

des Agrobacterium modifiées, il est possible d’intégrer transitoirement le gène d’intérêt 

préalablement introduit dans la bactérie. La plante exprime alors la protéine désirée. Ce sont 

les cellules somatiques qui assurent cette expression et non les cellules germinales. En effet, 

les plantes sont utilisées avant la reproduction et il n’y a donc pas d’insertion et de 

transmission de transgène possible. 

L’intérêt de la production par les plantes de protéines à usage industriel ou thérapeutique est 

triple : production de protéines à grande échelle, coût extrêmement réduit et absence de 

contamination par des pathogène animaux ou humains (prions et virus, par exemple). Cette 

technique est également utilisée en recherche pour déterminer la fonction des gènes via le 

phénotype associé. 

 

Figure 9 : Agroinfiltration : expression localisée et temporaire d’un gène d’intérêt 
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CHAPITRE VI  

MARQUEURS MOLECULAIRES 

 

I. Caractéristiques des marqueurs moléculaires 

L’étude de génomes, la détermination et la comparaison de génotypes ne peuvent 

aujourd’hui être réalisées par séquençage systématique que pour quelques espèces modèles, 

essentiellement pour une raison de coût. Malgré l’émergence de nouvelles technologies 

permettant un séquençage plus rapide et moins cher - dont le système « genome sequencer 20 

»  de  la  société  ROCHE  qui  permet  en  un  seul cycle  de  4h,  de  séquencer, 

d’ordonnancer et de comparer 20 millions de bases avec une exactitude voisine de 100  % ; 

l’alternative au séquençage choisie par de nombreux laboratoires à travers le monde reste 

l’utilisation de marqueurs moléculaires.  

Les marqueurs moléculaires permettent de caractériser un génome de manière fiable, 

spécifique et rapide. Le marqueur a une position définie dans le génome et doit idéalement 

présenter les caractéristiques suivantes :  

1) Le marqueur doit être polymorphe, c'est-à dire qu’il doit posséder plus d’un allèle au 

moins dans la population étudiée.  

2) Le marqueur idéal est codominant, ce qui signifie qu’un hétérozygote peut être 

différencié de l’homozygote au locus en question.  

3) Il est non épistatique, c'est-à-dire que le génotype peut être lu à partir de  son 

phénotype sans influence du génotype des autres locus. Il y a une absence 

 d’interactions intra et inter locus.  

4) Le marqueur est neutre, une modification des locus marqueurs n’a pas d’autres  effets 

phénotypiques que ceux qui permettent de déterminer son génotype.  

5) Le génotype peut être inféré à partir du phénotype quel que soit le milieu, un « bon » 

marqueur moléculaire est donc insensible au milieu.  

La  notion  de  polymorphisme  est  omniprésente  dans les marqueurs moléculaires.  La 

différence entre individus d'une même espèce réside dans le polymorphisme du génome, 

certaines séquences étant conservées, d'autres présentant des variations de séquence.  

Par marqueur moléculaires on peut suivre et contrôler la présence du gène d’intérêt chez 

n’importe quel individu sans recours à l’observation phénotypique du caractère. Ils peuvent 

être utilisés tout au long d'une expérimentation et sont observables à n'importe quel stade de 

développement de la plante et sur n'importe quel organe (l'information génétique de la plante 

est contenue en totalité dans toutes les cellules). 

Ces marqueurs se trouvent à des endroits bien précis du génome. Ils sont utilisés pour 

localiser un gène particulier ou vérifier si un individu a hérité d’une caractéristique 
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particulière d’un organisme parent. Les marqueurs moléculaires sont identifiables et situés à 

des emplacements spécifiques du génome, et associés à la transmission d’une caractéristique 

ou d’un gène lié.  

Sur  le  plan  génétique,  on  peut  considérer  d'une  part  les  techniques  fournissant 

des marqueurs codominants et révélés individuellement (les « bons » marqueurs génétiques), 

d'autre part celles qui fournissent en « masse » des marqueurs dominants (tabl.). Cette 

séparation est certes simplificatrice (on peut trouver des marqueurs spécifiques de locus et 

dominants, etc.) mais elle correspond tout de même à deux types majeurs d'utilisation des 

marqueurs.  

 

 

II. Classification des marqueurs moléculaires 

Sur  le  plan  moléculaire,  on  peut  classer  le  polymorphisme  en  trois  catégories  :le 

polymorphisme de séquence, d'insertion-délétion, et de nombre d'unités de répétitions dans les 

régions répétées. Il n'existe pas de techniques développées spécifiquement pour le 

polymorphisme d'insertion-délétion, qui est de toute façon révélé par les techniques de mise 

en évidence du polymorphisme de séquence. Nous considérerons donc d'une part les  

variations  de séquence,  en mentionnant  le  cas échéant  les  variations  d'insertion- délétion, 

d'autre part les variations de nombre d'unités de répétitions. En croisant les critères génétique 

et moléculaire, on 'définit les quatre familles de marqueurs présentées dans le tableau suivant :  

1) Les marqueurs RFLP  

La « RFLP» (développée par Botstein et al.1980)ou Restriction  Fragment  Lenght 

Polymorphism repose sur des enzymes de restriction et la variabilité de taille des fragments 



Technologie des acides nucléiques                                                                                          Dr. BELATTAR.H 

 

Master I : Biotechnologie et Pathologie Moléculaire   60 
 

d'ADN obtenus via ces enzymes de restriction. Une enzyme de restriction coupe l'ADN dans 

des séquences en palindrome appelées sites de restriction.  

Le site de restriction est spécifique de l'enzyme qui reconnaît des séquences de 4, 6, 8 

ou parfois plus de paires de bases. Un grand nombre de fragments d’ADN peut être obtenu 

par la digestion d’un génome par une enzyme de restriction : « une enzyme ayant un site de 

reconnaissance de 6 bases va couper l'ADN toutes les 4096 bases en moyenne. Un génome de 

109 bases va donc produire environ 25.000 fragments de longueurs variables ».  

Nous observerons donc un polymorphisme de longueur de fragment en fonction de la 

présence ou l’absence d'un site de restriction.  

 

2) L'AFLP ou Amplified Fragment Lenght Polymorphisme, (Vos et al, 1995)  

Cette technique combine la technique de la RFLP à la PCR. L’AFLP utilise ainsi les 

enzymes de restriction et l’hybridation d’amorce PCR. L'ADN est clivé par deux enzymes de 

restriction (exemple Eco RI et Mse I). Des adaptateurs de séquences connues (20pb) sont 

ajoutés de part et d'autre des fragments d'ADN. Les bouts ajoutés constituent un template pour 

la fixation d'amorces PCR.  

On amplifie ainsi les fragments d'ADN via PCR. Dans une deuxième étape dite 

sélective, on utilisera les  mêmes  amorces mais prolongées à l'extrémité 3' de quelques 

nucléotides arbitraires (1 à 3).  
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Cette étape permet de n'amplifier que les fragments complémentaires des bases 

arbitraires entraînant une  réduction  du nombre de fragments amplifiés. Une centaine de 

fragments sont finalement révélés en gel d'acrylamide après  électrophorèse. Ceux-ci 

correspondent aux fragments dont le polymorphisme provient des sites de restriction mais 

également des sites d'hybridation des bases arbitraires.  

 

3) Les marqueurs RAPD   

Elle consiste en l’amplification par PCR de fragments de l’ADN génomique en utilisant 

des amorces arbitraires de taille courte (10 pb). Une amorce RAPD permet généralement 

l’amplification d’une dizaine de fragments correspondant à des locus dominants. Les produits 

d’amplification sont généralement visualisés par  électrophorèse sur  gel d’agarose. Le 

polymorphisme décelé est dû à des mutations soit dans les régions amplifiées soit au niveau 

des sites de fixation des amorces.  

Cette technique est simple, rapide et ne nécessite ni un marquage radioactif ni une 

connaissance préalable de la séquence nucléotidique. Néanmoins, la RAPD manque  de  

reproductibilité puisqu’elle est très sensible à la concentration de l’ADN et aux conditions 

d’amplification.  
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4) Les microsatellites  

Les microsatellites ou SSR (simple séquence repeat) appelés aussi STR(short tandem 

repeat) sont abondamment dispersées dans le génome et sont très variable dans leur longueur 

entre les individus polymorphe, par exemple le microsatellite le plus connu est la séquence 

(CA)n, ou n varie de 5 à plus de 50, en d’autres terme cette séquence peut être répétée en 

tandem de 5 à 50 fois. Le microsatellite (CA)n peut être retrouvé dans le génome humain 

chaque 10,000 bases, les chercheurs ont trouvés des milliers de microsatellite (CA)n dans le 

génome.  

On utilisant des amorces complémentaires aux séquences flanquant les microsatellites 

(CA) n spécifiques, des microsatellites particuliers peuvent être amplifiés par PCR. En d’autre  

termes, les amorces ne vont amplifier seulement un microsatellite particulier mais pas les 

milliers d’autres qui sont dispersées dans le génome.  

Quand la paire d’amorce de la PCR amplifie un site unique dans un groupe de 

chromosome, la région amplifier est appelée sequence tagged site (STS).  Les mini-satellites 

ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) sont constituer d’une unité de répétition ( 6 à 

80 bp) de longueur et la taille variant de 1 kbp à 20 kbp. Un exemple des mini-satellites est 

l’ADN du télomère humain dans les cellules spermatiques l’unité de répétition est de 6 pb et 

la taille du télomère est de 15kpb.  

Les séquences répétées en tandem sont appelées satellite parce qu’elles sédimentent loin 

du reste de l’ADN chromosomique durant la centrifugation.  



Technologie des acides nucléiques                                                                                          Dr. BELATTAR.H 

 

Master I : Biotechnologie et Pathologie Moléculaire   63 
 

 

5) Les SNP  

Les SNP (prononcés « snip ») ou Single Nucléotide Polymorphism constituent la 

majorité du polymorphisme du génome (90% du polymorphisme du génome humain). Les 

SNP sont des mutants naturels qui ne concernent qu'un seul nucléotide. On observe un SNP 

lors du changement d'une base en une autre : transition ou transversion (les insertions et 

délétions d'une seule base sont également reconnues comme SNP).  

En comparant deux génomes humains pris au hasard, on trouve approximativement un 

SNP toutes les 1000pb dans les régions non codantes et un SNP toutes les 3000pb dans les 

régions codantes.  

Comparés aux autres marqueurs moléculaires, les SNP présentent l'avantage d'une 

répartition homogène dans tout le génome et d'être excessivement nombreux. Ce nombre 

élevé de SNP permet la création de cartes génétiques de haute densité.  

Au-delà de l’intérêt pour le marqueur moléculaire, les SNP permettent  l’identification 

de gènes et la mise en évidence de liens entre la présence de SNP et un phénotype donné. Les 

SNP s’inscrivent ainsi en génomique fonctionnelle pour l’étude de gènes candidats. Le gène 

candidat étant un gène susceptible d’être impliqué dans une fonction d’intérêt que l’on va 

pouvoir étudier grâce aux SNP qui le caractérisent.  

On a pu ainsi montrer que la présence de certains SNP caractérisait une maladie ou une 

disposition à développer une maladie (maladie d’Alzheimer, Martin et al, 2000 ou le diabète 

type  II, Horikawa  et  al,  2002).  La  présence  d’un  SNP  dans une région régulatrice, 

promotrice, peut aussi affecter la transcription d’un gène. La majorité des SNP n’ont 

cependant pas d’effet direct sur le phénotype.  
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CHAPITRE VII  

TECHNOLOGIES DE DIAGNOSTIC MOLECULAIRE 

1. Introduction 

La biologie moléculaire désigne l’étude des acides nucléique, ribonucléique (ARN) et 

désoxyribonucléique (ADN). Ces techniques reposent essentiellement sur l’hybridation 

moléculaire, sur la réaction de polymérisation en chaîne (PCR) et sur le séquençage des acides 

nucléiques. Depuis leur apparition dans les années 1970, elles ont connu un développement 

exponentiel, et permettent aujourd’hui de recueillir en quelques heures les données à l’échelle 

du génome entier. Nous nous intéresserons ici aux avancées les plus récentes et à leurs 

applications cliniques ou en recherche translationnelle appliquée à la réanimation. 

2. Amplification par réaction de polymérisation en chaîne (PCR)  

2.1. Principe de la PCR  

La PCR (polymerase chain reaction) est fondée sur une réaction enzymatique in vitro 

permettant d’amplifier plusieurs millions de fois des séquences d’ADN génomique ou d’ADN 

complémentaire (ADNc, généré par transcription inverse à partir d’une molécule d’ARN). 

Elle nécessite de connaître les séquences des extrémités de la région à amplifier, et de les 

utiliser pour élaborer des amorces nucléotidiques. Après fixation des amorces sur leurs 

séquences cibles par complémentarité, la région d’ADN cible est copiée par incorporation de 

désoxyribonucléotides libres grâce à une enzyme ADN polymérase thermostable (Fig. 1). Des 

variations cycliques de températures vont permettre successivement la dénaturation de 

l’ADN, l’hybridation des amorces et leur extension par l’ADN polymérase. La succession des 

cycles permet une augmentation quasi exponentielle de la quantité d’ADN. La réaction, 

réalisée de façon automatique grâce à un thermocycleur, permet de générer en moins d’une 

heure des millions de copies de la séquence cible à partir de très faibles concentrations 

initiales d’ADN (de l’ordre de 10−15 mol/l) [1]. La PCR, initialement dédiée à l’analyse de 

l’ADN, peut également s’appliquer à l’étude des ARN. Une étape initiale de transcription 

inverse (reverse transcription [RT]) par une ADN polymérase ARN dépendante (transcriptase 

inverse) permet de copier une molécule d’ARN en une molécule d’ADN complémentaire 

(ADNc) qui servira de matrice à la réaction de PCR.  



Technologie des acides nucléiques                                                                                          Dr. BELATTAR.H 

 

Master I : Biotechnologie et Pathologie Moléculaire   65 
 

 

Fig. 1 Principe de la PCR 1. Dénaturation : une première étape de chauffage à 95 °C permet 

de séparer les deux brins d’ADN, d’homogénéiser le milieu réactionnel et d’inhiber d’autres 

enzymes potentiellement présentes dans la solution. La Taq ADN polymérase est en revanche 

stable à cette température. 2. Hybridation des amorces (56−64 °C) : les amorces s’apparient 

spécifiquement avec leur brin complémentaire d’ADN dénaturé. 3. Élongation (72 °C) : 

l’ADN polymérase synthétise le brin complémentaire de chaque brin d’ADN matrice à partir 

des désoxyribonucléotides (dNTP) libres présents dans le milieu réactionnel. 4. Lors du cycle 

suivant, la nouvelle étape de dénaturation sépare les brins d’ADN matrices des brins 

néosynthétisés qui deviennent à leur tour matrice de la réaction suivante. 5. La répétition du 

cycle de variation de température environ 25 à 35 fois permet d’amplifier la quantité totale 

d’ADN correspondant à la séquence cible de façon quasi exponentielle  

 

La technique de PCR quantitative en temps réel (qPCR) permet, parallèlement à 

l’amplification, la détection et la quantification de l’ADN. Elle repose sur l’utilisation d’un 

marqueur fluorescent (par exemple SYBR Green ou sonde Taqman®) dont le signal 

augmente proportionnellement à la quantité d’ADN synthétisée au cours de la réaction (Fig. 

2). 
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Fig. 2 PCR en temps réel avec sonde spécifique Parallèlement à la paire d’amorces, une 

troisième sonde spécifique (ici de type Taqman®) se fixe au centre de la région à amplifier. 

Cette sonde possède un fluorophore rapporteur (reporter, R) et un désactivateur (quencher, Q) 

qui inhibe l’émission de fluorescence par le rapporteur lorsqu’il est situé à proximité. Au 

cours de l’élongation, l’activité exonucléase de l’ADN polymérase dégrade la sonde hybridée 

au brin matrice, permettant la libération du rapporteur et l’expression de sa fluorescence. La 

cinétique d’émission de la fluorescence est proportionnelle à la quantité d’amplicons produits 

au cours de la réaction. Plus une séquence est abondante, plus elle sera détectée précocement. 

Parallèlement au gène d’intérêt, la mesure sur un même échantillon du niveau d’expression 

d’un gène de ménage (dont l’expression est constante au sein du tissu étudié et selon les 

conditions physiologiques) permet de s’assurer de la qualité de l’échantillon et de quantifier 

de façon relative l’expression du gène d’intérêt. 
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2.2. Applications de la PCR en clinique et en recherche  

Par sa simplicité et sa rapidité, la PCR a rapidement trouvé de nombreuses applications 

cliniques, en particulier dans le domaine des maladies infectieuses :  

• diagnostic précoce des infections bactériennes, virales ou fongiques : détection de 

Mycobacterium tuberculosis dans les prélèvements respiratoires, diagnostic et suivi 

thérapeutique des infections virales (VIH, hépatites, CMV…) ;  

• diagnostic des endocardites infectieuses à hémocultures négatives. La PCR sur tissu 

valvulaire (en particulier la PCR dite « universelle » du gène codant pour l’ARN ribosomal 

16S) permet d’obtenir une documentation microbiologique dans plus de 60 % des cas (Fig. 3) 

;  

• la détection de plusieurs séquences en une seule réaction (PCR multiplex) constitue la 

dernière avancée majeure de la technique. Le panel FilmArray méningite/encéphalite permet 

par exemple de rechercher en moins d’une heure 14 pathogènes responsables de 

méningoencéphalites sur un volume de 200 µl (soit quatre gouttes) de liquide 

céphalorachidien. 

 

Fig. 3 PCR du gène codant pour l’ARN ribosomal 16S Le gène rrs qui code l’ARNr 16S est 

présent chez l’ensemble des espèces bactériennes, en un nombre variable de copies. Il est 

constitué de séquences conservées chez toutes les eubactéries, et de séquences variables. 

L’amplification de l’ARNr 16S à l’aide d’amorces universelles complémentaires des régions 

conservées permet de détecter la présence de n’importe quelle espèce bactérienne. Le 

séquençage des régions variables permet, après comparaison des séquences avec des banques 

de données, d’identifier l’espèce bactérienne 

3. Microarrays  

3.1. Concept général  

La technologie des microarrays, ou biopuces, est une méthode permettant d’analyser 

simultanément plusieurs milliers de gènes au sein d’un seul échantillon. Elle se décline sous 

de nombreuses formes permettant l’analyse de l’ADN (génome) ou de l’ARN (transcriptome) 

(Tableau 1).  
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Ce type d’analyses à haut débit a fait la preuve de son intérêt dans la classification des 

cancers et la prédiction de la réponse aux traitements. Exemple des puces transcriptomiques 

Contrairement à l’ADN, dont la séquence est largement similaire entre les cellules d’un même 

organisme, le contenu en ARN est hautement variable selon le tissu étudié et le contexte 

physiopathologique. Alors que la PCR ciblée permet d’étudier les fonctions de quelques 

gènes, les puces transcriptomiques permettent de savoir, à l’échelle du génome dans un 

compartiment cellulaire donné, quels gènes sont actifs, et dans quelle proportion ils sont 

transcrits. Les puces sont des matrices de verre sur lesquelles sont fixées de courtes séquences 

nucléotidiques appelées sondes (probes), organisées en unités d’hybridation (Fig. 4).  

Chaque unité contient plusieurs millions d’exemplaires de la même sonde. Les ARN 

extraits d’une population cellulaire sont marqués à la biotine puis déposés sur la puce. Ils se 

fixent dans les unités d’hybridation contenant des sondes qui leur sont spécifiques. Les ARN 

sont ensuite révélés à l’aide d’un fluorochrome, et l’intensité de fluorescence émise par 

chaque unité est mesurée par un module de criblage. L’intensité de fluorescence émise dépend 

du nombre de molécules d’ARN spécifiquement appariées. 

3.2. Applications en clinique/recherche  

Les données générées par biopuces sont particulièrement adaptées à la découverte de 

nouveaux processus physiopathologiques ou à la recherche de biomarqueurs. Par exemple, en 

comparant les profils transcriptomiques leucocytaires sanguins de patients atteints de 

pneumonie à ceux de patients admis en réanimation avec une présentation clinique semblable 

mais sans infection, il a été possible de découvrir une signature de 78 gènes spécifiques du 

diagnostic de pneumonie et d’identifier le ratio d’expression génique FAIM3: PLAC8 comme 

biomarqueur d’infection plus sensible que la procalcitonine. Une approche similaire a permis 

de mettre au point le test moléculaire SeptiCyte LAB qui mesure simultanément le niveau 

d’expression des gènes CAECAM4, LAMP1, PLA2G7 et PLAC8, permettant de distinguer 

les patients admis en réanimation pour un sepsis des patients admis pour un syndrome de 

réponse inflammatoire systémique d’origine non infectieuse.  
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Fig. 4 Puces transcriptomiques. Les ARN extraits d’une population cellulaire sont transcrits 

en ADNc par transcription inverse (les ADNc, plus stables, peuvent être conservés plus 

longtemps) puis les ADNc sont à nouveau transcrits en ARN complémentaires (ARNc) 

marqués à la biotine. Les ARNc sont déposés sur la puce et s’hybrident uniquement dans les 

régions contenant des sondes qui leur sont spécifiques. L’ARNc hybridé est coloré à l’aide 

d’une molécule fluorescente (streptavidine–phycoérythrine) qui se lie à la biotine. Les puces 

sont scannées avec un laser. Un module de criblage mesure l’intensité de fluorescence émise 

par chaque unité d’hybridation. Chaque unité est spécifique d’un gène. Seules les unités 

contenant de l’ARN émettent de la fluorescence, et l’intensité de fluorescence de chaque unité 

est directement proportionnelle au nombre de molécules d’ARN présentes dans l’échantillon, 

c’est-à-dire au niveau d’expression de chaque gène. 

4. Séquençage de l’ADN  

4.1. Principe général  

Depuis la description par Sanger en 1977, les techniques de séquençage ont fait l’objet 

d’innovations permettant d’en améliorer le rendement, la fiabilité et la rentabilité. Regroupées 

sous le nom générique de séquençage haut débit ou next generation sequencing (NGS), les 

stratégies disponibles reposent sur trois étapes (Fig. 5) :  

• réalisation d’une librairie : l’ADN est découpé en fragments ligaturés par des 

adaptateurs ;  

• amplification clonale : une PCR dont les amorces ciblent les adaptateurs permet de 

multiplier le nombre de fragments matriciels ;  
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• le séquençage parallèle : les fragments d’ADN sont lus et traduits en séquences de 

nucléotides. 

 

Fig. 5 Séquençage de l’ADN à haut débit (exemple du pyroséquençage) Les méthodes de 

séquençage à haut débit (next generation sequencing [NGS]) nécessitent une fragmentation du 

génome en petites séquences de quelques centaines de bases qui sont amplifiées par PCR. Le 

séquençage est réalisé à l’aide d’un ADN polymérase qui va synthétiser un brin 

complémentaire du fragment à séquencer. Contrairement à une PCR conventionnelle, les 

désoxyribonucléotides sont ici apportés séparément de façon séquentielle dans le milieu 

réactionnel. Si le nucléotide présent est celui attendu par la polymérase (nucléotide 

complémentaire de l’ADN matrice), il s’apparie en libérant un pyrophosphate inorganique 

(PPi). La libération de PPi est détectée par une cascade de réactions enzymatiques aboutissant 

à l’émission de lumière par bioluminescence. Si le nucléotide présenté n’est pas celui attendu 

par la polymérase, il ne s’incorpore pas, et aucun PPi n’est libéré. Les nucléotides non 

incorporés sont détruits par une apyrase, puis on apporte successivement les nucléotides 

suivants (A, C, G, T…). L’enregistrement du signal lumineux émis ou pas à chaque 

nucléotide permet de déduire la séquence de la matrice. La taille du pic d’émission est 

proportionnelle au nombre de nucléotides consécutivement incorporés. Les systèmes de NGS 

permettent de séquencer simultanément plusieurs centaines de fragments d’ADN. Les 

fragments de séquences sont ensuite réalignés sur un génome de référence à l’aide d’outils 

bio-informatiques 
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4.2. Applications cliniques et en recherche  

Le NGS est utile au diagnostic des maladies d’origine génétique. Selon la pathologie ciblée, il 

est possible de séquencer un groupe de gènes précédemment identifiés (maladies épileptiques 

héréditaires par exemple), l’exome (génome codant pour des protéines) ou bien le génome 

entier. Le reséquençage des génomes humains permet d’étudier l’impact des polymorphismes 

génétiques sur la santé à l’échelle des populations (projet 1 000 genomes), ou sur la réponse 

immunitaire à l’échelle cellulaire (projet Human Functional Genomics). Le NGS constitue 

enfin la pierre angulaire de la métagénomique appliquée à la clinique (séquençage des micro-

organismes présents dans un échantillon biologique dans un but diagnostique) ou l’étude des 

microbiotes (écosystème des micro-organismes qui colonisent différents compartiments de 

l’organisme) et est en passe de révolutionner la microbiologie.  

5. Séquençage de l’ARN (RNA-seq)  

5.1. Principe du RNA-seq  

L’application des méthodes de séquençage à l’étude des ARN apporte une dimension 

nouvelle à l’étude du transcriptome. Alors que l’utilisation des puces repose sur la conception 

de sondes nucléotidiques, le RNA-seq permet de déterminer la séquence des transcrits sans 

connaissance préalable du gène d’intérêt. Le RNA-seq repose sur trois étapes (Fig. 6) :  

• l’extraction et le fractionnement des ARN, suivis de la constitution d’une librairie d’ADNc ; 

• séquençage proprement dit ;  

• analyse bio-informatique (alignement, assemblage et quantification) des millions de 

séquences générées.  

5.2. Applications cliniques  

La méthode RNA-seq est utile à l’identification de transcrits rares, à l’étude des épissages 

alternatifs ou encore des multiples formes d’ARN (ARN codants pour des protéines et ARN 

non codants qui régulent le fonctionnement cellulaire). En microbiologie, le RNA-seq permet 

d’étudier des agents pathogènes émergents tels que le virus Zika. En cancérologie, la 

technique de RNA-seq a permis d’établir des signatures capables de prédire la réponse au 

traitement. Ces signatures sont en train de trouver une place essentielle dans la stratégie de 

prise en charge des cancers du sein ou du côlon, et pourraient prochainement trouver leur 

place dans la prise en charge des malades de réanimation. 
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Fig. 6 Étapes du RNA-seq 1. Préparation de la librairie d’ADNc : après purification, les 

ARN sont fragmentés en courtes séquences (les procédés de séquençage ne peuvent prendre 

en charge que de courts fragments, de l’ordre de 200 à 300 bases alors que les transcrits 

d’ARN peuvent contenir plusieurs milliers de bases). Les fragments d’ARN sont convertis en 

ADNc double brin (plus stable et plus faciles à amplifier et manipuler que l’ARN). Les 

fragments sont ligaturés de part et d’autre par des adaptateurs de séquençage qui permettent à 

l’automate de reconnaître les fragments et de séquencer plusieurs échantillons en même 

temps. Les ADNc sont ensuite amplifiés. 2. Séquençage : la plateforme Illumina™ utilise des 

nucléotides marqués avec des fluorochromes différents. Les fluorochromes incorporés au brin 

synthétisé sont visualisés un par un à l’aide d’un lecteur optique. 3. Analyse bio-informatique 

des séquences. Les millions de séquences de fragments d’ARN sont réalignés et assemblés. Il 

est ensuite possible de quantifier les niveaux d’expression des transcrits, de détecter des 

altérations génomiques, de relever des variations de séquence non détectables à l’échelle 

génomique, telles que l’expression de transcrits alternatifs. 

6. Conclusions et perspectives  

La rapidité, la sensibilité et la spécificité des techniques de biologie moléculaire en ont fait 

des outils de choix dans le domaine des maladies infectieuses et de la réanimation. Alors que 

le premier séquençage du génome humain a nécessité 13 années de travaux et coûté trois 
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milliards de dollars, les techniques de nouvelle génération permettent aujourd’hui d’obtenir en 

moins de 24 heures et pour quelques centaines d’euros les séquences complètes des ADN ou 

ARN d’un échantillon. L’intégration de ces nouvelles informations permet désormais 

d’appréhender plus finement la réponse de l’hôte à diverses situations d’agression, de 

découvrir de nouveaux biomarqueurs diagnostiques ou thérapeutiques ou de mieux 

comprendre les susceptibilités individuelles dans des contextes cliniques particuliers (Tableau 

2). La mise en application de ces techniques soulève toutefois des questions éthiques 

intéressant autant la propriété des données issues du séquençage que leur utilisation dans la 

prise en charge médicale. Dans un futur proche, ces nouvelles techniques de biologie 

moléculaire pourraient permettre une prise en charge encore plus rapide et personnalisée, 

adaptée autant à la situation clinique qu’à la réponse spécifique en temps réel de chaque 

patient. 
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CHAPITRE VIII 

TECHNOLOGIES DES ANALYSES À HAUT DÉBIT 

 

1. Introduction 

L’essor des technologies d’analyses à haut débit a profondément transformé la biologie 

moléculaire en permettant l’étude simultanée de milliers de molécules biologiques à l’échelle 

du génome. Ces approches offrent une compréhension plus approfondie des mécanismes 

cellulaires impliqués dans la régulation de l’expression génique, la structure de la chromatine 

et l’organisation du matériel génétique. 

Parmi ces technologies, l’analyse du traductome permet d’identifier les ARN messagers 

activement traduits en protéines et d’évaluer la régulation translationnelle. L’étude de la 

chromatine fournit des informations sur l’accessibilité de l’ADN, les interactions protéines-

ADN et les modifications épigénétiques qui contrôlent l’expression des gènes. Enfin, 

l’analyse des nucléosomes permet de comprendre l’organisation structurale de l’ADN autour 

des histones et son impact sur les processus cellulaires tels que la transcription, la réplication 

et la réparation de l’ADN. 

Ces technologies, basées principalement sur le séquençage de nouvelle génération et des 

approches bioinformatiques avancées, constituent aujourd’hui des outils essentiels en 

recherche biomédicale, en génomique fonctionnelle et en médecine de précision. 

2. Les méthodes d’analyse du traductome 

Le traductome correspond à l’ensemble des ARN messagers (ARNm) associés aux 

ribosomes et activement traduits en protéines dans une cellule à un moment donné. La 

synthèse des protéines est un processus fortement régulé en fonction des conditions 

physiologiques ou physiopathologiques rencontrées par la cellule eucaryote, lui permettant 

d’apporter des réponses rapides et adaptatives à son environnement. 

Bien que la concentration des ARNm soit souvent assimilée à l’abondance des 

protéines, les analyses réalisées à l’échelle du génome montrent qu’il existe une faible 

corrélation entre ces deux paramètres. En effet, seulement 20 à 40 % des protéines totales 

présentent un niveau d’expression directement proportionnel à leur niveau d’expression 
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transcriptionnelle. Cette observation met en évidence l’importance des mécanismes de 

régulation post-transcriptionnelle dans l’homéostasie, la croissance et l’adaptation cellulaire. 

Ainsi, l’analyse du seul transcriptome ne permet pas d’identifier avec précision les 

protéines réellement synthétisées. Il devient donc nécessaire d’effectuer une analyse 

systémique de la traduction des ARNm afin de définir le traductome, c’est-à-dire l’ensemble 

des transcrits effectivement utilisés par la cellule pour produire des protéines dans une 

condition donnée ou à un instant précis.  

Plusieurs méthodes à haut débit permettent l’analyse différentielle de l’activité 

traductionnelle (Figure 1): 

 Le profilage polysomique (Polysome profiling), 

 Le profilage ribosomal (Ribosome profiling ou Ribo-seq), 

 La purification des ribosomes par affinité (TRAP, Translating Ribosome Affinity 

Purification). 

Applications 

L’analyse du traductome ouvre de nouvelles perspectives dans l’étude de l’expression 

génique et de la synthèse protéique. Elle permet notamment : 

 d’identifier le répertoire des protéines réellement exprimées dans une cellule, 

contrairement au séquençage du transcriptome seul ;  

 d’étudier l’impact des signaux extracellulaires, tels que les modulations hormonales, 

les stress environnementaux ou les signaux de différenciation, sur l’activité 

traductionnelle ;  

 de mieux comprendre les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle impliqués 

dans diverses situations physiologiques et pathologiques. 
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2.1. Profilage polysomique (Polysome profiling) 

Principe 

Développée dans les années 1960, cette méthode repose sur la séparation des ARNm selon le 

nombre de ribosomes qui leur sont associés par sédimentation sur gradient de saccharose. Elle 

permet de distinguer les ARN libres, les sous-unités ribosomiques (40S et 60S), les 

monosomes (80S) et les polysomes. 

Les monosomes correspondent aux ribosomes associés à un seul ARNm, tandis que les 

polysomes regroupent plusieurs ribosomes fixés sur un même transcrit, traduisant ainsi une 

activité translationnelle plus importante. Toute variation de la distribution d’un ARNm dans 

les différentes fractions du gradient traduit une modification de son efficacité de traduction. 

Technique 

Les cellules sont lysées afin de libérer les complexes ARNm-ribosomes. Le lysat est ensuite 

soumis à une ultracentrifugation sur un gradient linéaire de saccharose. Après centrifugation, 

les fractions sont collectées selon leur absorbance à 254 nm, correspondant aux acides 

nucléiques. 

Les ARNm présents dans les fractions polysomales sont ensuite identifiés et quantifiés par 

RT-qPCR, microarrays ou séquençage à haut débit (RNA-seq). 

Applications 

Cette approche est utilisée pour étudier les variations globales de traduction dans différentes 

conditions physiologiques ou pathologiques, notamment le stress cellulaire, l’hypoxie, 

l’infection virale, l’apoptose et la différenciation cellulaire. 

Limites 

Cette technique nécessite une quantité importante de matériel biologique ainsi que des 

équipements spécialisés d’ultracentrifugation. Elle présente également un risque de 

contamination par les ARN ribosomiques. 
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2. 2. Profilage ribosomique (Ribosome profiling ou Ribo-seq) 

Principe 

Développée en 2009, cette technique permet de déterminer avec précision la position des 

ribosomes sur les ARNm en cours de traduction. Les ribosomes protègent environ 28 à 30 

nucléotides d’ARNm contre la digestion par les ribonucléases ; ces fragments protégés, 

appelés empreintes ribosomiques, sont ensuite séquencés. 

Cette méthode permet d’identifier les sites d’initiation de la traduction, les cadres ouverts de 

lecture (ORFs), les isoformes protéiques ainsi que les pauses ribosomiques. 

Technique 

Les cellules sont d’abord lysées puis traitées par une ribonucléase afin de dégrader les régions 

d’ARNm non protégées par les ribosomes. Les complexes monosomes sont ensuite purifiés 

par ultracentrifugation sur gradient de saccharose. 

Les fragments d’ARN protégés sont récupérés puis analysés par séquençage à haut débit. En 

parallèle, un échantillon d’ARN total est utilisé comme contrôle de normalisation. 

Applications 

Le ribosome profiling est largement utilisé pour l’étude du contrôle translationnel en réponse 

au stress, aux traitements pharmacologiques, aux microARN, au cycle cellulaire et à diverses 

pathologies. 

Limites 

Cette approche demeure techniquement complexe, nécessite plusieurs étapes expérimentales 

et peut présenter des biais liés à l’utilisation des nucléases. 

2.3. Purification des ribosomes par affinité (TRAP : Translating Ribosome Affinity 

Purification) 

Principe 

Développée dans les années 2000, cette méthode repose sur l’isolement spécifique des 

ribosomes actifs au sein d’un type cellulaire donné. Elle nécessite la production, par génie 
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génétique, d’une protéine ribosomique de la sous-unité 60S fusionnée à un marqueur 

moléculaire tel que GFP, FLAG ou HA. 

Les ribosomes marqués ainsi que les ARNm qui leur sont associés sont ensuite isolés par 

immunoprécipitation. 

Technique 

Dans le modèle BacTRAP, une protéine ribosomique Rpl10a fusionnée à l’EGFP est 

exprimée dans des cellules spécifiques. Les complexes ribosome-ARNm sont ensuite purifiés 

à l’aide d’anticorps anti-GFP. 

Dans le système RiboTag, la protéine ribosomique Rpl22 est fusionnée à une étiquette HA et 

exprimée dans un type cellulaire spécifique grâce au système Cre-LoxP. Les ARNm associés 

sont ensuite isolés et analysés. 

Applications 

Cette technique permet l’étude du traductome spécifique de certains tissus ou populations 

cellulaires, particulièrement dans les études in vivo impliquant les neurones, les cellules 

embryonnaires ou les cardiomyocytes. 

Limites 

La méthode présente une résolution inférieure à celle du ribosome profiling et peut générer 

des interactions non spécifiques lors de l’immunoprécipitation. 

 

 

 

 

 



Technologie des acides nucléiques                                                                                          Dr. BELATTAR.H 

 

Master I : Biotechnologie et Pathologie Moléculaire   79 
 

 

Figure 1. Approches biochimiques du traductome. 

3. Méthodes d’analyse de la chromatine et des nucléosomes 

La chromatine correspond au complexe formé par l’ADN associé à des protéines, 

principalement les histones. Elle constitue le support structural du génome chez les eucaryotes 

et joue un rôle essentiel dans la régulation de l’expression génique. 

L’unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome, constitué d’un octamère d’histones 

comprenant deux copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4, autour duquel 

s’enroulent environ 147 paires de bases d’ADN. 
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Figure 2 : Eléments de définition du nucléosome et du chromatosome. 

Dans les cellules eucaryotes, la chromatine peut adopter deux états structuraux : 

 L’euchromatine : forme décondensée, transcriptionnellement active et généralement 

riche en gènes. 

 L’hétérochromatine : forme condensée, généralement pauvre en gènes et riche en 

séquences répétées. 

L’hétérochromatine comprend deux catégories : 

 Hétérochromatine constitutive : structure permanente localisée principalement au 

niveau des centromères et des télomères. 

 Hétérochromatine facultative: structure dynamique dont le degré de condensation 

varie selon le type cellulaire ou le stade de développement. 

L’étude de l’organisation chromatinienne nécessite l’utilisation de différentes approches 

permettant d’analyser les modifications épigénétiques, l’accessibilité de l’ADN, le 

positionnement des nucléosomes ainsi que l’organisation tridimensionnelle du génome. 

3.Méthodes d’analyse de la chromatine 

3.1. ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) 

Principe 
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La technique de Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-seq) permet d’identifier 

les sites de liaison d’une protéine d’intérêt sur le génome, notamment : 

 les facteurs de transcription ; 

 les histones ; 

 les modifications post-traductionnelles des histones. 

Cette approche permet ainsi de localiser les régions génomiques associées à une protéine 

spécifique. 

Technique 

La méthode comprend plusieurs étapes : 

1. fixation de la chromatine afin de stabiliser les interactions ADN-protéines ; 

2. extraction et purification de la chromatine ; 

3. fragmentation de l’ADN par sonication ou digestion enzymatique ; 

4. immunoprécipitation à l’aide d’un anticorps spécifique ; 

5. purification de l’ADN ; 

6. identification des fragments par PCR, puces à ADN ou séquençage à haut débit. 

Applications 

 Identification des sites de fixation des facteurs de transcription 

 Étude des modifications des histones 

 Analyse de la régulation transcriptionnelle 
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Figure 3 : Technique ChIP 

b. Analyse tridimensionnelle de la chromatine : techniques 3C, 4C-seq et Hi-C 

L’organisation tridimensionnelle du génome influence fortement la régulation de l’expression 

génique. 

3C (Chromosome Conformation Capture) 

Développée en 2002, cette méthode permet de mesurer les interactions physiques entre deux 

loci génomiques spécifiques. 

4C-seq (Circular Chromosome Conformation Capture) 

Cette technique permet d’identifier toutes les interactions entre une région d’intérêt et 

l’ensemble du génome. 

Hi-C 

Le Hi-C permet d’étudier l’ensemble des interactions chromosomiques à l’échelle du génome 

entier et de reconstruire l’organisation tridimensionnelle globale de l’ADN. 

Principe  

 fixation de la chromatine par formaldéhyde ; 
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 digestion enzymatique ; 

 ligation des fragments spatialement proches ; 

 purification ; 

 amplification ; 

 séquençage. 

Applications 

 Étude de l’architecture nucléaire 

 Identification des interactions promoteur-enhancer 

 Analyse de l’organisation spatiale du génome 

 

 

Figure 4 : Grandes etapes du protocole 4C 
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3.2. Méthodes d’analyse de la méthylation de l’ADN (méthylome) 

La méthylation de l’ADN correspond à l’ajout d’un groupement 

méthyle sur le carbone 5 des cytosines. Elle constitue une  

modification épigénétique majeure généralement associée  

à la répression transcriptionnelle. 

a. MeDIP-seq (Methylated DNA Immunoprecipitation Sequencing) 

Cette méthode repose sur l’immunoprécipitation des régions méthylées de l’ADN à l’aide 

d’anticorps spécifiques dirigés contre les cytosines méthylées, suivie d’un séquençage. 

b. WGBS-seq (Whole Genome Bisulfite Sequencing) 

Cette technique permet l’analyse complète du méthylome à l’échelle du génome entier après 

traitement au bisulfite. 

c. RRBS-seq (Reduced Representation Bisulfite Sequencing) 

Cette méthode cible spécifiquement les régions riches en CpG afin de réduire les coûts tout en 

conservant une haute résolution. 
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Figure 5: Techniques analysant la méthylation de l’ADN 

Applications 

 Cartographie du méthylome 

 Étude de l’épigénétique des cancers 

 Analyse de l’empreinte génomique 

3.3. Méthodes d’analyse des nucléosomes et de l’accessibilité de la chromatine 

L’accessibilité de la chromatine conditionne les processus biologiques utilisant l’ADN 

comme matrice, notamment la transcription. Les régions transcriptionnellement actives 

présentent généralement une faible densité en nucléosomes. 

a. MAINE-seq (Micrococcal Nuclease-Assisted Isolation of Nucleosomes) 

Principe 
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Cette méthode permet d’isoler les fragments d’ADN protégés par les nucléosomes afin de 

déterminer leur position sur le génome. 

Technique 

 lyse cellulaire ; 

 extraction de la chromatine ; 

 digestion par nucléase micrococcale (MNase) ; 

 purification de l’ADN ; 

 analyse par PCR ou séquençage. 

Applications 

 Cartographie du positionnement nucléosomal 

 Étude de l’organisation chromatinienne 

 

Figure 6 : Technique MAINE 
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b. FAIRE-seq (Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements) 

Principe 

Cette technique permet d’identifier les régions d’ADN libres de nucléosomes correspondant 

aux éléments régulateurs actifs. 

Technique 

 fixation au formaldéhyde ; 

 fragmentation de la chromatine ; 

 extraction phénol-chloroforme ; 

 purification ; 

 séquençage. 

Applications 

 Identification des promoteurs actifs 

 Détection des régions régulatrices ouvertes 

c. ATAC-seq (Assay for Transposase Accessible Chromatin Sequencing) 

Principe 

L’ATAC-seq repose sur l’utilisation de la transposase Tn5 qui fragmente préférentiellement 

les régions accessibles de l’ADN et y insère simultanément des adaptateurs de séquençage 

(tagmentation). 

Applications 

 Étude de l’accessibilité chromatinienne 

 Identification des régions régulatrices 

 Analyse épigénomique à haute résolution 
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Figure 7: FAIRE-seq et ATAC-seq 
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Travaux Dirigé Technologie des acides nucléiques 

TDN°1 Acides Nucléiques et Expression Génétique 

 

Exercice 1 

1. Comment est le patrimoine génétique des cellules d’un individu ? 

Identique dans toutes ses cellules somatiques. 

2. Quelle molécule est le support de ce patrimoine génétique ? 

L’acide désoxyribonucléique, l’ADN 

3. Comment se transmet ce patrimoine génétique d’une cellule à l’autre ? 

La transmission conforme de cette information aux générations successives 

est assurée grâce à la réplication de l’ADN puis grâce à la mitose. 

4. Comment s’exprime cette information génétique ? 

Grâce à la synthèse des protéines (transcription + épissage + traduction) 

5. Comment expliquez-vous la différenciation des cellules ? 

Le patrimoine génétique est effectivement le même dans toutes les cellules, 

mais les gènes ne s’expriment pas tous dans une cellule donnée. Seuls 

certains gènes spécifiques s’expriment et permettent la différenciation de la 

cellule. 

6. De quoi sont constitués tous les nucléotides, monomères des acides 

nucléiques ? 

D’une base azotée, d’un pentose (glucide à 5 carbones) et d’un ou de 

plusieurs groupements phosphates. 

7. Quel pentose est retrouvé dans l’ADN ? 

Le désoxyribose 

8. Quel pentose est retrouvé dans l’ARN ? 

Le ribose 
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9. Quelles sont les bases azotées retrouvées à la fois dans l’ADN et l’ARN ? 

La cytosine, l’adénine et la guanine. 

10. Quelle est la base azotée retrouvée uniquement dans l’ADN ? 

La thymine. 

11. Quelle est la base azotée retrouvée uniquement dans l’ARN ? 

L’uracile. 

12. Dans la liste suivante, qui est purine et qui est pyrimidine ? 

L’adénine : Purine 

L’uracile : Pyrimidine 

La thymine : Pyrimidine 

La guanine : Purine 

La cytosine : Pyrimidine 

13. Donnez les 3 nucléotides possibles constitués d’une guanine, et constitutifs 

de l’ARN. 

- Guanosine monophosphate (GMP) 

- Guanosine diphosphate (GDP) 

- Guanosine triphosphate (GTP) 

14. Que montre le rapport (T+C)/(A+G) = 1 ? 

La complémentarité des bases azotées des 2 brins composant la molécule 

d’ADN (A complémentaire à T, et G complémentaire à C). 
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TD2 Technologies de l’ADN, de l’ARN et de l’Expression Génétique 

 

Exercice 1 

Légendez la figure suivante : 

 

 

1 : Squelette de l’hélice constitué de l’alternance des groupements 

phosphates et des désoxyriboses. 

2 : Base azotée/adénine. 

3 : Paire de bases. 

4 : Extrémité 5’ (ou 3’) 

5 : Extrémité 3’ (ou 5’) 

6 : 2 nm 

7 : Pas de l’hélice (10 paires de bases) 

8 : Double hélice d’ADN, modèle de Watson et Crick. 
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Exercice 2 

 Donner le nom exact et complet des composés suivants : 

 

Corrigé-type 
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TD3 Technologie des acides nucléiques et Analyse de l’Information 

Génétique 

 

QCM 

1- La transcription 

a- Est l’étape de synthèse de l’ARN 

b- Implique principalement un enzyme appelé ARN polymérase 

c- Nécessite une amorce ADN pour initier l’action de l’enzyme 

d- Nécessite un modèle d’ADN 

e- Met en jeu les substrats de l’ARN polymérase que sont l’ATP, CTP, TTP et 

CTP. 

2- l’ARN polymérase 

a- se déplace de 5 vers 3sur le brin matrice d’ADN 

b- synthétise un nouveau brin d’ARN de 5 vers 3 

c- synthétise un nouveau brin d’ARN antiparallèle su brin d’ADN copié 

d- reconnait une région de l’ADN, appelée le promoteur 

e- initier la transcription au niveau de la séquence « ATG » sur le brin d’ADN 

matrice 

3- Par convention au cours de la transcription d’un gène 

a- Le brin ADN transcrit est dit « brin sens » 

b- L’ARN immature est identique à la S2quence de brin ADN sens en 

remplaçant les T par des U 

c- l’ARN polymérase utilise le brin d’ADN antisens comme modèle 

d- l’ARN est complémentaire au brin sens 

e- l’ARN est antiparallèle au brin sens 

4- À propos des ARNt 

a- Un ARNt donné peut être lié à différents acides aminés 

b- Un ARNt avec un anticodon donné peut reconnaitre différents codons du 
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même aa 

c- Le wobble est une flexibilité d’appariement entre la 3eme base de l’anticodon 

et la 1ere base du codon 

d- Un acide aminé peut correspondre à plusieurs codons mais à un seul ARNt 

e- L’ARN contient 64 codons différents ; il existe donc 64 différents anticodons 

5- Quelles sont les affirmations vraies à propos de la traduction 

a- Les codons stop rencontrés dans une ARNm sont : AUA, UAA et UAG 

b- La synthèse d’un ARNm s’arrête au niveau d’un codon stop 

c- Grace au wobble une cellule n’a pas besoin d’autant d’aa-ARNt que de 

codons 

d- La traduction d’un ARNm peut débuter dans le noyau. 

6- Quelles sont les propositions vraies concernant l’initiation de la 

traduction 

a- Chez les procaryotes la traduction d’un ARNm peut débuter avant même la 

fin de sa synthèse 

b- Le cap en 5’ de l’ARNm doit être supprimé pour que la traduction commence 

c- Il existe un ARNt spécial lié à une méthionine pour initier la traduction 

d- Les ARNm commencent toujours par un codon AUG 

7- Parmi les affirmations sur les ribosomes, lesquelles sont vraies 

a- L’ARNm interagir d’abord avec la sous-unité 

b- La grande sous-unité à une activité enzymatique qui assure l’élongation 

c- l’élongation se fait par transfert de l’aa au site A 

d- Les ribosomes progressent de 5’ vers 3’sur la molécule d’ARNm 

e- A un instant donné un ARNm peut être en contact avec plusieurs ribosomes 

8- A propos de l’élongation de la traduction, on peut dire que 

a- La liaison peptidique se fait entre le COOH d’un aa et le NH2 d’un autre 

b- Une chaine polypeptidique en cours d’élongation à son extrémité NH2 libre 

c- Dans un cytoplasme les ribosomes les plus en 3’ présentent des chaines 
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peptidiques les courtes 

9- Un des codons pour l’acide aminé Glutamine est CAG. Un des 

anticodons d’ARNt possible est 

a- CUI 

b- GUC 

c- GTG 

d- CUG 

e- GTC 

Solution 

1- La transcription 

a- Est l’étape de synthèse de l’ARN 

b- Implique principalement un enzyme appelé ARN polymérase 

c- Nécessite une amorce ADN pour initier l’action de l’enzyme 

d- Nécessite un modèle d’ADN 

e- Met en jeu les substrats de l’ARN polymérase que sont l’ATP, CTP, TTP et 

CTP. 

2- l’ARN polymérase 

a- se déplace de 5 vers 3sur le brin matrice d’ADN 

b- synthétise un nouveau brin d’ARN de 5 vers 3 

c- synthétise un nouveau brin d’ARN antiparallèle su brin d’ADN copié 

d- reconnait une région de l’ADN, appelée le promoteur 

e- initier la transcription au niveau de la séquence « ATG » sur le brin d’ADN 

matrice 

3- Par convention au cours de la transcription d’un gène 

a- Le brin ADN transcrit est dit « brin sens » 

b- L’ARN immature est identique à la S2quence de brin ADN sens en 

remplaçant les T par des U 

c- l’ARN polymérase utilise le brin d’ADN antisens comme modèle 
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d- l’ARN est complémentaire au brin sens 

e- l’ARN est antiparallèle au brin sens 

4- À propos des ARNt 

a- Un ARNt donné peut être lié à différents acides aminés 

b- Un ARNt avec un anticodon donné peut reconnaitre différents codons du 

même aa 

c- Le wobble est une flexibilité d’appariement entre la 3eme base de l’anticodon 

et la 1ere base du codon 

d- Un acide aminé peut correspondre à plusieurs codons mais à un seul ARNt 

e- L’ARN contient 64 codons différents ; il existe donc 64 différents anticodons 

5- Quelles sont les affirmations vraies à propos de la traduction 

a- Les codons stop rencontrés dans une ARNm sont : AUA, UAA et UAG 

b- La synthèse d’un ARNm s’arrête au niveau d’un codon stop 

c- Grace au wobble une cellule n’a pas besoin d’autant d’aa-ARNt que de 

codons 

d- La traduction d’un ARNm peut débuter dans le noyau. 

6- Quelles sont les propositions vraies concernant l’initiation de la 

traduction 

a- Chez les procaryotes la traduction d’un ARNm peut débuter avant même 

la fin de sa synthèse 

b- Le cap en 5’ de l’ARNm doit être supprimé pour que la traduction commence 

c- Il existe un ARNt spécial lié à une méthionine pour initier la traduction 

d- Les ARNm commencent toujours par un codon AUG 

7- Parmi les affirmations sur les ribosomes, lesquelles sont vraies 

a- L’ARNm interagir d’abord avec la sous-unité 

b- La grande sous-unité à une activité enzymatique qui assure l’élongation 

c- l’élongation se fait par transfert de l’aa au site A 

d- Les ribosomes progressent de 5’ vers 3’sur la molécule d’ARNm 
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e- A un instant donné un ARNm peut être en contact avec plusieurs 

ribosomes 

8- A propos de l’élongation de la traduction, on peut dire que 

a- La liaison peptidique se fait entre le COOH d’un aa et le NH2 d’un autre 

b- Une chaine polypeptidique en cours d’élongation à son extrémité NH2 

libre 

c- Dans un cytoplasme les ribosomes les plus en 3’ présentent des chaines 

peptidiques les courtes 

9- Un des codons pour l’acide aminé Glutamine est CAG. Un des 

anticodons d’ARNt possible est 

a- CUI 

b- GUC 

c- GTG 

d- CUG 

e- GTC 
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TD4 De la structure des acides nucléiques aux technologies omiques 

 

Exercice 1  

1) Identifier les bases présentes dans les structures suivantes :  

 

 

2) Parmi ces bases, lesquelles :  

a) contiennent du ribose.   

b) contiennent du désoxyribose.  

c) contiennent une purine.  

d) contiennent une pyrimidine  

e) contiennent de la guanine.   

f) sont des nucléosides.  

g) sont des nucléotides.  
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h) se trouvent dans l’ARN.   

i) se trouvent dans l’ADN.  

 

3) indiquer les extrémités 5’ et 3’ de la molécule A 

 

Exercice 2  

2-1- L’unité de base de l’ADN est figurée sur le document ci-dessous :  

2-1-1- Donner le nom de cette molécule et légender le document :  

 

Nom : …………………………………………………………………………………….  

1= ……………………………… 2 = …………………….. 3 = …………………………..  
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2-2- Remplir le tableau portant sur la comparaison des structures de l’ADN et de l’ARN : 

Caractéristiques ADN  ARN  

Composé de nucléosides ……………………….. ……………………….. 

Type de sucre ……………………….. ……………………….. 

Présence du groupement –

OH en 2' 

……………………….. ……………………….. 

Bases azotées ……………………….. ……………………….. 

Nucléotides reliés par des 

liaisons phosphodiester 

……………………….. ……………………….. 

Double ou simple brin ……………………….. ……………………….. 

Structure secondaire ……………………….. ……………………….. 

Stabilité ……………………….. ……………………….. 

  

Solution 

Exercice 1  

1) Identifier les bases présentes dans les structures suivantes :  
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A = adénosine et guanine, B = uracile, C = cytosine, D = thymine  

2) Parmi ces bases, lesquelles :  

a) contiennent du ribose.                      B  

b) contiennent du désoxyribose.          A, C  

c) contiennent une purine.                   A  

d) contiennent une pyrimidine            B, C, D  

e) contiennent de la guanine.               A  

f) sont des nucléosides.                        B  

g) sont des nucléotides.                     A (dinucléotide), C  

h) se trouvent dans l’ARN.                B  

i) se trouvent dans l’ADN.                A, C, D  
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3) indiquer les extrémités 5’ et 3’ de la molécule A 

 

 

Exercice 02  

2-1- L’unité de base de l’ADN est figurée sur le document ci-dessous :  

 

Nom : Nucléotide  

1= Groupement phosphate    2 = Pentose (ribose ou désoxyribose) 3 = Base azotée 

 

2-2- Remplir le tableau portant sur la comparaison des structures de l’ADN et de l’ARN : 



Technologie des acides nucléiques                                                                                          Dr. BELATTAR.H 

 

Master I : Biotechnologie et Pathologie Moléculaire   103 
 

Caractéristiques ADN  ARN  

Composé de nucléosides Oui                                                 Oui                                              

Type de sucre Désoxyribose                                        Ribose                                                  

Présence du groupement –

OH en 2' 

Non (H en 2')                                       Oui (OH en 2') 

Bases azotées Adénine (A), Thymine (T), 

Cytosine (C), Guanine (G) 

Adénine (A), Uracile (U), 

Cytosine (C), Guanine (G) 

Nucléotides reliés par des 

liaisons phosphodiester 

Oui                                                 Oui                                                 

Double ou simple brin Double brin (bicaténaire) Le plus souvent simple brin 

(monocaténaire) 

Structure secondaire Double hélice Variables (boucles, tiges, 

structures en épingle)        

Stabilité Très stable Moins stable                                       
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