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Résumé

Selon Michel Morange, la biologie moléculaire est "l'ensemble des
techniques et découvertes qui ont permis l'analyse moléculaire des
processus les plus intimes du vivant, de ceux qui en assurent la
perennité et la reproduction"[1]. Cette introduction résume de
manière historique les événements qui ont contribué à sa naissance
et à son développement. On trouve une description bien plus
complète des concepts et des techniques classiques de la biologie
dans les ouvrages de référence[2, 3] ou de vulgarisation[4, 5].
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Les origines de la Biologie Moléculaire

I Les processus biologiques sont très anciens :(pain, brassage de
la bière, production de fromage...

I En medecine aussi, utilisation par les chinois d'antibiotiques
(extraits de champignons).

I L'histoire de la biologie moléculaire commence vraiment au
milieu du XIXeme siècle, avec l'abandon de la théorie vitaliste
et du principe de génération spontanée.
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La théorie cellulaire

I Naissance de la microscopie (Van Leeuwenhoek XVIIeme

siècle) ; Une tranche de liège (Hooke XVIIeme siècle) montre
des cellules.

I élaboration de la théorie cellulaire (Schleiden & Schwann 1839)

I La génération spontanée invalidée par Francesco Redi
(1668).Mais la croyance l'emporte et il faut attendre Pasteur
en 1862 pour mettre à bas cette théorie.

I Les liens entre micro-organismes et contagion sont observés
mais non acceptés. (Semmelweis Vienne 1846). Koch
observation de germes d'anthrax en 1870.

I Lien entre micro-organismes et fermentation par Pasteur. Il
met au point la pasteurisation (1863) pour éliminer les
ferments parasites.
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La biochimie

I Le principe de la catalyse est découvert (1812).
I La synthèse de l'urée (Wöhler 1928), contredit la théorie

vitaliste.
I la première enzyme est extraite du malt : la diastase catalyse

amidon/glucose(Payen & Persoz 1830).
I fermentation des sucres (extrait acellulaire de levure Büchner

1897).
I Reconnaissance spéci�que enzyme substrat (Ehrlich 1897) ;
I Echelle de pH, solutions "tampon"
I 1902-1909 Fonctionnement des enzymes (Henri, Michaelis &

Menten)
I Premier moitié du XXeme siècle : Grandes voies métaboliques :

glycolyse, cycle de l'urée, cycle de krebs
I Découverte des macromolécules (1922 : Hermann Staudinger)
I Technique de séparation et d'analyse : Chromatographie,

précipitation par des sels ultracentrifugation (1924)
électrophorèse (1930-1945)
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La génétique

I Les "lois de l'hérédité" (Mendel 1866) . Cette théorie passe
totalement inaperçue.

I observation de la chromatine (1879), des chromosomes et de
la mitose (1882) par Fleming.

I de Vries redécouvre en 1900 la théorie de Mendel. Il observe
l'apparition de mutations spontanées et propose un mécanisme
d'évolution par mutations.

I Johannsen introduit les concepts de génotype (sans le lier à
l'ADN) et phénotype (1909).

I Expériences de Morgan (1913) sur la transmission de
caractères et de mutations chez la drosophile : preuve de
l'existence des gènes et de leur localisation chromosomique
(hérédité liée au sexe et première carte génétique).
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Expériences fondatrices. Quelques dates

I la relation un gène - une enzyme : 1902 Garrod ; 1941 Beadle
et Tatum ;

I 1943 : la naissance de la génétique bactérienne : le "test de
�uctuation" (Luria et Delbrück). Il consiste à analyser
comparativement des populations de bactéries infectées par un
phage.

I 1944 : la nature chimique des gènes est démontrée par
transformation de pneumocoques (Avery).

I 1949 : L'explication moléculaire de l'anémie falciforme (L.
Pauling)

I 1952 : Con�rmation de la nature chimique des gènes (Hershey
et Chase) par marquage radioactif de l'ADN et des protéines
d'un phage.
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L'expérience de Beadle et Tatum

Figure: Les expériences de Beadle et Tatum (1941). En haut : Après
exposition aux UV de Neurospora, Beadle et Tatum caractérisent des
mutants dé�cients dans la synthèse de l'un des acides aminés, l'arginine.
En bas : Parci ces mutants, il réussissent à les di�érencier suivant l'étape
qui est dé�ciente dans la chaîne de synthèse de l'arginine. Chaque étape
de la synthèse étant réalisée par une protéine spéci�que, cette expérience
démontre le lien univoque entre une mutation dans un gène et ses
conséquences sur l'activité d'une enzyme donnée.
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La nature chimique des gènes

Figure: L'expérience de Gri�th (1928) : l'injection de pneumocoques (S)
entrâine la mort de la souris, alors que les pneumocoques (R) sont non
pathogènes. La co-infection par des (R) vivants et des (S) tués par la
chaleur entraîne la mort de la souris mettant en évidence la
"transformation" des (R) par les (S).
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En 1952, l'expérience de Herschey et Chase

Figure: A gauche : Schéma et Image en microscopie électronique d'un
bactériophage . A droite : l'expérience de Herschey et Chase (1952) : le
marquage radioactif sélectif des protéines ou de l'ADN et le mécanisme
particulier d'infection du bactériophage permet de déterminer la nature
chimique du matériel génétique
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De la structure de l'ADN à la régulation de l'expression des
gènes

I 1953 : Découverte de la double hélice (Watson et Crick)

I 1953 : un modèle du code génétique (Gamow)

I 1956 : l'ARN est découvert.

I 1958 : modèle semi-conservatif de la réplication (Meselson et
Stahl).

I 1960 : Découverte de l'ARN messager (Monod).

I 1961->1966 : le décryptage du code génétique (Nirenberg et
Matthaei) grâce à la synthèse de protéines in vitro à partir
d'un ARN poly-U.
A�nage du "dogme central" de la biologie moléculaire

I 1965 : L'opéron lactose (Jacob et Monod)
Etude de l'activité de la Beta-galactosidase
Modèle de la régulation de l'expression des gènes
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Le monomère de la molécule d'ADN

Chaque monomère contient :

I Un phosphate.

I Un sucre : ribose.

I Une base : purine ou
pyrimidine

ARN ADM
Sucre sous forme de cycle
Les atomes du cycle sont numéro-
tés de 1' à 5'
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Les bases de l'ADN

Les bases sont des molécules orga-
niques plates, hydrophobes.

I Nucléotide : Base + Ribose
+ phosphate. deux types : 5'
ou 5' (liason phosphate)

I Nucléoside : Base + Ribose
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l'ADN est un polymère

Le polymère est fait d'un "sque-
lette" alterné de groupements
phosphate et de riboses. Les bases
sont accrochées sur le coté.

I pH = 7, la molécule est
chargée négativement.

I Les liasons se font en 3' et
en 5'

I Le polymère d'ADN simple
brin est orienté.
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Les bases sont en interaction

Les interactions A-A, G-A, T-C,
etc. existent aussi mais ont des
contributions énergétiques plus
faibles, elles sont déstabilisées par
l'agitation thermique.

I AT implique 2 liaisons
hydrogènes (1.5 kBT par
liaison).

I GC implique 3 liaisons
hydrogènes (3 kBT par
liaison).
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Deux chaînes complémentaires tête bèche

I Liaisons covalentes au
sein des chaînes.

I Liaisons faibles entre
chaînes : liaisons
hydrogènes entre les
bases
complémentaires.

I Intercactions
hydrophobes entre
bases : énergie
d'empilement.
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La double hélice droite de l'ADN-B
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Di�raction de l'ADN-B par les rayons X

Figure: Diagramme de di�raction obtenu sur une �bre d'ADN avec des

rayons X monochromatique.
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Le petit et le grand sillon
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Les di�érentes structures de l'ADN

Figure: L'ADN A est obtenu en déshydratant l'ADN, c'est également la

structure obtenue pour l'ARN double brin. l'ADN Z correspond à des

séquences riches en GC et avec des conditions salines particulières.
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Crick et Watson 1953

Figure: Article original de Watson et Crick (30 Avril 1953) ;
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La réplication semi-conservative, Meselson et Stahl (1958)

Figure: Expérience de Meselson et Stahl (1958) : séparation d'ADN
marqué au 32P suivant sa densité par centrifugation en CsCl et suivi au
cours du temps de la proportion d'ADN lourd. Cette expérience démontre
le caractère semi-conservatif de la réplication.
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Le dogme central de la biologie moléculaire

Figure: Le dogme central de la biologie moléculaire, énoncé par Crick en
1960. Il décrit l'expression de l'information génétique depuis son support,
l'ADN, jusqu'aux protéines. Cette vision est cependant réductrice, voir
texte.
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La régulation de l'expression des gènes : l'opéron lactose

Figure: L'opéron lactose : le modèle historique de régulation ; La
β-galactosidase est une enzyme initie la chaîne du métabolisme du
lactose en coupant le lactose en galactose et glucose. En l'abscence de
lactose dans le milieu, une protéine (répresseur) se �xe sur l'ADN en un
site (opérateur) qui bloque la transcription du gène de la β-galactosidase.
En présence de lactose dans le milieu, un isomère du lactose, l'allolactose,
s'accroche sur le répresseur et diminue ainsi son a�nité pour l'ADN. La
transcription du gène est alors rendue possible.
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Du génie génétique à la transgénèse

I 1972 : Début du génie génétique : recombinaison d'ADN in
vitro (Jackson, Symons, Berg) Construction d'une molécule
hybride d'ADN à partir d'une enzyme de restriction (EcoR1) et
de ligase

I 1973 : Electrophorèse de l'ADN sur gel d'agarose
I 1974 : Clonage de l'ADN utilisant des banques d'ADN

génomiques
I 1978 : 50 enzymes de restriction sont connues : cartographie

de l'ADN
I 1977 : Construction du vecteur pBR322 (Bolivar)
I 1977 : Séquencage de l'ADN (Sanger , Maxam et Gilbert)
I 1978 : Expression de protéines humaines dans les bactéries
I 1980 : Expression de protéines humaines dans les cellules

animales
I 1980 : Première plante transgénique
I 1981 : Première souris transgénique (Brinster)
I 1983 : Ampli�cation spéci�que d'ADN (PCR) (Mullis)
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Electrophorèse de l'ADN

Figure: gauche : Photo du résultat d'électrophorèse d'ADN marqué par
�uorescence sur gel d'agarose. Les trois premières colonnes montrent le
même fragment coupé par les enzymes XhoI et/ou XbaI. La dernière
colonne est une solution contenant des fragments de tailles connues.
Droite haut : La distance de migration varie comme le logarithme de la
taille de l'ADN ; droite bas : on peut extraire la bande voulue du gel et en
récupérer l'ADN débarassé des fragments parasites ;
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Les enzymes de restriction et autres enzymes

Figure: haut : Les bactéries ont développé le système de
restriction/modi�cation pour se protéger des phages. La bactérie modi�e
son ADN en des sites spéci�ques (en général l'ADN est méthylé). Des
enzymes de restriction sondent en permanence tout ADN présent dans la
bactérie et coupent l'ADN non modi�é aux sites de reconnaissance. Bas :
exemple d'EcoRI, qui reconnait la séquence 5'-GAATTC-3'. La coupure
forme des extrtémités 5'-P et 3'-OH.
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Les enzymes de restriction et autres enzymes

Figure: Expérience de recombinaison in vitro par Paul Berg en 1972
(simpli�é) : deux molécules d'ADN d'origine di�érentes contenant le site
de restriction EcoRI sont coupées par l'enzyme puis religuées ensemble à
l'aide de la ligase
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Vecteurs et transformation des cellules

Figure: Carte de restriction du vecteur pBr322 (construit par Bolivar en
1977) : généralement, un plasmide contient une orgine de réplication, un
ou plusieurs gènes de résistance à des antibiotiques (gènes de sélection,
ici ampiciline et tétracycline), et un grand nombre de site de restriction.
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Clonage et expression de gènes chez la bactérie

Figure: Principe du clonage d'un gène humain dans une bactérie.

Le clonage d'un gène consiste à insérer un gène d'intérêt dans un
vecteur et transformer des bactéries avec ce vecteur. Une fois inséré
dans la bactérie, ce gène pourra, selon les besoins, être ampli�é en
vue d'un séquençage (voir plus loin), ou exprimé en vue de la
production de la protéine associée à ce gène.
Historiquement, les premières expériences de production de
protéines humaines dans les bactéries furent des protéines d'intérêt
thérapeutique comme l'insuline (1979). La production de protéines
ou l'élaboration d'organismes transgéniques ne sont pas des
techniques limitées aux bactéries. D'autres méthodes de
transformation peuvent aussi être employées, par exemple
l'utilisation de vecteurs di�érents des plasmides (virus modi�és,
phages, cosmides, phagemides, etc).
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L'ADN polymérase

(A. Kornberg en 1956) les polymérases copient le brin
complémentaire d'une molécule d'ADN simple brin. Elles travaillent
uniquement dans le sens 5'→3'. Taux d'erreur très faible de (10−4

à 10−7) du à un mécanisme de correction d'erreur, basée sur une
activité exonucléase 5'→3' ou 3'→5'.
L'utilisation in vitro de ces enzymes est à la base du principe
d'ampli�cation de l'ADN par PCR (voir plus loin).

Figure: Strucutre de l'enzyme Klenow, polymerase de type I chez E.Coli.
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Séquençage de l'ADN (Méthode de Sanger)

Figure: A gauche : Séquençage de l'ADN par la méthode de Sanger : 4
réactions de polymérisation en parallèle, Chacune contient les 4
nucléotides, qu'une faible quantité d'un des nucléotides modi�é de
manière à stopper la polymérisation (didéoxynucléotide). On fait ensuite
un gel ultrarésolutif pour di�érencier les fragments di�érant d'une paire
de bases ; A droite : Analyse de séquence

Timothée Lionnet et Vincent Croquette http://pimprenelle.lps.ens.fr/biolps/Introduction à la Biologie Moléculaire

http://pimprenelle.lps.ens.fr/biolps/


Ampli�cation de l'ADN (PCR)

Figure: gauche haut : Dénaturation de l'ADN par la température ; A
droite : Cycles d'ampli�cation de l'ADN lors d'une PCR. A chaque cycle,
la quantité d'ADN est x 2 ; gauche bas : mutagénèse dirigée par PCR.
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Puces à ADN et réseaux génétiques

Les puces à ADN permettent de tester simultanément la
transcription d'une grande quantité de gènes d'un organisme. La
technique consiste à déposer sur une plaque de verre ou de nylon
des ADN spéci�ques d'un gène particulier. Ensuite, on vient
hybrider sur cette plaque de l'ARN �uorescent préalablement
exprimé par une cellule dans une condition particulière. Une plaque
peut contenir plusieurs milliers de échantillons, ce qui donne accès à
de nombreux gènes et permet de mettre en évidence des
corrélations et donc les réseaux génétiques qui sous-tendent le
fonctionnement de la cellule.
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