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Que savons nous?

- Le support de l'hérédité est l'ADN.

- Le principe transformant décrit par Griffith est l'ADN, comme montré par Avery, 
McLeod et MacCarthy.

- Les Acides nucléiques sont des polymères de nucléotides.

- Les nucléotides sont soit néosynthétisés au prix d'une importante dépense 
énergétique soit recyclés à partir de bases et/ou de nucléosides issus du 
catabolisme.

- Le PRPP est le ribose "activé" utilisé dans la néosynthèse ou l'épargne.

- Le système cellulaire régule l'équilibre des nucléotides.

1 Cours 2 - UE4 – Propriétés Physico Chimiques



Franck Gesbert

Donc, au milieu des années 40, les questions sont:

- Qu'elle est la structure de l'Acide Désoxyribonucléique?

- Comment l'information génétique y est-elle "stockée" et comment est elle 
transmise ?

Objectif: déterminer une structure qui rende compte de sa polymérisation, de sa 
capacité à porter une information, de sa capacité à rendre compte d'une 
réplication.
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Erwin Chargaff (1905-2002)

The Separation and Quantitative Estimation of Purines and Pyrimidines in 
Minute Amounts. Vischer, E. and Chargaff, E. (1948) J. Biol. Chem. 176, 703-
714.

%A %T %G %C= =

Donc … % purines = % pyrimidines sur un ADN double brin

Dans l'ADN

Règle de Chargaff
A+
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1952: Alfred D. Hershey et Martha Chase et…l'Osterizer® de Waring Corp.
B
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Démonstration que l'ADN 
a une fonction dans la 
réplication et la 
multiplication du virus. 

1952: Alfred D. Hershey et Martha Chase et…l'Osterizer® de Waring Corp.
B
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La double hélice

- 1953: Rosalind Franklin (Par cristallographie aux rayons X, dans le laboratoire 
de Maurice Wilkins) montre que : 

1- l'ADN peut se présenter sous deux formes.
2- le squelette "sucre-phosphate" se trouve exposé à l'extérieur de la 
molécule d'ADN

- 1953: Jim Watson et Francis C. Crick savent que: 

- Les gènes dirigent l'expression de protéines
- Les gènes sont des entités situées sur les chromosomes
- Les gènes sont constitués d'Acides Nucléiques
- Le support de l'information génétique est, au moins en partie, l'Acide 

Désoxyribonucléique
- Il y a une "relation" entre A et T et entre G et C (règle de Chargaff)

A+

6 Cours 2 - UE4 – Propriétés Physico Chimiques

Franck Gesbert

La double hélice

En assemblant les formes tautomériques correctes des bases (ce que ne sait pas Linus 
Pauling), Watson et Crick aboutissent à cette conclusion:

L'ADN est une double hélice, composée d'un squelette externe "sucre-phosphate" et les 
bases s'apparient dans l'hélice par des liaisons hydrogène. Ces appariements sont dirigés 
par la complémentarité de structure des bases A-T et G-C.

Physiology, medicine 1962, Crick, Wilkins, Watson

A+
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Ce modèle rend donc parfaitement 
compte d'une structure en double 
hélice et explique les résultats de 
Chargaff (%A=%T et %G=%C).

La double hélice est composée de 
deux brins (orientés 5'-3') 
complémentaires et antiparallèles. 

La double hélice
A+
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Pas de lʼhélice
10 plateaux de pb

3,4nm=34Å
0,34nm=3,4Å

Forme B, hélice droite, hydratée

La double hélice
A+
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- l'ADN est une double hélice formée de 2 brins 
complémentaires orientés de manière antiparallèle.

- Chaque brin est composé de désoxyribonucléotides 
reliés de façon covalente par une liaison phospho-
diester. La liaison ester est établie entre le 
phosphate en 5' porté par le nucléotide n et le 
groupement OH en 3' porté par le nucléotide (n+1).

- Les 2 brins sont appariés par des liaisons 
hydrogènes établies entre une purine et une 
pyrimidine. Cet appariement suit une règle de 
complémentarité stricte entre A/T et G/C.

- Plus une séquence sera riche en GC plus 
l'appariement sera stable.

- L'ARN est un simple brin composé de ribo-nucléotides. 
- La Thymine en est absente et est remplacée par 

l'Uracile.
- Il peut y avoir formation de double hélice ADN/ARN 

ou ARN/ARN (intra ou intermoléculaire). Avec une 
règle de complémentarité A/U et G/C.

En résumé:
A+
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L'ADN bactérien (E. coli) est une macromolécule 
unique, circulaire et super-enroulée de 4600 kb 

(1,5mm).

Le chromosome bactérien circulaire est super-enroulé suite à l'action de la 
gyrase (topoisomérase de type II)

L'ADN - structure et organisation
A+

11 Cours 2 - UE4 – Propriétés Physico Chimiques



Franck Gesbert

3 localisations possibles pour l'ADN dans les cellules eucaryotes:
Noyau, mitochondries et chloroplastes 

Le génome eucaryote
A+
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Le chromosome eucaryote nucléaire est constitué d'une double hélice 
d'ADN linéaire et de protéines histones et non histones

L'ADN - structure et organisation
A+
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Le nucléosome

1 nucléosome= 2x(H2A+H2B+H3+H4)+146pb ADN + 60 pb ADN(linker)+H1

Le chromosome eucaryote
A+

14 Cours 2 - UE4 – Propriétés Physico Chimiques

Franck Gesbert

La chromatine

- Complexe nucléo-protéique de l'ADN nucléaire
- Chromatine=ADN+protéines histones+protéines 

non histones
- Plusieurs niveaux de condensation
- Unité de répétition: le nucléosome

L'ADN - structure et organisation
A
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Il n'avait pas échappé à Watson et Crick que la structure en double hélice 
pouvait également permettre à la molécule d'ADN de se dupliquer.

Comment se réplique l'ADN au cours d'une division cellulaire?

La réplication
B
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La réplication

La double hélice est composée de deux brins complémentaires et antiparallèles.

Question au milieu des années 50:

Comment ces deux brins sont-ils utilisés pour générer deux nouveaux brins lors de la 
réplication ?

3 hypothèses possibles:

Modèle conservatif Modèle semi-conservatif Modèle dispersif

B
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1958: Meselson et Stahl mettent en évidence le principe semi-conservatif de la réplication.
Mise au point du protocole de séparation de molécules d'ADN sur gradient de CsCl.

La réplication est semi conservative
A+
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L'ADN est synthétisé par les ADN polymérases

Matrice: ADN simple brin
Amorce: court oligonucléotide (ADN ou ARN), apparié à la matrice
Précurseurs: dNTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP)
Synthèse de 5' vers 3'

La réplication

5'triphosphate

5'

5'

3'

3'

3'dXTP entrant

Brin matrice

Brin amorce

+

5' 3'

5'3'

Direction 5'-
3' du brin en 

cours de 
synthèse

A+
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La réplication est divisée en trois étapes successives

1- Initiation: ouverture de la double hélice, maintien sous forme simple brin 
et démarrage de la copie.

2- Elongation: Recopie des deux brins de manière coordonnée et 
finalisation des brins retardés. 

3- Terminaison: Finalisation de la copie. Maintien de la fidélité en fin de 
copie. Problèmes liés à la structure circulaire ou linéaire. 

La réplication - les étapes
A
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Cairns, Broda et Masters (1963-1971): 
 - marquage de l'ADN bactérien en présence de 3H au cours de deux cycles cellulaires
 - extraction du chromosome et dépôt sur une plaque recouverte d'émulsion photo
 - impression pendant deux semaines au froid.

La réplication - origine

La réplication bactérienne est bi-directionnelle 
à partir d'un site unique

A+
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Gyrase :  - topoisomérase de type II
  - avance en amont de chaque fourche de réplication

La réplication - topoisomérases

Figure 5-24  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

A
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La réplication - topoisomérases
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Les topoisomérases: 
- enzymes responsables du contrôle de la topologie des molécules d'ADN.
- Font et défont des supertours.
- Parmi les protéines les plus conservées dans le monde ADN

- 2 catégories:
- Type I: responsables de cassures simple brin. Topo IA, IB, IC, III, V
- Type II: responsables de cassures double brin. Topo IIA, IIB, IV

- Fonctions variées:
- compaction
- réplication, ségrégation des chromosomes
- Transcription
- Recombinaison et réparation

La réplication - topoisomérases
A B
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Topoisomérases et cibles thérapeutiques

- antibiotique
- inhibiteurs de Gyrase (topo II):

   fluoroquinolones
(Norfloxacine, Ciprofloxacine, levofloxacine…)

Attention : suite a réévaluation par EMA, les fluoroquinolones sont 
désormais à réserver aux infections pour lesquelles une antibiothérapie 
est indispensable et où d’autres antibiotiques ne peuvent pas être 
utilisés.

La réplication - topoisomérases
AA+
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Topoisomérases et cibles thérapeutiques

Anticancéreux

- inhibiteurs des Topo I:
- Topotécan

- Irinotécan

- inhibiteurs des Topo II:
- doxorubicine (anthracyclines)

- étoposide

La réplication - topoisomérases
AA+
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Cisplatine, oxaliplatine : Formation de dimères de guanine intra chaîne (agents alkylants),
      inhibiteurs de la réplication.

quelques exemples: 
- 1ere ligne de défense contre le cancer colorectal :

- Irinotécan – 5FU- acide folinique, ou seul.

-  Cancer du poumon à petites cellules: Cisplatine - étoposide

La réplication - topoisomérases
AA+
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Propriétés physico-chimiques
des

acides nucléiques
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Quelques conventions à respecter:

- Une séquence d'acide nucléique sera écrite de gauche à droite avec le 5' à 
gauche.

- Les unités de longueurs sont les nucléotides.
- Les tailles sont exprimées en longueur (pour les protéines c'est en masse)
- Masse d'un nucléotide ≈ 300 Da.

Pour l'ADN (double brin)
- Unité de longueur = 1 paire de base (1pb)
- 1000 pb = 1kb
- 1000 kb = 1Mb

Pour l'ARN (simple brin)
- Unité de longueur = 1 nucléotide = 1 mer

Propriétés physico-chimiques des acides nucléiques
A+
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- connaître les propriétés physico-chimiques des acides nucléiques : 

- Nature, taille, densité
- Charge
- Propriétés spectrales

- Méthodes d'études :

- Extraction et purification
- Dénaturation et renaturation
- Hydrolyse chimique et enzymatique
- Action d'enzymes de modifications

- Savoir les utiliser à des fins expérimentales

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
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Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

1- Les Acides Nucléiques sont chargés 
négativement à pH≈7

2- Possibilité de séparation selon la taille :
 - Sur gel d'agarose (TAE ou TBE) avec 

une résolution au mieux de 20 à 30nt

 - Sur gel d'acrylamide avec une résolution 
de 1nt.

I- CHARGE

A+
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Séparation des acides nucléiques selon leur taille par électrophorèse

- A pH7, ADN et ARN sont chargés négativement.
- il est possible de les faire migrer dans un champ électrique.
- Les molécules pourront être séparées selon leur taille dans un maillage 

d'agarose ou d'acrylamide.

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
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Les intercalants

Molécules polycycliques planes s'intercalant entre deux plateaux de paires 
de bases au sein d'une double hélice d'acides nucléiques.
- cancérigènes, mutagènes et affectent la reproduction (BET, benzopyrène, 

aflatoxine).
- changement de conformation de l'ADN (le plus souvent), qui peut conduire à 

une modification fonctionnelle.

Bromure d'ethidium

Doxorubicine
Thalidomide

Sybr 
Green

A
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Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques

II- Solubilité

1- Solubles dans l'eau
2- Précipitent en alcool
3- Insolubles dans les solvants organiques

A+
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ADN et pH

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
A+
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ARN et pH

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
A+
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A noter: nous disposons d'un moyen simple pour éliminer l'ARN et conserver l'ADN

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
A+
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Propriétés spectrales

Absorption des UV par la structure cyclique des bases azotées

Spectre d'absorption des bases 
puriques et pyrimidiques à pH7

Spectre d'absorption d'un 
acide nucléique à pH7

Les acides nucléiques présentent un pic d'absorption à 260 nm

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
A+
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Quantification des acides nucléiques à 260 nm

Pour une Abs = 1

[ADNdb] = 50 μg/ml

[ARN] = 40 μg/ml

[ADNsb] = 33 μg/ml

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
B
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Capacité de dénaturation réversible

Dénaturation thermique

5'

5'

3'

3'

T°
T°(progressive)

T°(brutale)

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
B
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Dénaturation thermique et hyperchromicité de l'ADN simple brin

1- Tm = temperature de fusion = température à partir de laquelle 50% d'une 
solution d'ADN est présente sous forme simple brin

2- plus le contenu en GC est important plus il faut fournir d'énergie pour dénaturer. 

%
 A

DN
 s

im
pl

e 
br

in

Les Acides Nucléiques - Propriétés physico-chimiques
A+
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Paul Berg

Le génie génétique

- 1950 : découverte du phénomène de "restriction" par Luria et Bertani

- 1965 : découverte des enzymes de restriction par Arber et Meselson

- 1972 : création du premier ADN recombinant par P. Berg

Chimie, 1980

B

42 Cours 2 - UE4 – Propriétés Physico Chimiques

Franck Gesbert

Hydrolyses enzymatiques des acides nucléiques: les enzymes de restriction

Endonucléases d'origine bactérienne constituant un mécanisme de défense contre 
les infections par les bactériophages.

Les sites reconnus par ces enzymes sont souvent des séquences palindromiques

En littérature un palindrome est un mot ou une phrase pouvant se lire de la même 
façon de gauche à droite ou de droite à gauche

Exemple: "la malade pedala mal" ou "esope reste ici et se repose"

En biologie moléculaire il s'agit d'une séquence se lisant de la même façon de 5' 
vers 3' sur un brin et sur son complémentaire

Exemple:  5'-TTAAGCTTAA-3'
    

Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques
A+
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Hydrolyses enzymatiques des acides nucléiques: les enzymes de restriction

Endonucléases d'origine bactérienne constituant un mécanisme de défense contre 
les infections par les bactériophages.

Les sites reconnus par ces enzymes sont souvent des séquences palindromiques

En littérature un palindrome est un mot ou une phrase pouvant se lire de la même 
façon de gauche à droite ou de droite à gauche

Exemple: "la malade pedala mal" ou "esope reste ici et se repose"

En biologie moléculaire il s'agit d'une séquence se lisant de la même façon de 5' 
vers 3' sur un brin et sur son complémentaire

Exemple:  5'-TTAAGCTTAA-3'
    3'-AATTCGAATT-5'

Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques
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Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques
A B
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Les enzymes de restriction génèrent deux types d'extrémités:

  - cohésives
  - franches

Extrémités cohésives (sticky ends)

5' sortant 3' sortant

Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques
A
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L'utilisation des enzymes de restriction permet de:

- Réaliser des digestions ciblées indispensables lors de clonage de 
séquences d'ADN

- Etablir des cartes de restriction

- Mettre en évidence des profils de restriction

Les Acides Nucléiques - modifications enzymatiques
B
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Etablissement de cartes de restriction

Les Acides Nucléiques - séparation
A
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Il n'avait pas échappé à Watson et Crick que la structure en double hélice 
pouvait également permettre à la molécule d'ADN de se dupliquer.

Comment se réplique l'ADN au cours d'une division cellulaire?

La réplication
B
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Applications techniques

Franck Gesbert

Applications méthodologiques issues des connaissances acquises 
sur les mécanismes de réplication

2 exemples:
 1- séquençage
 2- PCR

La réplication - applications

Chimie, 1980 (et…accessoirement chimie, 1958) Chimie, 1993

B
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Séquençages

52 Cours 2 - UE4 – Applications Techniques
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Frederick Sanger, séquençage par terminaison d'élongation, 1977

mélange réactionnel de base:

- ADN (matrice)
- amorce (complémentaire de la matrice)
- dNTP
- 32P!dCTP
- ADN polymérase

Ce mélange est divisé en 4 tubes, chaque tube contenant soit:
- didéoxy CTP
- didéoxy ATP
- didéoxy GTP
- didéoxy TTP

Applications - séquençage
A+
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séquençage par terminaison d'élongation

Principe:

l'ADN polymérase synthétise un brin complémentaire à la matrice que nous 
souhaitons séquencer en utilisant des dNTP. Synthése initiée au site d'hybridation 
de l'amorce fournie. En veillant à ce que les dNTP soient en excès par rapport au 
ddNTP ajouté dans chacun des mélanges réactionnel. Aléatoirement, la 
polymérase ajoutera un ddNTP interrompant ainsi l'élongation. Si des ddNTP 
différents ont été ajoutés dans chacun des mélanges, et ce de manière exclusive, 
alors nous pourrons déterminer la séquence.

ADN
ADN pol
amorce
dNTP

+ ddATP + ddGTP + ddTTP + ddCTP

Applications - séquençage
A+
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ADN
ADN pol
amorce
dNTP

+ ddATP + ddGTP + ddTTP + ddCTP

ATCGTAGGCTTAGCTAGTCGTAAGTAGCCTTAGTAAGCTA3'
3'5'

5'
Dans le tube 1 nous aurons une représentation statistiques des séquences se terminant par A

TA
TAGCA
TAGCATCCGA
TAGCATCCGAA
etc…

Applications - séquençage
A
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migration des produits de synthèse sur gel 20 % acrylamide (permet une résolution à 1 base 
près)

-

+

ADN
ADN pol
amorce
dNTP

+ ddATP + ddGTP + ddTTP + ddCTP

T
A
G
C
T
T
A
C
T
A
A
G
G
C
T
A
C
T
T
A
C
G
A
C
T
A
G
C
T
A
A
G
C
C
T
A
C
G
A
T

5'-ATCGTAGGCTTAGCTAGTCGTAAGTAGCCTTAGTAAGCTA-3'

Attention, la séquence lue est le complémentaire 
antiparallèle de la séquence "d'intérêt".

A TG C

Applications - séquençage

5'

3'

A
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Cette technique est toujours utilisée pour les petits projets et est à la base des projets de séquençage 
haut débit automatisés.

Dans les séquenceurs automatiques à haut débit le dCTP32 n'est plus utilisé.
Chaque didéoxy-NTP porte un fluochrome de couleur différente.
La réaction de synthèse est migrée en capillaire et "lue" par un scanner.

Applications - séquençage
A
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Chaque canal est lu comme un chromatogramme qu'il faut savoir lire et interpréter

Applications - séquençage
B
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HGP– Human Genome Project
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HGP– Human Genome Project

Génome Humain

Génome Nucléaire
3300 Mb

≈ 23000 gènes

Génome Mitochondrial
16,6 kb
37gènes

Gènes et
séquence apparentées

ADN
extragènique

ADN
codant

ADN
Non-codant

pseudogènes Fragments
de gènes

Introns,
séquences non traduites

etc…

2 ARNr 22 ARNt 13 séquences
codantes

Séquences uniques
Ou

faiblement répétées

Séquences modérément
Ou

fortement répétées

Séquences répétées
en tandem

ou en clusters
Séquences dispersées

60% 40%

5 à 10 % 90 à 95 %

20% 80%

B
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HGP– Human Genome Project
B
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La méthode de Sanger reste LA méthode standard de séquençage

Il faut cependant aujourd'hui lui adosser des techniques récentes dites « à haut débit »

Sanger vs NGS
B

62 Cours 2 - UE4 – Applications Techniques

Franck Gesbert

Sanger vs NGS
B
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Séquençage - Pyroséquençage

Le Pyroséquençage ou séquençage par synthèse

Avantages : Rapide et peu couteux
Limites : faible longueur des séquences lues, précision

B
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Principe du 454 sequencing développé par roche.

• Digestion de l'ADN par enzyme de restriction.
• Addition d'adapteurs aux extrémités.
• PCR clonale en émulsion.
• Pyroséquençage en plaque PTP (pico titer plate)
• Un seul fragment amplifié par puits.
• Environ 250pb lues par puits
• Plus de 100Mb lues en totalité
• temps d'un run : 7h

Séquençage - Pyroséquençage
B
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Séquençage – ILLUMINA/SOLEXA
A
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Séquençage - Applications
A
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Séquençage – Ion Torrent
B
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Séquençage – SOLiD
B
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Sanger vs NGS
B
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Microdissection Laser et séquençage
A
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CHIP (Chromatin Immuno-Precipitation)
A+
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Les PCR
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La PCR (Polymerase Chain Reaction), Kary Mullis et coll, Cetus, 1983

Principe: 
amplification logarithmique d'une séquence précise d'une matrice d'acide nucléique 
double brin à l'aide d'une paire d'amorces, d'une ADN polymérase et de dNTP.

Mise en pratique de plusieurs éléments de connaissance:

- principe hybridation/déshybridation
- polymérisation 5'-3'

Amélioration grâce à la découverte des Archae et des organismes extrémophiles 
(Termophilus aquaticus, Taq)

Applications - PCR
A
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Applications - PCR
A+
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Applications de la PCR:

- Médecine:
-prédictive
-diagnostique
-personnalisée
-légale

 
- Recherche fondamentale

- Agroalimentaire

- Histoire

"la fraude aux coquilles saint jacques"

Applications - PCR
A
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Dénaturation
Activation

(8 min)
Fusion (5 

min)

Durée totale ~ 30-40 min

qPCR – Sybr Green
A+
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ADN cible

qPCR – Sybr Green, Notion de Ct et de ΔCt
A+
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Dénaturation
Activation

(8 min)
Fusion (5 

min)

Durée totale ~ 30-40 min

qPCR – Sybr green et courbe de fusion
A+
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Tm est le point d'inflexion de la courbe.
Correspond à 50% d'ADNdb et 50% d'ADNsb

On peut représenter –dl/dt

qPCR – Sybr green et courbe de fusion
A+
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qPCR – Sybr green et courbe de fusion
A
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Méthodes d'hybridation

Franck Gesbert

Comparative Genomic Hybridization - CGH
A
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from CHU Nantes-Laboratoire de cytogénétique

Comparative Genomic Hybridization - CGH
A
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from CHU Nantes-Laboratoire de cytogénétique

Comparative Genomic Hybridization - CGH
A
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FISH – détection de translocation

http://dx.doi.org/10.1016/S1470-2045(09)70369-9

A+
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