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Préface

Biologie, étude des étres vivants et de leurs processus vitaux. Ce
domaine traite de tous les aspects physico-chimiques de la vie. La
tendance moderne a la recherche transdisciplinaire et a I'unification
des connaissances et des recherches scientifiques de différents
domaines a entrainé un chevauchement important du domaine de

la biologie avec d'autres disciplines scientifiques.

Le concept d'homéostasie, selon lequel les étres vivants
maintiennent un milieu interne constant, a été¢ suggéré pour la
premicre fois au XIXe siecle par le physiologiste francais Claude
Bernard, qui a déclaré que "tous les mécanismes vitaux, si variés
qu'ils soient, n'ont qu'un seul objet : celui de conserver constantes

les conditions de la vie".

La RT-PCR peut étre utilisée pour diagnostiquer une maladie
génétique telle que le syndrome de Lesch-Nyhan. Cette maladie
génétique est causée par un dysfonctionnement du gene HPRT1 qui
entraine cliniquement la formation d'un calcul urinaire d'acide
urique fatal et des symptomes similaires a ceux de la goutte.
L'analyse des niveaux d'expression de 'ARNm de I'HPRT1 chez
une mere enceinte et un foetus révélera si la mére est porteuse et si
le feetus est susceptible de développer le syndrome de Lesch-
Nyhan. Détection du cancer Les scientifiques travaillent sur les

moyens d'utiliser la RT-PCR dans la détection du cancer afin



d'améliorer le pronostic et de surveiller la réponse au traitement.
Les cellules tumorales en circulation produisent des transcriptions
d'ARNm uniques en fonction du type de cancer. L'objectif est de
déterminer les transcriptions d' ARNm qui constituent les meilleurs
biomarqueurs pour un type particulier de cellules cancéreuses, puis

d'analyser leurs niveaux d'expression par RT-PCR.



Bienvenue en biologie

1-Biologie

Biologie, étude des étres vivants et de leurs processus vitaux. Ce
domaine traite de tous les aspects physico-chimiques de la vie. La
tendance moderne a la recherche transdisciplinaire et a I'unification
des connaissances et des recherches scientifiques de différents
domaines a entrainé un chevauchement important du domaine de
la biologie avec d'autres disciplines scientifiques. Les principes
modernes d'autres domaines - chimie, médecine et physique, par
exemple - sont intégrés a ceux de la biologie dans des domaines

tels que la biochimie, la biomédecine et la biophysique.

Pour des raisons de commodité d'étude, la biologie est subdivisée
en plusieurs branches distinctes, bien que toutes les subdivisions
soient liées entre elles par des principes de base. Ainsi, s'il est
d'usage de séparer 1'étude des plantes (botanique) de celle des
animaux (zoologie), et 1'é¢tude de la structure des organismes
(morphologie) de celle de leur fonction (physiologie), tous les étres
vivants ont en commun certains phénomenes biologiques, par
exemple les divers moyens de reproduction, la division cellulaire

et la transmission du matériel génétique.

La biologie est 1'étude scientifique de la vie. Il s'agit d'une science

naturelle dont le champ d'application est vaste, mais qui possede
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plusieurs thémes unificateurs qui la relient en tant que domaine
unique et cohérent. Par exemple, tous les organismes sont
constitués de cellules qui traitent les informations héréditaires
codées dans les genes, qui peuvent étre transmises aux générations
futures. Un autre théme majeur est 1'évolution, qui explique 1'unité
et la diversité de la vie. Enfin, tous les organismes ont besoin
d'énergie pour se déplacer, croitre et se reproduire, ainsi que pour

réguler leur propre environnement interne.

Les biologistes sont capables d'étudier la vie a de multiples
niveaux d'organisation. De la biologie moléculaire d'une cellule a
l'anatomie et la physiologie des plantes et des animaux, en passant
par 1'évolution des populations. Il existe donc de nombreuses sous-
disciplines au sein de la biologie, chacune étant définie par la
nature de ses questions de techerche et les outils qu'elle utilise.
Comme les autres scientifiques, les biologistes utilisent la méthode
scientifique pour faire des observations, poser des questions,
émettre des hypothéses, réaliser des expériences et tirer des

conclusions sur le monde qui les entoure.

La vie sur Terre, qui est apparue il y a plus de 3,7 milliards
d'années, est immensément diversifiée. Les biologistes ont cherché
a étudier et a classer les différentes formes de vie, des organismes
procaryotes comme les archées et les bactéries aux organismes
eucaryotes comme les protistes, les champignons, les plantes et les

animaux. Ces divers organismes contribuent a la biodiversité d'un
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écosystéme, ou ils jouent des rdles spécialisés dans le cycle des

nutriments et de 1'énergie.

La biologie est souvent abordée sur la base de niveaux qui traitent
des unités fondamentales de la vie. Au niveau de la biologie
moléculaire, par exemple, la vie est considérée comme une
manifestation des transformations chimiques et énergétiques qui se
produisent parmi les nombreux constituants chimiques qui
composent un organisme. Grace au développement d'instruments
et de techniques de laboratoire de plus en plus puissants et précis,
il est possible de comprendre et de définir avec une grande
précision et exactitude non seulement l'organisation physico-
chimique ultime (ultrastructure) des' molécules de la matiere
vivante, mais aussi la facon dont celle-ci se reproduit au niveau
moléculaire. L'essor de la génomique a la fin du XXe siecle et au
début du XXIe siecle a été particulierement déterminant pour ces

progres.

La biologie cellulaire est 1'étude des cellules, les unités
fondamentales de structure et de fonction des organismes vivants.
Les cellules ont été observées pour la premiére fois au XVlle
siecle, lorsque le microscope composé a ¢té inventé. Auparavant,
l'organisme individuel était étudié comme un tout dans un domaine
appelé biologie organismique ; ce domaine de recherche reste une
composante importante des sciences biologiques. La biologie des
populations traite des groupes ou des populations d'organismes qui

8



habitent une zone ou une région donnée. A ce niveau, on trouve des
¢tudes sur les roles que des types spécifiques de plantes et
d'animaux jouent dans les interrelations complexes et perpétuelles
qui existent entre le monde vivant et le monde non vivant, ainsi que
des études sur les controles construits qui maintiennent ces
relations de fagon naturelle. Ces niveaux généraux - molécules,
cellules, organismes entiers et populations - peuvent étre
subdivisés pour 1'étude, donnant lieu a des spécialisations telles que
la morphologie, la taxonomie, la biophysique, la biochimie, la
génétique, 1'épigénétique et 1'écologie. Un domaine de la biologie
peut se consacrer a I'étude d'un seul type d'étre vivant, par exemple
I'étude des oiseaux en ornithologie, 1'é¢tude des poissons en

ichtyologie ou 1'é¢tude des micro-organismes en microbiologie.

Etymologie

La biologie dérive des mots grecs anciens Biog romanisé bios
signifiant "vie" et -Aoyio ; romanisé¢ -logia signifiant "branche
d'étude" ou "parler". Ces éléments combinés donnent le mot grec
Broloyio romanisé biologia signifiant 'biologie'. Malgré cela, le
terme PBloloyia dans son ensemble n'existait pas en grec ancien. Les
premiers a I'emprunter furent les Anglais et les Frangais (biologie).
Historiquement, il existait un autre terme pour la biologie en

anglais, lifelore ; il est rarement utilisé aujourd'hui.



La forme latine du terme est apparue pour la premiere fois en
1736 lorsque le scientifique suédois Carl Linnaeus (Carl von
Linné) a utilisé¢ biologi dans sa Bibliotheca Botanica. Il est de
nouveau utilisé en 1766 dans un ouvrage intitulé Philosophiae
naturalis sive physicae : tomus III, continens geologian, biologian,
phytologian generalis, par Michael Christoph Hanov, un disciple
de Christian Wolff. Le premier usage allemand, Biologie, se trouve
dans une traduction de 1771 de l'ouvrage de Linné. En 1797,
Theodor Georg August Roose utilise le terme dans la préface d'un
livre, Grundziige der Lehre van der Lebenskraft. Karl Friedrich
Burdach a utilisé le terme en 1800 dans un sens plus restreint de
I'étude des étres humains d'un point de vue morphologique,
physiologique et psychologique.(Propddeutik zum Studien der
gesammten Heilkunst). Le terme est entré dans son usage moderne
avec le traité en six volumes Biologie, oder Philosophie der
lebenden Natur (1802-22) de Gottfried Reinhold Treviranus, qui

annonce.

Histoire

Les premiéres racines de la science, qui inclut la médecine,
remontent & 'Egypte et 4 la Mésopotamie antiques, entre 3000 et
1200 avant notre ¢re. Leurs contributions ont ensuite pénétré et
fagonné la philosophie naturelle grecque de 1'Antiquité classique.
Les philosophes de la Grece antique tels qu'Aristote (384-322 avant
J.-C.)) ont largement contribué au développement des
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connaissances biologiques. Ses ceuvres, telles que I'Histoire des
animaux, étaient particulierement importantes car elles révélaient
ses penchants naturalistes et, plus tard, des travaux plus empiriques
axés sur la causalité biologique et la diversité de la vie. Le
successeur d'Aristote au Lycée, Théophraste, a écrit une série
d'ouvrages sur la botanique qui ont survécu comme la plus
importante contribution de I'Antiquité aux sciences végétales,
méme au Moyen Age. Parmi les savants du monde islamique
médiéval qui ont écrit sur la biologie, citons al-Jahiz (781-869), Al-
DinawarT (828-896), qui a écrit sur la botanique, et Rhazes (865-
925), qui a écrit sur I'anatomie et la physiologie. La médecine était
particulierement bien étudiée par Jes savants islamiques qui
travaillaient dans la tradition des philosophes grecs, tandis que
lI'histoire  naturelle s'inspirait fortement de la pensée
aristotélicienne, notamment en soutenant une hiérarchie fixe de la
vie.

La biologie a commencé a se développer et a croitre rapidement
avec l'amélioration spectaculaire du microscope par Anton van
Leeuwenhoek. C'est alors que les savants ont découvert les
spermatozoides, les bactéries, les infusoires et la diversité de la vie
microscopique. Les recherches de Jan Swammerdam ont suscité un
nouvel intérét pour I'entomologie et ont permis de développer les
techniques de base de la dissection et de la coloration

microscopiques.
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Les progrés de la microscopie ont également eu un impact
profond sur la pensée biologique. Au début du XIXe siécle, un
certain nombre de biologistes ont souligné 1'importance centrale de
la cellule. Puis, en 1838, Schleiden et Schwann ont commencé a

promouvoir les idées désormais universelles suivantes :
(1) L'unité de base des organismes est la cellule.

(2) Que les cellules individuelles ont toutes les caractéristiques de

la vie, bien qu'ils se soient opposés a 1'idée que.

(3) Toutes les cellules proviennent de la division d'autres cellules.
Toutefois, grace aux travaux de Robert Remak et Rudolf Virchow,
la plupart des biologistes ont accepté, dans les années 1860, les

trois principes de ce que I'on a appel€ la théorie cellulaire.

Pendant ce temps, la taxonomie et la classification sont devenues
le centre d'intérét des historiens de la nature. Carl Linné a publié en
1735 une taxonomie de base pour le monde naturel (dont des
variantes ont été utilisées depuis lors) et, dans les années 1750, il a
introduit des noms scientifiques pour toutes ses espeéces. Georges-
Louis Leclerc, comte de Buffon, considérait les especes comme des
catégories artificielles et les formes vivantes comme malléables,
suggérant méme la possibilité d'une descendance commune. Bien
qu'il ait été opposé a 1'évolution, Buffon est une figure clé de
I'histoire de la pensée évolutionniste ; ses travaux ont influencé les

théories évolutionnistes de Lamarck et de Darwin.
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Figure (1) : En 1842, Charles Darwin rédige sa premiére

ébauche de I'Origine des espéces.

La pensée évolutionniste sérieuse est:née des travaux de Jean-
Baptiste Lamarck, qui a été le premier a présenter une théorie
cohérente de I'évolution. Il postulait que 1'évolution ¢tait le résultat
du stress environnemental sur les propriétés des animaux, c'est-a-
dire que plus un Corgane ¢était utilisé fréquemment et
rigoureusement, plus il devenait complexe et efficace, adaptant
ainsi l'animal a son environnement. Lamarck pensait que ces
caracteres acquis pouvaient ensuite étre transmis a la progéniture
de l'animal, qui les développerait et les perfectionnerait.
Cependant, c'est le naturaliste britannique Charles Darwin,
combinant l'approche biogéographique de Humboldt, la géologie
uniformitariste de Lyell, les écrits de Malthus sur la croissance de
la population, ainsi que sa propre expertise morphologique et ses

observations naturelles approfondies, qui a forgé une théorie de
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'évolution plus aboutie, fondée sur la sélection naturelle ; un
raisonnement et des preuves similaires ont conduit Alfred Russel
Wallace a parvenir indépendamment aux mémes conclusions. La
théorie de 1'évolution par la sélection naturelle de Darwin s'est
rapidement répandue dans la communauté scientifique et est
rapidement devenue un axiome central de la science de la biologie,

qui se développait rapidement.

La base de la génétique moderne a commencé avec les travaux
de Gregor Mendel, qui a présenté son article "Versuche iiber
Pflanzenhybriden" ("Expériences sur 1'hybridation des plantes"),
en 1865,3% qui exposait les principes. de I'hérédité biologique,
servant de base a la génétique moderne. Cependant, l'importance
de son travail n'a été réalisée qu'au début du 20e siecle, lorsque
I'évolution est devenue une théorie unifiée, la synthése moderne
réconciliant I'évolution darwinienne et la génétique classique. Dans
les années 1940 et au début des années 1950, une série
d'expériences menées par Alfred Hershey et Martha Chase a permis
de découvrir que 'ADN ¢était le composant des chromosomes qui
contenait les unités porteuses de caracteres connues sous le nom de
genes. L'intérét porté a de nouveaux types d'organismes modeles
tels que les virus et les bactéries, ainsi que la découverte de la
structure a double hélice de 'ADN par James Watson et Francis
Crick en 1953, ont marqué la transition vers 1'ére de la génétique

moléculaire. Des années 1950 a aujourd'hui, la biologie s'est
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considérablement développée dans le domaine moléculaire. Le
code génétique a été déchiftré par Har Gobind Khorana, Robert W.
Holley et Marshall Warren Nirenberg aprés avoir compris que
I'ADN contenait des codons. Enfin, le projet du génome humain a
¢été lancé en 1990 dans le but de cartographier le génome humain
général. Ce projet s'est essentiellement achevé en 2003, et d'autres
analyses sont encore publiées. Le projet du génome humain a été
la premicre étape d'un effort mondialisé visant a intégrer les
connaissances accumulées en biologie dans une définition
fonctionnelle et moléculaire du corps humain et des corps d'autres

organismes.

Concepts de base de la biologie
Principes biologiques
Homéostasie

Le concept d'homéostasie, selon lequel les étres vivants
maintiennent un milieu interne constant, a été¢ suggéré pour la
premicre fois au XIXe siecle par le physiologiste frangais Claude
Bernard, qui a déclaré que "tous les mécanismes vitaux, si variés
qu'ils soient, n'ont qu'un seul objet : celui de conserver constantes

les conditions de la vie".
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Telle que congue a l'origine par Bernard, I'homéostasie
s'appliquait a la lutte d'un seul organisme pour sa survie. Le concept
a ensuite ¢té¢ étendu a tout systéme biologique, de la cellule a
I'ensemble de la biosphere, c'est-a-dire toutes les zones de la Terre

habitées par des étres vivants.

Unité

Tous les organismes vivants, indépendamment de leur caractere
unique, ont en commun certaines caractéristiques biologiques,
chimiques et physiques. Tous, par exemple, sont composés d'unités
de base appelées cellules et des mémes substances chimiques, qui,
lorsqu'elles sont analysées, présentent des similitudes notables,
méme dans des organismes aussi disparates que les bactéries et les
humains. En outre, comme l'action de tout organisme est
déterminée par la maniere dont ses cellules interagissent et que
toutes les cellules interagissent a peu pres de la méme maniere, le
fonctionnement de base de tous les organismes est également

similaire.
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Figure (2) : Les cellules animales et végétales contiennent des organites
liés 2 une membrane, dont un noyau distinct. En revanche, les cellules

bactériennes ne contiennent pas d'organites.

I1 existe non seulement une unité de substance vivante de base et
de fonctionnement, mais aussi une unité d'origine de tous les étres
vivants. Selon une théorie proposée en 1855 par le pathologiste
allemand Rudolf Virchow, "toutes les cellules vivantes
proviennent de cellules vivantes préexistantes". Cette théorie
semble étre vraie pour tous les étres vivants a I'heure actuelle dans
les conditions environnementales existantes. Si, toutefois, la vie est
apparue sur Terre plus d'une fois dans le passé, le fait que tous les

organismes présentent une similitude de structure de base, de
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composition et de fonction semble indiquer qu'un seul type original

a réussi.

Une origine commune de la vie expliquerait pourquoi, chez
I'homme ou la bactérie et dans toutes les formes de vie
intermédiaires, la méme substance chimique, l'acide
désoxyribonucléique (ADN), sous forme de genes, explique la
capacité¢ de toute matiere vivante a se répliquer exactement et a
transmettre 1'information génétique du parent a la progéniture. En
outre, les mécanismes de cette transmission suivent un schéma

identique dans tous les organismes.

Chaque fois qu'un changement dans un géne (une mutation) se
produit, il y a un changement d'une certaine nature dans
l'organisme qui contient le géne. C'est ce phénomene universel qui
donne lieu aux différences (variations) dans les populations
d'organismes parmi lesquelles la nature sélectionne pour la survie
ceux qui sont les mieux a méme de faire face aux conditions

changeantes de l'environnement.

Evolution

Un concept d'organisation central en biologie est que la vie
change et se développe par 1'évolution, qui est le changement des

caractéristiques héréditaires des populations au cours de
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générations successives. L'évolution est désormais utilisée pour
expliquer les grandes variations de la vie sur Terre. Le terme
"évolution" a été introduit dans le lexique scientifique par Jean-
Baptiste de Lamarck en 1809 et cinquante ans plus tard, Charles
Darwin et Alfred Russel Wallace ont formulé la théorie de
1'évolution par sélection naturelle. Selon cette théorie, les individus
différent les uns des autres par leurs traits héréditaires, ce qui
entraine des taux de survie et de reproduction différents. En
conséquence, les caracteéres les mieux adaptés a leur environnement
ont plus de chances d'étre transmis aux générations suivantes.
Darwin n'était pas au courant des travaux de Mendel sur I'hérédité
et le mécanisme exact de I'hérédité qui sous-tend la sélection
naturelle n'a donc pas été bien compris jusqu'au début du 20e siecle,
lorsque la synthése moderne a réconcilié 1'évolution darwinienne
avec la génétique classique, ce qui a établi une perspective néo-
darwinienne de I'évolution par la sélection naturelle. Selon cette
perspective, I'évolution se produit lorsqu'il y a des changements
dans les fréquences des alleles au sein d'une population
d'organismes qui se croisent. En l'absence de tout processus
évolutif agissant sur une grande population d'accouplement
aléatoire, les fréquences alléliques resteront constantes au fil des

générations, comme le décrit le principe de Hardy-Weinberg.

Un autre processus a l'origine de I'évolution est la dérive

génétique, c'est-a-dire les fluctuations aléatoires des fréquences
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alléliques au sein d'une population d'une génération a l'autre.
Lorsque les forces sélectives sont absentes ou relativement faibles,
les fréquences alléliques ont la méme probabilité¢ de dériver vers
le haut ou vers le bas a chaque génération successive, car les all¢les
sont sujets a des erreurs d'échantillonnage. Cette dérive s'arréte
lorsqu'un allele finit par se fixer, soit en disparaissant de la
population, soit en remplacant enticrement les autres alléles. La
dérive génétique peut donc éliminer certains alleles d'une

population par le seul effet du hasard.

Dans sa théorie de la sélection naturelle, dont nous parlerons plus
en détail plus loin, Charles Darwin a suggéré que la "survie du plus
apte" était a la base de 1'évolution biologique (le changement des
étres vivants avec le temps).L'évolution elle-méme est un
phénomene biologique commun a tous les étres vivants, méme si
elle a conduit a leurs différences. Les preuves a I'appui de la théorie
de I'évolution proviennent principalement des archives fossiles,
d'é¢tudes comparatives de la structure et de la fonction, d'études du
développement embryologique et d'études de 'ADN et de I'ARN

(acide ribonucléique).
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Mutation creates
variation

Unfavorable mutations
selected against

Reproduction and
mutation occur

Favorable mutations
more likely to survive

... and reproduce

Figure (3) : La mutation crée la variation.

Diversité

Malgré les similitudes biologiques, chimiques et physiques
fondamentales que 1'on retrouve chez tous les étres vivants, il existe
une diversité de vie non seulement entre les espéces, mais aussi au
sein de chaque population naturelle. Le phénomene de la diversité
a fait 1'objet d'une longue histoire d'études, car un grand nombre
des variations qui existent dans la nature sont visibles a I'eeil nu. Le
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fait que les organismes ont changé au cours de la préhistoire et que
de nouvelles variations évoluent constamment peut étre vérifié par
des documents paléontologiques ainsi que par des expériences de
reproduction en laboratoire. Bien aprés que Darwin ait supposé que
les variations existaient, les biologistes ont découvert qu'elles sont
causées par un changement dans le matériel génétique (ADN).
Cette modification peut étre une légere altération de la séquence
des constituants de 1'ADN (nucléotides), un changement plus
important tel qu'une altération structurelle d'un chromosome, ou un
changement complet du nombre de chromosomes. Dans tous les
cas, une modification du matériel génétique dans les cellules
reproductrices se manifeste par une sorte de changement structurel
ou chimique dans la descendance. Les conséquences d'une telle
mutation dépendent de I'interaction de la progéniture mutante avec

son environnement.

Il a été suggéré que la reproduction sexuée est devenue le type
de reproduction dominant parmi les organismes en raison de son
avantage inhérent de variabilité, qui est le mécanisme permettant a
une espece de s'adapter a des conditions changeantes. De nouvelles
variations sont potentiellement présentes dans les différences
génétiques, mais la prépondérance d'une variation dans un pool
génétique dépend du nombre de descendants que les mutants ou les
variants produisent (reproduction différentielle). Il est possible

qu'une nouveauté génétique (nouvelle variation) se propage dans le
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temps a tous les membres d'une population, surtout si cette
nouveauté augmente les chances de survie de la population dans
I'environnement dans lequel elle existe. Ainsi, lorsqu'une espéce
est introduite dans un nouvel habitat, soit elle s'adapte au
changement par sélection naturelle ou par un autre mécanisme
évolutif, soit elle finit par disparaitre. Comme chaque nouvel
habitat implique de nouvelles adaptations, les changements
d'habitat sont a l'origine des millions d'especes différentes et de

'hétérogénéité au sein de chaque espece.

Le nombre total d'especes animales et végétales existantes est
estimé entre 5 et 10 millions environ, dont 1,5 million ont été
décrites par les scientifiques. L'utilisation de la classification
comme moyen de produire une sorte d'ordre & partir du nombre
stupéfiant de différents types d'organismes est apparue des le livre
de la Genése - avec des références au bétail, aux bétes, aux oiseaux,
aux reptiles, aux arbres, etc. La premiére tentative scientifique de
classification est toutefois attribuée au philosophe grec Aristote,
qui a tenté d'établir un systéme indiquant la relation de toutes les
choses entre elles. Il a tout disposé le long d'une échelle, ou "échelle
de la nature", avec les choses non vivantes en bas, les plantes en
dessous des animaux et I'humanité au sommet. D'autres schémas
ont été utilisés pour regrouper les espéces, notamment les grandes

similitudes anatomiques, comme les ailes ou les nageoires, qui
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indiquent une relation naturelle, ainsi que les similitudes dans les

structures de reproduction.

La taxonomie a été fondée sur deux hypothéses majeures : I'une
est que la construction similaire des corps peut étre utilisée comme
critére pour un regroupement de classification ; l'autre est que, en
plus des similarités structurelles, les relations évolutives et
moléculaires entre les organismes peuvent &tre utilisées comme

moyen de déterminer la classification.

Comportement et interrelations

L'étude des relations des étres.vivants entre eux et avec leur
environnement est connue sous-le nom d'écologie. Parce que ces
interrelations sont si importantes pour le bien-étre de la Terre et
parce qu'elles peuvent€tre sérieusement perturbées par les activités
humaines, I'écologie est devenue une branche importante de la

biologie.

Continuité

Qu'un organisme soit un étre humain ou une bactérie, sa capacité
a se reproduire est I'une des caractéristiques les plus importantes de

la vie. Comme la vie ne vient que de la vie préexistante, ce n'est
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que par la reproduction que les générations successives peuvent

perpétuer les propriétés d'une espece.

L'étude de la structure

Les étres vivants sont définis en termes d'activités ou de
fonctions qui font défaut aux étres non vivants. Les processus
vitaux de chaque organisme sont réalisés par des matériaux
spécifiques assemblés en structures définies. Ainsi, un étre vivant
peut étre défini comme un systéme, ou une structure, qui se
reproduit, change avec son environnement au cours d'une période
donnée, et maintient son individualité par un métabolisme constant

et continu.

Les cellules et leurs constituants

Les biologistes dépendaient autrefois du microscope optique
pour étudier la morphologie des cellules des plantes supérieures et
des animaux. Le fonctionnement des cellules des organismes
unicellulaires et multicellulaires était alors postulé a partir de
l'observation de leur structure ; la découverte des chloroplastes
dans la cellule, par exemple, a conduit a 1'étude du processus de
photosynthése. Avec l'invention du microscope électronique,

l'organisation fine des plastides a pu étre utilisée pour des études
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quantitatives supplémentaires des différentes parties de ce

processus.

Les analyses qualitatives et quantitatives en biologie font appel a
une variété de techniques et d'approches pour identifier et estimer
les niveaux d'acides nucléiques, de protéines, d'hydrates de carbone
et d'autres constituants chimiques des cellules et des tissus.
Beaucoup de ces techniques utilisent des anticorps ou des sondes
qui se lient a des molécules spécifiques dans les cellules et qui sont
marquées avec un produit chimique, généralement un colorant
fluorescent, un isotope radioactif ou un colorant biologique, ce qui
permet ou améliore la visualisation ou la détection microscopique

des molécules d'intérét.

Figure (4) : Les cellules et leurs constituants
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Yersinia enterocolitica

Photomicrographie de la coloration de Gram de Yersinia

enterocolitica, 1'agent responsable de la yersiniose.

Les marqueurs chimiques sont des moyens puissants grace
auxquels les biologistes peuvent identifier, localiser ou tracer des
substances dans la matiére vivante. Parmi les exemples de tests
largement utilisés qui incorporent des marqueurs, citons la
coloration de Gram, qui est utilisée pour l'identification et la
caractérisation des bactéries ; 1'hybridation in situ par fluorescence,
qui est utilisée pour la détection de 'séquences génétiques
spécifiques dans les chromosomes et les tests a la luciférase qui
mesurent la bioluminescence produite par les réactions luciférine-
luciférase, ce qui permet de quantifier un large éventail de

molécules.

Tissus et organes

Les premiers biologistes considéraient leur travail comme une
¢tude de I'organisme. L'organisme, qui était alors considéré comme
I'unité¢ fondamentale de la vie, est toujours la principale
préoccupation de certains biologistes modernes, et la
compréhension de la fagon dont les organismes maintiennent leur
environnement interne reste une partie importante de la recherche

biologique. Pour mieux comprendre la physiologie des organismes,
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les chercheurs étudient les tissus et les organes dont ils sont
composés. La clé de ce travail est la capacité de maintenir et de
faire croitre des cellules in vitro ("dans du verre"), autrement dit la

culture de tissus.

Certaines des premiéres tentatives de culture de tissus ont été
faites a la fin du 19e siecle. En 1885, le zoologiste allemand
Wilhelm Roux a maintenu des tissus d'un embryon de poulet dans
une solution saline. La premiére grande percée dans la culture de
tissus a toutefois eu lieu en 1907 avec la croissance de processus
de cellules nerveuses de grenouille par le zoologiste américain
Ross G. Harrison. Quelques années plus tard, les chercheurs
francgais Alexis Carrel et Montrose Burrows ont affiné les méthodes
de Harrison et introduit le terme de culture tissulaire. Grace a des
techniques de laboratoire rigoureuses, les chercheurs ont pu
maintenir en vie des cellules et des tissus dans des conditions de
culture pendant de longues périodes. Les techniques de maintien en
vie des organes en vue de leur transplantation sont issues de ces

expériences.

Les progres de la culture de tissus ont permis d'innombrables
découvertes en biologie. Par exemple, de nombreuses expériences
ont ¢ét¢é mendes pour mieux comprendre la différenciation
biologique, en particulier les facteurs qui la contrdlent. Le
développement, a la fin du XXe siécle, de méthodes de culture

tissulaire permettant la croissance de cellules souches
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embryonnaires de mammiferes et, finalement, de cellules souches
embryonnaires humaines sur des plaques de culture a été crucial

pour ces études.

L'histoire de la biologie

Il y a des moments dans I'histoire de toutes les sciences ou des
progrés remarquables sont réalisés dans des périodes de temps
relativement courtes. Ces bonds en avant dans la connaissance
résultent en grande partie de deux facteurs : le premier est la
présence d'un esprit créatif - un esprit suffisamment perspicace et
original pour écarter les idées jusqu'alors acceptées et formuler de
nouvelles hypotheses, le second est la capacité technologique de
tester les hypotheses par des expériences appropriées. L'esprit le
plus original et le plus curieux est gravement limité s'il ne dispose
pas des outils appropri¢s pour mener une enquéte ; inversement,
1'équipement technologique le plus sophistiqué ne peut a lui seul

permettre de comprendre un processus scientifique.

Découvrez comment le moine catholique et botaniste
autrichien Gregor Mendel a observé les propriétés de

I'hérédité.

Une introduction aux études sur 1'hérédité de Gregor Mendel,

botaniste autrichien, enseignant et prélat augustinien.
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Un exemple de la relation entre ces deux facteurs est la
découverte de la cellule. Pendant des centaines d'années, on a
spéculé sur la structure de base des plantes et des animaux. Mais ce
n'est que lorsque les instruments optiques ont été suffisamment
développés pour révéler les cellules qu'il a été possible de formuler
une hypothese générale, la théorie cellulaire, qui explique de
manicre satisfaisante I'organisation des plantes et des animaux. De
méme, l'importance des études de Gregor Mendel sur le mode
d'hérédité du pois de jardin est restée négligée pendant de
nombreuses années, jusqu'a ce que les progres technologiques
permettent la découverte des chromosomes et du role qu'ils jouent
dans la division cellulaire et I'hérédité. En outre, grace au
développement relativement récent d'instruments extrémement
sophistiqués,  tels que~<"le  microscope  électronique,
l'ultracentrifugeuse et les machines de séquencage automatisé de
I'ADN, la biologie est passée d'une science essentiellement
descriptive - qui s'intéresse aux cellules et aux organismes entiers -
a une discipline qui met de plus en plus I'accent sur les aspects
subcellulaires et moléculaires des organismes et qui tente d'associer
structure et fonction a tous les niveaux de I'organisation biologique.

Le patrimoine ancien

Bien que l'on ne sache pas quand I'étude de la biologie a
commencé, les premiers humains devaient avoir une certaine

connaissance des animaux et des plantes qui les entouraient. La
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survie de I'homme dépendait de la reconnaissance précise des
plantes alimentaires non toxiques et de la compréhension des
habitudes des prédateurs dangereux. Les archives archéologiques
indiquent qu'avant méme le développement de la civilisation, les
humains avaient domestiqué pratiquement tous les animaux
disponibles et avaient développé un systéme agricole suffisamment
stable et efficace pour satisfaire les besoins d'un grand nombre de
personnes vivant en communauté. Il est donc clair qu'une grande
partie de l'histoire de la biologie est antérieure a I'époque ou

I'humanité a commencé a écrire et a conserver des documents.

Les plus anciens enregistrements biologiques
Pratiques biologiques chez les Assyriens et les Babyloniens

Une grande partie de l'histoire la plus ancienne de la biologie
provient des bas-reliefs assyriens et babyloniens représentant des
plantes cultivées et des sculptures illustrant la médecine
vétérinaire. Les illustrations de certains sceaux révelent que les
Babyloniens avaient appris que le palmier-dattier se reproduisait
sexuellement et que le pollen pouvait étre prélevé sur la plante male
et utilisé pour fertiliser les plantes femelles. Bien qu'il n'existe pas
de datation précise de ces premiers documents, un contrat
commercial babylonien de la période Hammurabi (vers 1800

AVANT J.-C.) mentionne la fleur male du palmier-dattier comme
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un article de commerce, et les descriptions de la récolte des dattes

remontent a 3500 AVANT J.-C. environ.

Une autre source d'information concernant ['étendue des
connaissances biologiques de ces premiers peuples a été la
découverte de plusieurs papyrus relatifs a des sujets médicaux ; I'un
d'eux, qui daterait de 1600 AVANT NOTRE ERE, contient des
descriptions anatomiques ; un autre (vers 1500 AVANT NOTRE
ERE) indique que l'importance du ceeur avait été reconnue. Comme
ces documents anciens, qui contenaient un mélange de faits et de
superstitions, résumaient probablement les connaissances de
1'époque, on peut supposer que certains de leurs contenus étaient

connus des générations précédentes.

Connaissances biologigues des Egyptiens, des Chinois et des

Indiens

Les papyrus et les objets trouvés dans les tombes et les pyramides
indiquent que les Egyptiens possédaient également des
connaissances médicales considérables. Leurs momies bien
conservées démontrent qu'ils avaient une connaissance
approfondie des propriétés de conservation des herbes nécessaires
a l'embaumement ; des colliers de plantes et des bas-reliefs
provenant de diverses sources révelent également que les anciens

Egyptiens étaient bien conscients de la valeur médicinale de
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certaines plantes. Une compilation égyptienne connue sous le nom
de papyrus Ebers (vers 1550 AVANT NOTRE ERE) est l'un des

plus anciens textes médicaux connus.

Figure (5) : Connaissances biologiques des Egyptiens, des

Chinois et des Indiens.

Le papyrus Ebers
Prescription du papyrus Ebers pour le traitement de 1'asthme.

Dans la Chine ancienne, trois empereurs mythiques. Fu Xi,
Shennong et Huangdi, dont les périodes de régne supposées
s'étendaient du 29¢ au 27e siécle AVANT NOTRE ERE, étaient
réputés posséder des connaissances médicales. Selon la 1égende,
Shennong a décrit les pouvoirs thérapeutiques de nombreuses
plantes médicinales et a décrit de nombreuses plantes alimentaires
importantes, comme le soja. La plus ancienne trace écrite connue

de la médecine en Chine est cependant le Huangdi neijing
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(Classique de médecine interne de l'empereur jaune), qui date du
3e siecle AVANT NOTRE ERE. Outre la médecine, les anciens
Chinois possédaient des connaissances dans d'autres domaines de
la biologie. Par exemple, ils utilisaient non seulement le ver a soie
Bombyx mori pour produire de la soie a des fins commerciales,
mais comprenaient également le principe de la lutte biologique, en
employant un type d'insecte, une fourmi entomophage (mangeuse
d'insectes), pour détruire les insectes qui s'enfoncent dans les

arbres.

Dés 2500 AVANT NOTRE ERE, LES habitants du nord-ouest
de I'Inde avaient une science de l'agriculture bien développée. Les
ruines de Mohenjo-daro ont livré des graines de blé et d'orge qui
étaient cultivées a cette époque. Le millet, les dattes, les melons et
d'autres fruits et légumes, ainsi que le coton, étaient connus de cette
civilisation. Les plantes n'étaient cependant pas seulement une
source de nourriture. Un document, datant vraisemblablement du
6e siecle AVANT NOTRE ERE, décrit l'utilisation d'environ 960
plantes médicinales et contient des informations sur des sujets tels

que l'anatomie, la physiologie, la pathologie et I'obstétrique.

Le monde gréco-romain

Bien que les Babyloniens, les Assyriens, les Egyptiens, les

Chinois et les Indiens aient amass€é de nombreuses informations
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biologiques, ils vivaient dans un monde que I'on croyait dominé par
des démons et des esprits imprévisibles. Les savants de ces
premicres cultures ont donc orienté¢ leurs dtudes vers la
compréhension du monde surnaturel plutét que naturel. Les
anatomistes, par exemple, disséquaient les animaux non pas pour
comprendre leur structure, mais pour étudier leurs organes afin de
prédire l'avenir. Avec I'émergence de la civilisation grecque,
cependant, ces attitudes mystiques ont commencé a changer. Vers
600 AVANT J.-C., une école de philosophes grecs a vu le jour, qui
croyait que tout événement avait une cause et qu'une cause
particuliere produisait un effet particulier. Ce concept, connu sous
le nom de causalité, a eu un effet. profond sur les recherches
scientifiques ultérieures. En outre, ces philosophes supposaient
l'existence d'une "loi naturelle" qui régit 1'univers et qui peut étre
comprise par les humains grace a leurs facultés d'observation et de
déduction. Bien qu'ils aient établi la science de la biologie, la plus
grande contribution des Grecs a la science a été 1'idée de la pensée
rationnelle.

Théories sur I'humanité et I'origine de la vie

L'un des premiers philosophes grecs, Thales de Milet (vers le 7e
siecle AVANT J.-C.), soutenait que l'univers contenait une force
créatrice qu'il appelait physis, un précurseur du terme physique, il
postulait également que le monde et tous les étres vivants qu'il

contient étaient faits d'eau. Anaximandre, un éléve de Thalés,
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n'acceptait pas I'eau comme la seule substance dont les étres vivants
¢taient dérivés ; il pensait qu'en plus de l'eau, les étres vivants
¢taient constitués de terre et d'une substance gazeuse appelée
apeiron, qui pouvait étre divisée en chaud et froid. Divers mélanges
de ces matiéres donnaient naissance aux quatre éléments : la terre,
l'air, le feu et I'eau. Bien qu'il ait été I'un des premiers a décrire la
Terre comme une sphere plutdt que comme un plan plat,
Anaximandre a proposé que la vie soit apparue spontanément dans
la boue et que les premiers animaux a émerger aient été des
poissons recouverts d'une peau épineuse. Les descendants de ces
poissons ont fini par quitter I'eau et se déplacer vers la terre ferme,
ou ils ont donné naissance a d'autres animaux par transmutation (la

conversion d'une forme en une autre). C'est ainsi qu'une premicre

théorie de I'évolution a été formulée.

A Crotone, dans le sud de I'Ttalie, ou Pythagore avait créé une
importante école de philosophie naturelle vers 500 AVANT J.-C.,
I'un de ses éléves, Alcmaeon, a étudié la structure des animaux et
décrit la différence entre les artéres et les veines, découvert le nerf
optique et reconnu le cerveau comme le siege de l'intellect. Grace
a ses études sur le développement de I'embryon, Alcmaeon peut

étre considéré comme le fondateur de 1'embryologie.

Bien que le médecin grec Hippocrate, qui a créé une école de
médecine sur 1'1le égéenne de Cos vers 400 AVANT J.-C., n'était

pas un chercheur au sens d'Alcmaeon, il a reconnu, en observant
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ses patients, les relations complexes qui existent dans le corps
humain. Il s'intéressait également a l'influence de I'environnement
sur la nature humaine et pensait que les climats trés contrastés
avaient tendance a produire un type d'habitant puissant, tandis que

les climats tempérés et uniformes étaient plus propices a

I'indolence.

Hippocrate
Hippocrate, buste non daté.
© Photos.com/Thinkstock

Hippocrate et ses prédécesseurs se sont intéressés a la question
philosophique centrale de savoir comment le cosmos et ses
habitants ont été créés. Bien qu'ils aient accepté la physis comme
la force créatrice, ils différaient quant a l'importance des roles joués
par la terre, 1'air, le feu, I'eau et les autres éléments. Anaximene, par
exemple, qui était peut-étre un éléve d'Anaximandre, adhérait au

précepte alors populaire selon lequel la vie avait pris naissance
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dans une masse de boue, mais il postulait que la véritable force
créatrice se trouvait dans l'air et qu'elle était influencée par la
chaleur du Soleil. Les membres de 1'école hippocratique croyaient
¢galement que tous les corps vivants étaient constitués de quatre
humeurs - le sang, la bile noire, le flegme et la bile jaune - censées
provenir respectivement du ceeur, de la rate, du cerveau et du foie.
On pensait qu'un déséquilibre des humeurs pouvait rendre un
individu sanguin, mélancolique, flegmatique ou colérique. Ces
mots ont persisté dans la littérature médicale pendant des siccles,
ce qui témoigne de la longue popularité¢ de l'idée des influences
humorales. Pendant des sicécles, on a ¢également cru qu'un
déséquilibre des humeurs était la cause de la maladie, une croyance
qui a donné lieu a la pratique courante de la saignée pour

débarrasser le corps des humeurs excessives.

La découverte des cellules

Des cinq microscopistes, Robert Hooke était peut-étre celui qui
avait la plus grande prééminence intellectuelle. En tant que
conservateur des instruments a la Royal Society de Londres, il était
au courant de tous les nouveaux développements scientifiques et
s'intéressait a des sujets aussi disparates que l'aviation et la
construction d'horloges. En 1665, Hooke publia sa Micrographia,

qui était principalement une revue d'une série d'observations qu'il
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avait faites en suivant le développement et l'amélioration du
microscope. Hooke décrit en détail la structure des plumes, le dard
d'une abeille, la radula, ou "langue", des mollusques, et le pied de
la mouche. C'est Hooke qui a inventé le mot cellule ; dans un dessin
de la structure microscopique du liege, il a montré des parois
entourant des espaces vides et a appelé ces structures des cellules.
11 décrivit des structures similaires dans les tissus d'autres arbres et
plantes et constata que dans certains tissus, les cellules étaient
remplies d'un liquide alors que dans d'autres, elles étaient vides. Il
a donc supposé que la fonction des cellules était de transporter des

substances dans la plante.

Bien que les travaux de tous les microscopistes classiques
semblent manquer d'un objectif précis, il faut se rappeler que ces
hommes ont incarné le concept selon lequel 1'observation et
l'expérience étaient de premiere importance, et que de simples
spéculations hypothétiques et philosophiques ne suffisaient pas. I
est remarquable que si peu dhommes, travaillant en tant
qu'individus totalement isolés les uns des autres, aient enregistré
autant d'observations d'une importance aussi fondamentale. La
grande signification de leurs travaux est qu'ils ont révélé, pour la
premiere fois, un monde dans lequel les organismes vivants font

preuve d'une complexité presque incroyable.

Les travaux sur le microscope composé¢ ont langui pendant pres

de 200 ans, principalement parce que les premiers objectifs avaient
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tendance a décomposer la lumiére blanche en ses éléments
constitutifs. Ce probléme technique n'a pas été résolu avant
l'invention des lentilles achromatiques, qui ont été introduites vers
1830. En 1878, un microscope composé achromatique moderne a
¢té produit a partir de la conception du physicien allemand Ernst
Abbe. Abbe a ensuite congu un systéme d'illumination par sous-
sceéne, qui, avec l'introduction d'un nouveau condenseur par sous-
scéne, a ouvert la voie aux découvertes biologiques de cette

époque.

Le développement des principes taxonomiques

En 1687, le mathématicien, physicien et astronome anglais [saac
Newton publiait son grand ouvrage Principia, dans lequel il
décrivait I'univers comme fixe, la Terre et les autres corps célestes
se déplacant harmonieusement selon des lois mathématiques. Cette
approche de systématisation et de classification allait dominer la
biologie aux 17¢ et 18e siecles. L'une des raisons en est que les
"peres de la botanique" du XVle siecle s'étaient contentés de
décrire et de dessiner les plantes, rassemblant un nombre énorme
et diversifié qui ne cessait d'augmenter a mesure que les
explorations de pays étrangers faisaient apparaitre que chaque pays

avait ses propres plantes et animaux indigenes.
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Aristote a commencé le processus de classification lorsqu'il a
utilisé le mode de reproduction et I'habitat pour distinguer les
groupes d'animaux. En effet, les mots genre et espece sont des
traductions des mots grecs genos et eidos utilisés par Aristote. Le
botaniste suisse Bauhin avait introduit un systéme de classification
binomial, utilisant un nom générique et un nom spécifique.
Cependant, la plupart des systémes de classification proposés avant

le 17e siecle étaient confus et insatisfaisants.

L'utilisation de la structure pour classer les organismes

Deux systématiciens des 17e et 18e siccles sont le naturaliste
anglais John Ray et le naturaliste et explorateur suédois Carolus
Linnaeus. Ray, qui a étudié a'Cambridge, s'est particulieérement
intéress¢ aux travaux des anciens compilateurs d'herbiers,
notamment ceux qui-avaient tenté de formuler des moyens de
classification. Reconnaissant la nécessité d'un systéme de
classification qui s'appliquerait a la fois aux plantes et aux animaux,
Ray a utilisé dans ses schémas de classification des descriptions
extrémement précises des genres et des especes. En basant son
systeme sur des structures, telles que la disposition des orteils et
des dents chez les animaux, plutét que sur la couleur ou I'habitat,
Ray a introduit un concept nouveau et trés important dans la

biologie taxonomique.
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Réorganisation des groupes d'organismes

Avant Linné, la plupart des taxonomistes commencaient leur
systeme de classification en divisant tous les organismes connus en
grands groupes, puis en les subdivisant en groupes de plus en plus
petits. Contrairement a ses prédécesseurs, Linné a commencé par
les especes, les organisant en groupes plus importants ou genres,
puis arrangeant les genres analogues pour former des familles et les
familles apparentées pour former des ordres et des classes.
S'appuyant probablement sur les travaux antérieurs de Grew et
d'autres, Linné choisit la structure des organes reproducteurs de la
fleur comme base de regroupement des plantes supérieures. Ainsi,
il a distingué les plantes avec de vraies fleurs et des graines
(phanérogames) de celles qui n'en ont pas (cryptogames),
subdivisant les premiéres en formes hermaphrodites (bisexuelles)
et unisexuelles. Pour des animaux, a la suite des travaux de Ray,
Linné s'est appuyé sur les dents et les orteils comme
caractéristiques de base des mammiferes ; il a utilisé la forme du
bec comme base de la classification des oiseaux. Ayant démontré
quun systétme de classification binomiale fondé sur des
descriptions concises et précises pouvait étre utilisé pour le
regroupement d'organismes, Linné a fait de Ila biologie

taxonomique une discipline.

Les développements ultérieurs de la classification ont été initiés

par les biologistes francais Comte de Buffon, Jean-Baptiste
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Lamarck et Georges Cuvier, qui ont tous apporté des contributions
durables a la science biologique, en particulier aux ¢études
comparatives. Les systématiciens ultérieurs se sont principalement
intéressés aux relations entre les animaux et se sont efforcés
d'expliquer non seulement leurs similitudes mais aussi leurs
différences en des termes généraux qui englobent, outre la
structure, la composition, la fonction, la génétique, 1'évolution et

I'écologie.

Le développement des études biologiques comparatives

Une fois 'opprobre attaché a la dissection des corps humains
dissipé au XVIe siecle, les anatomistes ont orienté leurs efforts vers
une meilleure compréhension de la structure humaine. Ce faisant,
ils ont généralement ignor¢ les autres animaux, du moins jusqu'a la
fin du XVIle siecle, lorsque les biologistes ont commencé a se
rendre compte que des études comparatives de tous les animaux, y
compris les humains, pouvaient apporter des informations
importantes. L'un des premiers anatomistes de ce type fut le
médecin anglais Edward Tyson, qui étudia en détail I'anatomie d'un
chimpanzé immature et la compara a celle d'un humain. En
effectuant d'autres comparaisons entre le chimpanzé et d'autres
primates, Tyson a clairement reconnu des points de similitude entre
ces animaux et les humains. Il s'agissait non seulement d'une

contribution majeure a l'anthropologie physique, mais aussi d'une
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indication, prés de deux siecles avant Darwin, de l'existence de

relations entre les humains et les autres primates.

Parmi ceux qui ont donné aux études comparatives leur plus
grand élan, citons Georges Cuvier, qui a utilisé de grandes
collections de spécimens biologiques qui lui ont été envoyées du
monde entier pour ¢laborer une organisation systématique du régne
animal. En plus d'établir un lien entre 1'anatomie systématique et
l'anatomie comparée, il croyait qu'il existait une "corrélation des
parties" selon laquelle un type de structure donné, par exemple les
plumes, est li¢ a une certaine formation anatomique, par exemple
une aile, qui a son tour est liée a d'autres formations spécifiques,
par exemple la clavicule, et ainsi de suite. En d'autres termes, il
estimait qu'il était possible de déduire un grand nombre
d'informations anatomiques sur un organisme, méme si le
spécimen entier n'était pas disponible. Cette intuition allait revétir
une grande importance pratique dans 1'étude des fossiles, dans
laquelle Cuvier a joué un rdle de premier plan. En effet, la
publication en 1812 de Recherches sur les ossemens fossiles de
quadrupédes (traduit en 1835 sous le titre Research on Fossil
Bones) a jeté les bases de la paléontologie. Mais afin de concilier
ses découvertes scientifiques avec ses croyances religicuses
personnelles, Cuvier a postulé une séric d'événements
catastrophiques qui pourraient expliquer a la fois la présence de

fossiles et I'immuabilité des espéces existantes.
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L'étude de I'origine de la vie
Génération spontanée

Si une espece ne peut se développer qu'a partir d'une espece
préexistante, alors comment la vie est-elle apparue ? Parmi les
nombreuses idées philosophiques et religieuses avancées pour
répondre a cette question, 1'une des plus populaires était la théorie
de la génération spontanée, selon laquelle, comme nous l'avons
déja mentionné, les organismes vivants pouvaient naitre de la
matiere non vivante. Cependant, avec le rythme croissant des
découvertes au cours des 17¢ et 18e siécles, les chercheurs ont
commencé a examiner d'un ceil plus critique la croyance grecque
selon laquelle les mouches et autres petits animaux naissaient de la
boue au fond des ruisseaux et des étangs par génération spontanée.
Puis, lorsque Harvey a annoncé son dicton biologique ex ovo omnia
("tout vient de l'ceuf"), il semblait avoir résolu le probleme, du
moins en ce qui concerne les plantes a fleurs et les animaux
supérieurs, qui se développent tous a partir d'un ceuf. Mais la
découverte ultérieure et inquiétante des animalcules par
Leeuwenhoek a démontré l'existence d'un monde d'organismes

densément peuplé mais jusque-la invisible, qu'il fallait expliquer.
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flies entered and no flies entered, but they laid eggs on the no flies, maggots,
laid eggs that gauze that hatched maggots, or eggs fell through or eggs could enter
hatched maggots the gauze and hatched on the meat

Louis Pasteur 1859 experiment
broth was boiled in various flasks for one hour !f‘@\"erilize it and allowed to cool, drawing in fresh air.

broth broth broth

bacteria were removed from
the air entering the flask by
settling in the long neck

open flask allowed air and any cotton plug filtered bacteria
bacteria present in the air to enter  from the air entering the flask

Figure (6) : L'hypothése de la génération spontanée postulait que les
organismes vivants se développaient a partir de mati¢re non vivante.
Cette idée a été réfutée a la suite d'expériences menées en 1668 par le
médecin italien Francesco Redi et en 1859 par le chimiste et

microbiologiste francais Louis Pasteur.

Le médecin et pocte italien Francesco Redi a été¢ I'un des
premiers a remettre en>question l'origine spontanée des étres
vivants. Ayant observé le développement des asticots et des
mouches sur de la viande en décomposition, Redi a congu en 1668
un certain nombre d'expériences, qui aboutissent toutes a la méme
conclusion : si les mouches sont exclues de la viande pourrie, les
asticots ne se développent pas. En revanche, sur une viande
exposée a l'air, les ceufs pondus par les mouches se transforment en
asticots. Néanmoins, en 1745, le soutien a la génération spontance
a été renouvelé avec la publication de An Account of Some New
Microscopical Discoveries par le naturaliste anglais et catholique

romain John Turberville Needham. Needham a découvert qu'un
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grand nombre d'organismes se développaient ensuite dans des
infusions préparées de nombreuses substances différentes qui
avaient ¢té exposées a une chaleur intense dans des tubes scellés
pendant 30 minutes. Partant du principe que ce traitement
thermique avait di tuer tous les organismes précédents, Needham
a expliqué la présence de la nouvelle population par la génération
spontanée. Ces expériences semblaient irréfutables jusqu'a ce que
le physiologiste italien Lazzaro Spallanzani les répete et obtienne
des résultats contradictoires. Il publia ses conclusions vers 1775,
affirmant que Needham n'avait pas chauffé¢ ses tubes assez
longtemps et qu'il ne les avait pas fermés de manicre satisfaisante.
Bien que les résultats de Spallanzani auraient di étre convaincants,
Needham avait le soutien de l'influent naturaliste frangais Buffon ;
la question de la génération spontanée n'a donc pas été résolue.

La mort de la génération spontanée

Apres que plusieurs recherches n'aient pas permis de résoudre le
probleme, 1'Académie des sciences francaise a offert un prix pour
une recherche qui "jetterait de nouvelles lumicres sur la question
de la génération spontanée". En réponse a ce défi, Louis Pasteur,
qui était alors chimiste, a soumis des flacons contenant une solution
de levure sucrée a diverses conditions. Pasteur a pu démontrer de
maniére concluante que tous les micro-organismes qui se
développaient dans des milieux appropriés provenaient de micro-

organismes présents dans l'air, et non de l'air lui-méme, comme
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Needham l'avait suggéré. Les résultats de Pasteur ont été confirmés
en 1876 par le physicien anglais John Tyndall, qui a congu un
appareil pour démontrer que l'air avait la capacité de transporter
des particules. Comme ces particules réfléchissent la lumicre
lorsque l'air est éclairé dans des conditions particulicres, l'appareil
de Tyndall pouvait étre utilisé pour déterminer si l'air était pur.
Tyndall a découvert qu'aucun organisme n'était produit lorsque l'air
pur était introduit dans des milieux capables de supporter la
croissance de micro-organismes. Ce sont ces résultats, ainsi que
ceux de Pasteur, qui ont mis fin a la doctrine de la génération
spontanée. Lorsque Pasteur a ensuite démontré que les micro-
organismes parents ne génerent que leur propre espece, il a ainsi
¢tabli 1'étude de la microbiologie. En outre, il a non seulement
réussi a convaincre le mondescientifique que les microbes sont des
créatures vivantes issues de formes préexistantes, mais il a
¢galement montré qu'ils étaient une composante immense et variée
du monde organique, un concept qui devait avoir des implications
importantes pour la science de 1'écologie. En outre, en isolant
diverses especes de bactéries et de levures dans différents milieux
chimiques, Pasteur a pu démontrer qu'elles provoquaient des
changements chimiques de maniére caractéristique et prévisible,
apportant ainsi une contribution unique a I'étude de la fermentation

et de la biochimie.
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Le développement de la théorie cellulaire

Bien que les microscopistes du XVIle siecle aient fait des
descriptions détaillées de la structure des plantes et des animaux et
que Hooke ait inventé le terme de cellule pour décrire les
compartiments qu'il avait observés dans le tissu de liege, leurs
observations manquaient d'une unité théorique sous-jacente. Ce
n'est qu'en 1838 que le botaniste allemand Matthias Jacob
Schleiden, qui s'intéressait a I'anatomie des plantes, a déclaré que
"les plantes inférieures sont toutes constituées d'une seule cellule,
tandis que les plantes supérieures sont composées de (nombreuses)
cellules individuelles." Lorsque le physiologiste allemand Theodor
Schwann, ami de Schleiden, étendit la théorie cellulaire aux
animaux, il provoqua ainsi un rapprochement entre la botanique et
la zoologie. La formation de la théorie cellulaire - toutes les plantes
et tous les animaux sont constitués de cellules - a marqué une
grande avancée conceptuelle en biologie, et a entrainé un regain
d'attention pour les processus vivants qui se déroulent dans les

cellules.

En 1846, aprés que plusieurs chercheurs eurent décrit le
mouvement d'écoulement du cytoplasme dans les cellules
végétales, le botaniste allemand Hugo von Mohl a inventé le mot
protoplasme pour désigner la substance vivante de la cellule. Le
concept de protoplasme comme base physique de la vie a conduit

au développement de la physiologie cellulaire.



Une autre extension de la théorie cellulaire a été le
développement de la pathologie cellulaire par le scientifique
allemand Rudolf Virchow, qui a établi la relation entre les
événements anormaux dans le corps et les activités cellulaires
inhabituelles. Les travaux de Virchow ont donné une nouvelle
orientation a I'étude de la pathologie et ont permis des avancées en

meédecine.

La description détaillée de la division cellulaire a été apportée
par le cytologiste allemand Eduard Strasburger, qui a observé le
processus mitotique dans les cellules végétales et a démontré que
les noyaux n'émergent que de noyaux préexistants. Des travaux
paralleles chez les mammiferes ont ét¢ menés par l'anatomiste
allemand Walther Flemming, qui a publié ses principales
découvertes dans Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung ("Substance

cellulaire, noyau et division cellulaire") en 1882.
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Figure (7) : Le développement de la théorie cellulaire.

La théorie de I'évolution
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Alors que les connaissances sur les formes végétales et animales
s'accumulaient au cours des 16e, 17¢ et 18e siecles, quelques
biologistes ont commencé a spéculer sur l'ascendance de ces
organismes, bien que I'opinion dominante soit celle promulguée
par Linné, a savoir I'immuabilité des especes. Parmi les premiéres
spéculations émises au cours du 18e siecle, le médecin britannique
Erasmus Darwin (grand-pere de Charles Darwin) a conclu que les
especes descendent d'ancétres communs et qu'il existe une lutte
pour l'existence entre les animaux. Le biologiste frangais Jean-
Baptiste Lamarck, 1'un des plus importants évolutionnistes du 18e
siecle, a reconnu le role de l'isolement dans la formation des
especes ; il a également percu l'unité.de la nature et a congu l'idée

de l'arbre de 1'évolution.

Une théorie compléte de 1'évolution n'a toutefois pas été
annoncée avant la publication, en 1859, de I'ouvrage de Charles
Darwin intitulé On the Origin of Species by Means of Natural
Selection or the Preservation of Favoured Races in the Struggle for
Life. Dans son livre, Darwin affirme que toutes les créatures
vivantes se multiplient si rapidement que si rien n'est fait, le monde
sera bientot surpeuplé. Selon Darwin, le contrdle de la taille des
populations est assuré par la concurrence pour les moyens de
subsistance. Par conséquent, si un membre d'une espece présente
une différence qui le rend plus apte a survivre, il bénéficiera d'un

avantage que sa progéniture sera susceptible de perpétuer. Les
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travaux de Darwin reflétent l'influence de 1'économiste britannique
Thomas Robert Malthus, qui a publié¢ en 1838 un essai sur la
population dans lequel il prévient que si les humains se multiplient
plus rapidement que leur approvisionnement en nourriture, il en
résultera une compétition pour l'existence. Darwin a également été
influencé par le géologue britannique Charles Lyell, qui s'est rendu
compte, en étudiant les formations géologiques, que l'age relatif
des dépdts pouvait étre estimé grace a la proportion de mollusques
vivants et disparus. Mais ce n'est qu'apres ses voyages a bord du
Beagle (1831-36), au cours desquels il a observé une grande
richesse et diversité de la faune insulaire, que Darwin a commencé
a développer sa théorie de I'évolution. Alfred Russel Wallace était
parvenu a des conclusions similaires a celles de Darwin suite a ses
¢tudes des plantes et des animaux de 1'archipel malais. Un court
article traitant de ce sujet envoyé par Wallace a Darwin a

finalement abouti a la publication des propres théories de Darwin.

D'un point de vue conceptuel, cette théorie était de la plus haute
importance, puisqu'elle rendait compte de la formation de
nouvelles espéces. La découverte ultérieure de la base
chromosomique de 1'héritage et des lois de I'hérédité a permis de
constater que la sélection naturelle n'implique pas l'alternative
tranchante de la vie ou de la mort, mais résulte de la survie

différentielle de variantes. Aujourd'hui, le principe universel de la
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sélection naturelle, qui est le concept central de la théorie de

Darwin, est fermement établi.

Développements conceptuels et technologiques importants

En utilisant des méthodes d'investigation modernes, telles que la
diffraction des rayons X et la microscopie électronique, pour
explorer les niveaux d'organisation cellulaire au-dela de ce qui est
visible au microscope optique, l'ultrastructure de la cellule, de
nouveaux concepts de la fonction cellulaire ont été¢ produits. Par
conséquent, 1'étude de 1'organisation moléculaire de la cellule a eu
un impact considérable sur la biologie au cours des 20e et 21e
siecles. Elle a également conduit directement a la convergence de
nombreuses disciplines scientifiques différentes afin d'acquérir une

meilleure compréhension des processus vitaux.

Des technologies telles que le séquencage de I'ADN et la
réaction en chaine de la polymérase ont également été mises au
point, permettant aux biologistes d'examiner les plans génétiques
qui donnent naissance aux organismes. Les technologies de
séquencage de premiére génération sont apparues dans les années
1970 et ont été suivies plusieurs décennies plus tard par les
technologies de séquengage dites de nouvelle génération, qui

¢taient supérieures en termes de vitesse et de rentabilité. Le
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séquengage de nouvelle génération a fourni aux chercheurs des
quantités massives de données génétiques, généralement des
gigabases (1 gigabase = 1 000 000 000 de paires de bases d'ADN).
La bioinformatique, qui relie les données biologiques aux outils et
techniques d'analyse, de stockage et de distribution des données,
est devenue un élément de plus en plus important des études
biologiques, en particulier celles qui impliquent de trés grands

ensembles de données génétiques.

Figure (8) : Développements conceptuels et technologiques

importants.

Cette image informatisée de l'anthrax montre les différentes
relations structurelles de sept unités au sein de la protéine et illustre

l'interaction d'un médicament (en jaune) li¢ a la protéine pour
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bloquer l'unité dite du facteur Iétal. La bioinformatique joue un réle
important en permettant aux scientifiques de prédire ou une
molécule de médicament se fixera dans une protéine, compte tenu

des structures individuelles des molécules.
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Figure (9) : Importants développements conceptuels et

technologiques en matiére d'élimination de génes.

Dans le knock-out génétique, un géne fonctionnel est remplacé
par un geéne inactivé créé a l'aide de la technologie de I'ADN
recombinant. Lorsqu'un gene est "neutralisé", le phénotype mutant
(caractéristiques observables) qui en résulte révele souvent la

fonction biologique du géne.

Dans les années 1990 et au début des années 2000, les
chercheurs du monde entier se sont de plus en plus réunis au sein
de consortiums et d'autres groupes de collaboration pour accomplir
des exploits majeurs en biologie. La premiere grande réussite de
ces efforts a été le séquengage du génome humain, réalisé dans le
cadre du projet du génome humain (PGH). Le HGP a débuté en
1990, soutenu par le ministeére américain de 1'énergie et les National
Institutes of Health (NIH). Les chercheurs des NIH se sont ensuite
associés a Celera Genomics, une entreprise du secteur privé, et le
projet s'est achevé en 2003. D'autres projets de collaboration ont
rapidement suivi, notamment le projet international HapMap, une
excroissance du HGP, et le projet 1000 génomes, qui s'est appuyé

sur les données de 1'effort HapMap.

Les XXe et XXle siecles ont également été marqués par des

avancées majeures dans les domaines de la biologie traitant des
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écosystémes, de l'environnement et de la conservation. Au 20e
siecle, les scientifiques se sont rendu compte que I'homme est aussi
dépendant des ressources naturelles de la Terre que les autres
animaux. Cependant, ['homme contribue a Ila destruction
progressive de Il'environnement, notamment en raison de
l'augmentation de la pression démographique et de certaines
avancées technologiques. Les progrées de la médecine, par exemple,
ont permis aux gens de vivre plus longtemps et ont entrainé une
baisse spectaculaire des taux de mortalité (principalement dans les
pays développés), contribuant ainsi a une augmentation explosive
de la population humaine. Les contaminants chimiques introduits
dans l'environnement par les procédés de fabrication, les pesticides,
les émissions des voitures et d'autres moyens ont sérieusement mis
en danger toutes les formes de vie. Les biologistes ont donc
commencé a s'intéresser de plus pres aux relations des €tres vivants

entre eux ainsi qu'avec leur environnement biotique et abiotique.

L'importance croissante du changement climatique et de son
impact sur les écosystemes a alimenté les progres de I'écologie,
ainsi que le développement de domaines tels que la biologie et la
génétique de la conservation. Comme dans presque tous les autres
domaines de la biologie, la biologie moléculaire a joué un réle
important dans ces domaines, avec des techniques telles que le
séquengage du génome entier utilisées pour recueillir des

informations sur la diversité génétique des populations d'espéces
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menacées, et des techniques telles que le clonage et I'édition du
génome qui permettent d'envisager la résurrection d'especes
disparues (un processus connu sous le nom de "dé-extinction"). Les
informations sur les séquences d'ADN d'un large éventail d'especes
ont également permis aux scientifiques de mieux comprendre
I'évolution et la systématique (I'étude des relations évolutives et de

la diversification de la vie).

Travail intra et interdisciplinaire

Au 21e siecle, il existait de nombreuses catégories importantes
dans les sciences biologiques et donc de nombreuses spécialités au
sein des domaines. La botanique, la-zoologie et la microbiologie
traitent des types d'organismes et de leurs relations mutuelles. Ces
disciplines ont longtemps été subdivisées en catégories plus
spécialisées, par exemple l'ichtyologie, 1'étude des poissons, et
l'algologie, 1'étude des algues. Les disciplines telles que
I'embryologie et la physiologie, qui traitent du développement et
du fonctionnement d'un organisme, ont été divisées en fonction du
type d'organisme étudié, par exemple 1'embryologie des invertébrés
et la physiologie des mammiféres. De nombreux développements
en physiologie et en embryologie ont résulté d'études en biologie
cellulaire, en biophysique et en biochimie. De méme, la recherche
en physiologie cellulaire et en cytochimie, ainsi que les études

ultrastructurales, ont aidé les scientifiques a établir une corrélation
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entre la structure et la fonction des cellules. L'écologie, qui se
concentre sur les relations entre les organismes et leur
environnement, comprend a la fois les caractéristiques physiques
de l'environnement et les autres organismes qui peuvent étre en
compétition pour la nourriture et le logement. L'accent mis sur les
différents environnements et certaines caractéristiques des
organismes a entrainé la subdivision du domaine en une série de
spécialités, telles que 1'écologie des eaux douces, 1'écologie marine

et I'écologie des populations.

individual forest patch

cluster of forest patches

greater patch mosiaci e
L

Figure (10) : Travail intra et interdisciplinaire.

L'échelle dans les études écologiques

Une parcelle de forét nichée dans une mosaique de paysages.
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De nombreux domaines d'étude des sciences biologiques
franchissent les frontieres qui séparaient traditionnellement les
différentes branches des sciences. En biophysique, par exemple, les
chercheurs appliquent les principes et les méthodes de la physique
pour étudier et trouver des solutions aux problémes de la biologie.
Les biologistes de 1'évolution et les paléontologues connaissent les
principes de la géologie et peuvent méme travailler en étroite
collaboration avec des géologues lorsqu'ils tentent de déterminer
l'age des restes biologiques. De méme, les anthropologues et les
archéologues appliquent leurs connaissances de la culture et de la
société humaines aux découvertes biologiques afin de mieux
comprendre 1'humanité. L'astrobiologie est née des activités des
scientifiques et des ingénieurs chargés de l'exploration de 'espace.
Par conséquent, le domaine de la biologie a recu des contributions
de la part de nombreuses-autres disciplines, tant dans le domaine
des sciences humaines que dans celui des sciences, et a apporté sa

contribution a ces derniéres.

Au cours des XXe et XXle siecles, alors que la biologie est
devenue de plus en plus interconnectée avec d'autres domaines
scientifiques, elle a également fini par englober un certain nombre
de disciplines. Dans certaines de ces disciplines, de multiples
niveaux d'organisation ont été reconnus - par exemple, la biologie
des populations (I'é¢tude des populations d'étres vivants) et la

biologie organismique (I'étude de I'organisme entier) ainsi que la
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biologie cellulaire et la biologie moléculaire. Dans la derniére
partie du XXe siecle, la biologie moléculaire a donné naissance a
d'autres disciplines, et I'avénement de la génomique a conduit a
I'émergence de sous-disciplines sophistiquées, telles que la
génomique du développement et la génomique fonctionnelle. La
génétique a continué¢ a se développer, donnant naissance a de
nouveaux domaines tels que la génétique de la conservation.
Toutefois, malgré leur diversité, au XXle siecle, de nombreux
domaines des sciences biologiques continuent de s'appuyer sur des
idées et des principes unificateurs communs, notamment ceux qui
sont au cceur de la taxonomie, de la génétique et de 1'évolution.

Susan Heyner JoshiEdna R. GreenKara Rogers.

Evolution des valeurs sociales et scientifiques

Aux 20e et 21e siecles, le role des biologistes dans la société
ainsi que leur responsabilité morale et éthique dans la découverte
et le développement de nouvelles idées ont conduit a une
réévaluation des systemes de valeurs sociales et scientifiques
individuels. Les scientifiques ne peuvent se permettre d'ignorer les
conséquences de leurs découvertes ; ils se préoccupent autant des
utilisations abusives possibles de leurs résultats que de la recherche
fondamentale a laquelle ils participent. Au 20e siécle, le réle social
et politique émergent du biologiste et de tous les autres
scientifiques a nécessité une pesée des valeurs qui ne pouvait étre

effectuée avec la précision ou l'objectivité d'une balance de
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laboratoire. En tant que membres de la société, les biologistes ont
di redéfinir leurs obligations et leurs fonctions sociales, en
particulier lorsqu'il s'agissait de porter des jugements sur des
problémes éthiques, tels que le controle de l'environnement par
I'homme ou la manipulation des geénes pour orienter le

développement de 1'évolution.

Faire face aux problémes de l'avenir

Le développement du génie génétique a eu une conséquence
particuliere dans les sciences biologiques. Dans les cas de
déficiences génétiques et de maladies; le génie génétique a ouvert
la possibilité de corriger les défauts des geénes pour rétablir la
fonction physiologique, ce qui pourrait améliorer la qualité de vie
des patients. La thérapie génique, qui consiste a introduire un gene
normal dans le génome d'un individu afin de réparer une mutation
pathologique, était 1'un des moyens par lesquels les chercheurs
pouvaient potentiellement atteindre cet objectif. Cependant, les
possibilités d'utilisation abusive du génie génétique sont vastes. Par
exemple, les organismes génétiquement modifiés, en particulier les
cultures modifiées, et leur impact sur la santé¢ humaine et
environnementale suscitent de vives inquiétudes. L'émergence des
technologies de clonage, notamment le transfert de noyaux de
cellules somatiques, a également suscité des inquiétudes. La

Déclaration sur le clonage des étres humains adoptée en 2005 par
0o



les Nations unies appelle les Etats membres a interdire le clonage
des étres humains, tout en laissant ouverte la possibilité de procéder

a des clonages thérapeutiques.

De méme, en 2015, les chercheurs qui avaient mis au point des
technologies d'édition de geénes, permettant aux scientifiques de
personnaliser le patrimoine génétique d'un organisme en modifiant
des bases spécifiques dans sa séquence d'ADN, ont appelé a un
moratoire sur 'application de ces technologies chez I'homme. Les
impacts de l'édition de genes sur la génétique humaine étaient
inconnus, et il n'existait aucune réglementation pour guider son
utilisation. En effet, en l'absence de réglementation stricte, un
scientifique chinois est allé de 1'avant avec 1'édition de genes chez
I'homme, revendiquant fin 2018 la naissance des premiers bébés au
monde portant des génomes-€dités. Le scientifique a affirmé avoir
modifié des embryons humains pour désactiver un géne qui facilite
normalement I'entrée du VIH dans les cellules ; les embryons ont
ensuite été implantés chez une femme et portés a terme. Pendant ce
temps, des chercheurs aux Etats-Unis ont tenté d'utiliser 1'édition
de genes pour modifier des génes dans le sperme humain, ce qui
permettrait de transmettre les génes modifiés aux générations
suivantes. Les chercheurs ont notamment cherché a modifier les
genes qui augmentent le risque de certains types de cancer, dans le
but de réduire le risque de cancer dans la descendance. Le débat sur

I'édition de genes a relancé les discussions antérieures sur les
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impacts éthiques et sociaux du génie génétique chez I'homme, en
particulier sur son potentiel a étre utilisé pour modifier des traits

tels que l'intelligence et I'apparence.

Parmi les autres défis auxquels sont confrontés les biologistes
figure la recherche de moyens de réduire la pollution de
I'environnement sans interférer avec les efforts visant a améliorer
la qualité de vie de I'humanité. Au probléme de la pollution s'ajoute
celui de I'excédent de population humaine. L'augmentation de la
population mondiale a entrainé une plus grande pression sur les
terres, en particulier dans le domaine de la production alimentaire,
et a nécessité¢ une augmentation des activités de Il'industrie
moderne, dont les déchets contribuent a la pollution de 1'air, de 1'eau
et du sol. Pour trouver des solutions au réchauffement de la planéte,
a la pollution et a d'autres problémes environnementaux, les
biologistes ont travaillé avec des spécialistes des sciences sociales
et d'autres membres de la société afin de déterminer les exigences
nécessaires au maintien d'une planete saine et productive. En effet,
bien que de nombreux problémes actuels et futurs de 'humanité
puissent sembler étre essentiellement de nature sociale, politique
ou économique, ils ont des ramifications biologiques qui pourraient

affecter l'existence méme de la vie.

1-1 Types de cellules
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Cellules

La théorie cellulaire affirme que les cellules sont les unités
fondamentales de la vie, que tous les €tres vivants sont composés
d'une ou plusieurs cellules et que toutes les cellules proviennent de
cellules préexistantes par division cellulaire. La plupart des cellules
sont tres petites, avec des diametres allant de 1 a 100 micrometres,
et ne sont donc visibles qu'au microscope optique ou électronique.
Il existe généralement deux types de cellules : les cellules
eucaryotes, qui contiennent un noyau, et les cellules procaryotes,
qui n'en contiennent pas. Les procaryotes sont des organismes
unicellulaires tels que les bactéries, tandis que les eucaryotes
peuvent étre unicellulaires ou multicellulaires. Dans les organismes
multicellulaires, chaque cellule ducorps de 1'organisme est dérivée

d'une cellule unique dans un ceuf fécondé.

Structure cellulaire

Chaque cellule est enfermée dans une membrane cellulaire qui
sépare son cytoplasme de l'espace extracellulaire. Une membrane
cellulaire est constituée d'une bicouche lipidique, comprenant des
cholestérols qui se logent entre les phospholipides pour maintenir
leur fluidité a différentes températures. Les membranes cellulaires
sont semi-perméables, ce qui permet aux petites molécules telles
que l'oxygeéne, le dioxyde de carbone et I'eau de passer, tout en

limitant le mouvement des plus grosses molécules et des particules
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chargées telles que les ions. Les membranes cellulaires contiennent
¢galement des protéines membranaires, notamment des protéines
membranaires intégrales qui traversent la membrane en servant de
transporteurs membranaires, et des protéines périphériques qui se
fixent de maniére lache sur le coté extérieur de la membrane
cellulaire, agissant comme des enzymes fagconnant la cellule. Les
membranes cellulaires sont impliquées dans divers processus
cellulaires tels que 'adhésion cellulaire, le stockage de I'énergie
¢lectrique et la signalisation cellulaire, et servent de surface
d'attache pour plusieurs structures extracellulaires telles que la

paroi cellulaire, le glycocalyx et le cytosquelette.

2

Figure (11) : Structure cellulaire.

Dans le cytoplasme d'une cellule, on trouve de nombreuses
biomolécules telles que des protéines et des acides nucléiques. ]
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En plus des biomolécules, les cellules eucaryotes possedent des
structures spécialisées appelées organelles qui possedent leurs
propres bicouches lipidiques ou sont des unités spatiales. Ces
organites comprennent le mnoyau cellulaire, qui contient
l'information génétique d'une cellule, ou la mitochondrie, qui
produit de l'adénosine triphosphate (ATP) pour alimenter les
processus cellulaires. D'autres organites, comme le réticulum
endoplasmique et l'appareil de Golgi, jouent un role dans la
synthése et I'emballage des protéines, respectivement. Les
biomolécules telles que les protéines peuvent étre englouties par
les lysosomes, un autre organite spécialisé. Les cellules végétales
possedent des organites supplémentaires qui les distinguent des
cellules animales, comme la paroi cellulaire, les chloroplastes et la

vacuole.

Métabolisme

Toutes les cellules ont besoin d'énergie pour maintenir les
processus cellulaires. L'énergie est la capacité d'effectuer un travail
qui, en thermodynamique, peut étre calculé a l'aide de I'énergie
libre de Gibbs. Selon la premiére loi de la thermodynamique,
I'énergie est conservée, c'est-a-dire qu'elle ne peut étre ni créée ni
détruite. Par conséquent, les réactions chimiques dans une cellule
ne créent pas de nouvelle énergie, mais sont plutdt impliquées dans

la transformation et le transfert d'énergie. Néanmoins, tous les
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transferts d'énergie entrainent une certaine perte d'énergie
utilisable, ce qui augmente I'entropie (ou état de désordre), comme
le stipule la deuxieme loi de la thermodynamique. Par conséquent,
un organisme a besoin d'un apport continu d'énergie pour maintenir
un faible niveau d'entropie. Dans les cellules, I'énergie peut étre
transférée sous forme d'électrons pendant les réactions
d'oxydoréduction (réduction-oxydation), stockée dans des liaisons
covalentes et générée par le mouvement des ions (par exemple,

hydrogene, sodium, potassium) a travers une membrane.

Le métabolisme est I'ensemble des réactions chimiques qui
entretiennent la vie dans les organismes. Les trois principaux
objectifs du métabolisme sont : la conversion des aliments en
énergie pour faire fonctionner:les processus cellulaires ; la
conversion des aliments/carburants en éléments constitutifs des
protéines, des lipides, des acides nucléiques et de certains glucides
; et I'élimination des déchets métaboliques. Ces réactions
catalysées par des enzymes permettent aux organismes de croitre
et de se reproduire, de maintenir leurs structures et de réagir a leur
environnement. Les réactions métaboliques peuvent étre classées
en deux catégories : cataboliques, c'est-a-dire la décomposition de
composés (par exemple, la décomposition du glucose en pyruvate
par la respiration cellulaire) ; ou anaboliques, c'est-a-dire la

construction (synthése) de composés (tels que les protéines, les
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glucides, les lipides et les acides nucléiques). En général, le

catabolisme libere de 1'énergie, et I'anabolisme en consomme.

Les réactions chimiques du métabolisme sont organisées en
voies métaboliques, dans lesquelles un produit chimique est
transformé par une série d'étapes en un autre produit chimique,
chaque étape étant facilitée par une enzyme spécifique. Les
enzymes sont cruciales pour le métabolisme car elles permettent
aux organismes d'entrainer des réactions souhaitables qui
nécessitent de 1'énergie et qui ne se produiront pas d'elles-mémes,
en les couplant a des réactions spontanées qui libérent de 1'énergie.
Les enzymes agissent comme des catalyseurs, elles permettent a
une réaction de se dérouler plus rapidement sans étre consommée
par celle-ci en réduisant la ‘quantité d'énergie d'activation
nécessaire pour convertir les réactifs en produits. Les enzymes
permettent égalementde réguler la vitesse d'une réaction
métabolique, par exemple en réponse a des changements dans
I'environnement de la cellule ou a des signaux provenant d'autres

cellules.
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Figure (12) : Métabolisme.
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Figure (13) : Respiration dans une cellule eucaryote
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La respiration cellulaire est un ensemble de réactions et de
processus métaboliques qui ont lieu dans les cellules des
organismes pour convertir 1'énergie chimique des nutriments en
adénosine triphosphate (ATP), puis libérer les déchets. Les
réactions impliquées dans la respiration sont des réactions
cataboliques, qui cassent les grandes molécules en plus petites,
libérant de 1'énergie parce que les liaisons faibles a haute énergie,
en particulier dans 1'oxygéne moléculaire, sont remplacées par des
liaisons plus fortes dans les produits. La respiration est I'un des
principaux moyens par lesquels une cellule libere de I'énergie
chimique pour alimenter l'activité cellulaire. La réaction globale se
déroule en une série d'étapes biochimiques, dont certaines sont des
réactions d'oxydoréduction. Bien que la respiration cellulaire soit
techniquement une réaction de combustion, elle n'y ressemble pas
du tout lorsqu'elle se produit dans une cellule, en raison de la
libération lente et controlée de I'énergie issue de la série de

réactions.

Le sucre sous forme de glucose est le principal nutriment utilisé
par les cellules animales et végétales dans la respiration. La
respiration cellulaire impliquant 'oxygene est appelée respiration
aérobie, qui comporte quatre étapes : la glycolyse, le cycle de
l'acide citrique (ou cycle de Krebs), la chaine de transport des

¢lectrons et la phosphorylation oxydative. La glycolyse est un
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processus métabolique qui se déroule dans le cytoplasme et au
cours duquel le glucose est converti en deux pyruvates, avec une
production simultanée de deux molécules nettes d'ATP. Chaque
pyruvate est ensuite oxydé en acétyl-CoA par le complexe pyruvate
déshydrogénase, qui génere également du NADH et du dioxyde de
carbone. L'acétyl-Coa entre dans le cycle de l'acide citrique, qui se
déroule a I'intérieur de la matrice mitochondriale. A la fin du cycle,
le rendement total d'un glucose (ou de deux pyruvates) est de 6
NADH, 2 FADH: et 2 molécules d'ATP. Enfin, I'étape suivante est
la phosphorylation oxydative, qui, chez les eucaryotes, se produit
dans les cristaux mitochondriaux. La phosphorylation oxydative
comprend la chaine de transport des électrons, qui est une série de
quatre complexes protéiques qui transferent les électrons d'un
complexe a l'autre, libérant ainsi I'énergie du NADH et du FADH>
qui est couplée au pompage des protons (ions hydrogene) a travers
la membrane mitochondriale interne (chimiosmose), ce qui génére
une force motrice protonique.’”) L'énergie de la force motrice des
protons pousse l'enzyme ATP synthase a synthétiser davantage
d'ATP en phosphorylant les ADP. Le transfert d'électrons se
termine par l'oxygene moléculaire, qui est le dernier accepteur

d'électrons.

En l'absence d'oxygene, le pyruvate ne serait pas métabolisé par
la respiration cellulaire mais subirait un processus de fermentation.

Le pyruvate n'est pas transporté dans la mitochondrie mais reste
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dans le cytoplasme, ou il est transformé en déchets qui peuvent étre
¢liminés de la cellule. L'objectif est d'oxyder les transporteurs
d'électrons afin qu'ils puissent a nouveau effectuer la glycolyse et
d'éliminer l'exces de pyruvate. La fermentation oxyde le NADH en
NAD" afin qu'il puisse étre réutilisé dans la glycolyse. En l'absence
d'oxygeéne, la fermentation empéche l'accumulation de NADH dans
le cytoplasme et fournit du NAD™ pour la glycolyse. Ce déchet
varie en fonction de I'organisme. Dans les muscles squelettiques, le
déchet est l'acide lactique. Ce type de fermentation est appelé
fermentation lactique. Lors d'un exercice intense, lorsque les
demandes énergétiques dépassent l'apport énergétique, la chaine
respiratoire ne peut pas traiter tous les atomes d'hydrogéne réunis
par le NADH. Au cours de la glycolyse anaérobie, le NAD" se
régénére lorsque les paires d'hydrogeéne se combinent au pyruvate
pour former du lactate. LLa formation de lactate est catalysée par la
lactate déshydrogénase dans une réaction réversible. Le lactate peut
également étre utilisé comme précurseur indirect du glycogene
hépatique. Pendant la récupération, lorsque l'oxygeéne devient
disponible, le NAD" se fixe a I'hydrogene du lactate pour former
de I'ATP. Chez la levure, les déchets sont I'éthanol et le dioxyde de
carbone. Ce type de fermentation est connu sous le nom de
fermentation alcoolique ou éthanolique. L'ATP généré dans ce
processus est fabriqué par phosphorylation au niveau du substrat,

qui ne nécessite pas d'oxygene.
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Figure (14) : La respiration dans une cellule eucaryote.
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Signalisation cellulaire

La communication cellulaire (ou signalisation) est la capacité
des cellules a recevoir, traiter et transmettre des signaux avec leur
environnement et avec elles-mémes. Les signaux peuvent étre non
chimiques, comme la lumiére, les impulsions électriques et la
chaleur, ou des signaux chimiques (ou ligands) qui interagissent
avec des récepteurs, qui peuvent étre intégrés dans la membrane
cellulaire d'une autre cellule ou situés au plus profond d'une cellule.
Il existe généralement quatre types de signaux chimiques

[58

autocrine, paracrine, juxtacrine et hormones.l*8! Dans le cas de la
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signalisation autocrine, le ligand affecte la méme cellule qui le
libere. Les cellules tumorales, par exemple, peuvent se reproduire
de maniere incontrélée parce qu'elles libérent des signaux qui
déclenchent leur propre autodivision. Dans la signalisation
paracrine, le ligand se diffuse vers les cellules voisines et les
affecte. Par exemple, les cellules du cerveau appelées neurones
liberent des ligands appelés neurotransmetteurs qui se diffusent a
travers une fente synaptique pour se lier a un récepteur sur une
cellule adjacente, comme un autre neurone ou une cellule
musculaire. Dans le cas de la signalisation juxtacrine, il y a un
contact direct entre les cellules qui signalent et celles qui
répondent. Enfin, les hormones sont des ligands qui voyagent a
travers les systémes circulatoires des animaux ou les systémes
vasculaires des plantes pour atteindre leurs cellules cibles. Une fois
qu'un ligand se lie a-un récepteur, il peut influencer le
comportement d'une autre cellule, en fonction du type de récepteur.
Par exemple, les neurotransmetteurs qui se lient a un récepteur
inotrope peuvent modifier I'excitabilité d'une cellule cible. Parmi
les autres types de récepteurs, on trouve les récepteurs de la
protéine kinase, par exemple le récepteur de I'hormone insuline, et
les récepteurs couplés a la protéine G. L'activation des récepteurs
couplés a la protéine G se fait par l'intermédiaire d'un récepteur de
l'insuline. L'activation des récepteurs couplés aux protéines G peut
déclencher des cascades de seconds messagers. Le processus par

lequel un signal chimique ou physique est transmis a travers une
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cellule sous la forme d'une série d'événements moléculaires est

appelé transduction du signal.
Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est une série d'événements qui se produisent
dans une cellule et qui provoquent sa division en deux cellules
filles. Ces événements comprennent la duplication de son ADN et
de certains de ses organites, puis la division de son cytoplasme en
deux cellules filles dans un processus appelé division cellulaire.
Chez les eucaryotes (c'est-a-dire les cellules animales, végétales,
fongiques et protistes), il existe deux types distincts de division
cellulaire : la mitose et la méiose.[°! La mitose fait partie du cycle
cellulaire, au cours duquel les chromosomes répliqués sont séparés
en deux nouveaux noyaux. La division cellulaire donne naissance
a des cellules génétiquement identiques dans lesquelles le nombre
total de chromosomes est maintenu. En général, la mitose (division
du noyau) est précédée de 1'étape S de l'interphase (au cours de
laquelle I'ADN est répliqué) et est souvent suivie de la télophase et
de la cytokinese, qui divise le cytoplasme, les organites et la
membrane cellulaire d'une cellule en deux nouvelles cellules
contenant des parts a peu pres €gales de ces composants cellulaires.
Les différentes étapes de la mitose définissent toutes ensemble la
phase mitotique du cycle cellulaire d'un animal : la division de la
cellule mére en deux cellules filles génétiquement identiques.!®!! Le

cycle cellulaire est un processus vital par lequel un ceuf fécondé
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unicellulaire se développe en un organisme mature, ainsi que le
processus par lequel les cheveux, la peau, les cellules sanguines et
certains organes internes sont renouvelés. Apres la division
cellulaire, chacune des cellules filles entame l'interphase d'un
nouveau cycle. Contrairement a la mitose, la méiose donne
naissance a quatre cellules filles haploides en subissant un cycle de
réplication de 'ADN suivi de deux divisions. Les chromosomes
homologues sont séparés lors de la premiére division (méiose 1), et
les chromatides sceurs sont séparées lors de la deuxieme division
(méiose II). Ces deux cycles de division cellulaire sont utilisés dans
le processus de reproduction sexuée a un moment donné de leur
cycle de vie. On pense qu'ils étaient tous deux présents chez le

dernier ancétre commun eucaryote.

Les procaryotes, par exemple les archées et les bactéries, peuvent
¢galement subir une -division cellulaire (ou fission binaire).
Contrairement aux processus de mitose et de méiose chez les
eucaryotes, la fission binaire a lieu chez les procaryotes sans la
formation d'un appareil fusiforme sur la cellule. Avant la fission
binaire, I'ADN de la bactérie est étroitement enroulé. Apres s'étre
déroulé et dupliqué, il est tiré vers les poles séparés de la bactérie
qui augmente sa taille pour se préparer a la fission. La croissance
d'une nouvelle paroi cellulaire commence a séparer la bactérie
(déclenchée par la polymérisation de FtsZ et la formation de

"'anneau Z"). La nouvelle paroi cellulaire (septum) se développe
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complétement, ce qui entraine la séparation compléte de la bactérie.
Les nouvelles cellules filles possedent des tiges d'ADN étroitement

enroulées, des ribosomes et des plasmides.
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Figure (15) : Cycle cellulaire.

Au cours de la méiose, les chromosomes se dupliquent et les
chromosomes homologues échangent des informations génétiques
pendant la méiose I. Les cellules filles se divisent a nouveau au

cours de la méiose II pour former des gameétes haploides.
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Figure (16) : Arbre phylogénétique montrant les domaines des

bactéries, des archées et des eucaryotes.

Une phylogénie est l'histoire de I'évolution d'un groupe
spécifique d'organismes ou de leurs génes. Une phylogénie peut
étre représentée a l'aide d'un arbre phylogénétique, qui est un
diagramme montrant les lignes de descendance entre les
organismes ou leurs génes. Chaque ligne tracée sur I'axe du temps
d'un arbre représente une lignée de descendants d'une espece ou
d'une population particuliere. Lorsqu'une lignée se divise en deux,
elle est représentée par un nceud ou une division sur l'arbre
phylogénétique. Plus il y a de scissions dans le temps, plus il y a de
branches sur l'arbre, 1'ancétre commun de tous les organismes de
cet arbre étant représenté par la racine de cet arbre. Les arbres
phylogénétiques peuvent représenter l'histoire de 1'évolution de
toutes les formes de vie, d'un groupe évolutif majeur, par exemple
les insectes, ou d'un groupe encore plus petit d'especes étroitement
liées. Dans un arbre, tout groupe d'especes désigné par un nom est
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un taxon, par exemple les humains, les primates, les mammiferes
ou les vertébrés, et un taxon constitué de tous ses descendants
évolutifs est un clade, autrement dit un taxon monophylétique. Les
especes Etroitement lies sont appelées especes sceurs et les clades
étroitement liés sont des clades sceurs. Contrairement a un groupe
monophylétique, un groupe polyphylétique ne comprend pas son
ancétre commun, tandis qu'un groupe paraphylétique ne comprend

pas tous les descendants d'un ancétre commun.

Les arbres phylogénétiques sont la base de la comparaison et du
regroupement de différentes espéces. Des especes différentes qui
partagent une caractéristique héritée d'un ancétre commun sont
décrites comme ayant des caractéristiques homologues. Les
caractéristiques homologues peuvent étre des traits héréditaires tels
que la séquence d'ADN, les structures protéiques, les
caractéristiques anatomiques et les comportements. La colonne
vertébrale est un exemple de caractéristique homologue partagée
par tous les animaux vertébrés. Les traits qui ont une forme ou une
fonction similaire mais qui ne sont pas dérivés d'un ancétre
commun sont décrits comme des traits analogues. Les phylogénies
peuvent &tre reconstituées pour un groupe d'organismes d'intérét
principal, appelé l'intergroupe. Une espéce ou un groupe
étroitement apparenté a l'in-groupe mais phylogénétiquement
extérieur a celui-ci est appelé 1'outgroupe, qui sert de point de

référence dans l'arbre. La racine de l'arbre est située entre
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l'ingroupe et l'outgroupe. Lors de la reconstitution des arbres
phylogénétiques, il est possible de générer plusieurs arbres avec
des histoires évolutives différentes. Sur la base du principe de
parcimonie (ou rasoir d'Occam), l'arbre qui est privilégié est celui
qui présente le moins de changements évolutifs nécessaires pour
étre supposé sur tous les traits dans tous les groupes. Des
algorithmes informatiques peuvent étre utilisés pour déterminer

comment un arbre a pu évoluer compte tenu des preuves.

La phylogénie constitue la base de la classification biologique,
qui repose sur la taxonomie linnéenne développée par Carl
Linnaeus au X VIlIe si¢cle.''”! Ce systéme de classification est basé
sur le rang, le rang le plus élevé étant le domaine, suivi du régne,
du phylum, de la classe, de 'ordre, de la famille, du genre et de
l'espece. Tous les organismes peuvent é&tre classés comme
appartenant a I'un des trois domaines suivants : Archaea (a l'origine
Archaebacteria) ; bactéries (a l'origine eubacteria), ou eukarya
(comprend les royaumes des protistes, des champignons, des
plantes et des animaux). Une nomenclature binomiale est utilisée
pour classer les différentes espéces. Selon ce systeéme, chaque
espece regoit deux noms, un pour son genre et un autre pour son
espece. Par exemple, 'homme est Homo sapiens, Homo étant le
genre et sapiens l'espece. Par convention, les noms scientifiques
des organismes sont en italique, et seule la premiére lettre du genre

est en majuscule.
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Figure (17) : Arbre phylogénétique montrant les domaines des

bactéries, des archées et des eucaryotes.
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A-cellule eucaryote

Une cellule eucaryote contient des organites liés a une
membrane, comme un noyau, des mitochondries et un réticulum
endoplasmique. Les organismes basés sur la cellule eucaryote
comprennent les protozoaires, les champignons, les plantes et les
animaux. Ces organismes sont regroupés dans le domaine
biologique des eucaryotes. Les cellules eucaryotes sont plus
grandes et plus complexes que les cellules procaryotes des

domaines Archaea et Bacteria.

Une cellule eucaryote est 1'un des deux types différents de
cellules. Les organismes qui sont basés sur la cellule eucaryote sont
appelés "eucaryotes" et comprennent les plantes, les animaux, les
champignons et les protistes. Les seuls organismes qui ne sont pas
basés sur la cellule eucaryote sont les organismes basés sur une
structure cellulaire procaryote. Ces organismes se trouvent dans les
domaines des archées et des bactéries. Il existe plusieurs
différences entre une cellule eucaryote et une cellule procaryote qui
peuvent vous aider a bien comprendre ce qui rend une cellule

eucaryote.

Cellule eucaryote vs cellule procaryote

La différence entre une cellule eucaryote et une cellule

procaryote est simple : les cellules eucaryotes posseédent des
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organites liés a une membrane. Dans une cellule procaryote
(comme une bactérie), 1'ADN flotte simplement dans le
cytoplasme. Les cellules procaryotes possédent un type d'organite
(les ribosomes), mais ces organites ne sont pas recouverts d'une

membrane plasmique.

Eukaryotic cell Prokaryotic cell
Nucleus Capsule
Ribosomes \ /
e \ . Ribosomes
faltes - . S
Y - R
GO|gi _DNA
complex ™~ |
— Cell wall

Endoplasmic |
reticulum /

'

Plasma /" Plasma
membrane membrane
Mitochondria
Cytoplasm Cytoplasm

Lysosome
Eukaryotic Cell vs Prokaryotic Cell
Figure (18) : Cellule eucaryote vs cellule procaryote

En revanche, les cellules eucaryotes sont pleines d'organites liés
a une membrane qui divisent la cellule en de nombreux
compartiments différents. Le noyau abrite I'ADN. Le réticulum
endoplasmique crée de nombreuses chambres pour réaliser des

réactions biochimiques spécifiques. L'appareil de Golgi plie et
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emballe diverses protéines et produits cellulaires. Les lysosomes
stockent les enzymes digestives pour décomposer les aliments qui
arrivent. De plus, les cellules eucaryotes contiennent des
mitochondries pour créer des molécules d'ATP a partir du glucose
et des chloroplastes pour créer du glucose a partir de la lumiére du

soleil (uniquement chez les plantes et les algues).

Caractéristiques d'une cellule eucaryote

Les cellules eucaryotes contiennent une variété d'organites, qui
remplissent diverses fonctions au sein de la cellule (décrites en
détail ci-dessous). Tous les organites sont stabilisés et bénéficient
d'un support physique grace au.cytosquelette, qui participe
¢galement a I'envoi de signaux d'une partie de la cellule a l'autre.
Dans les cellules eucaryotes, le cytosquelette est composé
principalement de trois types de filaments : les microtubules, les
microfilaments et les filaments intermédiaires. La solution aqueuse

qui entoure tous les organites de la cellule est appelée cytosol.
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ANATOMY OF A CELL

NUCLEUS
NUCLEAR ENVELOPE
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PLASMA MEMBRANE
MITOCHONDRION

SECRETION FROM THE CELL

SECRETORY VESICLE

LYSOSOME

Figure (19) : Caractéristiques d'une cellule eucaryote

Le cycle cellulaire est le cycle de vie d'une cellule. Au cours de
ce cycle, elle se développe et se divise. Des points de contrdle
existent entre toutes les étapes afin que les protéines puissent
déterminer si la cellule est préte a entamer la phase suivante du

cycle.
Mitose (M)

La mitose, ou phase M, est le moment ou la cellule commence a
organiser son ADN dupliqué pour le séparer en deux cellules filles.
Les chromosomes se séparent de facon a ce qu'un de chaque
chromosome entre dans chaque cellule fille. Ainsi, les cellules

filles ont des chromosomes identiques a ceux de la cellule meére. La
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mitose elle-méme est divisée en prophase, métaphase, anaphase et
télophase. Chaque phase marque différents points dans le
processus de séparation de 'ADN. La mitose est ensuite suivie d'un
processus appelé cytokinese, au cours duquel la cellule sépare ses
noyaux et autres organites en vue de la division, puis se divise

physiquement en deux cellules.

Cellule végétale

Les cellules végétales sont uniques parmi les cellules eucaryotes
pour plusieurs raisons. Elles possédent des parois cellulaires
renforcées, relativement ¢Epaisses, faites de cellulose, qui
contribuent a maintenir le soutien structurel de la plante. Chaque
cellule végétale possede en son centre une grande vacuole qui lui
permet de maintenir la pression de turgescence. La pression de
turgescence résulte de l'eau contenue dans la vacuole centrale qui
pousse vers l'extérieur sur les parois cellulaires. Les cellules
végétales contiennent également des organites appelés
chloroplastes qui contiennent la molécule de chlorophylle. Cette
importante molécule est utilisée dans le processus de
photosynthése, qui permet aux plantes de fabriquer du sucre en

utilisant I'énergie de la lumiére.
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Figure (20) : Les cellules végétales so@? des cellules eucaryotes.
&
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Comme les cellules végeétales, les cellules fongiques possedent

Cellules fongiques

également une paroi@llulaire, mais celle-ci est constituée de
chitine (la méme substance que l'on trouve dans les exosquelettes
des insectes). Certains champignons ont des septa, qui sont des
trous permettant aux organites et au cytoplasme de passer entre
eux. Cela rend les frontieres entre les différentes cellules moins
claires. La plupart des champignons vivent sous terre ou dans des
matieres organiques en décomposition, ou le réseau mycélien peut

contenir des millions de cellules interconnectées.
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Figure (21) : Les cellules fongiques partagent souvent le

cytoplasme a travers des septa.

Cellules animales

Les cellules animales n'ont pas de parois cellulaires. Au lieu de
cela, elles ne possedent qu'une membrane plasmique. L'absence de
paroi cellulaire permet aux cellules animales de prendre de
nombreuses formes différentes. Cela permet aux processus de
phagocytose ("manger la cellule") et de pinocytose ("boire la
cellule") de se produire. Les cellules animales se distinguent des

cellules végétales par l'absence de chloroplastes et par la présence
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de nombreuses petites vacuoles au lieu d'une grande vacuole

centrale.

Protozoaires

Les protozoaires sont des organismes eucaryotes constitucs
d'une seule cellule. Ils peuvent se déplacer, manger d'autres petits
organismes et digérer les aliments dans des vacuoles. Certains
protozoaires possedent de nombreux cils, de petits poils mobiles
qui leur permettent de se déplacer. D'autres utilisent de grandes
structures de flagelles - qui ressemblent a une grande queue - pour
nager dans l'eau. Certains protistes possédent également une fine
couche appelée pellicule qui sert de support a la membrane

cellulaire.

& Q-ﬁ
N

Amoeba Euglena Paramecium caudatum

Several types of Protozoan

Figure (22) : Plusieurs types de protozoaires.
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B- Cellule procaryote

Les procaryotes sont des micro-organismes unicellulaires
connus pour étre les plus anciens sur terre. Les procaryotes
comprennent les bactéries et les archées. Les procaryotes
photosynthétiques comprennent les cyanobactéries qui réalisent la

photosynthése.

Une cellule procaryote est constituée d'une seule membrane et,
par conséquent, toutes les réactions se produisent dans le
cytoplasme. Ils peuvent vivre librement ou étre des parasites.

Caractéristiques de la cellule procaryote

Les cellules procaryotes présentent différentes caractéristiques.
Les caractéristiques des cellules procaryotes sont mentionnées ci-

dessous.
1. Ils sont dépourvus de membrane nucléaire.

2. Les mitochondries, les corps de Golgi, les chloroplastes et les

lysosomes sont absents.
3. Le matériel génétique est présent sur un seul chromosome.

4. Les protéines histones, les constituants importants des

chromosomes eucaryotes, leur font défaut.

5. La paroi cellulaire est constituée d'hydrates de carbone et

d'acides aminés.
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6. La membrane plasmique fait office de membrane

mitochondriale transportant les enzymes respiratoires.

7. 1ls se divisent asexuellement par fission binaire. Le mode de

reproduction sexuel implique la conjugaison.

Structure des cellules procaryotes

Une cellule procaryote ne posseéde pas de membrane nucléaire.
Cependant, le matériel génétique est présent dans une région du
cytoplasme appelée nucléoide. Elles peuvent étre sphériques, en
forme de batonnet ou en spirale. La structure d'une cellule

procaryote est la suivante :

1. Capsule : C'est une enveloppe protectrice externe que l'on
trouve dans les cellules bactériennes, en plus de la paroi
cellulaire. Elle aide a la rétention de I'humidité, protege la
cellule lorsqu'elle est engloutie, et aide a la fixation des

cellules aux nutriments et aux surfaces.

2. Paroi cellulaire : C'est la couche la plus externe de la cellule

qui lui donne sa forme.

3. Cytoplasme : Le cytoplasme est principalement composé
d'enzymes, de sels, d'organelles cellulaires et est un

composant semblable a un gel.

4. Membrane cellulaire : Cette couche entoure le cytoplasme

et régule 'entrée et la sortie des substances dans les cellules.
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5. Pili: Ce sont des excroissances en forme de poils qui se fixent

a la surface d'autres cellules bactériennes.

6. Flagelles : Ce sont de longues structures en forme de fouet,

qui aident a la locomotion d'une cellule.

7. Ribosomes : Ils sont impliqués dans la synthése des

protéines.

8. Les plasmides : Les plasmides sont des structures d'ADN

non chromosomiques. I1s ne participent pas a la reproduction.

9. Région nucléoide : C'est la région du cytoplasme ou se

trouve le matériel génétique.

Une cellule procaryote est dépourvue de certains organites
comme les mitochondries, le réticulum endoplasmique et les corps

de Golgi.
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Figure (23) : Le diagramme d'une cellule procaryote illustre

I'absence d'un véritable noyau.
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1-2 Composants des cellules procaryotes

Les cellules procaryotes ont quatre composants principaux :

Membrane plasmique - Il s'agit d'une enveloppe protectrice
extérieure constituée de molécules de phospholipides qui sépare la

cellule du milieu environnant.

Cytoplasme - C'est une substance gélatineuse présente a l'intérieur

de la cellule. Tous les organites de la cellule y sont suspendus.

ADN- C'est le matériel génétique de la cellule. Tous les procaryotes
possedent un ADN circulaire. Il dirige les protéines que la cellule

crée. Il régule également les actions.de la cellule.
Ribosomes - La synthése des protéines a lieu ici.
Certaines cellules procaryotes possedent des cils et des flagelles
qui les aident a se déplacer.
Reproduction chez les procaryotes
Un procaryote se reproduit de deux fagons :
. Asexuellement par fission binaire

. Sexuellement par conjugaison

Fission binaire

1. L'ADN d'un organisme se réplique et les nouvelles copies se

fixent a la membrane cellulaire.



2. La paroi cellulaire commence a augmenter de taille et a se

déplacer vers l'intérieur.

3. Une paroi cellulaire se forme alors entre chaque ADN,

divisant la cellule en deux cellules filles.

Recombinaison

Dans ce processus, les genes d'une bactérie sont transférés au
génome d'une autre bactérie. Il s'effectue de trois manicres :

conjugaison, transformation, transduction.

. La conjugaison est le processus par lequel des génes sont
transférés entre deux bactéries par l'intermédiaire d'une

structure tubulaire protéique appelée pilus.

« La transformation est le mode de reproduction sexuée dans
lequel I'ADN de l'environnement est pris par la cellule

bactérienne et incorporé dans son ADN.

. La transduction est le processus par lequel le matériel
génétique est transféré dans la cellule bactérienne a l'aide de
virus. Les bactériophages sont les virus qui initient ce

processus.
Exemples de cellules procaryotes

Les exemples de cellules procaryotes sont mentionnés ci-dessous :
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Cellules bactériennes

Ce sont des organismes unicellulaires que I'on trouve partout sur
terre, du sol au corps humain. IIs ont des formes et des structures
différentes. La paroi cellulaire est composée de peptidoglycane qui

fournit une structure a la paroi cellulaire.

Les bactéries possédent des structures uniques comme les pili, les
flagelles et la capsule. Elles posseédent également de 1'ADN
extrachromosomique appelé plasmide. Elles ont la capacité de
former des structures dures et dormantes, appelées endospores, qui
les aident a survivre dans des conditions défavorables. Les
endospores deviennent actives lorsque les conditions redeviennent

favorables.

Cellules archaiques

Les archibactéries sont des organismes unicellulaires semblables
aux bactéries par leur forme et leur taille. On les trouve dans des
environnements extrémes comme les sources chaudes et dans
d'autres endroits comme le sol, les marais et méme a l'intéricur des
humains. IIs possedent une paroi cellulaire et des flagelles. La paroi
cellulaire des archées ne contient pas de peptidoglycane. Les
membranes des archées ont des lipides différents avec une
stéréochimie completement différente. Tout comme les bactéries,
les archées ont un chromosome circulaire. Elles possedent

¢galement des plasmides. Pour plus d'informations sur les cellules
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procaryotes, sa définition, sa structure, ses caractéristiques et des
exemples, continuez a visiter le site Web de biologie de BYJU ou

téléchargez 1'application BYJU pour plus de références.
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Figure (24) : Structures bactériennes.
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Paroi de la cellule A

La paroi cellulaire est la paroi d'une cellule chez les plantes, les
bactéries, les champignons, les algues et certaines archées. Les
cellules animales n'ont pas de paroi cellulaire, pas plus que les
protozoaires. Les parois cellulaires protegent les cellules contre les
dommages. Elle sert également a rendre la cellule solide, a
conserver sa forme et a contrdler la croissance de la cellule et de la

plante.

La paroi cellulaire est la couche dure, généralement flexible mais
parfois assez rigide, qui entoure certains types de cellules. Elle se
trouve a l'extérieur de la membrane cellulaire et assure le soutien et
la protection de ces cellules, tout enjouant le role de filtre. La paroi
cellulaire agit également comme un récipient sous pression,
empéchant la surexpansion lorsque I'eau pénctre dans la cellule par

0SmMosSe€.

Le matériau de la paroi cellulaire varie. Chez les plantes et les
algues, la paroi cellulaire est constituée de longues molécules de
cellulose, de pectine et d'hémicellulose. La paroi cellulaire
comporte des canaux qui laissent entrer certaines protéines et en
empéchent d'autres d'entrer. L'eau et les petites molécules peuvent

traverser la paroi cellulaire et la membrane cellulaire.

La paroi cellulaire posseéde une résistance mécanique et soutient la
forme de la cellule. Cette résistance mécanique est sa principale

fonction :
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Imaginez la paroi cellulaire comme un panier en osier dans lequel
un ballon a ét¢ gonflé de maniere a exercer une pression de
l'intérieur. Un tel panier est trés rigide et résistant aux dommages
mécaniques. Ainsi, les cellules [des organismes] qui ont une paroi
cellulaire) acquicrent leur force grace a une membrane plasmique

flexible qui exerce une pression sur une paroi cellulaire rigide".

Bien que la paroi cellulaire des plantes soit solide, elle n'est pas
rigide ou raide. La flexibilité des parois cellulaires est visible
lorsque les plantes se flétrissent, de sorte que les tiges et les feuilles

commencent a s'affaisser.

Certaines plantes ajoutent un matériau raidisseur a certaines de
leurs parois cellulaires. Une paroi ‘cellulaire secondaire est une
couche supplémentaire de cellulose qui augmente la rigidité de la
paroi. On peut ajouter d'autres couches contenant de la lignine dans
les parois cellulaires du xyléme, ou contenant de la subérine dans
les parois cellulaires du liege. Ces composés sont rigides et
imperméables. Ils rendent la paroi secondaire rigide. Les cellules
du bois et de 1'écorce des arbres possedent toutes deux des parois
secondaires. D'autres parties des plantes, comme le pétiole des
feuilles, peuvent étre renforcées pour résister a la pression des

forces physiques.
Perméabilité

Les petites molécules, y compris les petites protéines, peuvent

facilement traverser la paroi cellulaire primaire de la plante. L'eau
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et le dioxyde de carbone sont distribués dans toute la plante. Le pH
est un facteur important dans le transport des molécules a travers

les parois cellulaires.

Paroi cellulaire bactérienne

Figure (25) : Diagramme d'une bactérie Gram-positive
typique.

L'enveloppe cellulaire comporte une membrane plasmique, en
vert, et une paroi cellulaire épaisse contenant du peptidoglycane (la
couche jaune). Il n'y a pas de membrane lipidique externe, comme
c'est le cas pour les bactéries Gram-négatives. La couche rouge, la

capsule, est distincte de I'enveloppe cellulaire.
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Autour de l'extérieur de la membrane cellulaire se trouve la paroi
cellulaire bactérienne. Les parois cellulaires bactériennes sont
constituées de peptidoglycane, composé de chaines de
polysaccharides réticulées par des peptides inhabituels contenant
des acides D-aminés. Les parois cellulaires bactériennes sont
différentes des parois cellulaires des plantes et des champignons,

qui sont respectivement constituées de cellulose et de chitine.

La paroi cellulaire des bactéries est également distincte de celle
des archées, qui ne contiennent pas de peptidoglycane. La paroi
cellulaire est essentielle a la survie de nombreuses bactéries.
L'antibiotique pénicilline est capable de tuer les bactéries en
empéchant la réticulation du peptidoglycane, ce qui affaiblit et lyse
la paroi cellulaire. L'enzyme lysozyme peut également

endommager les parois cellulaires des bactéries.

Lamelle moyenne

La lamelle médiane donne a la cellule sa forme, son support et sa
résistance. Elle est composée de calcium et de magnésium. Méme
si elle est appelée lamelle moyenne, elle est la partie extérieure de
la cellule. La lamelle moyenne est la premicre paroi de la cellule a

offrir une protection.
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Membrane des cellules animales

Les cellules animales n'ont pas de parois cellulaires. Elles ont des

microfilaments (les filaments les plus fins du cytosquelette).
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Noyau B

En biologie cellulaire, le noyau (pl. nuclei ; du latin nucleus ou
nuculeus, signifiant noyau ou graine) est un organite lié¢ a la
membrane que l'on trouve dans les cellules eucaryotes. Les
eucaryotes ont généralement un seul noyau, mais quelques types de
cellules, comme les globules rouges des mammiferes, n'ont pas de
noyau, et quelques autres, comme les ostéoclastes, en ont plusieurs.
Les principales structures qui composent le noyau sont I'enveloppe
nucléaire, une double membrane qui entoure l'organite entier et
isole son contenu du cytoplasme cellulaire, et la matrice nucléaire
(qui comprend la lamelle nucléaire), un réseau a l'intérieur du
noyau qui ajoute un support mécanique, tout comme le

cytosquelette soutient la cellule-dans son ensemble.

Le noyau cellulaire contient tout le génome de la cellule, a
l'exception d'une petite quantité d'ADN mitochondrial et, dans les
cellules végétales, d'ADN plastidial. L'ADN nucléaire est organisé
en plusieurs longues molécules linéaires dans un complexe avec
une grande variété de protéines, comme les histones, pour former
les chromosomes. Les genes contenus dans ces chromosomes sont
structurés de maniere a favoriser la fonction cellulaire. Le noyau
maintient l'intégrité des genes et contrdle les activités de la cellule
en régulant 1'expression des geénes, le noyau est donc le centre de
contrdle de la cellule car I'enveloppe nucléaire est imperméable aux

grosses molécules, les pores nucléaires sont nécessaires pour
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réguler le transport nucléaire des molécules a travers l'enveloppe.
Les pores traversent les deux membranes nucléaires, fournissant un
canal a travers lequel les grandes molécules doivent étre activement
transportées par des protéines porteuses tout en permettant le libre
mouvement des petites molécules et des ions. Le mouvement des
grosses molécules telles que les protéines et 'ARN a travers les
pores est nécessaire a I'expression des genes et a la maintenance

des chromosomes.

Bien que l'intérieur du noyau ne contienne aucun sous-
compartiment li¢ a une membrane, son contenu n'est pas uniforme
et il existe un certain nombre de corps nucléaires, composés de
protéines uniques, de molécules d'ARN et de parties particulieres
des chromosomes. Le plus connu d'entre eux est le nucléole, qui
participe principalement a 'assemblage des ribosomes. Apres avoir

¢été produits dans le nucléole, les ribosomes sont exportés vers le

cytoplasme ou ils traduisent ' ARN messager.
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Figure (26) : Nucléus.

Le noyau contient presque tout I'ADN de la cellule, entouré d'un
réseau de filaments intermédiaires fibreux et enveloppé d'une
double membrane appelée "enveloppe nucléaire". L'enveloppe
nucléaire sépare le fluide a l'intérieur du noyau, appelé
nucléoplasme, du reste de la cellule. La taille du noyau dépend de
la taille de la cellule dans laquelle il est contenu, le noyau occupant
généralement environ 8 % du volume total de la cellule. Le noyau
est le plus grand organite des cellules animales. Dans les cellules
de mammiferes, le diamétre moyen du noyau est d'environ 6

micrometres (um).

Enveloppe nucléaire et pores

Figure (27) : Enveloppe nucléaire et pores.
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Coupe transversale d'un pore nucléaire a la surface de l'enveloppe
nucléaire (1). Les autres étiquettes du diagramme montrent (2)

I'anneau extérieur, (3) les rayons, (4) le panier et (5) les filaments.

L'enveloppe nucléaire est constituée de deux membranes, une
membrane nucléaire interne et une membrane nucléaire externe.
Ensemble, ces membranes servent a séparer le matériel génétique
de la cellule du reste du contenu cellulaire, et permettent au noyau
de maintenir un environnement distinct du reste de la cellule.
Malgré leur étroite apposition autour d'une grande partie du noyau,
les deux membranes différent considérablement par leur forme et
leur contenu. La membrane interne entoure le contenu du noyau et
en constitue le bord. Au sein de la membrane interne, diverses
protéines lient les filaments intermédiaires qui donnent au noyau sa
structure. La membrane externe entoure la membrane interne et est
en continuité avec la membrane adjacente du réticulum
endoplasmique. Faisant partiec de la membrane du réticulum
endoplasmique, la membrane nucléaire externe est constellée de
ribosomes qui traduisent activement les protéines a travers la
membrane. L'espace entre les deux membranes, appelé "espace
périnucléaire”, est en continuité¢ avec la lumiére du réticulum

endoplasmique.

Les pores nucléaires, qui constituent des canaux aqueux a travers
l'enveloppe, sont composés de plusieurs protéines, collectivement

appelées nucléoporines. Les pores ont un poids moléculaire
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d'environ 60 a 80 millions de daltons et sont composés d'une
cinquantaine (chez la levure) a plusieurs centaines de protéines
(chez les vertébrés). Les pores ont un diamétre total de 100 nm ;
cependant, l'espace a travers lequel les molécules diffusent
librement n'est large que d'environ 9 nm, en raison de la présence
de systémes de régulation au centre du pore. Cette taille permet le
passage sélectif de petites molécules hydrosolubles tout en
empéchant les grosses molécules, comme les acides nucléiques et
les grosses protéines, d'entrer ou de sortir du noyau de maniére
inappropriée. Ces grosses molécules doivent plutdt &tre
transportées activement dans le noyau. Le noyau d'une cellule de
mammifere typique comporte environ 3 000 a 4 000 pores dans
toute son enveloppe, chacun d'entre eux contenant une structure en
forme d'anneau a symétrie octuple a l'endroit ou les membranes
interne et externe fusionnent. Une structure appelée panier
nucléaire, qui s'étend dans le nucléoplasme, et une série
d'extensions filamenteuses qui s'é¢tendent dans le cytoplasme sont
attachées a l'anneau. Ces deux structures servent a faciliter la

liaison avec les protéines de transport nucléaire.

La plupart des protéines, des sous-unités ribosomiques et
certains ARN sont transportés a travers les complexes de pores
dans un processus médié par une famille de facteurs de transport
appelés caryophérines. Les caryophérines qui interviennent dans le

déplacement vers le noyau sont également appelées importines,
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tandis que celles qui interviennent dans le déplacement hors du
noyau sont appelées exportines. La plupart des caryophérines
interagissent directement avec leur chargement, bien que certaines
utilisent des protéines adaptatrices. Les hormones stéroidiennes
telles que le cortisol et l'aldostérone, ainsi que d'autres petites
molécules liposolubles impliquées dans la signalisation
intercellulaire, peuvent traverser la membrane cellulaire et se
diffuser dans le cytoplasme, ou elles se lient a des protéines
réceptrices nucléaires qui sont transportées dans le noyau. La, ils
servent de facteurs de transcription lorsqu'ils sont liés a leur ligand
; en l'absence de ligand, beaucoup de ces récepteurs fonctionnent
comme des histones désacétylases. qui répriment l'expression

génétique.
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Figure (28) : Enveloppe nucléaire et pores.

Lamelle nucléaire

Dans les cellules “animales, deux réseaux de filaments
intermédiaires assurent le soutien mécanique du noyau : La lamina
nucléaire forme un maillage organisé¢ sur la face interne de
l'enveloppe, tandis qu'un support moins organisé est fourni sur la
face cytosolique de l'enveloppe. Les deux systémes fournissent un
support structurel pour l'enveloppe nucléaire et des sites d'ancrage

pour les chromosomes et les pores nucléaires.

La lamina nucléaire est composée principalement de protéines
laminaires. Comme toutes les protéines, les lamines sont
synthétisées dans le cytoplasme puis transportées a l'intérieur du
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noyau, ou elles sont assemblées avant d'étre incorporées au réseau
existant de lamines nucléaires. Les lamines que 1'on trouve sur la
face cytosolique de la membrane, comme I'émerine et la nesprine,
se lient au cytosquelette pour fournir un support structurel. Les
lamines se trouvent également a l'intérieur du nucléoplasme ou
elles forment une autre structure réguliére, appelée voile
nucléoplasmique, visible par microscopie a fluorescence. La
fonction réelle du voile n'est pas claire, bien qu'il soit exclu du
nucléole et qu'il soit présent pendant l'interphase. Les structures
laminaires qui composent le voile, comme LEM3, lient la
chromatine et la perturbation de leur structure inhibe la

transcription des génes codant pour des protéines.

Comme les composants d'autres filaments intermédiaires, le
monomere de lamine contient un domaine alpha-hélice utilisé par
deux monomeres pour s'enrouler 1'un autour de 1'autre, formant une
structure dimére appelée bobine enroulée. Deux de ces structures
dimeéres se joignent ensuite cOte a cOte, dans une disposition
antiparallele, pour former un tétramere appelé protofilament. Huit
de ces protofilaments forment un arrangement latéral qui est
torsad¢ pour former un filament en forme de rouleau. Ces filaments
peuvent étre assemblés ou désassemblés de manicre dynamique, ce
qui signifie que les changements dans la longueur du filament

dépendent des taux concurrents d'ajout et de retrait des filaments.
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Des mutations dans les génes des lamines entrainant des défauts
dans 1'assemblage des filaments sont a I'origine d'un groupe de
maladies génétiques rares appelées laminopathies. La laminopathie
la plus notable est la famille de maladies connue sous le nom de
progéria, qui provoque l'apparition d'un vieillissement prématuré
chez les personnes qui en souffrent. Le mécanisme exact par lequel
les changements biochimiques associés donnent lieu au phénotype

agé n'est pas bien compris.

Chromosomes

Figure (28) : Un noyau de fibroblaste de souris dans lequel
I'ADN est coloré en bleu. Les territoires chromosomiques
distincts du chromosome 2 (rouge) et du chromosome 9 (vert)

sont colorés par hybridation in situ fluorescente.

Le noyau cellulaire contient la majorité du matériel génétique de
la cellule sous la forme de multiples molécules d'ADN linéaires
organisées en structures appelées chromosomes. Chaque cellule

humaine contient environ deux metres d'ADN. Pendant la majeure
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partie du cycle cellulaire, ces molécules sont organisées en un
complexe ADN-protéine appelé chromatine, et pendant la division
cellulaire, on peut voir la chromatine former les chromosomes bien
définis que 1'on connait grace au caryotype. Une petite fraction des

genes de la cellule est située dans la mitochondrie.

Il existe deux types de chromatine. L'euchromatine est la forme
d'ADN la moins compacte, et contient les geénes qui sont
fréquemment exprimés par la cellule. L'autre type,
I'hétérochromatine, est la forme la plus compacte, et contient
I'ADN qui est rarement transcrit. Cette structure est encore
catégorisée en hétérochromatine facultative, constituée de geénes
qui ne sont organisés en hétérochromatine que dans certains types
de cellules ou a certains stades de développement, et en
hétérochromatine  constitutive, constituée de composants
structurels des chromosomes tels que les télomeres et les
centromeres. Pendant l'interphase, la chromatine s'organise en
plaques individuelles discretes appelées territoires
chromosomiques. Les génes actifs, qui se trouvent généralement
dans la région euchromatique du chromosome, ont tendance a étre

situés vers la limite du territoire du chromosome.

Les anticorps dirigés contre certains types d'organisation de la
chromatine, en particulier les nucléosomes, ont été associés a un
certain nombre de maladies auto-immunes, comme le lupus

érythémateux systémique. Ils sont connus sous le nom d'anticorps
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antinucléaires (ANA) et ont également été observés de concert avec
la sclérose en plaques dans le cadre d'un dysfonctionnement

général du systéme immunitaire.
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Membrane des cellules C

La membrane cellulaire, également connue sous le nom de
membrane plasmique (PM) ou de membrane cytoplasmique et
historiquement appelée plasmalemme, est une membrane
biologique qui sépare l'intérieur de toutes les cellules du milieu
extérieur (l'espace extracellulaire) et qui protege la cellule de son
environnement. La membrane cellulaire est constituée d'une
bicouche lipidique, comprenant des cholestérols (un composant
lipidique) qui se situent entre les phospholipides pour maintenir
leur fluidité a différentes températures. La membrane contient
¢galement des protéines membranaires, notamment des protéines
intégrales qui traversent la membrane en servant de transporteurs
membranaires et des protéines périphériques qui se fixent de
maniere lache sur le c6té extérieur (périphérique) de la membrane
cellulaire, agissant comme des enzymes fagonnant la cellule. La
membrane cellulaire controle le mouvement des substances qui
entrent et sortent des cellules et des organites. Ainsi, elle est
sélectivement perméable aux ions et aux molécules organiques.™*
En outre, les membranes cellulaires sont impliquées dans divers
processus cellulaires tels que I'adhésion cellulaire, la conductivité
ionique et la signalisation cellulaire et servent de surface d'attache
pour plusieurs structures extracellulaires, notamment la paroi
cellulaire, la couche d'hydrates de carbone appelée glycocalyx et le

réseau intracellulaire de fibres protéiques appelé cytosquelette.
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Dans le domaine de la biologie synthétique, les membranes

cellulaires peuvent étre réassemblées artificiellement.
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Figure (29) : Cellule eucaryote et cellule procaryote.

Composition

Les membranes cellulaires contiennent une variété de molécules
biologiques, notamment des lipides et des protéines. La
composition n'est pas fixe, mais change constamment en fonction
de la fluidité et des modifications de I'environnement, et fluctue
méme au cours des différentes étapes du développement cellulaire.
Plus précisément, la quantité de cholestérol dans la membrane des
cellules primaires de neurones humains change, et ce changement
de composition affecte la fluidité tout au long des étapes du

développement.

Les matériaux sont incorporés dans la membrane, ou supprimés de

celle-ci, par divers mécanismes :

. La fusion des vésicules intracellulaires avec la membrane

(exocytose) permet non seulement d'excréter le contenu de la
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vésicule mais aussi d'incorporer les composants de la membrane
de la vésicule dans la membrane cellulaire. La membrane peut
former des boursouflures autour du matériel extracellulaire qui
se détachent pour devenir des vésicules (endocytose).

« Siune membrane est continue avec une structure tubulaire faite
de matériau de membrane, alors le matériau du tube peut étre
aspiré dans la membrane en continu.

« Bien que la concentration des composants de la membrane dans
la phase aqueuse soit faible (les composants stables de la
membrane ont une faible solubilité dans I'eau), il existe un

¢change de molécules entre les phases lipidique et aqueuse.
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Figure (30) : Exemples des principaux phospholipides et
glycolipides membranaires : phosphatidylcholine (PtdCho),
phosphatidyléthanolamine (PtdEtn), phosphatidylinositol
(PtdIns), phosphatidylsérine (PtdSer).
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La membrane cellulaire est constituée de trois classes de lipides
amphipathiques : les phospholipides, les glycolipides et les stérols.
La quantité de chacun dépend du type de cellule, mais dans la
majorité¢ des cas, les phospholipides sont les plus abondants,
représentant souvent plus de 50 % de tous les lipides des
membranes plasmiques. Les glycolipides ne représentent qu'une
infime quantité d'environ 2 % et les stérols constituent le reste.
Dans les études sur les globules rouges, 30 % de la membrane
plasmique est constituée de lipides. Cependant, pour la majorité des
cellules eucaryotes, la composition des membranes plasmiques est

d'environ la moitié des lipides et la moitié des protéines en poids.

Les chaines grasses des phospholipides et des glycolipides
contiennent habituellement un nombre pair d'atomes de carbone,
généralement entre 16 et 20. Les acides gras a 16 et 18 atomes de
carbone sont les plus courants. Les acides gras peuvent étre saturés
ou insaturés, la configuration des doubles liaisons ¢tant presque
toujours "cis". La longueur et le degré d'insaturation des chaines
d'acides gras ont un effet profond sur la fluidité de la membrane,
car les lipides insaturés créent un coude, empéchant les acides gras
de s'agglutiner aussi étroitement, ce qui diminue la température de
fusion (et augmente la fluidité) de la membrane. La capacité de
certains organismes a réguler la fluidité de leurs membranes
cellulaires en modifiant la composition des lipides est appelée

adaptation homéoviscale.
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L'ensemble de la membrane est maintenu par une interaction non
covalente des queues hydrophobes, mais la structure est assez
fluide et n'est pas fixée de maniere rigide. Dans des conditions
physiologiques, les molécules de phospholipides de la membrane
cellulaire sont a 1'état de cristaux liquides. Cela signifie que les
molécules lipidiques sont libres de diffuser et présentent une
diffusion latérale rapide le long de la couche dans laquelle elles
sont présentes. Cependant, [I'échange de molécules de
phospholipides entre les feuillets intracellulaires et extracellulaires
de la bicouche est un processus tres lent. Les radeaux lipidiques et
les cavéoles sont des exemples de microdomaines enrichis en
cholestérol dans la membrane cellulaire. En outre, une fraction du
lipide en contact direct avec les protéines membranaires intégrales,
qui est étroitement lie a la surface de la protéine, est appelée
enveloppe lipidique annulaire ; elle se comporte comme une partie

du complexe protéique.

Dans les cellules animales, le cholestérol est normalement
dispersé a des degrés divers dans les membranes cellulaires, dans
les espaces irréguliers entre les queues hydrophobes des lipides
membranaires, ou il confere un effet de rigidité et de renforcement
de la membrane. En outre, la quantité de cholestérol dans les
membranes biologiques varie selon les organismes, les types de
cellules et méme les cellules individuelles. Le cholestérol, un

composant majeur des membranes plasmatiques animales, régule
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la fluidité de la membrane globale, ce qui signifie que le cholestérol
contrdle la quantité de mouvement des différents composants de la
membrane cellulaire en fonction de ses concentrations. A haute
température, le cholestérol inhibe le mouvement des chaines
d'acides gras des phospholipides, ce qui entraine une réduction de
la perméabilité aux petites molécules et de la fluidité¢ de la
membrane. Le contraire est vrai pour le réle du cholestérol a des
températures plus basses. La production de cholestérol, et donc sa
concentration, est régulée a la hausse (augmentée) en réponse a une
température froide. A des températures froides, le cholestérol
interfere avec les interactions des chaines d'acides gras. Agissant
comme un antigel, le cholestérol smaintient la fluidité¢ de la
membrane. Le cholestérol est plus abondant chez les animaux de
climat froid que chez ceux de climat chaud. Chez les plantes, qui
sont dépourvues de cholestérol, des composés apparentés appelés

stérols remplissent la méme fonction que le cholestérol.

Phospholipides formant des vésicules lipidiques

Les wvésicules lipidiques ou liposomes sont des poches
approximativement sphériques qui sont entourées d'une bicouche
lipidique. Ces structures sont utilisées en laboratoire pour étudier
les effets des produits chimiques dans les cellules en délivrant ces
produits directement a la cellule, ainsi que pour mieux comprendre

la perméabilité de la membrane cellulaire. Les vésicules lipidiques
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et les liposomes sont formés en mettant d'abord en suspension un
lipide dans une solution aqueuse, puis en agitant le mélange par
sonication, ce qui donne une vésicule. En mesurant le taux d'efflux
de I'intérieur de la vésicule vers la solution ambiante, le chercheur
peut mieux comprendre la perméabilit¢ de la membrane. Les
vésicules peuvent étre formées avec des molécules et des ions a
l'intérieur de la vésicule en formant la vésicule avec la molécule ou
lion désiré présent dans la solution. Les protéines peuvent
¢galement étre incorporées dans la membrane en solubilisant les
protéines souhaitées en présence de détergents et en les attachant
aux phospholipides dans lesquels le liposome est formé. Les
chercheurs disposent ainsi d'un outil pour examiner les diverses

fonctions des protéines membranaires.

Glucides

Les membranes plasmatiques contiennent ¢galement des
glucides, principalement des glycoprotéines, mais aussi quelques
glycolipides (cérébrosides et gangliosides). Les glucides jouent un
role important dans la reconnaissance cellule-cellule chez les
eucaryotes ; ils sont situés a la surface de la cellule ou ils
reconnaissent les cellules hotes et partagent des informations, les
virus qui se lient aux cellules a l'aide de ces récepteurs provoquent
une infection. La plupart du temps, aucune glycosylation n'a lieu

sur les membranes a l'intérieur de la cellule ; la glycosylation a
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plutot lieu sur la surface extracellulaire de la membrane plasmique.
Le glycocalyx est une caractéristique importante de toutes les
cellules, en particulier des épithéliums a microvillosités. Des
données récentes suggerent que le glycocalyx participe a I'adhésion
cellulaire, a la localisation des lymphocytes et a bien d'autres
fonctions. L'avant-dernier sucre est le galactose et le sucre terminal
est l'acide sialique, le squelette du sucre étant modifié dans
l'appareil de Golgi. L'acide sialique porte une charge négative,

fournissant une barriére externe aux particules chargées.
Protéines

La membrane cellulaire contient une grande quantité de
protéines, généralement environ 50.% du volume de la membrane.
Ces protéines sont importantes pour la cellule car elles sont
responsables de diverses activités biologiques. Environ un tiers des
genes de la levure codent spécifiquement pour elles, et ce nombre
est encore plus élevé chez les organismes multicellulaires.[>*] Les
protéines membranaires sont de trois types principaux : les
protéines intégrales, les protéines périphériques et les protéines a
ancrage lipidique. Les protéines intégrales sont des protéines
transmembranaires amphipathiques. Les protéines intégrales sont
des protéines transmembranaires amphipathiques. Les canaux
ioniques, les pompes a protons et les récepteurs couplés aux
protéines G sont des exemples de protéines intégrales. Les canaux

ioniques permettent aux ions inorganiques tels que le sodium, le
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potassium, le calcium ou le chlore de diffuser le long de leur
gradient électrochimique a travers la bicouche lipidique en passant
par les pores hydrophiles de la membrane. Le comportement
¢lectrique des cellules, par exemple des cellules nerveuses, est
contrdlé par les canaux ioniques.[*l Les pompes a protons sont des
pompes protéiques intégrées a la bicouche lipidique qui permettent
aux protons de traverser la membrane en passant d'une chaine
latérale d'acides aminés a une autre. Des processus tels que le
transport des €lectrons et la production d'ATP utilisent des pompes
a protons. Un récepteur couplé a une protéine G est une chaine
polypeptidique unique qui traverse sept fois la bicouche lipidique
en réponse a des molécules de signalisation, par exemple des
hormones et des neurotransmetteurs. Les récepteurs couplés aux
protéines G sont utilisés dans‘des processus tels que la signalisation
intercellulaire, la régulation de la production d'AMPc et la

régulation des canaux ioniques.

La membrane cellulaire, étant exposée a I'environnement
extérieur, est un site important de communication entre les cellules.
A ce titre, une grande variété de récepteurs protéiques et de
protéines d'identification, comme les antigénes, sont présents a la
surface de la membrane. Les fonctions des protéines membranaires
peuvent également inclure le contact cellule-cellule, la

reconnaissance de surface, le contact avec le cytosquelette, la
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signalisation, l'activité enzymatique ou le transport de substances a

travers la membrane.

La plupart des protéines membranaires doivent étre insérées
d'une maniére ou d'une autre dans la membrane. Pour ce faire, une
"séquence signal" d'acides aminés a I'extrémité N-terminale dirige
les protéines vers le réticulum endoplasmique, qui les insére dans
une bicouche lipidique. Une fois insérées, les protéines sont ensuite
transportées vers leur destination finale dans des vésicules, ou la

vésicule fusionne avec la membrane cible.
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Figure (30) : Membrane plasmique.

La membrane cellulaire entoure le cytoplasme des cellules
vivantes, séparant physiquement les composants intracellulaires de
I'environnement extracellulaire. La membrane cellulaire joue
¢galement un réle dans l'ancrage du cytosquelette pour donner une
forme a la cellule, et dans I'attachement a la matrice extracellulaire
et aux autres cellules pour les maintenir ensemble et former des

tissus. Les champignons, les bactéries, la plupart des archées et les
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plantes possédent également une paroi cellulaire, qui fournit un
support mécanique a la cellule et empéche le passage de plus

grosses molécules.

La membrane cellulaire est sélectivement perméable et capable
de réguler ce qui entre et sort de la cellule, facilitant ainsi le
transport des matériaux nécessaires a la survie. Le mouvement des
substances a travers la membrane peut étre soit "passif”, se
produisant sans apport d'énergie cellulaire, soit "actif", nécessitant
que la cellule dépense de I'énergie pour le transporter. La
membrane maintient ¢également le potentiel cellulaire. La
membrane cellulaire fonctionne donc comme un filtre sélectif qui
ne permet qu'a certaines choses d'entrer ou de sortir de la cellule.
La cellule utilise un certain nombre de mécanismes de transport qui

impliquent des membranes biologiques :

1. Osmose et diffusion’ passives : Certaines substances (petites
molécules, ions) telles que le dioxyde de carbone (CO:2 ) et
I'oxygene (O2 ), peuvent traverser la membrane plasmique par
diffusion, qui est un processus de transport passif. Comme la
membrane agit comme une barriére pour certaines molécules et
certains ions, ils peuvent se trouver a des concentrations différentes
des deux cotés de la membrane. La diffusion se produit lorsque de
petites molécules et des ions se déplacent librement d'une
concentration élevée vers une concentration faible afin d'équilibrer

la membrane. Elle est considérée comme un processus de transport
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passif car elle ne nécessite pas d'énergie et est propulsée par le
gradient de concentration créé par chaque coté de la membrane. Un
tel gradient de concentration a travers une membrane semi-
perméable crée un flux osmotique pour l'eau. L'osmose, dans les
systémes biologiques, implique qu'un solvant se déplace a travers
une membrane semi-perméable de la méme mani¢re que la
diffusion passive, car le solvant se déplace toujours avec le gradient
de concentration et ne nécessite aucune énergie. Si l'eau est le
solvant le plus courant dans les cellules, il peut également s'agir

d'autres liquides ainsi que de liquides et de gaz supercritiques.

2. Les canaux et les transporteurs des protéines transmembranaires
: Les protéines transmembranaires s'étendent a travers la bicouche
lipidique des membranes ; elles fonctionnent des deux cotés de la
membrane pour transporter des molécules a travers celle-ci. Les
nutriments, tels que les sucres ou les acides aminés, doivent entrer
dans la cellule, et certains produits du métabolisme doivent en
sortir. Ces molécules peuvent diffuser passivement a travers des
canaux protéiques tels que les aquaporines dans le cas d'une
diffusion facilitée ou sont pompées a travers la membrane par des
transporteurs transmembranaires. Les protéines de canaux
protéiques, également appelées perméases, sont généralement
assez spécifiques, et ne reconnaissent et ne transportent qu'une
variété limitée de substances chimiques, souvent limitée a une

seule substance. Un autre exemple de protéine transmembranaire
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est un récepteur de surface cellulaire, qui permet aux molécules de

signalisation cellulaire de communiquer entre les cellules.

3. Endocytose : L'endocytose est le processus par lequel les cellules
absorbent des molécules en les engloutissant. La membrane
plasmique crée une petite déformation vers l'intérieur, appelée
invagination, dans laquelle la substance a transporter est capturée.
Cette invagination est provoquée par des protéines situées a
l'extérieur de la membrane cellulaire, qui agissent comme des
récepteurs et se regroupent dans des dépressions qui favorisent
I'accumulation de davantage de protéines et de lipides du co6té
cytosolique de la membrane. La déformation se détache alors de la
membrane a l'intérieur de la cellule, créant une vésicule contenant
la substance capturée. L'endocytose est une voie d'internalisation
des particules solides "cell eating" ou phagocytose, des petites
molécules et des ions "cell drinking" ou pinocytose et des
macromolécules. L'endocytose nécessite de 1'énergie et constitue

donc une forme de transport actif.

4. L'exocytose : De méme que du matériel peut étre amené dans la
cellule par invagination et formation d'une vésicule, la membrane
d'une vésicule peut étre fusionnée avec la membrane plasmique,
extrudant son contenu vers le milieu environnant. C'est le processus
d'exocytose. L'exocytose se produit dans diverses cellules pour
¢liminer les résidus non digérés des substances apportées par

endocytose, pour sécréter des substances telles que les hormones et
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les enzymes, et pour transporter une substance a travers une
barriere cellulaire. Dans le processus d'exocytose, la vacuole
alimentaire contenant des déchets non digérés ou la vésicule
sécrétoire bourgeonnée de l'appareil de Golgi, est d'abord déplacée
par le cytosquelette de l'intérieur de la cellule vers la surface. La
membrane de la vésicule entre en contact avec la membrane
plasmique. Les molécules lipidiques des deux bicouches se
réarrangent et les deux membranes sont ainsi fusionnées. Un
passage se forme dans la membrane fusionnée et la vésicule

déverse son contenu a l'extérieur de la cellule.

Water soluble
molecules

Plasma
membrane

Fat soluble
molecules Channel protein

Figure (31) : Diffusion a travers la membrane plasmique.
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Alpha-helix protein Oligosaccharide
’-}-— side chain

Glycolipid

Globular protein
/—
Phospholipid  Hydrophobic™ *
segment of
alpha-helix protein
Figure (32) : Glycolipide, protéine a hélice alpha, cholestérol,
segment hydrophobe de la protéine a hélice alpha et chaine

latérale oligosaccharidique de la membrane plasmique.

Structures

Modéle de mosaique de fluides

Selon le modéle de mosaique fluide de S. J. Singer et G. L.
Nicolson (1972), qui a remplacé le modele antérieur de Davson et
Danielli, les membranes biologiques peuvent étre considérées
comme un liquide bidimensionnel dans lequel les molécules de
lipides et de protéines diffusent plus ou moins facilement. Bien que
les bicouches lipidiques qui constituent la base des membranes

forment effectivement des liquides bidimensionnels par elles-
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mémes, la membrane plasmique contient également une grande
quantit¢ de protéines, qui apportent plus de structure. Les
complexes protéine-protéine, les piquets et les clotures formés par
le cytosquelette a base d'actine et éventuellement les radeaux

lipidiques sont des exemples de telles structures.

Bicouche lipidique

Figure (33) : Schéma de I'arrangement des molécules lipidiques
amphipathiques pour former une bicouche lipidique. Les
groupes polaires de téte jaunes séparent les queues
hydrophobes grises des environnements aqueux cytosolique et

extracellulaire.

Les bicouches lipidiques se forment par le processus d'auto-
assemblage. La membrane cellulaire est principalement constituée
d'une fine couche de phospholipides amphipathiques qui s'agencent
spontanément de manicre a ce que les régions hydrophobes de la
"queue" soient isolées de I'eau environnante tandis que les régions
hydrophiles de la "téte" interagissent avec les faces intracellulaires
(cytosoliques) et extracellulaires de la bicouche résultante. Cela

forme une bicouche lipidique sphérique et continue. Les
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interactions hydrophobes (également connues sous le nom d'effet
hydrophobe) sont les principales forces motrices de la formation
des bicouches lipidiques. Une augmentation des interactions entre
les molécules hydrophobes (provoquant un regroupement des
régions hydrophobes) permet aux molécules d'eau de se lier plus
librement entre elles, ce qui augmente I'entropie du systéme. Cette
interaction complexe peut inclure des interactions non covalentes
telles que les liaisons de van der Waals, les liaisons électrostatiques

et les liaisons hydrogene.

Les bicouches lipidiques sont généralement imperméables aux
ions et aux molécules polaires. La disposition des tétes hydrophiles
et des queues hydrophobes de la bicouche lipidique empéche les
solutés polaires, tels que les acides aminés, les acides nucléiques,
les glucides, les protéines et les ions, de diffuser a travers la
membrane, mais permet généralement la diffusion passive des
molécules hydrophobes. Cela donne a la cellule la possibilité de
contréler le mouvement de ces substances par l'intermédiaire de
complexes protéiques transmembranaires tels que les pores, les
canaux et les portes. Les flippases et les scramblases concentrent la
phosphatidyl serine, qui porte une charge négative, sur la
membrane interne. Avec le NANA, cela crée une barriére
supplémentaire aux entités chargées qui se déplacent a travers la

membrane.
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Les membranes remplissent diverses fonctions dans les cellules
eucaryotes et procaryotes. L'une d'entre elles consiste a réguler le
mouvement des matiéres qui entrent et sortent des cellules. La
structure de la bicouche phospholipidique (mod¢le de la mosaique
fluide) avec des protéines membranaires spécifiques explique la
perméabilité sélective de la membrane et les mécanismes de
transport passif et actif. En outre, les membranes des procaryotes
et celles des mitochondries et des chloroplastes des eucaryotes

facilitent la synthése d'ATP par chimiosmose.

Polarité de la membrane

.,,ms_:E DI .

HCoy
Figure (33) : Cellule intercalaire alpha.

La membrane apicale d'une cellule polarisée est la surface de la
membrane plasmique qui est tournée vers l'intérieur de la lumiere.
Ceci est particulicrement évident dans les cellules épithéliales et
endothéliales, mais décrit également d'autres cellules polarisées,
comme les neurones. La membrane basolatérale d'une cellule
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polarisée est la surface de la membrane plasmique qui forme ses
surfaces basale et latérale. Elle est orientée vers l'extérieur, vers
l'interstitium, et a 'opposé¢ de la lumiere. La membrane basolatérale
est une expression composée qui renvoie aux termes "membrane
basale (de base)" et "membrane latérale (de coté)" qui, en
particulier dans les cellules épithéliales, sont identiques en termes
de composition et d'activité. Les protéines (telles que les canaux
ioniques et les pompes) sont libres de se déplacer de la surface
basale a la surface latérale de la cellule ou vice versa,
conformément au modele de la mosaique fluide. Des jonctions
serrées relient les cellules épithéliales prés de leur surface apicale
pour empécher la migration des protéines de la membrane
basolatérale vers la membrane apicale. Les surfaces basale et
latérale restent donc a peu pres équivalentes 1'une a l'autre, tout en

étant distinctes de la surface apicale.

Structures membranaires

Alpho-helix proteln _ Olignsaccharide
@ AP

=lde chali

Fhospholipld ~ Hydfephoble &
segment of
alpha-hellx proteln

Figure (34) : Diagramme des structures de la membrane

cellulaire.



La membrane cellulaire peut former différents types de
structures "supramembranaires" telles que la cavéole, la densité
postsynaptique, le podosome, l'invadopode, 1'adhésion focale et
différents types de jonctions cellulaires. Ces structures sont
généralement responsables de l'adhésion cellulaire, de la
communication, de l'endocytose et de I'exocytose. Elles peuvent
étre visualisées par microscopie €lectronique ou par microscopie a
fluorescence. Elles sont composées de protéines spécifiques, telles

que les intégrines et les cadhérines.

Cytosquelette

Le cytosquelette se trouve sous la membrane cellulaire, dans le
cytoplasme, et fournit un échafaudage auquel les protéines
membranaires peuvent s'ancrer, tout en formant les organites qui
s'étendent a partir de la cellule. En effet, les éléments du
cytosquelette interagissent largement et intimement avec la
membrane cellulaire. L'ancrage des protéines les restreint a une
surface cellulaire particuliere - par exemple, la surface apicale des
cellules épithéliales qui tapissent I'intestin des vertébrés - et limite
la portée de leur diffusion dans la bicouche. Le cytosquelette est
capable de former des appendices, comme les organites, tels que
les cils, qui sont des extensions a base de microtubules recouvertes
par la membrane cellulaire, et les filopodes, qui sont des extensions
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a base d'actine. Ces prolongements sont enveloppés dans la
membrane et se projettent a partir de la surface de la cellule afin de
détecter l'environnement extérieur et/ou d'entrer en contact avec le
substrat ou d'autres cellules. Les surfaces apicales des cellules
¢épithéliales sont denses avec des projections en forme de doigts a
base d'actine, connues sous le nom de microvillosités, qui
augmentent la surface cellulaire et donc le taux d'absorption des
nutriments. Le découplage localis¢ du cytosquelette et de la

membrane cellulaire entraine la formation d'une bulle.

Les membranes intracellulaires

Le contenu de la cellule, a l'intérieur de la membrane cellulaire,
est composé de nombreux organites liés a la membrane, qui
contribuent a la fonction globale de la cellule. L'origine, la structure
et la fonction de chaque organite entrainent une grande variation de
la composition de la cellule en raison du caractére unique associé a

chaque organite.

« On considére que les mitochondries et les chloroplastes ont
évolué a partir de bactéries, ce que l'on appelle la théorie
endosymbiotique. Cette théorie est née de l'idée que Paracoccus
et Rhodopseudomonas, des types de bactéries, partagent des
fonctions similaires aux mitochondries et que les algues bleues,

ou cyanobactéries, partagent des fonctions similaires aux
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chloroplastes. La théorie endosymbiotique propose qu'au cours
de 1'évolution, une cellule eucaryote a englouti ces deux types
de bactéries, ce qui a conduit a la formation de mitochondries et
de chloroplastes a l'intérieur des cellules eucaryotes. Cet
engloutissement a donné naissance aux deux systémes
membranaires de ces organites, la membrane externe provenant
de la membrane plasmique de I'hdte et la membrane interne
étant la membrane plasmique de I'endosymbiote. Le fait que les
mitochondries et les chloroplastes contiennent tous deux leur
propre ADN confirme que ces deux organites ont évolué a partir
de bactéries englouties qui ont prospéré a 1'intérieur d'une cellule
eucaryote.

Dans les cellules eucaryotes,Ja membrane nucléaire sépare le
contenu du noyau du cytoplasme de la cellule. La membrane
nucléaire est formée d'une membrane interne et d'une membrane
externe, assurant la régulation stricte des matériaux entrant et
sortant du noyau. Les matériaux se déplacent entre le cytosol et
le noyau a travers les pores nucléaires de la membrane nucléaire.
Si le noyau d'une cellule est plus actif dans la transcription, sa
membrane aura plus de pores. La composition protéique du
noyau peut étre trés différente de celle du cytosol, car de
nombreuses protéines sont incapables de traverser les pores par
diffusion. Au sein de la membrane nucléaire, la composition
protéique des membranes interne et externe varie, et seule la

membrane externe est en continuité avec la membrane du
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réticulum endoplasmique (RE). Comme le RE, la membrane
externe posseéde également des ribosomes responsables de la
production et du transport des protéines dans l'espace entre les
deux membranes. La membrane nucléaire se désassemble
pendant les premiers stades de la mitose et se réassemble dans
les stades ultérieurs de la mitose.

Le RE, qui fait partie du systtme endomembranaire, qui
constitue une trés grande partie du contenu total de la membrane
de la cellule. Le RE est un réseau fermé de tubules et de sacs, et
ses principales fonctions sont la synthése des protéines et le
métabolisme des lipides. Il existe deux types de RE : lisse et
rugueux. Le RE rugueux comporte des ribosomes qui servent a
la synthése des protéines, tandis que le RE lisse est davantage
utilisé pour le traitement des toxines et la régulation du calcium
dans la cellule.

L'appareil de Golgi comporte deux citernes de Golgi rondes
interconnectées. Les compartiments de I'appareil forment de
multiples réseaux tubulaires-réticulaires responsables de
l'organisation, de la connexion des piles et du transport des
cargaisons qui présentent des vésicules filiformes continues en
forme de raisin de 50 a 60 nm. L'appareil se compose de trois
compartiments principaux, d'une citerne plate en forme de

disque avec des réseaux tubulaires-réticulaires et des vésicules.
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Variations

La membrane cellulaire a des compositions lipidiques et
protéiques différentes dans les différents types de cellules et peut

donc avoir des noms spécifiques pour certains types de cellules.

« Le sarcolemme dans les cellules musculaires : Le sarcolemme
est le nom donné a la membrane cellulaire des cellules
musculaires. Bien que le sarcolemme soit similaire aux autres
membranes cellulaires, il a d'autres fonctions qui le distinguent.
Par exemple, le sarcolemme transmet des signaux synaptiques,
aide a générer des potentiels d'action et est trés impliqué dans la
contraction musculaire. Contrairement aux autres membranes
cellulaires, le sarcolemme-est constitué de petits canaux appelés
tubules en T qui traversent la totalité des cellules musculaires.
On a également" constat¢ que I'épaisseur moyenne du
sarcolemme est de 10 nm, contre 4 nm pour la membrane
cellulaire générale.

. L'oolemme est la membrane cellulaire des ovocytes
L'oolemme des ovocytes (ovules immatures) ne correspond pas
a une bicouche lipidique car il n'en a pas et n'est pas constitué
de lipides. La structure posséde plutét une couche interne,
I'enveloppe de fécondation, et I'extérieur est constitu¢ de la

couche vitelline, qui est composée de glycoprotéines ;
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cependant, les canaux et les protéines sont toujours présents
pour leurs fonctions dans la membrane.

« Axolemma : Membrane plasmique spécialisée située sur les
axones des cellules nerveuses et responsable de la génération du
potentiel d'action. Il est constitué d'une bicouche lipidique
granuleuse et trés dense qui travaille en étroite collaboration
avec les composants du cytosquelette que sont la spectrine et
l'actine. Ces composants du cytosquelette sont capables de se
lier et d'interagir avec les protéines transmembranaires de

I'axolemme.

Permabilité

La perméabilité d'une membrane est le taux de diffusion passive
des molécules a travers la membrane. Ces molécules sont connues
sous le nom de molécules perméantes. La perméabilité dépend
principalement de la charge électrique et de la polarité¢ de la
molécule et, dans une moindre mesure, de la masse molaire de la
molécule. En raison de la nature hydrophobe de la membrane
cellulaire, les petites molécules électriquement neutres traversent
la membrane plus facilement que les grosses molécules chargées.
L'incapacité des molécules chargées a traverser la membrane
cellulaire entraine une répartition du pH des substances dans les

compartiments liquidiens de l'organisme.
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D- Organelles

En biologie cellulaire, un organite est une sous-unité spécialisée,
généralement au sein d'une cellule, qui a une fonction spécifique.
Le nom d'organite vient de I'idée que ces structures sont des parties
de la cellule, comme les organes le sont pour le corps, d'ou
organelle, le suffixe -elle étant un diminutif. Les organites sont soit
enfermés séparément dans leur propre bicouche lipidique
(également appelés organites membranaires), soit des unités
fonctionnelles spatialement distinctes sans bicouche lipidique
environnante (organites non membranaires). Bien que la plupart
des organites soient des unités fonctionnelles a l'intérieur des
cellules, certaines unités fonctionnelles qui s'étendent a I'extérieur
des cellules sont souvent appelées organites, comme les cils, le

flagelle et I'archaellum, et le trichocyste.

Les organites sont-identifiés par microscopie, et peuvent
¢galement étre purifiés par fractionnement cellulaire. Il existe de
nombreux types d'organites, en particulier dans les cellules
eucaryotes. Ils comprennent les structures qui constituent le
systéme endomembranaire interne (comme l'enveloppe nucléaire,
le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi) et d'autres
structures comme les mitochondries et les plastes. Si les
procaryotes ne possédent pas d'organites eucaryotes, certains
contiennent des micro-compartiments bactériens a enveloppe

protéique, qui agiraient comme des organites procaryotes primitifs,
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et il existe également des preuves de 1'existence d'autres structures
membranaires. De méme, le flagelle procaryote, qui fait saillie a
l'extérieur de la cellule, et son moteur, ainsi que le pilus largement

extracellulaire, sont souvent considérés comme des organites.

En biologie, les organes sont définis comme des unités
fonctionnelles confinées dans un organisme.l*! L'analogie entre les
organes corporels et les sous-structures cellulaires microscopiques
est évidente. Dés les premiers travaux, les auteurs des manuels

respectifs s'étendent rarement sur la distinction entre les deux.

Dans les années 1830, Félix Dujardin réfute la théorie
d'Ehrenberg selon laquelle les micro-organismes possedent les
mémes organes que les animaux multicellulaires, mais en plus

petit.

Le zoologiste allemand Karl August Mobius (1884) a été le
premier a utiliser un diminutif d'organe, par exemple "petit organe"
pour les structures cellulaires, en utilisant le terme organula (pluriel
d'organulum, diminutif du latin organum). Dans une note de bas de
page, qui a été publiée sous forme de correction dans le numéro
suivant de la revue, il a justifié sa suggestion d'appeler les organes
d'organismes unicellulaires "organella" puisqu'ils ne sont que des
parties d'une cellule formées différemment, contrairement aux

organes multicellulaires d'organismes multicellulaires.
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Types

Alors que la plupart des biologistes cellulaires considérent que le
terme organite est synonyme de compartiment cellulaire, un espace
souvent délimité par une ou deux bicouches lipidiques, certains
biologistes cellulaires choisissent de limiter le terme pour inclure
uniquement les compartiments cellulaires qui contiennent de
l'acide désoxyribonucléique (ADN), provenant d'organismes

microscopiques autrefois autonomes acquis par endosymbiose.

Selon cette définition, il n'y aurait que deux grandes catégories
d'organites, par exemple ceux qui contiennent leur propre ADN et

ceux qui proviennent de bactéries endosymbiotiques :

« les mitochondries (chez presque tous les eucaryotes)
. les plastides (par exemple, chez les plantes, les algues et certains

protistes).

D'autres organites sont également suggérés comme ayant des
origines endosymbiotiques, mais ils ne contiennent pas leur propre

ADN.

Une deuxiéme définition, moins restrictive, des organites est
qu'il s'agit de structures liées a une membrane. Cependant, méme
en utilisant cette définition, certaines parties de la cellule qui se
sont avérées étre des unités fonctionnelles distinctes ne sont pas
considérées comme des organites. Par conséquent, I'utilisation du

terme "organite" pour désigner également des structures non
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membranaires telles que les ribosomes est courante et acceptée.
Cela a conduit de nombreux textes a établir une distinction entre
les organites liés a la membrane et les organites non liés a la
membrane. Les organites non liés a la membrane, également
appelés grands complexes biomoléculaires, sont de grands
assemblages de macromolécules qui remplissent des fonctions
particulicres et spécialisées, mais ils ne sont pas liés a la membrane.
Beaucoup d'entre eux sont appelés "organites protéiques" car leur
structure principale est constituée de protéines. Parmi ces structures

cellulaires, citons :

. grands complexes ARN et protéines : ribosome, spliceosome,
voute

. grands complexes protéiques : protéasome, holoenzyme de
I'ADN polymérase III, holoenzyme de I'ARN polymérase II,
capside virale symétrique, complexe de GroEL et GroES ;
complexes protéiques membranaires : porosome, photosysteme
I, ATP synthase.

. grands complexes d'ADN et de protéines : nucléosome

. centriole et centre d'organisation des microtubules (MTOC)

« cytosquelette

. flagelle

. nucléole

. granule de stress

. granule de cellule germinale
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« granule de transport neuronal

Les mécanismes par lesquels ces organites non liés a une
membrane se forment et conservent leur intégrité spatiale ont été

comparés a la séparation de phases liquide-liquide.

Les cellules eucaryotes sont structurellement complexes et, par
définition, elles sont organisées, en partie, par des compartiments
intérieurs qui sont eux-mémes enfermés par des membranes
lipidiques qui ressemblent a la membrane cellulaire la plus externe.
Les plus grands organites, tels que le noyau et les vacuoles, sont
facilement visibles au microscope optique. IIs ont été parmi les
premicres découvertes biologiques faites apreés l'invention du

microscope.

Toutes les cellules eucaryotes ne possédent pas chacun des
organites énumérés ci-dessous. Des organismes exceptionnels ont
des cellules qui ne<comprennent pas certains organites qui
pourraient autrement &tre considérés comme universels aux
eucaryotes (comme les mitochondries). Il existe également des
exceptions occasionnelles quant au nombre de membranes
entourant les organites, énumérées dans les tableaux ci-dessous.
Par exemple, certains organites a double membrane sont parfois
dotés d'une ou de trois membranes. En outre, le nombre d'organites
individuels de chaque type présents dans une cellule donnée varie

en fonction de la fonction de cette cellule.
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Tableau (1) : Principaux organites eucaryotes

Organelle Fonction principale Structure Organismes Notes
Membrane sépare l'intérieur de toutes | liquide tous les
cellulaire les cellules de | bidimensionnel | eucaryotes
I'environnement extérieur
(l'espace extracellulaire),
ce qui protége la cellule de
son environnement.
Paroi cellulaire La paroi cellulaire est une | divers plantes, protistes,
structure rigide composée rares organismes
de cellulose qui donne sa kleptoplastiques
forme a la cellule, aide a
maintenir les organites a
l'intérieur de la cellule et
empéche la cellule
d'éclater sous l'effet de la
pression osmotique.
Chloroplaste la photosynthese, qui capte | compartiment a | plantes, protistes, | posséde
(plastide) I'énergie de la lumiere du | double rares organismes | son propre
soleil membrane kleptoplastiques | ADN ; on
pense
qu'elle a été
engloutie
par la
cellule
eucaryote
ancestrale
(endosymb
iosi).
Réticulum traduction et repliement de | compartiment a | tous les | le
endoplasmique nouvelles protéines | membrane eucaryotes réticulum
(réticulum endoplasmique | unique endoplasmi
rugueux), expression des que
lipides (réticulum rugueux est
endoplasmique lisse). recouvert
de
ribosomes

et présente

des plis qui

148




Flagellum

Mitochondrie

locomotion, sensorielle

la production d'énergic a
partir de l'oxydation des
substances de glucose et la
libération d'adénosine

triphosphate

protéine

compartiment a
double

membrane

certains

eucaryotes

la  plupart des

eucaryotes

élément

constitutif

du

chondriom

e ; posséde

son propre

ADN ;

on

pense qu'il

a

été

englouti

par

une
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cellule

eucaryote
ancestrale
(endosymb
iose).l2%
Nucleus Entretien de  I'ADN, | compartiment a | tous les | contient
contrdle toutes les activités | double eucaryotes l'essentiel
de la cellule, transcription | membrane du génome
de I'ARN.
Vacuole stockage, transport, aide a | compartiment a | eucaryotes
maintenir 'homéostasie membrane
unique

Les mitochondries et les plastes, y compris les chloroplastes,

possedent des doubles membranes et leur propre ADN. Selon la

théorie endosymbiotique, ils proviendraient d'organismes

procaryotes incomplétement consommés ou envabhis.

Tableau (2) : Organites eucaryotes mineurs et composants cellulaires
Organelle/M | Fonction principale Structure | Organismes
acromolécul
€
Acrosome |aide les spermatozoides a |comparti |la plupart des
fusionner avec l'ovule. ment a | animaux
membrane
unique
Autophagos | vésicule qui séquestre le | comparti | tous les
ome matériel cytoplasmique et les | ment a | eucaryotes
organites en vue de leur|double
dégradation. membrane
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Centriole Ancrage du cytosquelette, | Protéine | animaux
organise la division cellulaire | microtubu
en formant des fibres | laire
fusiformes.

Cilium mouvement dans ou du milieu | Protéine animaux,
extérieur ; "voie de | microtubu | protistes,
signalisation  critique  du | laire quelques
développement".[!] plantes

Cnidocyste | piqare de rappel tubule cnidaires

creux
enroulé

Appareil a | détecte la lumiere, permettant a les  algues

taches la phototaxie d'avoir lieu vertes et

oculaires d'autres
organismes
photosynthét
iques
unicellulaires
tels que les
euglenes

Glycosome | effectue la glycolyse comparti | Certains

ment a | protozoaires,
membrane | comme  les
unique trypanosome
.
Glyoxysom | la transformation des graisses | comparti | plantes
e en sucres ment a
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Hydrogénos | énergie et production | comparti | quelques

d'hydrogene

Mélanosom | stockage des pigments

e

Myofibrille | contraction des myocytes
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Ocelloide détecte la  lumiére  et|comparti |membres de
éventuellement les formes, | ment alla famille
permettant ainsi la phototaxie | double Warnowiace

membrane | ae

Parenthése | non caractérisé non champignons

caractérisé

Peroxisome | dégradation du  peroxyde | comparti | tous les
d'hydrogeéne métabolique ment a | eucaryotes

membrane
unique

Porosome | portail sécrétoire comparti | tous les

ment a | eucaryotes
membrane
unique

Protéasome | dégradation des  protéines | trés grand | tous les
inutiles ou endommagées par | complexe | eucaryotes,
protéolyse de tous les

protéines |archées et
certaines
bactéries

Ribosome |la traduction de 1'ARN en | ARN- tous les

(80S) protéines protéine | eucaryotes

granule de | stockage de I'ARNm[**! sans la plupart des

stress membrane | eucaryotes
(complexe
s mRNP)
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Domaine ARNm codant pour des | sans la plupart des

TIGRE protéines membrane | organismes

Vésicule transport des matériaux comparti | tous les
ment a | eucaryotes
membrane

unique

Les procaryotes n'ont pas la méme complexité structurelle que
les eucaryotes et on pensait autrefois qu'ils avaient peu
d'organisation interne et qu'ils étaient dépourvus de compartiments
cellulaires et de membranes internes, mais peu a peu, des détails
émergent sur les structures internes des procaryotes qui renversent
ces hypotheses. L'idée développée dans les années 1970 selon
laquelle les bactéries pourraient contenir des replis de la membrane
cellulaire appelés mésosomes a été l'une des premicres fausses
pistes, mais il s'est avéré par la suite qu'il s'agissait d'artefacts
produits par les produits chimiques utilisés pour préparer les

cellules pour la microscopie €lectronique.

Cependant, il existe de plus en plus de preuves de la
compartimentation chez au moins certains procaryotes. Des
recherches récentes ont révélé qu'au moins certains procaryotes
possedent des micro-compartiments, tels que les carboxysomes.
Ces compartiments subcellulaires ont un diametre de 100 a 200 nm

et sont entourés d'une enveloppe de protéines. La description de
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magnétosomes membranaires chez les bactéries, rapportée en

2006, est encore plus frappante.

Le phylum bactérien des Planctomycétes a révélé un certain
nombre de caractéristiques de compartimentation. Le plan
cellulaire des Planctomycetes comprend une membrane
intracytoplasmique qui sépare le cytoplasme en paryphoplasme (un
espace extérieur sans ribosomes) et en pirellulosome (ou
riboplasme, un espace intérieur contenant des ribosomes). Des
anammoxosomes membranaires ont été découverts dans cing
genres de Planctomycetes "anammox", qui effectuent une
oxydation anaérobie de I'ammonium. Chez lI'espéce de
Planctomycetes Gemmata obscuriglobus, une structure semblable

a un noyau entourée de membranes lipidiques a été signalée.

La compartimentation est une caractéristique des structures
photosynthétiques procaryotes. Les bactéries violettes ont des
"chromatophores", qui sont des centres de réaction situés dans des
invaginations de la membrane cellulaire. Les bactéries sulfureuses
vertes ont des chlorosomes, qui sont des complexes d'antennes
photosynthétiques liés aux membranes cellulaires. Les
cyanobactéries ont des membranes thylakoides internes pour la
photosynthése dépendante de la lumiére ; des études ont révélé que
la membrane cellulaire et les membranes thylakoides ne sont pas

continues 1'une avec l'autre.
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Anammox Bacteria

cell wall

riboplasm

nucleoid

Figure (35) : Bactéries anammox.

cytoplasmic membrane
paryphoplasm
intracytoplasmic membrane

anammoxosome membrane
anammoxosome

Tableau (3) : Organites procaryotes et composants cellulaires

Organelle/ | Fonction principale Structure Organismes
macromolé
cule
Anammox | oxydation anaérobie de | ladderane = membrane | Bactéries
osome I'ammonium lipidique "candidates" au
sein des
Planctomycetes
Carboxyso | fixation du carbone microcompartiment certaines bactéries
me bactérien a enveloppe
protéique
Chlorosom | photosynthese complexe de collecte de | bactéries
e la lumiere fixé a la | sulfureuses vertes
membrane cellulaire
Flagellum | mouvement dans un | filament de protéine certains
milieu extérieur procaryotes
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Magnétoso | orientation magnétique | cristal inorganique, | bactéries
me membrane lipidique magnétotactiques
Nucléoide | Maintien de I'ADN, [ ADN-protéine procaryotes
transcription en ARN
Pilus Adhésion a d'autres | un appendice | cellules procaryotes
cellules pour la | ressemblant a un cheveu
conjugaison ou a un | quisort de la membrane
substrat solide pour | plasmique (mais qui y
créer des forces | est partiellement
mobiles. intégré).
Plasmide | Echange d'ADN ADN circulaire certaines bactéries
Ribosome | la traduction de I'ARN | ARN-protéine les bactéries et les
(70S) en protéines archées
Membrane | photosynthése protéines et pigments du | principalement des
S photosysteme cyanobactéries
thylakoide
s
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E - Acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des biopolyméres, ou grandes
biomolécules, essentiels a toutes les formes de vie connues. Ils sont
composeés de nucléotides, qui sont des monomeres constitués de
trois éléments : un sucre a 5 atomes de carbone, un groupe
phosphate et une base azotée. Les deux principales classes d'acides
nucléiques sont l'acide désoxyribonucléique (ADN) et l'acide
ribonucléique (ARN). Si le sucre est le ribose, le polymere est
I'"ARN ; si le sucre est le dérivé ribose du désoxyribose, le polymere

est 'ADN.

Les acides nucléiques sont des composés chimiques naturels qui
servent de principales molécules porteuses d'informations dans les
cellules et constituent le matériel génétique. Les acides nucléiques
se trouvent en abondance dans tous les étres vivants ou ils créent,
codent et stockent les informations de chaque cellule vivante de
chaque forme de vie sur Terre. A leur tour, ils ont pour fonction de
transmettre et d'exprimer ces informations a l'intérieur et a
'extérieur du noyau cellulaire, vers les opérations intérieures de la
cellule et, en fin de compte, vers la génération suivante de chaque
organisme vivant. L'information codée est contenue et transmise
par la séquence d'acide nucléique, qui fournit l'ordre des
nucléotides en "échelle" dans les molécules d'ARN et d'ADN. Ils
jouent un rdle particulierement important en dirigeant la synthese

des protéines.
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Les chaines de nucléotides sont liées pour former des squelettes
hélicoidaux - généralement un pour I'ARN, deux pour 'ADN - et
assemblées en chaines de paires de bases choisies parmi les cing
nucléobases primaires, ou canoniques, qui sont l'adénine, la
cytosine, la guanine, la thymine et I'uracile. La thymine est présente
uniquement dans I'ADN et l'uracile uniquement dans I'ARN.
L'utilisation des acides aminés et le processus connu sous le nom
de synthése des protéines,!! le séquencage spécifique dans I'ADN
de ces paires de nucléobases permet de stocker et de transmettre
des instructions codées sous forme de geénes. Dans I'ARN, le
séquencage des paires de bases permet de fabriquer de nouvelles
protéines qui déterminent les cadres et les parties et la plupart des

processus chimiques de toutes les.formes de vie.
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Figure (36) : Structures de I'ADN et de I'ARN.

La nucléine a été découverte par Friedrich Miescher en 1869 a
l'université de Tiibingen, en Allemagne.

Au début des années 1880, Albrecht Kossel a purifié¢ davantage
la substance et a découvert ses propriétés hautement acides. Plus
tard, il a également identifi¢ les nucléobases.

En 1889, Richard Altmann crée le terme "acide nucléique".

En 1938, Astbury et Bell ont publié le premier schéma de
diffraction des rayons X de I'ADN.

En 1944, 'expérience Avery-MacLeod-McCarty a montré que
I'ADN est le support de l'information génétique.

En 1953, Watson et Crick ont présenté la structure de I'ADN.
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Les études expérimentales sur les acides nucléiques constituent une
part importante de la recherche biologique et médicale moderne, et
forment une base pour la science génomique et médico-légale, ainsi

que pour les industries biotechnologiques et pharmaceutiques.

Les acides nucléiques sont généralement des molécules de tres
grande taille. En effet, les molécules d'ADN sont probablement les
plus grandes molécules individuelles connues. La taille des
molécules d'acide nucléique biologiques bien étudiées varie de 21
nucléotides (petit ARN interférent) a de grands chromosomes (le
chromosome humain 1 est une molécule unique qui contient 247

millions de paires de bases.

Dans la plupart des cas, les molécules d'’ADN naturelles sont a
double brin et les molécules d'ARN sont a simple brin. Il existe
toutefois de nombreuses. exceptions : certains virus ont des
génomes constitués d'ARN double brin, d'autres ont des génomes
d'ADN simple brin et, dans certaines circonstances, des structures

d'acide nucléique a trois ou quatre brins peuvent se former.

Les acides nucléiques sont des polymeres (chaines) linéaires de
nucléotides. Chaque nucléotide est constitué de trois composants :
une nucléobase purique ou pyrimidique (parfois appelée base
azotée ou simplement base), un sucre pentose et un groupe
phosphate qui rend la molécule acide. La sous-structure constituée
d'une nucléobase et d'un sucre est appelée nucléoside. Les types

d'acides nucléiques different par la structure du sucre dans leurs
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nucléotides : 'ADN contient du 2'-désoxyribose tandis que I'ARN
contient du ribose (la seule différence étant la présence d'un groupe
hydroxyle). Les nucléobases présentes dans les deux types d'acide
nucléique sont également différentes : I'adénine, la cytosine et la
guanine sont présentes a la fois dans 'ARN et I'ADN, tandis que la
thymine est présente dans I'ADN et l'uracile dans 'ARN.

Les sucres et les phosphates des acides nucléiques sont reliés
entre eux en une chaine alternée (squelette sucre-phosphate) par
des liaisons  phosphodiester. Dans la  nomenclature
conventionnelle, les carbones auxquels les groupes phosphates
s'attachent sont les carbones 3'-end et 5'-end du sucre. Cela confere
aux acides nucléiques un caracteére directionnel, et les extrémités
des molécules d'acide nucléique sont appelées extrémité 5' et
extrémité 3'. Les nucléobases sont liées aux sucres par une liaison
N-glycosidique impliquant 'azote du cycle de la nucléobase (N-1
pour les pyrimidines et N-9 pour les purines) et le carbone 1' du

cycle du sucre pentose.

Les nucléosides non standard sont également présents dans
I'ARN et I'ADN et proviennent généralement de la modification
des nucléosides standard au sein de la molécule d'ADN ou du
transcrit primaire (initial) de 'ARN. Les molécules d'ARN de
transfert (ARNt) contiennent un nombre particulierement élevé de

nucléosides modifiés.
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« Quelques-uns des derniers articles ont été étiquetés acides
nucléiques alors qu'il ne s'agit pas vraiment d'acides nucléiques.
Les acides nucléiques sont présents dans les noyaux des cellules,
mais des molécules telles que les PNA ou les Morpholinos sont
des analogues purement synthétiques. Elles devraient soit étre
étiquetées comme telles, soit étre retirées de cette liste (bien que
je pense qu'elles présentent un intérét suffisant pour étre

conservées).

. J'ai fait une page "essayant" les analogues d'acides nucléiques
pour lier les analogues, il y a beaucoup d'articles orphelins,
catégorisés soit en génétique soit en biochimie (selon la
discipline des auteurs ?). Est-ce qu'un "autres" serait décent pour
le modele ? Squidonius (talk) 14:58, 20 novembre 2007 (UTC)

résolu.

« cpDNA (chloroplast DNA) devrait étre ajouté ; cependant il n'y

a pas encore de page pour lui (cpDNA redirige vers chloroplast).

- tameeria (talk) 04:28, 11 Décembre 2007 (UTC)

Une molécule d'ADN ou d'ARN différe d'une autre
principalement par la séquence des nucléotides. Les séquences de
nucléotides sont d'une grande importance en biologie car elles
portent les instructions ultimes qui codent toutes les molécules
biologiques, les assemblages moléculaires, les structures
subcellulaires et cellulaires, les organes et les organismes, et

permettent directement la cognition, la mémoire et le
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comportement. D'énormes efforts ont été¢ déployés pour mettre au
point des méthodes expérimentales permettant de déterminer la
séquence nucléotidique des molécules d'ADN et d'ARN
biologiques,?*?] et aujourd'hui, des centaines de millions de
nucléotides sont séquencés chaque jour dans des centres de
génomique et de petits laboratoires du monde entier. Outre la
maintenance de la base de données GenBank sur les séquences
d'acides nucléiques, le NCBI fournit des ressources d'analyse et
d'extraction pour les données de GenBank et d'autres données

biologiques disponibles sur le site Web du NCBI.[2¢]

Acide désoxyribonucléique

L'acide désoxyribonucléique (ADN) est un acide nucléique
contenant les instructions génétiques utilisées dans le
développement et le fonctionnement de tous les organismes vivants
connus. Les segments d'ADN portant cette information génétique
sont appelés génes. De méme, d'autres séquences d'ADN ont des
fonctions structurelles ou sont impliquées dans la régulation de
l'utilisation de cette information génétique. Avec 1'ARN et les
protéines, ' ADN est I'une des trois principales macromolécules qui
sont essentielles a toutes les formes de vie connues. L'ADN est
constitué¢ de deux longs polymeres d'unités simples appelées
nucléotides, dont les squelettes sont constitués de sucres et de

groupes phosphates reliés par des liaisons ester. Ces deux brins sont
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de sens contraire l'un par rapport a l'autre et sont donc
antiparalléles. Chaque sucre est li¢ a I'un des quatre types de
molécules appelées nucléobases (ou bases). C'est la séquence de
ces quatre nucléobases le long du squelette qui code l'information.
Cette information est lue a l'aide du code génétique qui spécifie la
séquence des acides aminés dans les protéines. Le code est Iu en
copiant des segments d'ADN dans l'acide nucléique correspondant,
I'ARN, au cours d'un processus appelé transcription. Dans les
cellules, 'ADN est organis¢ en longues structures appelées
chromosomes. Au cours de la division cellulaire, ces chromosomes
sont dupliqués dans le processus de. réplication de 1'ADN,
fournissant a chaque cellule son propre jeu complet de
chromosomes. Les organismes . eucaryotes (animaux, plantes,
champignons et protistes) stockent la plupart de leur ADN a
l'intérieur du noyau cellulaire et une partie de leur ADN dans des
organelles, comme les mitochondries ou les chloroplastes. En
revanche, les procaryotes (bactéries et archées) stockent leur ADN
uniquement dans le cytoplasme. A I'intérieur des chromosomes, les
protéines de la chromatine, comme les histones, compactent et
organisent I'ADN. Ces structures compactes guident les
interactions entre I'ADN et les autres protéines, contribuant ainsi a

controler les parties de I'ADN qui sont transcrites.
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Acide ribonucléique

L'acide ribonucléique (ARN) a pour fonction de convertir les
informations génétiques des genes en séquences d'acides aminés
des protéines. Les trois types universels d'ARN sont I'ARN de
transfert (ARNt), I'ARN messager (ARNm) et 'ARN ribosomal
(ARNr). L'ARN messager sert a transporter l'information de la
séquence génétique entre I'ADN et les ribosomes, dirigeant la
synthése des protéines et transportant les instructions de 'ADN
dans le noyau au ribosome . L'ARN ribosomal lit la séquence
d'ADN et catalyse la formation des liaisons peptidiques. L' ARN de
transfert sert de molécule porteuse pour les acides aminés a utiliser
dans la synthése des protéines, et est responsable du décodage de
I'ARNm. En outre, de nombreuses autres classes d'ARN sont

désormais connues.
Acide nucléique artificiel

Des analogues d'acides nucléiques artificiels ont été¢ congus et
synthétisés par des chimistes, et comprennent 1'acide nucléique
peptidique, l'acide nucléique morpholino- et verrouillé, I'acide
nucléique glycolique et 1'acide nucléique thréose. Chacun d'entre
eux se distingue de 1I'ADN ou de I'ARN naturel par des

modifications du squelette des molécules.
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Structures des acides nucléiques

La structure des acides nucléiques fait référence a la structure des
acides nucléiques tels que 'ADN et ' ARN. Chimiquement parlant,
I'ADN et I'ARN sont trés similaires. La structure des acides
nucléiques est souvent divisée en quatre niveaux différents

primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire.
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Figure (37) : La structure primaire consiste en une séquence

linéaire de nucléotides.

La structure primaire consiste en une séquence linéaire de
nucléotides qui sont liés entre eux par une liaison phosphodiester.
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C'est cette séquence linéaire de nucléotides qui constitue la
structure primaire de I'ADN ou de I'ARN. Les nucléotides sont

constitués de 3 composants :

1. Base azotée
1. Adénine
2.Guanine
3.Cytosine
4. Thymine (présente uniquement dans I'ADN)
5.Uracil (présent uniquement dans I'"ARN)
2.Un sucre a 5 carbones appelé désoxyribose (présent dans
I'ADN) et ribose (présent dans 'ARN).

3. Un ou plusieurs groupes phosphates.[!]

Les bases azotées adénine et guanine sont de structure purique et
forment une liaison glycosidique entre leur azote 9 et le groupe 1'
-OH du désoxyribose. La cytosine, la thymine et ['uracile sont des
pyrimidines, et les liaisons glycosidiques se forment donc entre
leur azote 1 et le groupe 1' -OH du désoxyribose. Pour les bases
puriques et pyrimidiques, le groupe phosphate forme une liaison
avec le sucre désoxyribose par une liaison ester entre I'un de ses
groupes oxygénés chargés négativement et le 5' -OH du sucre. La
polarité¢ de 'ADN et de I'ARN provient des atomes d'oxygene et
d'azote de leur squelette. Les acides nucléiques sont formés lorsque
les nucléotides s'assemblent par des liaisons phosphodiester entre

les atomes de carbone 5' et 3'. Une séquence d'acide nucléique est
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l'ordre des nucléotides dans une molécule d'ADN (GACT) ou
d'ARN (GACU) qui est déterminé par une série de lettres. Les
séquences sont présentées de l'extrémité 5' a 3' et déterminent la
structure covalente de la molécule enti¢re. Les séquences peuvent
étre complémentaires d'une autre séquence en ce sens que la base
sur chaque position est complémentaire ainsi que dans I'ordre
inverse. Un exemple de séquence complémentaire a AGCT est
TCGA. L'ADN est un double brin contenant a la fois un brin sens
et un brin antisens. Par conséquent, la séquence complémentaire

sera celle du brin sens.
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OH

Figure (38) : Structures de la base azotée.

ADN

La structure secondaire est 1'ensemble des interactions entre les
bases, c'est-a-dire les parties des brins qui sont liées les unes aux
autres. Dans la double hélice d'ADN, les deux brins d'ADN sont
maintenus ensemble par des liaisons hydrogéne. Les nucléotides
d'un brin forment des paires de bases avec le nucléotide de l'autre
brin. La structure secondaire est responsable de la forme que prend

l'acide nucléique. Les bases de I'ADN sont classées en purines et
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pyrimidines. Les purines sont l'adénine et la guanine. Les purines
sont constituées d'une structure a double anneau, un anneau a six
membres et un anneau a cinq membres contenant de 1'azote. Les
pyrimidines sont la cytosine et la thymine. Elles ont une structure
a un seul cycle, un cycle a six chainons contenant de 1'azote. Une
base purique se couple toujours avec une base pyrimidique (la
guanine (G) se couple avec la cytosine (C) et l'adénine (A) se
couple avec la thymine (T) ou l'uracile (U)). La structure
secondaire de I'ADN est principalement déterminée par
l'appariement des bases des deux brins de polynucléotides enroulés
l'un autour de l'autre pour former une double hélice. Bien que les
deux brins soient alignés par des liaisons hydrogene dans les paires
de bases, les forces les plus fortes qui maintiennent les deux brins
ensemble sont les interactions d'empilement entre les bases. Ces
interactions d'empilement sont stabilisées par les forces de Van der
Waals et les interactions hydrophobes, et présentent une grande
variabilité structurelle locale. 11 existe également deux sillons dans
la double hélice, appelés sillon majeur et sillon mineur en fonction

de leur taille relative.
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Figure (39) : Brin 1, brin 2, brin 3 et brin 4 de I'acide nucléique
(ADN).
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Figure (40) : Structure secondaire de I'ARN.

Un exemple de structure secondaire d'ARN. Cette image
comprend plusieurs €éléments structurels, notamment des zones
simple et double brin, des renflements, des boucles internes et des
boucles en épingle a cheveux. L'ARN double brin forme une
structure hélicoidale de type A, contrairement a la conformation de
type B communément adoptée par les molécules d ADN double

brin.

La structure secondaire de I'ARN est constituée d'un seul
polynucléotide. L'appariement des bases dans I'ARN se produit
lorsque I'ARN se replie entre des régions de complémentarité. On
trouve souvent des régions a simple et a double brin dans les

molécules d'ARN.

Les quatre ¢léments de base de la structure secondaire de I'ARN

sont :

- Helices
. Bulges
« Boucles

. Jonctions

Les brins antiparalléles forment une forme hélicoidale.l®! Les

renflements et les boucles internes sont formés par la séparation de
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la double hélice sur un brin (renflement) ou sur les deux brins

(boucles internes) par des nucléotides non appariés.

La boucle en étoile ou en épingle a cheveux est 1'élément le plus
courant de la structure secondaire de I'ARN. La boucle en tige est
formée lorsque les chaines d'ARN se replient sur elles-mémes pour
former une double hélice appelée "tige", les nucléotides non
appariés forment une région simple brin appelée "boucle". Une
tétraloop est une structure d'ARN en épingle a cheveux de quatre
paires de bases. Il existe trois familles communes de tétralos dans
I'ARN ribosomal : UNCG, GNRA et CUUG (N est 1'un des quatre
nucléotides et R est une purine). L'UNCG- est le tétraloop le plus
stable.

Le pseudo-not est une structure secondaire d'ARN identifiée
pour la premiére fois dans le virus de la mosaique jaune du navet.
Les pseudo-noeuds sont formés lorsque les nucléotides de 1'épingle
a cheveux-boucle se couplent avec une région simple brin a
l'extérieur de I'épingle a cheveux pour former un segment
hélicoidal. Les pseudo-noeuds de type H sont les mieux
caractérisés. Dans le pli de type H, les nucléotides de 1'épingle a
cheveux-boucle s'apparient avec les bases situées a 1'extérieur de la
tige de 1'épingle a cheveux pour former une seconde tige et une
boucle. Cela entraine la formation de pseudo-noeuds avec deux

tiges et deux boucles. Les pseudo-noeuds sont des éléments
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fonctionnels de la structure de I'ARN ayant des fonctions diverses

et se trouvant dans la plupart des classes d'ARN.

La structure secondaire de I' ARN peut étre prédite par des données
expérimentales sur les éléments de la structure secondaire, les
hélices, les boucles et les renflements. La méthode DotKnot-PW
est utilisée pour la prédiction comparative des pseudo-noeuds. Les
points principaux de la méthode DotKnot-PW sont de noter les
similarités trouvées dans les tiges, les éléments secondaires et les

pseudo-noeuds de type H.
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Figure (41) : Structure tertiaire de I' ARN.

La structure tertiaire fait référence a l'emplacement des atomes
dans l'espace tridimensionnel, en tenant compte des contraintes
géométriques et stériques. Il s'agit d'un ordre supérieur a la
structure secondaire, dans laquelle un pliage a grande échelle se
produit dans un polymere linéaire et la chaine entiere est replice
dans une forme tridimensionnelle spécifique. Il existe 4 domaines

dans lesquels les formes structurelles de ' ADN peuvent différer.

1. Manipulation - droite ou gauche
2. Longueur du tour d'hélice
3. Nombre de paires de bases par tour

4. Différence de taille entre les sillons majeurs et mineurs!*]

La disposition tertiaire de la double hélice de ' ADN dans I'espace
comprend 'ADN-B, I'ADN-A et 'ADN-Z.

L'ADN-B est la forme la plus courante d'ADN in vivo. Il s'agit
d'une hélice plus étroite et plus allongée que 'ADN-A. Son grand
sillon rend les protéines plus accessibles. Son large sillon majeur le
rend plus accessible aux protéines. En revanche, il posséde un
sillon mineur étroit. Les conformations préférées de 'ADN-B se
produisent a des concentrations d'eau élevées ; I'hydratation du
sillon mineur semble favoriser I'ADN-B. Les paires de bases de

I'ADN-B sont presque perpendiculaires a l'axe de I'hélice. Le
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chicotage du sucre qui détermine la forme de I'hélice a, c'est-a-dire
si I'hélice existera sous la forme A ou B, se produit a l'extrémité
C2'.

L'ADN-A est une forme du duplex d'ADN observée dans des
conditions de déshydratation. Elle est plus courte et plus large que
I'"ADN-B. L'ARN adopte cette forme en double hélice, et les duplex
ARN-ADN sont le plus souvent de forme A, mais des duplex ARN-
ADN de forme B ont été observés. Dans des contextes localisés de
dinucléotides a brin unique, ' ARN peut également adopter la forme
B sans s'apparier a I'ADN. L'ADN-A posséde un sillon majeur
profond et étroit qui ne le rend pas facilement accessible aux
protéines. En revanche, son sillon mineur large et peu profond le
rend accessible aux protéines, mais avec un contenu en information
plus faible que le sillon majeur. Sa conformation préférée se situe
a de faibles concentrations d'eau. Les paires de bases de I'ADN-A
sont inclinées par rapport a l'axe de I'hélice, et sont déplacées par
rapport a l'axe. Le plissement du sucre se produit au niveau de
I'extrémité C3' et, dans 'ARN, le 2'-OH inhibe la conformation de
l'extrémité C2'.'Y Longtemps considéré comme un simple artifice
de laboratoire, ' ADN-A est désormais connu pour avoir plusieurs

fonctions biologiques.

L'ADN-Z est une double hélice gauchere relativement rare. Si la
séquence et la tension superhélicoidale appropriées sont réunies, il

peut étre formé in vivo, mais sa fonction n'est pas claire. Son hélice
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est plus étroite et plus allongée que celle de A ou B. Le sillon
majeur de ' ADN-Z n'est pas vraiment un sillon et son sillon mineur
est étroit. La conformation la plus favorable se produit lorsque la
concentration en sel est élevée. Il existe quelques substitutions de
bases mais elles nécessitent une séquence alternée purine-
pyrimidine. Le N2-amino de G se lie a 5' PO, ce qui explique
I'échange lent de protons et la nécessité de la purine G. Les paires
de bases de 'ADN-Z sont presque perpendiculaires a l'axe de
'hélice. L'ADN-Z ne contient pas de paires de bases simples mais
plutdét une répétition de GpC avec des distances P-P variant pour
GpC et CpG. Sur la pile GpC, il y a un.bon chevauchement des
bases, alors que sur la pile CpG, il y a moins de chevauchement.
Le squelette en zigzag de ' ADN-Z est di a la conformation du
sucre C qui compense la conformation de la liaison glycosidique
G. La conformation du G est syn, C2'-endo ; pour le C, elle est anti,

C3'-endo.

Une molécule d'ADN linéaire ayant des extrémités libres peut
tourner, pour s'adapter aux changements de divers processus
dynamiques dans la cellule, en modifiant le nombre de fois ou les
deux chaines de sa double hélice s'enroulent 1'une autour de l'autre.
Certaines molécules d'ADN sont circulaires et sont
topologiquement contraintes. Plus récemment, I'ARN circulaire a
¢galement été décrit comme une classe naturelle omniprésente

d'acides nucléiques, exprimée dans de nombreux organismes.
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Un ADN circulaire fermé de maniére covalente, également connu
sous le nom d'ADNc, est topologiquement contraint car le nombre
de fois ou les chaines sont enroulées les unes autour des autres ne
peut pas changer. Cet ADNc peut étre superenroulé, ce qui
constitue la structure tertiaire de I'ADN. Le superenroulement est
caractérisé par le nombre de liaisons, la torsion et I'enroulement.
Le nombre de liaisons (Lk) pour I'ADN circulaire est défini comme
le nombre de fois qu'un brin doit passer a travers 'autre brin pour
séparer complétement les deux brins. Le nombre de liaisons de
I'ADN circulaire ne peut étre modifié que par la rupture d'une
liaison covalente dans I'un des deux brins: Toujours un nombre
entier, le nombre de liaison d'un ADNc est la somme de deux

composantes : les torsions (Tw) et les torsions (Wr).

Les torsions sont le nombre de fois ou les deux brins d'ADN
s'enroulent I'un autour de l'autre. Les torsions sont le nombre de
fois ou I'hélice d'ADN se croise sur elle-méme. Dans les cellules,
I'ADN est en superhélice négative et a tendance a se dérouler. Par
conséquent, la séparation des brins est plus facile dans 'ADN en
superhélice négative que dans I'ADN relaxé. Les deux composants
de 'ADN superenroulé sont le solénoide et le plectonémique. Le
superenroulement plectonémique est présent chez les procaryotes,
tandis que le superenroulement solénoidal est surtout observé chez

les eucaryotes.
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Figure (42) : Structure quaternaire de I'acide nucléique.

La structure quaternaire des acides nucléiques est similaire a la
structure quaternaire des protéines. Bien que certains des concepts
ne soient pas exactement les mémes, la structure quaternaire fait
référence a un niveau supérieur d'organisation des acides
nucléiques. De plus, elle fait référence aux interactions des acides
nucléiques avec d'autres molécules. La forme la plus courante
d'organisation supérieure des acides nucléiques est la chromatine,
qui entraine des interactions avec les petites protéines histones. De
méme, la structure quaternaire fait référence aux interactions entre

des unités d'ARN distinctes dans le ribosome ou le spliceosome .
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Figure (43) : Structure quaternaire de I'acide nucléique.
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Les méthodes de l'acide nucléique sont les techniques utilisées

pour étudier les acides nucléiques : 'ADN et 'ARN.

o Purification

« Extraction de I'ADN

« Extraction au phénol-chloroforme
« Purification par minicolonne
 Extraction de I'ARN

. Méthode de la fleche

« Purification de I'ADN par modification synchrone du coefficient

de trainée (SCODA)

Quantification

. Abondance en poids: quantification spectroscopique des acides
nucléiques

. Abondance absolue en nombre : réaction en chaine par
polymérase en temps réel (PCR quantitative)

. Abondance relative a haut débit : Micropuces a ADN

« Abondance absolue a haut débit : analyse sérielle de I'expression
génétique (SAGE)

« Taille : électrophorese sur gel
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Synthése

« De novo : synthese d'oligonucléotides

« Amplification : réaction en chaine par polymérase (PCR).

Cinétique

« Résonance plasmonique de surface multiparamétrique
« Interférométrie a double polarisation

« Microbalance a cristal de quartz avec contrdle de la dissipation

(QCM-D).
Fonction du géne

Interférence ARN

Autre

« Séquengage bisulfite

. Séquencage de 'ADN

« Clonage d'expression

« Hybridation in situ par fluorescence

« Laboratoire sur puce

« Comparaison des logiciels de simulation d'acides nucléiques

« Northern blot
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« Test d'usure nucléaire

. Laradioactivité dans les sciences de la vie

« Transfert de Southern

« Centrifugation différentielle (gradient de saccharose)

. FEssai d'empreinte

« Plusieurs méthodes bioinformatiques, comme le montre la liste

des logiciels de prédiction de la structure de I'ARN.

Technique utilisée en génétique moléculaire

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une méthode
largement utilisée pour fabriquer rapidement des millions ou des
milliards de copies (copies .completes ou partielles) d'un
¢chantillon d'ADN spécifique, ce qui permet aux scientifiques de
prendre un tres petit échantillon d'ADN et de 1'amplifier (ou une
partie de celui-ci) jusqu'a une quantité suffisamment importante
pour l'étudier en détail. La PCR a été inventée en 1983 par le
biochimiste américain Kary Mullis a Cetus Corporation. Elle est
fondamentale pour de nombreuses procédures utilisées dans les
tests et la recherche génétiques, notamment l'analyse d'anciens
¢chantillons d'ADN et l'identification d'agents infectieux. Avec la
PCR, des copies de tres petites quantités de séquences d'ADN sont
amplifiées de manicre exponentielle dans une série de cycles de
changements de température. La PCR est désormais une technique

courante et souvent indispensable, utilisée dans les laboratoires
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médicaux pour une grande variété d'applications, notamment la

recherche biomédicale et la criminalistique.

La majorité des méthodes de PCR reposent sur le cycle
thermique. Le cycle thermique expose les réactifs a des cycles
répétés de chauffage et de refroidissement afin de permettre
différentes réactions dépendant de la température, notamment la
fusion de I'ADN et Ia réplication de I'ADN par les enzymes. La
PCR utilise deux réactifs principaux : des amorces, qui sont de
courts fragments d'ADN simple brin appelés oligonucléotides, dont
la séquence est complémentaire de la région d'ADN cible, et une
ADN polymérase. Dans la premiére étape de la PCR, les deux brins
de la double hélice d'ADN sont physiquement séparés a une
température élevée dans un processus appelé dénaturation de
l'acide nucléique. Dans la deuxieme étape, la température est
abaissée et les amorces se lient aux séquences complémentaires de
I'ADN. Les deux brins d'ADN deviennent alors des matrices pour
que I'ADN polymérase assemble par voie enzymatique un nouveau
brin d'ADN a partir de nucléotides libres, les éléments constitutifs
de I'ADN. Au fur et a mesure que la PCR progresse, ' ADN généré
est lui-méme utilis¢ comme modele pour la réplication,
déclenchant une réaction en chaine dans laquelle le modele d'ADN

original est amplifié de manicre exponentielle.

Presque toutes les applications de PCR utilisent une ADN

polymérase thermostable, comme la polymérase Tag, une enzyme
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isolée a l'origine de la bactérie thermophile Thermus aquaticus. Si
la polymérase utilisée était sensible a la chaleur, elle se dénaturerait
sous les températures élevées de I'étape de dénaturation. Avant
l'utilisation de la Tag polymérase, 'ADN polymérase devait étre
ajout¢ manuellement a chaque cycle, ce qui €tait un processus

fastidieux et colteux.

Les applications de la technique comprennent le clonage de
I'ADN pour le séquengage, le clonage et la manipulation des génes,
la mutagenese des genes, la construction de phylogénies basées sur
I'ADN ou I'analyse fonctionnelle des génes, le diagnostic et le suivi
des troubles génétiques, I'amplification de I'ADN ancien, I'analyse
des empreintes génétiques pour le- profilage de I'ADN (par
exemple, en médecine légale et dans les tests de filiation) et la
détection des agents pathogenes dans les tests d'acide nucléique

pour le diagnostic des maladies infectieuses.
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Figure (44) : La PCR amplifie une région spécifique d'un brin
d'ADN.

Principes

La PCR amplifie une région spécifique d'un brin d'ADN (la cible
ADN). La plupart des méthodes PCR amplifient des fragments
d'ADN d'une longueur comprise entre 0,1 et 10 kilo paires de bases
(kbp), bien que certaines techniques permettent I'amplification de
fragments allant jusqu'a 40 kbp. La quantité de produit amplifi¢ est
déterminée par les substrats disponibles dans la réaction, qui

deviennent limitants a mesure que la réaction progresse.
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Une configuration PCR de base nécessite plusieurs composants et

réactifs, notamment :

Modele d'ADN qui contient la région cible de I'ADN a
amplifier.

ADN polymérase : enzyme qui polymérise de nouveaux brins
d'ADN ; la polymérase Tag, résistante a la chaleur, est
particulierement courante, car elle a plus de chances de rester
intacte pendant le processus de dénaturation de I'ADN a haute
température.

Deux amorces d'ADN complémentaires aux extrémités 3’ (trois
amorces) de chacun des brins sens et anti-sens de 'ADN cible
(I'ADN polymérase ne peut se lier et s'allonger qu'a partir d'une
région bicaténaire de I'ADN'; sans amorces, il n'y a pas de site
d'initiation bicaténaire auquel la polymérase peut se lier), des
amorces spécifiques complémentaires a la région de 'ADN
cible sont sélectionnées au préalable, et sont souvent fabriquées
sur mesure dans un laboratoire ou achetées auprés de
fournisseurs commerciaux de produits biochimiques.

les désoxynucléosides triphosphates ou dNTP, parfois appelés
désoxynucléotides triphosphates, nucléotides contenant des
groupes triphosphates, éléments constitutifs a partir desquels

I'"ADN polymérase synthétise un nouveau brin d'ADN
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« une solution tampon fournissant un environnement chimique
appropri¢ pour une activité et une stabilité optimales de ' ADN
polymérase

« des cations bivalents, généralement des ions magnésium (Mg)
ou manganése (Mn) ; Mg?" est le plus courant, mais Mn?" peut
étre utilisé pour la mutagenese de ' ADN médiée par PCR, car
une concentration plus élevée de Mn?>" augmente le taux d'erreur
pendant la synthése de I'ADN et des cations monovalents,

généralement des ions potassium (K)

La réaction est généralement réalisée dans un volume de 10-200
uL dans de petits tubes de réaction (volumes de 0,2-0,5 mL) dans
un thermocycleur. Le thermocycleur chauffe et refroidit les tubes
de réaction pour atteindre les températures requises a chaque étape
de la réaction. De nombreux thermocycleurs modernes utilisent
l'effet Peltier, qui permet a la fois de chauffer et de refroidir le bloc
contenant les tubes PCR en inversant simplement le courant
¢lectrique. Les tubes de réaction a paroi mince offrent une
conductivité thermique favorable pour permettre un équilibre
thermique rapide. La plupart des thermocycleurs sont équipés de
couvercles chauffants pour éviter la condensation au sommet du
tube de réaction. Les anciens thermocycleurs dépourvus de
couvercle chauffant nécessitent une couche d'huile sur le mélange

réactionnel ou une boule de cire a l'intérieur du tube.
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Figure (45) : En général, la PCR consiste en une série de 20 a
40 changements de température répétés, appelés cycles

thermiques.

Procédure

En général, la PCR consiste en une série de 20 a 40 changements
de température répétés, appelés cycles thermiques, chaque cycle
comprenant généralement deux ou trois étapes de température
distinctes (voir la figure ci-dessous). Le cycle est souvent précédé
d'une seule étape de température a une température tres élevée (>90
°C (194 °F)), et suivi d'un arrét a la fin pour 1'extension finale du

produit ou un bref stockage. Les températures utilisées et la durée
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de leur application dans chaque cycle dépendent de divers
parametres, notamment de 1'enzyme utilisée pour la synthése de
I'ADN, de la concentration d'ions bivalents et de ANTP dans la
réaction, et de la température de fusion (7, ) des amorces. Les
différentes étapes communes a la plupart des méthodes PCR sont

les suivantes :

« Initialisation : Cette étape n'est nécessaire que pour les ADN
polymérases qui nécessitent une activation thermique par PCR
a démarrage a chaud. Elle consiste a chauffer la chambre de
réaction jusqu'a une température de 94-96 °C (201-205 °F), ou
98 °C (208 °F) si des polymérases extrémement thermostables
sont utilisées, température qui est ensuite maintenue pendant 1-
10 minutes.

« Dénaturation : Cette étape est le premier événement du cycle
régulier et consisted chauffer la chambre de réaction a 94-98 °C
(201-208 °F) pendant 20-30 secondes. Cela provoque la fusion
de I'ADN, ou dénaturation, de la matrice d'ADN double brin en
brisant les liaisons hydrogéne entre les bases complémentaires,
ce qui donne deux molécules d'ADN simple brin.

« Recuit : Dans 1'étape suivante, la température de la réaction est
abaissée a 50-65 °C (122-149 °F) pendant 20-40 secondes, ce
qui permet I'annexion des amorces a chacun des modeles d'ADN
simple brin. Deux amorces différentes sont généralement

incluses dans le mélange réactionnel : une pour chacun des deux
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compléments simple brin contenant la région cible. Les amorces
sont elles-mémes des séquences monocaténaires, mais elles sont
beaucoup plus courtes que la longueur de la région cible, ne
complétant que de trés courtes séquences a l'extrémité 3’ de
chaque brin.

Il est essentiel de déterminer une température appropriée pour
I'étape de recuit car l'efficacité et la spécificité sont fortement
affectées par la température de recuit. Cette température doit étre
suffisamment basse pour permettre 1'hybridation de I'amorce au
brin, mais suffisamment élevée pour que I'hybridation soit
spécifique, c'est-a-dire que 1'amorce doit s¢ lier uniquement a une
partie parfaitement complémentaire du brin, et nulle part ailleurs.
Si la température est trop <basse, l'amorce peut se lier
imparfaitement. Si elle est trop élevée, I'amorce peut ne pas se lier
du tout. Une température d'annelage typique se situe environ 3 a 5
°C en dessous de la 7» des amorces utilisées. Des liaisons
hydrogene stables entre les bases complémentaires ne se forment
que lorsque la séquence de 1'amorce correspond trés étroitement a
la séquence de la matrice. Au cours de cette étape, la polymérase
se lie a I'hybride amorce-matrice et commence la formation de

I'"ADN.

. Extension/élongation : La température de cette étape dépend
de I'ADN polymérase utilisée ; la température d'activité

optimale pour I'ADN polymérase thermostable de Ia
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polymérase Tagq est d'environ 75-80 °C (167-176 °F),[13114]
bien qu'une température de 72 °C soit couramment utilisée
avec cette enzyme. Dans cette étape, I'ADN polymérase
synthétise un nouveau brin d'ADN complémentaire du brin
d'ADN matrice en ajoutant des dNTP libres du mélange
réactionnel qui est complémentaire de la matrice dans la
direction 5" a 3’, condensant le groupe 5'-phosphate des
dNTP avec le groupe 3'-hydroxy a l'extrémité du brin dADN
naissant (élongation). Le temps précis nécessaire a
I'élongation dépend a la fois de I'ADN polymérase utilisée et
de la longueur de la région cible de I'ADN a amplifier. En
régle générale, a leur température optimale, la plupart des
ADN polymérases polymérisent un millier de bases par
minute. Dans des conditions optimales, par exemple s'il n'y a
pas de limitations<dues a la limitation des substrats ou des
réactifs a chaque étape d'extension/allongement, le nombre
de séquences cibles d'ADN est doublé. A chaque cycle
successif, les brins de la matrice d'origine et tous les brins
nouvellement générés deviennent des brins de la matrice
pour le cycle d'élongation suivant, ce qui entraine une
amplification exponentielle (géométrique) de la région cible
d'ADN spécifique.

Les processus de dénaturation, de recuit et d'élongation
constituent un seul cycle. Des cycles multiples sont

nécessaires pour amplifier la cible ADN jusqu'a des millions
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de copies. La formule utilisée pour calculer le nombre de
copies d'ADN formées apreés un nombre donné de cycles est
2" ou n est le nombre de cycles. Ainsi, une réaction réglée
pour 30 cycles donne 2*° |, ou 1 073 741 824 copies de la
région cible d'ADN double brin d'origine.

. Elongation finale : Cette étape unique est facultative, mais
elle est réalisée a une température de 70-74 °C (la plage
de température requise pour une activité optimale de la
plupart des polymérases utilisées dans la PCR) pendant 5
a 15 minutes apres le dernier cycle de PCR pour garantir
que tout ADN simple brin testant est complétement
allongé.

« Maintien final : L'étape finale consiste a refroidir la
chambre de réaction a 4-15 °C (39-59 °F) pendant une
durée indéterminée, et peut étre utilisée pour le stockage

a court terme des produits PCR.
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Figure (46) : Etapes de la PCR.

Pour vérifier si la PCR a réussi a générer la région cible d ADN
prévue, parfois appelée amplimére ou amplicon, on peut utiliser
I'électrophorese sur gel d'agarose pour séparer la taille des produits
de la PCR. La taille des produits de la PCR est déterminée par
comparaison avec une échelle d'ADN, un marqueur de poids
moléculaire qui contient des fragments d'ADN de taille connue, qui

se déplace sur le gel a coté des produits de la PCR.

Figure (47) : Electrophorése sur gel.
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Etapes
Comme pour les autres réactions chimiques, la vitesse de
réaction et l'efficacité¢ de la PCR sont affectées par des facteurs

limitatifs. Ainsi, I'ensemble du processus PCR peut étre divisé en

trois étapes en fonction de la progression de la réaction :

. Amplification exponentielle : A chaque cycle, la quantité de
produit est doublée (en supposant une efficacité de réaction de
100 %). Apres 30 cycles, une seule copie d'ADN peut étre
augmentée jusqu'a 1 000 000 000 (un milliard) de copies. En un
sens, la réplication d'un brin discret d'ADN est donc manipulée
dans un tube dans des conditions controlées.['>) La réaction est
trés sensible : seules des quantités infimes d'ADN doivent étre
présentes.

« Phase de stabilisation : La réaction ralentit a mesure que I'ADN
polymérase perd de son activité et que la consommation de
réactifs, tels que les ANTP et les amorces, les rend plus limités.

« Plateau : Plus aucun produit ne s'accumule en raison de

I'épuisement des réactifs et de 1'enzyme.

Optimisation

Dans la pratique, la PCR peut échouer pour diverses raisons, en
partie a cause de sa sensibilité a la contamination qui entraine

I'amplification de produits d'ADN parasites. C'est pourquoi un
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certain nombre de techniques et de procédures ont été développées
pour optimiser les conditions de la PCR. La contamination par de
I'ADN étranger est traitée par des protocoles et des procédures de
laboratoire qui séparent les mélanges pré-PCR des contaminants
d'ADN potentiels. Cela implique généralement la séparation
spatiale des zones de préparation de la PCR des zones d'analyse ou
de purification des produits de la PCR, I'utilisation de matériel en
plastique jetable et le nettoyage minutieux de la surface de travail
entre les préparations de réaction. Les techniques de conception des
amorces sont importantes pour améliorer le rendement des produits
PCR et éviter la formation de produits parasites, et l'utilisation
d'autres composants de tampon ou d'enzymes de polymérase peut
faciliter 1'amplification de longues régions d'ADN ou d'autres
régions problématiques. L'ajout de réactifs, tels que le formamide,
dans les systémes tampons peut augmenter la spécificité et le
rendement de la PCR. Des simulations par ordinateur des résultats
théoriques de la PCR (PCR électronique) peuvent étre réalisées

pour aider a la conception des amorces.
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Figure (48) : Amplification exponentielle.

Isolation sélective de 'ADN

La PCR permet d'isoler des fragments d'ADN a partir de ' ADN
génomique par amplification sélective d'une région spécifique de
I'ADN. Cette utilisation de la PCR compléte de nombreuses
méthodes, telles que la génération de sondes d'hybridation pour
I'hybridation de Southern ou de Northern et le clonage d'ADN, qui
nécessitent de plus grandes quantités d'ADN, représentant une
région spécifique de 'ADN. La PCR fournit a ces techniques de
grandes quantités d'ADN pur, ce. qui permet d'analyser des
¢chantillons d'ADN méme a partir de trés petites quantités de

matériel de départ.

Parmi les autres applications de la PCR, citons le séquengage de
I'ADN pour déterminer les séquences inconnues amplifiées par la
PCR, dans lequel I'une des amorces d'amplification peut étre
utilisée dans le séquengage de Sanger, l'isolement d'une séquence
d'ADN pour accélérer les technologies de recombinaison de I'ADN
impliquant l'insertion d'une séquence d'ADN dans un plasmide, un
phage ou un cosmide selon la taille ou le matériel génétique d'un
autre organisme. Les colonies bactériennes telles que E. coli
peuvent étre rapidement criblées par PCR pour détecter les

constructions correctes de vecteurs d'ADN. La PCR peut
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¢galement étre utilisée pour les empreintes génétiques ; une
technique médico-1égale utilisée pour identifier une personne ou un
organisme en comparant des ADN expérimentaux par différentes

méthodes basées sur la PCR.

\\

® @ 06

Figure (49) : Electrophorése des fragments d'ADN amplifiés
par la PCR:

Pére

1. Enfant

2. Mere
L'enfant a hérité d'une partie, mais pas de la totalité, des
empreintes digitales de chacun de ses parents, ce qui lui donne une

nouvelle empreinte digitale unique.

Certaines méthodes d'empreintes PCR ont un pouvoir
discriminant élevé et peuvent étre utilisées pour identifier les

relations génétiques entre individus, par exemple entre parents et
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enfants ou entre fréres et sceurs, et sont utilisées dans les tests de
paternité. Cette technique peut également étre utilisée pour
déterminer les relations évolutives entre les organismes lorsque
certaines horloges moléculaires sont utilisées, par exemple les

genes 16SrRNA et recA des micro-organismes).

Amplification et quantification de ' ADN

Comme la PCR amplifie les régions d'ADN qu'elle cible, elle
peut étre utilisée pour analyser des quantités extrémement faibles
d'échantillons. Cela est souvent crucial pour les analyses médico-
l1égales, lorsque seule une quantité infime d'’ADN est disponible
comme preuve. La PCR peut également étre utilisée pour 1'analyse
d'ADN ancien, vieux de dizaines de milliers d'années. Ces
techniques basées sur la PCR ont été utilisées avec succes sur des
animaux, comme un mammouth vieux de quarante mille ans, ainsi
que sur de I'ADN humain, dans des applications allant de l'analyse
de momies égyptiennes a l'identification d'un tsar russe et du corps

du roi anglais Richard III.

Les méthodes de PCR quantitative ou de PCR en temps réel
(qPCR a ne pas confondre avec la RT-PCR) permettent d'estimer
la quantité d'une séquence donnée présente dans un échantillon -
une technique souvent appliquée pour déterminer quantitativement
les niveaux d'expression des genes. La PCR quantitative est un

outil établi pour la quantification de I'ADN qui mesure
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l'accumulation du produit d'ADN aprés chaque cycle

d'amplification par PCR.

La qPCR permet la quantification et la détection d'une séquence
d'ADN spécifique en temps réel puisqu'elle mesure la
concentration pendant que le processus de synthese a lieu. Il existe
deux méthodes de détection et de quantification simultanées. La
premiere méthode consiste a utiliser des colorants fluorescents qui
sont retenus de maniére non spécifique entre les doubles brins. La
seconde méthode fait appel a des sondes qui codent pour des
séquences spécifiques et sont marquées par fluorescence. La
détection de 'ADN a l'aide de ces méthodes n'est visible qu'apres
I'hybridation des sondes avec son ADN complémentaire. Une
combinaison intéressante de techniques est la PCR en temps réel et
la transcription inverse. Cette technique sophistiquée, appelée RT-
qPCR, permet de quantifier une petite quantité d'ARN. Grace a
cette technique combinée, 'ARNm est converti en ADNc, qui est
ensuite quantifi¢ par qPCR. Cette technique réduit la possibilité
d'erreur au point final de la PCR,?4 ce qui augmente les chances
de détecter les génes associés a des maladies génétiques telles que
le cancer.[* Les laboratoires utilisent la RT-qPCR dans le but de
mesurer de manicre sensible la régulation des genes. Les
fondements mathématiques de la quantification fiable de la PCR et
de la RT-qPCR facilitent la mise en ceuvre de procédures

d'ajustement précises des données expérimentales dans les
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applications de recherche, médicales, de diagnostic et de maladies

infectieuses.

Applications médicales et diagnostiques

Les parents potentiels peuvent étre testés pour savoir s'ils sont
porteurs de geénes, ou leurs enfants peuvent étre testés pour savoir
s'ils sont effectivement atteints d'une maladie.['l Les échantillons
d'ADN pour les tests prénataux peuvent Etre obtenus par
amniocentese, prélévement de villosités choriales, ou méme par
l'analyse de rares cellules feetales circulant dans le sang de la mere.
L'analyse par PCR est également cessentielle au diagnostic
génétique préimplantatoire, qui consiste a rechercher des mutations

dans les cellules individuelles d'un embryon en développement.

. La PCR peut également étre utilisée dans le cadre d'un test
sensible pour le typage tissulaire, vital pour la transplantation
d'organes. En 2008, il existe méme une proposition visant a
remplacer les tests traditionnels de détermination du groupe
sanguin basés sur les anticorps par des tests basés sur la PCR.

. De nombreuses formes de cancer impliquent des altérations des
oncogenes. En utilisant des tests basés sur la PCR pour étudier
ces mutations, les schémas thérapeutiques peuvent parfois étre
adaptés individuellement a un patient. La PCR permet un
diagnostic précoce des maladies malignes telles que les

leucémies et les lymphomes. Cette technique est actuellement la
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plus développée dans la recherche sur le cancer et est déja
utilisée de fagon routiniere. Les tests PCR peuvent étre effectués
directement sur des échantillons d'ADN génomique pour
détecter des cellules malignes spécifiques a une translocation,
avec une sensibilit¢ au moins 10 000 fois supérieure a celle
d'autres méthodes. La PCR est tres utile dans le domaine
médical car elle permet d'isoler et d'amplifier les suppresseurs
de tumeurs. La PCR quantitative, par exemple, peut étre utilisée
pour quantifier et analyser des cellules uniques, ainsi que pour
reconnaitre les confirmations et les combinaisons d'ADN,

d'ARNm et de protéines.

Applications dans le domaine des maladies infectieuses

La PCR permet un diagnostic rapide et hautement spécifique des
maladies infectieuses, notamment celles causées par des bactéries
ou des virus.’® La PCR permet également l'identification de
micro-organismes non cultivables ou a croissance lente, tels que les
mycobactéries, les bactéries anadrobies ou les virus, a partir
d'essais sur cultures de tissus et de modeles animaux. La base des
applications diagnostiques de la PCR en microbiologie est la
détection d'agents infectieux et la discrimination des souches non

pathogenes et pathogenes en vertu de génes spécifiques.
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La caractérisation et la détection des organismes responsables de

maladies infectieuses ont été révolutionnées par la PCR de la

maniére suivante :

Le virus de 1'immunodéficience humaine, ou VIH, est une cible
difficile a trouver et a éradiquer. Les premiers tests d'infection
reposaient sur la présence d'anticorps contre le virus circulant
dans le sang. Cependant, les anticorps n'apparaissent que
plusieurs semaines apres l'infection, les anticorps maternels
masquent l'infection d'un nouveau-né et les agents
thérapeutiques destinés a combattre l'infection n'ont aucun effet
sur les anticorps. On a mis au point-des tests PCR qui peuvent
détecter un seul génome viral parmi I'ADN de plus de 50 000
cellules hotes. Les infections peuvent étre détectées plus tot, les
dons de sang peuvent étre- dépistés directement pour le virus, les
nouveau-nés peuvent €étre immédiatement testés pour l'infection
et les effets des traitements antiviraux peuvent étre quantifiés.

Certains organismes pathogénes, comme celui de la tuberculose,
sont difficiles a prélever sur les patients et lents a étre cultivés
en laboratoire. Les tests basés sur la PCR ont permis de détecter
un petit nombre d'organismes pathogeénes (vivants ou morts)
dans des échantillons pratiques. Une analyse génétique détaillée
peut également étre utilisée pour détecter la résistance aux

antibiotiques, ce qui permet une thérapie immédiate et efficace.
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Les effets de la thérapie peuvent également étre évalués
immédiatement.

La propagation d'un organisme pathogéne a travers des
populations d'animaux domestiques ou sauvages peut étre suivie
par des tests PCR. Dans de nombreux cas, l'apparition de
nouveaux sous-types virulents peut étre détectée et suivie. Les
sous-types d'un organisme qui étaient responsables d'épidémies
antérieures peuvent également étre déterminés par analyse PCR.
L'ADN viral peut étre détecté par PCR. Les amorces utilisées
doivent étre spécifiques des séquences ciblées dans I'ADN d'un
virus. La PCR peut étre utilisée pour des analyses diagnostiques
ou le séquengage de I'ADN du génome viral. La grande
sensibilité de la PCR permet de détecter les virus peu apres
l'infection et méme avant l'apparition de la maladie.** Une telle
détection précoce peut donner aux médecins un temps d'avance
important dans le traitement. La quantité de virus ("charge
virale") chez un patient peut également étre quantifiée par des
techniques de quantification de 'ADN basées sur la PCR. Une
variante de la PCR (RT-PCR) est utilisée pour détecter ' ARN
viral plutét que I'ADN : dans ce test, I'enzyme transcriptase
inverse est utilisée pour générer une séquence d'ADN qui
correspond a I'ARN viral ; cet ADN est ensuite amplifié selon
la méthode PCR habituelle. La RT-PCR est largement utilisée
pour détecter le génome viral du SRAS-CoV-2.
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« Les maladies telles que la coqueluche sont causées par la
bactérie Bordetella pertussis. Cette bactérie se caractérise par
une grave infection respiratoire aigué qui touche divers animaux
et 'homme et a entrainé la mort de nombreux jeunes enfants. La
toxine pertussique est une exotoxine protéique qui se lie aux
récepteurs cellulaires par deux dimeéres et réagit avec différents
types de cellules comme les lymphocytes T qui jouent un role
dans I'immunité cellulaire. La PCR est un outil de test important
qui permet de détecter des séquences dans le géne de la toxine
de la coqueluche. Comme la PCR a une sensibilité élevée pour
la toxine et un délai d'exécution rapide,.¢elle est trés efficace pour

diagnostiquer la coqueluche par rapport a la culture.

Applications médico-légales

Le développement de’ protocoles d'empreintes génétiques (ou
ADN) basés sur la PCR a connu une large application en médecine

1égale :

« Dans sa forme la plus discriminante, 1'empreinte génétique
permet de distinguer de maniere unique une personne parmi
l'ensemble de la population mondiale. De minuscules
¢chantillons d'ADN peuvent étre isolés sur une sceéne de crime
et comparés a ceux des suspects, ou a ceux d'une base de
données ADN contenant des preuves antérieures ou des

condamnés. Des versions plus simples de ces tests sont souvent
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utilisées pour exclure rapidement des suspects au cours d'une
enquéte criminelle. Les preuves de crimes vieux de plusieurs
décennies peuvent étre testées, confirmant ou disculpant les
personnes initialement condamnées.

L'identification génétique médico-légale a ét¢ un moyen
efficace d'identifier ou de disculper des suspects criminels grace
a l'analyse des preuves découvertes sur une scene de crime. Le
génome humain comporte de nombreuses régions répétitives qui
peuvent se trouver dans des séquences de geénes ou dans des
régions non codantes du génome. Plus précisément, jusqu'a 40
% de 'ADN humain est répétitif. Il existe deux catégories
distinctes pour ces régions répétitives et non codantes du
génome. La premicre catégoric est appelée répétitions en
tandem a nombre variable'(VNTR), qui ont une longueur de 10
a 100 paires de bases, et la seconde catégorie est appelée
répétitions en tandem courtes (STR), qui consistent en des
sections répétées de 2 a 10 paires de bases. La PCR est utilisée
pour amplifier plusieurs VNTR et STR bien connus a l'aide
d'amorces qui encadrent chacune des régions répétitives. La
taille des fragments obtenus a partir d'un individu pour chacune
des STR indique quels alleles sont présents. En analysant
plusieurs STR pour un individu, on trouvera un ensemble
d'alleles pour chaque personne qui, statistiquement, est
susceptible d'étre unique. Les chercheurs ont identifié¢ la

séquence compléte du génome humain. Cette séquence est
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facilement accessible sur le site Web du NCBI et est utilisée
dans de nombreuses applications de la vie réelle. Par exemple,
le FBI a compilé un ensemble de sites de marqueurs d'’ADN
utilisés pour l'identification, et ces sites sont appelés la base de
données ADN du systétme CODIS (Combined DNA Index
System). L'utilisation de cette base de données permet d'utiliser
une analyse statistique pour déterminer la probabilité de
correspondance d'un échantillon d'ADN. La PCR est un outil
d'analyse trés puissant et important pour l'identification
génétique médico-légale, car les chercheurs n'ont besoin que
d'une trés petite quantit¢é d'ADN cible pour l'analyse. Par
exemple, un seul cheveu humain avec le follicule pileux attaché
possede suffisamment d'ADN pour effectuer l'analyse. De
méme, quelques spermatozoides, des échantillons de peau
prélevés sous les ongles ou une petite quantité de sang peuvent
fournir suffisamment d'’ADN pour une analyse concluante.

Des formes moins discriminantes d'empreintes génétiques
peuvent étre utiles dans les tests de paternité par ADN, ou un
individu est comparé a ses proches parents. L'ADN de restes
humains non identifiés peut étre testé¢ et comparé a celui de
parents, fréres et sceurs ou enfants potentiels. Des tests
similaires peuvent étre utilisés pour confirmer les parents
biologiques d'un enfant adopté ou enlevé. Le pére biologique

réel d'un nouveau-né peut également étre confirmé (ou écarté).
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« La conception de la PCR AMGX/AMGY a été facilitée dans
l'amplification des séquences d'’ADN a partir d'une quantité trés
minuscule de génome. Cependant, elle peut également étre
utilisée pour déterminer le sexe en temps réel a partir
d'échantillons d'os médico-légaux. I1 s'agit d'un moyen puissant
et efficace de déterminer le sexe dans les affaires médico-légales

et les spécimens anciens.

Applications

La PCR a été appliquée a de nombreux domaines de recherche en

génétique moléculaire :

. La PCR permet de produire rapidement de courts morceaux
d'ADN, méme lorsque 1'on ne connait pas plus que la séquence
des deux amorces. Cette capacité de la PCR renforce de
nombreuses méthodes, comme la production de sondes
d'hybridation pour l'hybridation par transfert de Southern ou de
Northern. La PCR fournit a ces techniques de grandes quantités
d'ADN pur, parfois sous forme de brin unique, ce qui permet
d'effectuer des analyses méme a partir de trés petites quantités
de matériel de départ.

. La PCR peut également faciliter le séquengage de I'ADN. Des
segments d'ADN connus peuvent facilement étre produits a
partir d'un patient présentant une mutation de maladie

génétique. Des modifications de la technique d'amplification
21V



permettent d'extraire des segments dun génome totalement
inconnu, ou de générer un seul brin d'une zone d'intérét.

La PCR a de nombreuses applications au processus plus
traditionnel de clonage de I'ADN. Elle peut extraire d'un
génome plus important des segments a insérer dans un vecteur,
qui peuvent n'étre disponibles qu'en petites quantités. En
utilisant un seul jeu d'amorces de vecteur, elle peut également
analyser ou extraire des fragments qui ont déja été insérés dans
des vecteurs. Certaines altérations du protocole PCR peuvent
générer des mutations (générales ou dirigées vers un site) d'un
fragment inséré.

Les sites marqués par la séquence sont un processus ou la PCR
est utilisée comme indicateur de la présence d'un segment
particulier d'un génome ‘dans un clone donné. Le projet du
génome humain a ‘trouvé cette application vitale pour
cartographier les clones cosmides qu'il séquencait et pour
coordonner les résultats des différents laboratoires.

Une application de la PCR est I'analyse phylogénique de 'ADN
provenant de sources anciennes, comme celui trouvé dans les
ossements récupérés des Néandertaliens, dans les tissus
congelés des mammouths ou dans le cerveau des momies
égyptiennes. Dans certains cas, 'ADN hautement dégradé de
ces sources peut étre réassemblé au cours des premieres étapes

de I'amplification.
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« Une application courante de la PCR est 1'é¢tude des modeles
d'expression génétique. Les tissus (ou méme les cellules
individuelles) peuvent étre analysés a différents stades pour voir
quels génes sont devenus actifs ou ont été désactivés. Cette
application peut également utiliser la PCR quantitative pour
quantifier les niveaux réels d'expression.

. La capacité de la PCR a amplifier simultanément plusieurs loci
a partir de spermatozoides individuels a considérablement
amélioré la tache plus traditionnelle de cartographie génétique
en ¢tudiant les croisements chromosomiques apres la méiose.
Des événements rares de croisement entre des loci trés proches
ont été directement observés en analysant des milliers de
spermatozoides individuels. De méme, des délétions, insertions,
translocations ou inversions inhabituelles peuvent étre
analysées, le tout sans-avoir a attendre ou a payer les longs et
laborieux processus de fécondation, d'embryogeneése.

« Mutagenese dirigée : La PCR peut étre utilisée pour créer des
genes mutants avec des mutations choisies a volonté par les
scientifiques. Ces mutations peuvent étre choisies afin de
comprendre comment les protéines accomplissent leurs
fonctions, et de modifier ou d'améliorer la fonction des

protéines.

Avantages
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La PCR présente un certain nombre d'avantages. Elle est assez
simple a comprendre et a utiliser, et produit des résultats
rapidement. La technique est tres sensible et permet de produire des
millions ou des milliards de copies d'un produit spécifique pour le
séquengage, le clonage et l'analyse. La qRT-PCR partage les
mémes avantages que la PCR, avec en plus la quantification du
produit synthétisé. Elle peut donc étre utilisée pour analyser les
altérations des niveaux d'expression des génes dans les tumeurs, les

microbes ou d'autres états pathologiques.

La PCR est un outil de recherche trés puissant et pratique. La
PCR permet de déterminer le séquengage d'étiologies inconnues de
nombreuses maladies. La technique peut aider a identifier la
séquence de virus inconnus liés‘a ceux déja connus et ainsi nous
permettre de mieux comprendre la maladie elle-méme. Si la
procédure peut étre encore simplifiée et si des systeémes de
détection non radiométriques sensibles peuvent étre développés, la
PCR occupera une place importante dans le laboratoire clinique

pour les années a venir.

Limites

L'une des principales limites de la PCR est que des informations
préalables sur la séquence cible sont nécessaires pour générer les
amorces qui permettront son amplification sélective. Cela signifie

que, généralement, les utilisateurs de la PCR doivent connaitre la
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ou les séquences précises en amont de la région cible sur chacun
des deux modéles simple brin afin de s'assurer que I'ADN
polymérase se lie correctement aux hybrides amorce-template et

génere ensuite la région cible entiere pendant la synthése de I'ADN.

Comme toutes les enzymes, les ADN polymérases sont
¢galement sujettes a des erreurs, ce qui entraine des mutations dans

les fragments PCR générés.

Une autre limite de la PCR est que méme la plus petite quantité
d'ADN contaminant peut étre amplifiée, ce qui entraine des
résultats trompeurs ou ambigus. Pour minimiser les risques de
contamination, les enquéteurs doivent réserver des pieces séparées
pour la préparation des réactifs, la PCR et l'analyse du produit. Les
réactifs doivent étre distribués dans des aliquotes a usage unique.
Il convient d'utiliser systématiquement des pipettes a piston jetable
et des embouts de pipette extra-longs. Il est en outre recommandé
de s'assurer que l'installation du laboratoire suit un flux de travail
unidirectionnel. Aucun matériel ou réactif utilisé dans les salles de
PCR et d'analyse ne doit étre amené dans la salle de préparation de
la PCR sans une décontamination complete. Les échantillons
environnementaux qui contiennent des acides humiques peuvent

inhiber 1'amplification PCR et conduire a des résultats inexacts.

Variations
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« PCR spécifique d'alléle : technique de diagnostic ou de clonage
basée sur les variations mononucléotidiques (SNV a ne pas
confondre avec les SNP) (différences d'une seule base chez un
patient). Elle nécessite la connaissance préalable d'une séquence
d'ADN, y compris les différences entre les alléles, et utilise des
amorces dont les extrémités 3' englobent le SNV (un tampon de
paires de bases autour du SNV est généralement incorporé).
L'amplification par PCR dans des conditions rigoureuses est
beaucoup moins efficace en présence d'un décalage entre le
modele et I'amorce, de sorte qu'une amplification réussie avec
une amorce spécifique au SNP signale la présence du SNP
spécifique dans une séquence.

. Assemblage PCR ou Polymerase Cycling Assembly (PCA) :
synthése artificielle de longues séquences d'ADN en effectuant
une PCR sur un pool'de longs oligonucléotides avec de courts
segments se chevauchant. Les oligonucléotides alternent entre
les directions sens et antisens, et les segments qui se
chevauchent déterminent l'ordre des fragments PCR, produisant
ainsi sélectivement le produit final d'ADN long.

« PCR asymétrique : amplifie préférentiellement un brin d'ADN
dans une matrice d'ADN double brin. Elle est utilisée dans le
séquencage et les sondes d'hybridation ou I'amplification d'un
seul des deux brins complémentaires est nécessaire. La PCR
s'effectue comme d'habitude, mais avec un grand exces

d'amorce pour le brin visé par l'amplification. En raison de la

412



lenteur de I'amplification (arithmétique) plus tard dans la
réaction, apres 1'épuisement de I'amorce limitante, des cycles
supplémentaires de PCR sont nécessaires. Une modification
récente de ce processus, connue sous le nom de Linear-After-
The-Exponential-PCR (LATE-PCR), utilise une amorce
limitante dont la température de fusion (T m) est supérieure a
celle de I'amorce excédentaire afin de maintenir 1'efficacité de la
réaction lorsque la concentration de I'amorce limitante diminue
au milieu de la réaction.[46]

PCR convective : une maniére pseudo-isotherme de réaliser la
PCR. Au lieu de chauffer et de refroidir de maniere répétée le
mélange PCR, la solution est soumise a un gradient thermique.
Le flux convectif résultant de I'instabilité thermique déplace
automatiquement les réactifs PCR des régions chaudes et
froides, permettant ainsi la PCR. Des paramétres tels que les
conditions thermiques limites et la géométrie de I'enceinte de
PCR peuvent étre optimisés pour produire une PCR robuste et
rapide en exploitant I'émergence de champs d'écoulement
chaotiques.*¥! Une telle configuration de PCR a flux convectif
réduit considérablement la puissance requise et le temps de
fonctionnement du dispositif.

PCR a distance : méthode hautement parallele permettant de
récupérer des molécules d'ADN précises pour la synthése de
genes. Une bibliothéque complexe de molécules d'ADN est

modifiée par des étiquettes flanquantes uniques avant le
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séquencage massivement paralléle. Des amorces dirigées vers
les marqueurs permettent ensuite de récupérer les molécules
avec les séquences souhaitées par PCR.

PCR numérique (dPCR) : utilisée pour mesurer la quantité d'une
séquence d'ADN cible dans un échantillon d'ADN. L'échantillon
d'ADN est fortement dilué de sorte qu'aprés avoir exécuté de
nombreuses PCR en parallele, certaines d'entre elles ne
recoivent pas une seule molécule de 1'ADN cible. La
concentration de I'ADN cible est calculée a partir de la
proportion de résultats négatifs. D'ou le nom de "PCR
numérique".

Amplification dépendante de 1'hélicase : similaire a la PCR
traditionnelle, mais utilise une température constante plutdt que
de passer par des. cycles de dénaturation et
d'annexion/extension: L'ADN hélicase, une enzyme qui déroule
I'ADN, est utilisée a la place de la dénaturation thermique.
PCR a démarrage a chaud : une technique qui réduit
I'amplification non spécifique pendant les étapes initiales de la
PCR. Elle peut étre réalisée manuellement en chauffant les
composants de la réaction a la température de dénaturation (par
exemple, 95 °C) avant d'ajouter la polymérase. On a mis au
point des systémes enzymatiques spécialisés qui inhibent
l'activité de la polymérase a température ambiante, soit par la
liaison d'un anticorps!'?/52) soit par la présence d'inhibiteurs liés

de maniére covalente qui ne se dissocient qu'aprés une étape
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d'activation a haute température. La PCR a démarrage a chaud
et a froid est réalisée avec de nouvelles polymérases hybrides
qui sont inactives a température ambiante et sont instantanément
activées a la température d'élongation.

La PCR in silico (PCR numérique, PCR virtuelle, PCR
¢lectronique, e-PCR) fait référence aux outils informatiques
utilisés pour calculer les résultats théoriques de la réaction en
chaine par polymérase en utilisant un ensemble donné
d'amorces (sondes) pour amplifier des séquences d'ADN a partir
d'un génome ou d'un transcriptome séquencé. La PCR in silico
a été proposée comme un outil pédagogique pour la biologie
moléculaire.[>?)

PCR spécifique a l'interséquence (ISSR) : méthode de PCR pour
la détermination des empreintes génétiques qui amplifie les
régions situées entre les répétitions de séquences simples pour
produire une empreinte unique des longueurs de fragments
amplifiés.

PCR inverse : est couramment utilisée pour identifier les
séquences flanquantes autour des inserts génomiques. Elle
implique une série de digestions d'ADN et d'auto-ligation, ce qui
permet d'obtenir des séquences connues a chaque extrémité de
la séquence inconnue.

PCR a médiation par ligature : utilise de petits lieurs d'ADN

ligaturés a 'ADN d'intérét et de multiples amorces s'hybridant
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aux lieurs d'ADN ; elle a été utilisée pour le séquengage de
I'"ADN, la marche du génome et I'empreinte de ' ADN.

PCR spécifique a la méthylation (MSP) : développée par
Stephen Baylin et James G. Herman a la Johns Hopkins School
of Medicine, elle est utilisée pour détecter la méthylation des
ilots CpG dans I'ADN génomique. L'ADN est d'abord traité au
bisulfite de sodium, qui convertit les bases cytosine non
méthylées en uracile, lequel est reconnu par les amorces PCR
comme de la thymine. Deux PCR sont ensuite effectuées sur
I'"ADN modifié, en utilisant des jeux d'amorces identiques sauf
au niveau des ilots CpG dans les séquences d'amorces. A ces
endroits, un ensemble d'amorces reconnait I'ADN avec des
cytosines pour amplifier 'ADN méthylé, et un ensemble
reconnait I'ADN avec de l'uracile ou de la thymine pour
amplifier 'ADN non‘méthylé. La PSM utilisant la qPCR peut
également é&tre réalisée pour obtenir des informations
quantitatives plutdt que qualitatives sur la méthylation.
Miniprimere PCR : utilise une polymérase thermostable (S-Tbr)
qui peut étendre des amorces courtes "smalligos" aussi courtes
que 9 ou 10 nucléotides. Cette méthode permet de cibler par
PCR des régions de liaison d'amorces plus petites, et est utilisée
pour amplifier des séquences d'ADN conservées, telles que le
gene de I'ARNr 16S ou 18S des eucaryotes.

Amplification multiplex par sonde dépendante de la ligature

(MLPA) : permet d'amplifier plusieurs cibles avec une seule

V< o4



paire d'amorces, évitant ainsi les limites de résolution de la PCR
multiplex.

Multiplex-PCR : consiste a utiliser plusieurs jeux d'amorces
dans un seul mélange PCR pour produire des amplicons de
tailles différentes qui sont spécifiques a différentes séquences
d'ADN. En ciblant plusieurs genes a la fois, des informations
supplémentaires peuvent étre obtenues a partir d'un seul test qui,
autrement, nécessiterait plusieurs fois plus de réactifs et plus de
temps. Les températures de recuit de chacun des ensembles
d'amorces doivent é&tre optimisées pour fonctionner
correctement dans une seule réaction, ainsi que la taille des
amplicons. C'est-a-dire que la longueur de leurs paires de bases
doit étre suffisamment différente pour former des bandes
distinctes lorsqu'elles sont visualisées par électrophorése sur
gel.

PCR assistée par nanoparticules (nanoPCR) : certaines
nanoparticules (NP) peuvent améliorer 'efficacité de la PCR (on
parle alors de nanoPCR), et certaines peuvent méme surpasser
les amplificateurs de PCR originaux. Il a été signalé que les
points quantiques (QD) peuvent améliorer la spécificité et
l'efficacité de la PCR. Les nanotubes de carbone a paroi simple
(SWCNT) et les nanotubes de carbone a paroi multiple
(MWCNT) sont efficaces pour améliorer I'amplification de la
PCR longue. La nanopoudre de carbone (CNP) peut améliorer

l'efficacité de la PCR répétée et de la PCR longue, tandis que
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I'oxyde de zinc, le dioxyde de titane et les NPs d'Ag ont été
trouvés pour augmenter le rendement de la PCR. Des données
antérieures indiquaient que les NP non métalliques conservaient
une fidélité d'amplification acceptable. Etant donné que de
nombreuses NP sont capables d'améliorer I'efficacité de la PCR,
il est clair que le potentiel d'amélioration de la technologie
nanoPCR et de développement de produits est important,3°16%]
Nested PCR : augmente la spécificité de l'amplification de
I'ADN, en réduisant le bruit de fond di a I'amplification non
spécifique de I'ADN. Deux jeux d'amorces sont utilisés dans
deux PCR successives. Dans la premiére réaction, une paire
d'amorces est utilisée pour générer des produits d'ADN, qui,
outre la cible visée, peuvent encore étre constitués de fragments
d'ADN amplifiés de maniére non spécifique. Le ou les produits
sont ensuite utilisés dans une seconde PCR avec un ensemble
d'amorces dont les sites de liaison sont complétement ou
partiellement différents et situés en 3' de chacune des amorces
utilisées dans la premicre réaction. La PCR nichée réussit
souvent mieux que la PCR classique a amplifier spécifiquement
de longs fragments d'ADN, mais elle exige une connaissance
plus détaillée des séquences cibles.

PCR par extension par recouvrement ou épissage par extension
par recouvrement (SOEing) : technique de génie génétique
utilisée pour épisser ensemble deux ou plusieurs fragments

d'ADN contenant des séquences complémentaires. Elle est

L4l



utilisée pour joindre des morceaux d'ADN contenant des génes,
des séquences régulatrices ou des mutations ; la technique
permet de créer des constructions d'ADN spécifiques et longues.
Elle peut également introduire des délétions, des insertions ou
des mutations ponctuelles dans une séquence d'ADN.

PAN-AC :  utilise des conditions isothermes pour
I'amplification, et peut étre utilisé dans des cellules vivantes.
PCR quantitative (QPCR) : utilisée pour mesurer la quantité
d'une séquence cible (généralement en temps réel). Elle mesure
quantitativement les quantités initiales d'ADN, d'ADNc ou
d'ARN. La PCR quantitative est couramment utilisée pour
déterminer si une séquence d'ADN est présente dans un
¢chantillon et le nombre de ses copies dans I'échantillon. La
PCR quantitative a un - degré de précision tres élevé. Les
méthodes de PCR - quantitative utilisent des colorants
fluorescents, comme le Sybr Green, 1'EvaGreen ou des sondes
d'ADN contenant des fluorophores, comme le TagMan, pour
mesurer la quantité de produit amplifié en temps réel. Elle est
aussi parfois abrégée en RT-PCR (PCR en temps réel) mais cette
abréviation ne doit étre utilisée que pour la PCR par
transcription inverse. qPCR est la contraction appropriée pour
PCR quantitative (PCR en temps réel).

PCR a complément inverse (RC-PCR) : Permet l'ajout de
domaines fonctionnels ou de séquences de choix a ajouter

indépendamment a chaque extrémité de 1'amplicon généré dans
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une seule réaction en tube fermé. Cette méthode génére des
amorces spécifiques a la cible dans la réaction par l'interaction
d'amorces universelles (qui contiennent les séquences ou
domaines souhaités a ajouter) et de sondes RC.

PCR par transcription inverse (R7T-PCR) : pour amplifier 'ADN
a partir de I'ARN. La transcriptase inverse transcrit 'ARN en
ADNc, qui est ensuite amplifi¢é par PCR. La RT-PCR est
largement utilisée dans le profilage d'expression, pour
déterminer l'expression d'un géne ou pour identifier la séquence
d'une transcription d'ARN, y compris les sites de début et de fin
de transcription. Si la séquence d'ADN génomique d'un geéne est
connue, la RT-PCR peut étre <utilisée pour cartographier
I'emplacement des exons et des introns dans le géne. L'extrémité
5" d'un géne (correspondant au site de début de transcription) est
généralement identifiée par RACE-PCR (Rapid Amplification
of cDNA Ends).

PCR dépendante de la RNase H (thPCR) : une modification de
la PCR qui utilise des amorces avec un bloc d'extension en 3'
qui peut étre retiré par une enzyme RNase HII thermostable. Ce
systéme réduit le nombre d'amorces et permet d'effectuer des
réactions multiplexées avec un nombre plus élevé d'amorces.
Single Specific Primer-PCR (SSP-PCR) : permet 'amplification
de I'ADN double brin méme lorsque l'information sur la
séquence n'est disponible qu'a une seule extrémité. Cette

méthode permet l'amplification de geénes pour lesquels on ne
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dispose que d'une information partielle sur la séquence, et
permet une marche unidirectionnelle du génome a partir de
régions connues vers des régions inconnues du chromosome.

PCR en phase solide : englobe de multiples significations, y
compris l'amplification en phase polonaise ou les colonies PCR
sont dérivées dans une matrice de gel, par exemple, la PCR a
pont (les amorces sont lices de maniere covalente a une surface
de support solide), la PCR en phase solide conventionnelle (ou
la PCR asymétrique est appliquée en présence d'une amorce
portant un support solide dont la séquence correspond a l'une
des amorces aqueuses) et la PCR en phase solide améliorée ou
la PCR en phase solide conventionnelle peut étre améliorée en

employant une amorce de -support solide a Tm élevé et

n n

imbriquée avec l'application facultative d'une étape
thermique pour favoriser I'amorgage du support solide.

PCR suicide : elle est généralement utilisée en paléogénétique
ou dans d'autres études ou la priorité absolue est d'éviter les faux
positifs et de garantir la spécificité du fragment amplifié. Elle a
été décrite a l'origine dans une étude visant a vérifier la présence
du microbe Yersinia pestis dans des échantillons dentaires
prélevés dans des tombes du XIVe siecle de personnes
suppos€es avoir été tuées par la peste pendant 1'épidémie
médiévale de peste noire. La méthode prescrit l'utilisation d'une

combinaison d'amorces une seule fois dans une PCR, d'ou le

terme "suicide", qui ne doit jamais avoir ¢été utilisée dans une
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réaction PCR de contrdle positif, et les amorces doivent toujours
cibler une région génomique qui n'a jamais été amplifiée
auparavant dans le laboratoire a I'aide de cette série d'amorces
ou de toute autre. Cela permet de s'assurer qu'aucun ADN
contaminant provenant de réactions PCR précédentes n'est
présent dans le laboratoire, ce qui pourrait autrement générer des
faux positifs.

PCR thermique asymétrique entrelacée (TAIL-PCR) : pour
l'isolement d'une séquence inconnue flanquant une séquence
connue. Dans la séquence connue, la TAIL-PCR utilise une
paire d'amorces imbriquées avec des températures d'hybridation
différentes ; une amorce dégénérée est utilisée pour amplifier
dans l'autre sens a partir de la:séquence inconnue.

Touchdown PCR (Step-down PCR) : variante de la PCR qui vise
a réduire le bruit ‘de fond non spécifique en abaissant
progressivement la température d'hybridation au fur et a mesure
des cycles de PCR. La température de recuit lors des cycles
initiaux est généralement supéricure de quelques degrés (3-5
°C) a la Tm des amorces utilisées, tandis que lors des cycles
ultérieurs, elle est inférieure de quelques degrés (3-5 °C) ala Tm
des amorces. Les températures plus élevées donnent une plus
grande spécificité pour la liaison des amorces, et les
températures plus basses permettent une amplification plus
efficace a partir des produits spécifiques formés lors des cycles

Initiaux.



« Universal Fast Walking (marche rapide universelle) : pour la
marche du génome et les empreintes génétiques a l'aide d'une
PCR "bilatérale" plus spécifique que les approches
"unilatérales" conventionnelles (utilisant seulement une amorce
spécifique au géne et une amorce générale, ce qui peut entrainer
un "bruit" artéfactuel) en vertu d'un mécanisme impliquant la
formation d'une structure lariat. Les dérivés simplifiés de 'UFW
sont LaNe RAGE (PCR nichée dépendante de la structure lariat
pour l'amplification rapide des extrémités de 1'ADN

génomique), S'RACE LaNe et 3'RACE LaNe.

Les enzymes résistantes a la chaleur, qui sont un élément clé de la
réaction en chaine de la polymérase, ont été découvertes dans les
années 1960 comme produit d'une forme de vie microbienne qui
vivait dans les eaux surchauffées de la Mushroom Spring de

Yellowstone.

En 1971, Kjell Kleppe et ses colleégues du laboratoire de H. Gobind
Khorana ont décrit pour la premiere fois une méthode permettant
d'utiliser un test enzymatique pour répliquer une courte matrice
d'ADN avec des amorces in vitro. Toutefois, cette premicre
manifestation du principe de base de la PCR n'a pas regu beaucoup
d'attention a I'époque et l'invention de la réaction en chaine par

polymérase en 1983 est généralement attribuée a Kary Mullis.
Lorsque Mullis a développé la PCR en 1983, il travaillait a
Emeryville, en Californie, pour Cetus Corporation, l'une des
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premicres sociétés de biotechnologie, ou il était chargé de
synthétiser de courtes chaines d'ADN. Mullis a écrit qu'il a congu
l'idée de la PCR alors qu'il se promenait un soir en voiture sur
'autoroute de la cote du Pacifique. Il jouait dans son esprit avec
une nouvelle fagon d'analyser les mutations de I'ADN lorsqu'il s'est
rendu compte qu'il avait plutét inventé une méthode
d'amplification de n'importe quelle région de I'ADN par des cycles
répétés de duplication entrainés par I'ADN polymérase. Dans
Scientific American, Mullis a résumé la procédure : "Partant d'une
seule molécule du matériel génétique qu'est I'ADN, la PCR peut
générer 100 milliards de molécules similaires en un aprés-midi. La
réaction est facile a exécuter. Elle ne nécessite pas plus qu'un tube
a essai, quelques réactifs simples et une source de chaleur." Les
empreintes génétiques ont ¢t€ utilisées pour la premicre fois pour

les tests de paternité en 1988.

Mullis et le professeur Michael Smith, qui avaient mis au point
d'autres moyens essentiels de manipuler 1'ADN, ont regu
conjointement le prix Nobel de chimie en 1993, sept ans aprés que
Mullis et ses collegues de Cetus aient mis sa proposition en
pratique. L'article de Mullis publi¢ en 1985 avec R. K. Saiki et H.
A. Erlich, "Enzymatic Amplification of B-globin Genomic
Sequences and Restriction Site Analysis for Diagnosis of Sickle
Cell Anemia" (Amplification enzymatique des séquences

génomiques de la B-globine et analyse des sites de restriction pour
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le diagnostic de I'anémie falciforme) - l'invention de la réaction en
chaine par polymérase (PCR) - a été honoré par une citation pour
le Chemical Breakthrough Award de la Division of History of
Chemistry de 1'American Chemical Society en 2017.

Au cceur de la méthode PCR se trouve l'utilisation d'une ADN
polymérase appropriée capable de résister aux températures
¢levées de >90 °C (194 °F) nécessaires a la séparation des deux
brins d'’ADN dans la double hélice de ' ADN apres chaque cycle de
réplication. Les ADN polymérases initialement employées pour les
expériences in vitro présageant la PCR étaient incapables de
résister a ces hautes températures. Les premieres procédures de
réplication de I'ADN étaient donc trés inefficaces et longues, et
nécessitaient de grandes quantités d'’ADN polymérase et une

manipulation continue tout au long du processus.

La découverte en 1976 de la Taq polymérase, une ADN
polymérase purifiée a partir de la bactérie thermophile Thermus
aquaticus, qui vit naturellement dans des environnements chauds
(50 a 80 °C) tels que les sources chaudes, a ouvert la voie a des
améliorations spectaculaires de la méthode PCR. L'ADN
polymérase isolée de 7. aquaticus est stable a haute température et
reste active méme apres dénaturation de I'ADN, ce qui évite d'avoir
a ajouter une nouvelle ADN polymérase apres chaque cycle. Cela
a permis d'automatiser le processus d'amplification de I'ADN a

l'aide d'un thermocycleur.
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Litiges en matiére de brevets

La technique PCR a été brevetée par Kary Mullis et attribuée a
Cetus Corporation, ou Mullis travaillait lorsqu'il a inventé la
technique en 1983. L'enzyme Tagq polymérase était également
couverte par des brevets. La technique a fait I'objet de plusieurs
proces trés médiatisés, dont un proces intenté sans succes par
DuPont. La société pharmaceutique suisse Hoffmann-La Roche a
acheté les droits sur les brevets en 1992 et détient actuellement

ceux qui sont encore protégés.

Une bataille de brevets connexe sur I'enzyme Tag polymérase est
toujours en cours dans plusieurs juridictions du monde entre Roche
et Promega. Les arguments juridiques se sont prolonggés au-dela de
la durée de vie des brevets originaux de PCR et de Taqg polymerase,

qui ont expiré le 28 mars 2005.
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Figure (50) : Processus d'amplification de I'ADN basé sur un

thermocycleur.

RT-PCR

RT-PCR" redirige ici. Pour la réaction en chaine par polymérase
en temps réel, également appelée réaction en chaine par
polymérase quantitative en temps réel (QPCR) ou réaction en
chaine par polymérase cinétique, voir Réaction en chaine par

polymérase en temps réel.

Transcription inverse de l'amplification en chaine par

polymérase (RT-PCR)
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est une technique de laboratoire combinant la transcription
inverse de I'ARN en ADN, appelé dans ce contexte ADN
complémentaire ou ADNc, et l'amplification de cibles ADN
spécifiques a l'aide de la réaction en chaine par polymérase (PCR).
Elle est principalement utilisée pour mesurer la quantité¢ d'un ARN
spécifique. Pour ce faire, on surveille la réaction d'amplification
par fluorescence, une technique appelée PCR en temps réel ou PCR
quantitative (QPCR). La RT-PCR et la qPCR combinées sont
couramment utilisées pour l'analyse de 1'expression génétique et la
quantification de I'ARN viral dans la recherche et en milieu

clinique.

L'association étroite entre la RT-PCR et la qPCR a conduit a
l'utilisation métonymique du terme qPCR pour désigner la RT-
PCR. Cette utilisation peut préter a confusion, car la RT-PCR peut
étre utilisée sans la qPCR, par exemple pour permettre le clonage
moléculaire, le séquengage ou la simple détection de I'ARN.
Inversement, la qPCR peut étre utilisée sans RT-PCR, par exemple
pour quantifier le nombre de copies d'un fragment d'ADN

spécifique.
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Figure (51) : Technique RT-PCR et q PCR.

La technique combinée de RT-PCR et de qPCR a été décrite

comme une RT-PCR quantitative ou une RT-PCR en temps réel

(parfois méme appelée RT-PCR quantitative en temps réel), a été

diversement abrégée en qRT-PCR, RT-qPCR, RRT-PCR et rRT-

PCR. Afin d'éviter toute confusion, les abréviations suivantes

seront utilisées de maniére cohérente tout au long du tableau (4).
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Tableau (4) : Abréviations des types de techniques PCR.

Technique Abréviation
Réaction en chaine par polymérase PCR
Transcription inverse de I'amplification RT-PCR

en chaine par polymérase

Réaction en chaine par polymérase en qgPCR

temps réel

Technique combinée RT-PCR / qPCR qRT-PCR

Tous les auteurs, surtout les plus anciens, n'utilisent pas cette
convention et le lecteur doit étre prudent lorsqu'il suit les liens. RT-
PCR a été utilisé pour désigner a la fois la PCR en temps réel

(qPCR) et la PCR par transcription inverse (RT-PCR).

Depuis son introduction en 1977, le Northern blot a été
largement utilisé pour la quantification de 'ARN malgré ses
inconvénients : (a) technique longue, (b) nécessite une grande
quantité d'ARN pour la détection, et (c) quantitativement inexacte

10111

en raison de la faible abondance du contenu en ARN.HUIL

Cependant, depuis son invention par Kary Mullis en 1983, la RT
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PCR a supplanté le northern blot comme méthode de choix pour la

détection et la quantification de I'ARN.

La RT-PCR est devenue la technologie de référence pour la
détection et/ou la comparaison des niveaux d'ARN pour plusieurs
raisons : (a) elle ne nécessite pas de traitement post-PCR, (b) une
large gamme (>107 -fold) d'abondance d'ARN peut étre mesurée,
et (c) elle fournit un apercu des données qualitatives et
quantitatives.[! En raison de sa simplicité, de sa spécificité et de sa
sensibilité, la RT-PCR est utilisée dans un large éventail
d'applications, allant d'expériences aussi simples que la
quantification de cellules de levure dans:le vin a des utilisations
plus complexes comme outils de diagnostic pour la détection
d'agents infectieux tels que le virus de la grippe aviaire et le SRAS-

CoV-2.

Principes

Dans la RT-PCR, la matrice d'ARN est d'abord convertie en ADN
complémentaire (ADNCc) a 1'aide d'une transcriptase inverse (TI).
L'ADNCc est ensuite utilisé comme modele pour une amplification
exponentielle par PCR. L'utilisation de la RT-PCR pour la
détection de la transcription de I'ARN a révolutionné I'étude de

l'expression des genes de plusieurs manieres importantes :
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« Il est désormais théoriquement possible de détecter les transcrits

de pratiquement tous les génes.[18!

« Permet I'amplification de I'échantillon et élimine le besoin de

matériel de départ abondant requis lors de l'utilisation de

l'analyse par transfert Nord.-

« Tolérance assurée pour la dégradation de 'ARN tant que 'ARN

couvrant l'amorce est intact.

RT-PCR en une étape vs RT-PCR en deux étapes

RMA,

Primers
ReverseTransohiptase
DNAFPolymerase
Bufer Reagents

RN&,

Nonspecific Primer
Reverse Transciptase
DNAPolymerase

Buffer Reagents

»

One-Step
RT-PCR

| Reversa

Transcription PCR
. W + EJeciﬁan’mEl . W

cDNA, Two-Step
RT-PCR

Figure (52) : RT-PCR en une étape vs RT-PCR en deux étapes

RT-PCR en une ou deux étapes

La quantification de 'ARNm par RT-PCR peut étre réalisée en

une ou deux étapes. La différence entre les deux approches réside

dans le nombre

de tubes utilisés lors de la réalisation de la

procédure. La réaction en deux étapes nécessite que la réaction de
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transcriptase inverse et l'amplification par PCR soient réalisées
dans des tubes séparés. L'inconvénient de I'approche en deux étapes
est la susceptibilité a la contamination due a la manipulation plus
fréquente des échantillons. En revanche, 1'ensemble de la réaction,
de la synthése de I'ADNCc a I'amplification par PCR, se déroule dans
un seul tube dans l'approche en une étape. L'approche en une étape
est censée minimiser la variation expérimentale en contenant toutes
les réactions enzymatiques dans un seul environnement. Elle
¢limine les étapes de pipetage du produit d'ADNc, qui demandent
beaucoup de travail et sont susceptibles de contaminer la réaction
de PCR. L'utilisation de polymérases tolérantes aux inhibiteurs et
d'amplificateurs de polymérase dans des conditions optimisées de
RT-PCR en une seule étape permet la transcription inverse de
I'"ARN a partir d'échantillons-bruts ou non purifiés, tels que le sang
entier et le sérum. Cependant, les modeles d'ARN de départ sont
susceptibles de se dégrader dans l'approche en une étape, et
l'utilisation de cette approche n'est pas recommandée lorsque des
essais répétés a partir du méme échantillon sont nécessaires. En
outre, I'approche en une étape est considérée comme moins précise
que l'approche en deux étapes. C'est également la méthode
d'analyse privilégiée lors de l'utilisation de colorants de liaison a
I'ADN tels que le SYBR Green, car I'élimination des amorces-
dimeéres peut étre obtenue par une simple modification de la

température de fusion. Néanmoins, I'approche en une étape est une
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solution relativement pratique pour la détection rapide de I'ARN

cible directement en biodétection.

RT-PCR en point final vs RT-PCR en temps réel

La quantification des produits de la RT-PCR peut étre divisée en
deux catégories : en bout de chaine et en temps réel. L'utilisation
de la RT-PCR en point final est préférable pour mesurer les
changements d'expression génétique dans un petit nombre
d'échantillons, mais la RT-PCR en temps réel est devenue la
méthode de référence pour valider les résultats quantitatifs obtenus
a partir d'analyses de réseaux ou les changements d'expression

génétique a I'échelle mondiale.

RT-PCR au point final

Les méthodes de mesure de la RT-PCR au point final nécessitent
la détection des niveaux d'expression des génes par 'utilisation de
colorants fluorescents tels que le bromure d'éthidium, le marquage
P32 des produits PCR al'aide d'un phosphorimage ou par comptage
a scintillation. La RT-PCR au point final est généralement réalisée
a l'aide de trois méthodes différentes : relative, compétitive et

comparative.
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RT-PCR relative

Les quantifications relatives de la RT-PCR impliquent la co-
amplification d'un contr6le interne simultanément avec le geéne
d'intérét. Le contrdle interne est utilisé pour normaliser les
¢chantillons. Une fois normalisé, une comparaison directe des
abondances relatives des transcriptions dans plusieurs échantillons
d'ARNm peut étre effectuée. Une précaution a noter est que le
contrdle interne doit étre choisi de maniére a ne pas étre affecté par
le traitement expérimental. Le niveau d'expression doit étre
constant dans tous les échantillons et avec I'ARNm d'intérét pour
que les résultats soient précis et significatifs. Etant donné que la
quantification des résultats est analysée en comparant la gamme
linéaire de l'amplification de la cible et du controle, il est crucial de
prendre en considération la concentration de départ des molécules
cibles et leur taux d'amplification avant de commencer 1'analyse.
Les résultats de l'analyse sont exprimés sous forme de rapports
entre le signal du gene et le signal du contrdle interne. Ces valeurs
peuvent ensuite étre utilisées pour la comparaison entre les
¢chantillons dans I'estimation de I'expression relative de I'ARN

cible.

RT-PCR compétitive
La technique de RT-PCR compétitive est utilisée pour une

quantification absolue. Elle implique [I'utilisation d'un ARN
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synthétique "concurrent" qui peut étre distingué de I'ARN cible par
une petite différence de taille ou de séquence. Il est important que
la conception de 'ARN synthétique soit identique en séquence
mais légerement plus courte que I'ARN cible pour obtenir des
résultats précis. Une fois congu et synthétisé, une quantité connue
de I'ARN concurrent est ajoutée aux échantillons expérimentaux et
est co-amplifiée avec la cible par RT-PCR. Ensuite, une courbe de
concentration de I'ARN concurrent est produite et elle est utilisée
pour comparer les signaux RT-PCR produits par les transcrits
endogenes afin de déterminer la quantité de cible présente dans

I'échantillon.

RT-PCR comparative

La RT-PCR comparative est similaire a la RT-PCR compétitive
en ce sens que I'ARN cible entre en compétition pour les réactifs
d'amplification dans une seule réaction avec un standard interne de
séquence non apparentée. Une fois la réaction terminde, les
résultats sont comparés a une courbe standard externe pour
déterminer la concentration de I'ARN cible. Par rapport aux
méthodes de quantification relative et compétitive, la RT-PCR
comparative est considérée comme la méthode la plus pratique a
utiliser car elle ne nécessite pas que l'investigateur réalise une
expérience pilote ; dans la RT-PCR relative, la plage

d'amplification exponentielle de 'ARNm doit étre prédéterminée
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et dans la RT-PCR compétitive, un ARN concurrent synthétique

doit étre synthétisé.

RT-PCR en temps réel

L'émergence de nouvelles techniques de marquage de 1'ADN
fluorescent au cours des derni¢res années a permis 1'analyse et la
détection des produits de la PCR en temps réel et a donc conduit a
l'adoption généralisée de la RT-PCR en temps réel pour l'analyse
de I'expression des genes. Non seulement la RT-PCR en temps réel
est désormais la méthode de choix pour la quantification de
l'expression des genes, mais elle est également la méthode
privilégiée pour obtenir des résultats d'analyses de réseaux et
d'expressions génétiques a . l'échelle mondiale. 11 existe
actuellement quatre sondes d'ADN fluorescentes différentes pour
la détection par RT-PCR en temps réel des produits de la PCR :
SYBR Green, TagMan, les balises moléculaires et les sondes
scorpion. Toutes ces sondes permettent la détection des produits de
la PCR en générant un signal fluorescent. Alors que le colorant
SYBR Green émet son signal fluorescent simplement en se liant a
I'’ADN double brin en solution, la génération de la fluorescence des
sondes TagMan, des balises moléculaires et des scorpions dépend
du couplage par transfert d'énergie de résonance de Forster (FRET)
de la molécule de colorant et d'une fraction quencher aux substrats

oligonucléotidiques.
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Vert SYBR

Lorsque le SYBR Green se lie a I'ADN double brin des produits
PCR, il émet de la lumicre par excitation. L'intensité¢ de la
fluorescence augmente au fur et a mesure que les produits de la
PCR s'accumulent. Cette technique est facile a utiliser car la
conception de sondes n'est pas nécessaire étant donné le manque
de spécificité de sa liaison. Cependant, comme le colorant ne
discrimine pas I'ADN double brin des produits de la PCR et celui
des amorces-dimeéres, la surestimation de la concentration cible est
un probléme courant. Lorsqu'une quantification précise est une
nécessité absolue, il faut procéder a-d'autres analyses pour valider
les résultats. Néanmoins, parmi-les méthodes de détection des
produits de la RT-PCR en temps réel, le SYBR Green est le plus

économique et le plus facile a utiliser.

Sondes Taq Man

Les sondes TagMan sont des oligonucléotides qui ont une sonde
fluorescente attachée a I'extrémité 5' et un quencher a I'extrémité
3'. Au cours de I'amplification par PCR, ces sondes s'hybrident aux
séquences cibles situées dans I'amplicon et, lorsque la polymérase
réplique la matrice avec le TagMan lié, elle clive également la
sonde fluorescente en raison de Il'activité 5'-nucléase de la
polymérase. Comme 1'étroite proximité entre la molécule de
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quench et la sonde fluorescente empéche normalement la détection
de la fluorescence par FRET, le découplage se traduit par une
augmentation de l'intensité de la fluorescence proportionnelle au
nombre de cycles de clivage de la sonde. Bien que les sondes
TagMan bien congues produisent des résultats précis de RT-PCR
en temps réel, leur synthése est cofiteuse et prend beaucoup de
temps lorsqu'il faut fabriquer des sondes distinctes pour chaque
cible d'ARNm analysée. De plus, ces sondes sont sensibles a la
lumieére et doivent é&tre soigneusement congelées sous forme

d'aliquotes pour éviter leur dégradation.
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Figure (52) : Etapes de la RT-PCR.

Sondes a balises moléculaires

Comme les sondes TagMan, les balises moléculaires utilisent

¢galement la détection FRET avec des sondes fluorescentes fixées
a l'extrémité 5' et un quencher fixé a l'extrémité 3' d'un substrat

oligonucléotidique. Cependant, alors que les sondes fluorescentes
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TaqMan sont clivées pendant l'amplification, les sondes des balises
moléculaires restent intactes et se lient a nouveau a une nouvelle
cible a chaque cycle de réaction. Lorsqu'elles sont libres en
solution, la proximité de la sonde fluorescente et de la molécule
quencher empéche la fluorescence par FRET. Cependant, lorsque
les sondes balises moléculaires s'hybrident a une cible, le colorant
fluorescent et le quencher sont séparés, ce qui entraine 1'émission
de lumicere lors de l'excitation. Comme pour les sondes TagMan,
les balises moléculaires sont coliteuses a synthétiser et nécessitent

des sondes distinctes pour chaque cible ARN.

Sondes scorpion

Les sondes Scorpion, comme les balises moléculaires, ne seront
pas fluorescentes a 1'état non hybridé, encore une fois parce que la
sonde fluorescente a l'extrémité 5' est éteinte par la partie a
I'extrémité 3' d'un oligonucléotide, mais avec les Scorpions,
I'extrémité 3' contient également une séquence complémentaire au
produit d'extension de l'amorce a l'extrémité 5'. Lorsque 'extension
Scorpion se lie a son complément sur l'amplicon, la structure
Scorpion s'ouvre, empéche le FRET et permet de mesurer le signal
fluorescent.
Sondes multiplexes

Les sondes TaqgMan, les balises moléculaires et les scorpions

permettent de mesurer simultanément les produits de la PCR dans

244



un seul tube. Cela est possible car chacun des différents colorants
fluorescents peut étre associé a un spectre d'émission spécifique.
Non seulement l'utilisation de sondes multiplex permet
d'économiser du temps et des efforts sans compromettre l'utilité du
test, mais son application dans de vastes domaines de recherche tels
que l'analyse des délétions génétiques, l'analyse des mutations et
du polymorphisme, l'analyse quantitative et la détection de I'ARN,
en font une technique inestimable pour les laboratoires de

nombreuses disciplines.

Deux stratégies sont couramment employées pour quantifier les
résultats obtenus par RT-PCR en temps réel : la méthode de la

courbe standard et la méthode du seuil comparatif.
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Figure (53) : Brin d'ADN cible hybridé avec la sonde, le

rapporteur et la sonde marquée par un quencher.

Utilisation en ingénierie cellulaire

Des sondes oligonucléotidiques fluorogeénes de signalisation ont
¢té signalées pour étre utilisées afin de détecter et d'isoler des
cellules exprimant un ou plusieurs génes souhaités, y compris la
production de lignées cellulaires stables multigéniques exprimant
le canal sodique épithélial hétéromultimere (afy-ENaC), le canal
ionique 1.7 (NaV1.7-af1B2), quatre combinaisons uniques de
sous-unités de canal ionique du récepteur de l'acide y-
aminobutyrique A (GABAA) alP3y2s, a2B3y2s, a3B3y2s et

a5p3y2s, le régulateur de conductance de la fibrose kystique
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(CFTR), CFTR-AS508 et deux récepteurs couplés aux protéines G
(RCPQG).

l Binds to
4
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‘jj
== 1

-
Fluorophore Quencher

11

Figure (54) : Les structures d'une sonde balise moléculaire
typique.
Applications

L'amplification exponentielle par transcription inverse de la
réaction en chaine de la polymérase fournit une technique trés
sensible dans laquelle un tres faible nombre de copies de molécules
d'ARN peut étre détecté. La RT-PCR est largement utilisée dans le
diagnostic des maladies génétiques et, de maniére semi-

quantitative, dans la détermination de I'abondance de différentes
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molécules d'ARN spécifiques dans une cellule ou un tissu comme

mesure de I'expression génétique.

Méthodologie de la RT-PCR

La RT-PCR est couramment utilisée dans les méthodes de
recherche pour mesurer I'expression des génes. Par exemple, Lin et
al. ont utilisé la qRT-PCR pour mesurer 1'expression des genes Gal
dans les cellules de levure. Tout d'abord, Lin et al. ont créé une
mutation d'une protéine soupgonnée de participer a la régulation
des geénes Gal. On a supposé que cette mutation abolissait
sélectivement l'expression de Gal. Pour le confirmer, les niveaux
d'expression des genes des cellules de levure contenant cette
mutation ont été¢ analysés par. qRT-PCR. Les chercheurs ont pu
déterminer de maniere concluante que la mutation de cette protéine
régulatrice réduisait 1'expression de Gal. L'analyse par transfert de
Nord est utilisée pour étudier plus avant l'expression génétique de

I'ARN.

Insertion de génes

La RT-PCR peut également étre trés utile pour l'insertion de
genes eucaryotes dans des procaryotes. Comme la plupart des
genes eucaryotes contiennent des introns, qui sont présents dans le

génome mais pas dans I'ARNm mature, 'ADNc généré par une
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réaction de RT-PCR est la séquence d'ADN exacte (sans tenir
compte de la nature sujette aux erreurs des transcriptases inverses)
qui serait directement traduite en protéine aprés la transcription.
Lorsque ces génes sont exprimés dans des cellules procaryotes en
vue de la production ou de la purification de protéines, 'ARN
produit directement a partir de la transcription n'a pas besoin de
subir d'épissage puisque le transcrit ne contient que des exons. Les
procaryotes, tels que E. coli, ne disposent pas du mécanisme

d'épissage de 'ARNm des eucaryotes.

Diagnostic des maladies génétiques

La RT-PCR peut étre utilisée pour diagnostiquer une maladie
génétique telle que le syndrome de Lesch-Nyhan. Cette maladie
génétique est causée par un-dysfonctionnement du géne HPRTI,
qui entraine cliniquement la formation d'un calcul urinaire d'acide
urique fatal et des symptomes similaires a ceux de la goutte.
L'analyse des niveaux d'expression de I'ARNm de 'HPRT1 chez
une mere enceinte et un foetus révélera si la mére est porteuse et si
le feetus est susceptible de développer le syndrome de Lesch-

Nyhan.
Détection du cancer

Les scientifiques travaillent sur les moyens d'utiliser la RT-PCR
dans la détection du cancer afin d'améliorer le pronostic et de

surveiller la réponse au traitement. Les cellules tumorales en
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circulation produisent des transcriptions d'’ARNm uniques en
fonction du type de cancer. L'objectif est de déterminer les
transcriptions d'ARNm qui constituent les meilleurs biomarqueurs
pour un type particulier de cellules cancéreuses, puis d'analyser

leurs niveaux d'expression par RT-PCR.

La RT-PCR est couramment utilisée dans 1'étude des génomes
des virus dont les génomes sont composés d'ARN, comme
I'Influenzavirus A, les rétrovirus comme le VIH et le SRAS-CoV-

2.

Défis

Malgré ses avantages majeurs,” la RT-PCR n'est pas sans
inconvénients. La croissance exponentielle de [I'ADN
complémentaire transcrit.a'l'envers (ADNc) pendant les multiples
cycles de la PCR produit une quantification inexacte du point final
en raison de la difficulté a maintenir la linéarité.[*>) Afin de fournir
une détection et une quantification précises du contenu en ARN
d'un échantillon, la qRT-PCR a été développée en utilisant une
modification basée sur la fluorescence pour surveiller les produits
d'amplification pendant chaque cycle de la PCR. L'extréme
sensibilité de cette technique peut étre une arme a double tranchant,
car lamoindre contamination par I'ADN peut entrainer des résultats
indésirables. Une méthode simple pour éliminer les résultats

faussement positifs consiste a inclure des ancres, ou étiquettes,
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dans la région 5' d'une amorce spécifique a un géne. En outre, la
planification et la conception des études de quantification peuvent
étre techniquement difficiles en raison de I'existence de
nombreuses sources de variation, notamment la concentration de la
matrice et l'efficacité de I'amplification. L'ajout d'une quantité
connue d'ARN dans un échantillon, 1'ajout d'une série de dilutions
d'ARN générant une courbe standard, et 1'ajout d'un échantillon
sans copie de matrice (sans ADNc) peuvent servir de controles. La
RT-PCR peut étre réalisée par le protocole RT-PCR en une étape

ou le protocole RT-PCR en deux étapes.

RT-PCR en une étape

La RT-PCR en une étape soumet les ARNm cibles jusqu'a 6 kb a
une transcription inverse suivie d'une amplification par PCR dans
un seul tube a essai. Il est important de noter que 1'utilisation d'un
ARN intact et de haute qualité¢ et d'une amorce spécifique a la

séquence produira les meilleurs résultats.

Une fois qu'un kit de RT-PCR en une étape avec un mélange de
transcriptase inverse, d ADN polymérase Taq et de polymérase de
correction a été sélectionné et que tous les matériaux et
équipements nécessaires ont été obtenus, un mélange réactionnel
doit étre préparé. Le mélange réactionnel comprend des dANTP, des
amorces, un ARN matrice, les enzymes nécessaires et une solution

tampon. Le mélange réactionnel est ajouté a un tube PCR pour
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chaque réaction, suivi de I'ARN matrice. Les tubes PCR sont
ensuite placés dans un thermocycleur pour commencer le cycle. Au
cours du premier cycle, la synthése de 'ADNCc a lieu. Le deuxiéme
cycle est la dénaturation initiale ou la transcriptase inverse est
inactivée. Les 40 a 50 cycles restants correspondent a
l'amplification, qui comprend la dénaturation, le recuit et
I'élongation. Lorsque I'amplification est terminée, les produits de la

RT-PCR peuvent étre analysés par électrophorese sur gel.

RT-PCR en deux étapes

La RT-PCR en deux étapes, comme son nom l'indique, se déroule
en deux temps. D'abord la transcription inverse, puis la PCR. Cette
méthode est plus sensible que la méthode en une étape. Des kits
sont également utiles pour la RT-PCR en deux étapes. Comme pour
la PCR en une étape; n'utilisez que de 'ARN intact et de haute
qualité pour obtenir les meilleurs résultats. L'amorce pour la PCR
en deux étapes ne doit pas nécessairement étre spécifique a la

séquence.

Premiére étape

Combiner d'abord I'ARN matrice, I'amorce, le mélange de INTP
et I'eau sans nucléase dans un tube PCR. Ensuite, ajouter un

inhibiteur de RNase et une transcriptase inverse dans le tube PCR.
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Ensuite, placez le tube PCR dans un thermocycleur pendant un
cycle au cours duquel se produisent I'hybridation, I'extension et
l'inactivation de la transcriptase inverse. Enfin, passer directement
a I'étape 2, qui est la PCR, ou conserver le produit sur la glace

jusqu'a ce que la PCR puisse étre effectuce.
Deuxiéme étape

Ajouter le master mix qui contient un tampon, un mélange de
dNTP, du MgCl> , de la Taq polymérase et de I'eau sans nucléase
dans chaque tube PCR. Ajouter ensuite I'amorce nécessaire dans
les tubes. Ensuite, placez les tubes PCR dans un thermocycleur
pour 30 cycles du programme d'amplification. Ce programme
comprend : la dénaturation, le recuit et I'élongation. Les produits

de la RT-PCR peuvent étre analysés par €lectrophorése sur gel.
Guides de publication

Le test RT-PCR quantitatif est considéré comme 1'étalon-or pour
mesurer le nombre de copies de cibles ADNc spécifiques dans un
¢chantillon, mais il est mal standardisé. En conséquence, bien qu'il
existe de nombreuses publications utilisant cette technique,
beaucoup d'entre elles fournissent des détails expérimentaux
inadéquats et utilisent des analyses de données inadaptées pour tirer
des conclusions inappropriées. En raison de la variabilité inhérente
a la qualité de toute donnée de PCR quantitative, non seulement les
évaluateurs ont du mal a évaluer ces manuscrits, mais les études

deviennent également impossibles a reproduire. Conscients de la
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nécessité¢ de normaliser le compte rendu des conditions
expérimentales, un consortium international de scientifiques
universitaires a publié¢ les directives MIQE (Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments,
prononcer mykee). Les lignes directrices MIQE décrivent les
informations minimales nécessaires a I'évaluation des expériences
de PCR quantitative qui devraient étre requises pour la publication
afin d'encourager de meilleures pratiques expérimentales et de
garantir la pertinence, l'exactitude, l'interprétation correcte et la
répétabilité des données de PCR quantitative. Outre les lignes
directrices relatives a 1'établissement des rapports, la MIQE
souligne la nécessité de normaliser la nomenclature associée a la
PCR quantitative afin d'éviter toute confusion. Par exemple,
l'abréviation qPCR devrait étre utilisée pour la PCR quantitative en
temps réel et RT-qPCR pour la transcription inverse-qPCR, et les
genes utilisés pour la normalisation devraient étre appelés genes de
référence au lieu de génes de maintien. Il est également proposé¢ de
ne pas utiliser de termes dérivés du commerce comme les sondes
TagMan, mais de les appeler sondes d'hydrolyse. En outre, il est
proposé que le cycle de quantification (Cq) soit utilisé pour décrire
le cycle de PCR utilisé pour la quantification au lieu du cycle de
seuil (Ct), du point de croisement (Cp) et du point de décollage
(TOP), qui font référence a la méme valeur mais ont été inventés

par différents fabricants d'instruments en temps réel.
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La ligne directrice se compose des éléments suivants :

1) la conception expérimentale.
2) échantillon.

3) l'extraction des acides nucléiques.

4) transcription inverse.

5) Informations sur la cible de la qPCR.

6) les oligonucléotides.

7) le protocole.

8) validation.

9) l'analyse des données.

Les éléments spécifiques de chaque élément portent une
étiquette E (essentiel) ou D (souhaitable). Les éléments étiquetés E
sont considérés comme critiques et indispensables, tandis que ceux
étiquetés D sont considérés comme périphériques mais importants

pour les meilleures pratiques.
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Figure (55) : RT-PCR en deux étapes
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In each case, AzuraQuant™ Green One-Step QPCR Mix exhibits earlier Ct values and
improved sensitivity
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