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Avant-propos

Cet ouvrage présente les principales techniques utilisées dans les laboratoires pour
étudier le fonctionnement du vivant via les acides nucléiques.

Pour commencer, sont exposées quelques définitions et généralités sur ce que
sont les genes dans optique de cet ouvrage (il existe de nombreuses définitions,
descriptions de genes).

Les techniques de base consistent a pouvoir extraire les acides nucléiques, a les
découper, en récupérer des fragments d’intérét et les visualiser. Il s'agit également
de les manipuler par les techniques de clonage et de Polymerase Chain Reaction
(PCR). Une des applications tres utilisées est le séquencage, dont les techniques
ont grandement évolué en ces 15 derniéres années et ne sont toujours pas stabi-
lisées. Nous présentons dans cet ouvrage les techniques actuelles de séquencage
commercialisées et accessibles via des plateformes publiques ou privées. Une autre
grande application consiste a la manipulation des génes par transformation géné-
tique et mutagengse afin d’étudier finement leur fonctionnement. Ces techniques
évoluent également rapidement et nous présentons ici les techniques majeures
de transformation génétique dont la technique d’édition des génomes (CRISPR-
Cas9) qui est de plus en plus utdilisée. Enfin, la plupart des approches font main-
tenant appel a des stratégies dites « haut débit » et I'analyse des données ainsi
générées nécessite de la bioanalyse et de la bioinformatique : cet ouvrage ne vise
pas a donner toutes les bases de ces analyses, mais quelques-unes des applications
y sont décrites.
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Fiche 1

Structure et expression
d’un géne eucaryote codant un ARNm
et une protéine

Denis Tagu & Stéphanie Jaubert-Possamai

Un géne eucaryote 8 ARNm (ARN messager) est codé par une séquence ¢’ ADN
double brin dont chaque brin est orienté (5° — 3°). Un des deux brins de cette
séquence d’ADN servira de matrice afin d’étre transcrit en ARNm simple brin
par PARN polymérase II. Ces génes comportent une séquence codante bordée de
séquences de régulation. La séquence codante est constituée d’exons et d’introns.
Ces deux types de séquences sont transcrites (transcrit primaire), mais les introns
sont éliminés lors de I'épissage. CARN est d’abord modifié en 5°-P (addition d’une
coiffe) et en 3’-OH (addition de nucléotides a adénine), puis épissé (élimination
des introns) avant d’étre transporté dans le cytoplasme. L3, les ribosomes se fixent
sur PARNm et, par I'intermédiaire des ARNt (ARN de transfert), TARNm est
traduit en le polypeptide correspondant.

Les séquences de régulation servent de signaux de début ou de fin de transcription
du gene par PARN polymérase II. Certaines de ces séquences (par exemple la
TATA box du promoteur) sont reconnues par des protéines appelées « facteurs de
transcription généraux » qui guident TARN polymérase II dans les étapes d’initia-
tion et d’élongation de la transcription.



