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INTRODUCTION GENERALE

La biologie cellulaire et moléculaire constitue un domaine central des sciences du vivant,
visant a comprendre I'organisation, le fonctionnement et la dynamique des systémes
biologiques a I'échelle de la cellule et des molécules. Elle repose sur une idée
fondamentale : le vivant peut étre étudié comme un systéme organisé dans lequel
interagissent des structures physiques, des réactions chimiques et des flux d’information.

L’approche moderne de la biologie ne se limite plus a une description des structures
observables, mais s’appuie sur une analyse intégrée des mécanismes qui gouvernent les
phénoménes biologiques. La cellule n’est pas simplement une unité morphologique, mais
un systéme dynamique hors équilibre, capable de maintenir son organisation grace a des
échanges continus de matiére et d’énergie. De méme, I'information génétique ne constitue
pas uniguement un support de transmission, mais une entité fonctionnelle dont
I'expression est régulée, interprétée et modulée en fonction du contexte.

Le présent polycopié s’inscrit dans cette approche intégrée. Il vise a fournir aux étudiants
une compréhension approfondie des mécanismes fondamentaux en biologie cellulaire et
moléculaire, en s’appuyant sur trois axes majeurs :

e |'étude de la cellule en tant que systéme organisé et fonctionnel ;
e I'analyse de I'information génétique, de sa structure a son expression ;

e la compréhension des outils permettant de manipuler cette information dans le
cadre du génie génétique.

L’ensemble des chapitres a été structuré de maniére progressive afin de mettre en
évidence les relations entre structure, dynamique et fonction. Une attention particuliére
est portée a l'articulation entre théorie et pratique, notamment a travers l'intégration
d’illustrations, de mécanismes détaillés et d’études de cas permettant de relier les
concepts a des applications concrétes.

Ainsi, ce document ne vise pas uniquement a transmettre des connaissances, mais a
développer une capacité d’analyse critique des systémes biologiques, en mettant en
évidence les contraintes physiques, les mécanismes moléculaires et les limites des
modéles utilisés.



Chapitre 1 LA CELLULE : UNITE STRUCTURELLE ET
FONCTIONNELLE DU VIVANT



l. La cellule : systéme physico-chimique organisé et
unité fondamentale du vivant

La cellule peut étre définie comme un systéme physico-chimique auto-organisé, délimité
par une membrane, capable de maintenir un état stable hors équilibre thermodynamique
grace a des flux continus de matiére, d’énergie et d’information. Cette définition moderne
dépasse largement I'approche descriptive traditionnelle et inscrit la cellule dans le cadre
des systémes dynamiques non linéaires.

1. La cellule comme systéme hors équilibre

Contrairement aux systémes physiques a I’équilibre, caractérisés par une minimisation de
I'énergie libre, la cellule se maintient dans un état stationnaire hors équilibre, rendu
possible par des échanges constants avec son environnement. Cet état repose sur :

e un apport continu d’énergie (sous forme chimique, lumineuse ou autre)
e un renouvellement permanent des constituants moléculaires
e des flux d’ions et de métabolites a travers les membranes

Ainsi, la cellule peut étre considérée comme un systéme dissipatif, au sens de la
thermodynamique des systémes ouverts : elle exporte de I'entropie vers son
environnement pour maintenir son organisation interne.

Cette propriété fondamentale explique la capacité du vivant a maintenir une organisation
structurée et fonctionnelle malgré les contraintes thermodynamiques générales qui
tendent vers le désordre.

2. Organisation hiérarchique et émergence des propriétés du
vivant

La cellule est organisée de maniére hiérarchique, a plusieurs niveaux :

niveau moléculaire (protéines, lipides, acides nucléiques)

niveau supramoléculaire (complexes protéiques, membranes)

niveau compartimental (organites)

niveau cellulaire global

Les propriétés du vivant ne sont pas directement contenues dans les molécules elles-
mémes, mais émergent de leur organisation et de leurs interactions. Cette notion
d’émergence est centrale en biologie : aucune molécule isolée ne possede les
caractéristiques du vivant, mais leur organisation collective donne naissance a des
fonctions comme le métabolisme, la régulation ou la reproduction.



3. La cellule comme systéme informationnel

Au-dela de son organisation matérielle, la cellule est également un systéme de traitement
de I'information. Elle contient une information génétique codée sous forme de séquences
nucléotidiques, qui est :

e stockée
e répliquée
e exprimée
e régulée

L’information génétique n’est pas seulement transmise passivement ; elle est interprétée
par des systéemes moléculaires complexes (machineries enzymatiques, réseaux de
régulation). Cette interprétation permet I’'adaptation de la cellule a son environnement. La
séparation entre stockage de I'information (ADN) et fonctions métaboliques constitue une
caractéristique fondamentale, notamment chez les eucaryotes ou cette dissociation est
renforcée par la compartimentation nucléaire.

4. Propriétés fondamentales du vivant cellulaire

La cellule posséde un ensemble de propriétés caractéristiques du vivant :

a) Auto-organisation

La cellule maintient une organisation structurée grace a des interactions locales entre
ses constituants, sans intervention externe directe.

b) Métabolisme

Elle est capable de transformer de I'énergie et de la matiére par des réactions
biochimiques complexes organisées en réseaux métaboliques.

c) Homéostasie

La cellule maintien des conditions internes relativement constantes (pH, concentrations
ioniques, potentiel membranaire), malgré les fluctuations du milieu externe.

d) Reproduction

Elle posséde la capacité de se diviser et de transmettre son information génétique.

e) Adaptation et régulation

Elle peut moduler son activité en réponse a des signaux internes ou externes.

Ces propriétés ne sont pas indépendantes ; elles résultent d’'un couplage étroit entre
structure, dynamique et information.



5. La théorie cellulaire revisitée

La théorie cellulaire classique peut étre reformulée dans un cadre moderne :

1. la cellule est une unité structurale résultant d’'une organisation moléculaire
spécifique ;

2. elle constitue une unité fonctionnelle dans laquelle les processus biologiques sont
intégrés ;

3. elle représente une unité d’'information, capable de stocker, transmettre et
exploiter un programme génétique ;

4. elle est une unité évolutive, soumise aux mécanismes de variation et de sélection.

Cette reformulation met en évidence que la cellule n’est pas simplement une « unité de
construction », mais un niveau d’organisation du vivant intégrant matiére, énergie et
information.

6. Conséquences conceptuelles

Cette définition unifiée de la cellule a plusieurs implications majeures :

e elle impose de considérer les phénomeénes biologiques comme des processus
dynamiques et non statiques ;

e ellerelie la biologie a des disciplines fondamentales comme la physique
statistique, la thermodynamique et la chimie ;

e elle établit un cadre conceptuel pour I’étude des niveaux supérieurs
d’organisation (tissus, organismes).

Ainsi, la cellule constitue le point de convergence entre différentes approches
scientifiques, permettant de comprendre I’émergence et le maintien de la vie.

Parfait — on continue strictement avec le méme niveau que la section | et la membrane,
sans aucune simplification.

Il. Organisation comparée des cellules : architectures
procaryote et eucaryote

La diversité du vivant cellulaire peut étre ramenée a deux grandes architectures
fondamentales : les cellules procaryotes et les cellules eucaryotes. Cette distinction ne
correspond pas seulement a une différence morphologique, mais traduit deux modes
d’organisation biochimique, informationnelle et spatiale profondément distincts.



1. Cellule procaryote : organisation minimale et couplage
fonctionnel

Les cellules procaryotes, représentées notamment par les bactéries et les archées,
constituent des systémes cellulaires caractérisés par une faible compartimentation interne
et une organisation relativement compacte de leurs constituants.

Leur matériel génétique est généralement constitué d’un chromosome circulaire, localisé
dans une région appelée nucléoide. Contrairement aux cellules eucaryotes, cet ADN n’est
pas séparé du cytoplasme par une membrane. Cette absence de compartiment nucléaire
a des conséquences fonctionnelles majeures : les processus de transcription et de
traduction sont spatialement et temporellement couplés.

Ainsi, un ARN messager en cours de synthése peut étre immédiatement pris en charge par
les ribosomes pour la traduction. Ce couplage confére une grande rapidité de réponse aux
variations de I'environnement.

Sur le plan métabolique, 'absence d’organites membranaires implique que 'ensemble des
réactions biochimiques se déroule dans un espace cellulaire unique. Cependant, cette
apparente simplicité est compensée par une organisation fonctionnelle fine, notamment
au niveau de la membrane plasmique, qui joue un réle central dans :

o la respiration cellulaire (chaines de transport d’électrons)
e la production d’énergie (gradient protonique)
e le transport de solutés

On parle ainsi d’une délocalisation membranaire des fonctions qui, chez les eucaryotes,
sont assurées par des organites spécialisés.

2. Cellule eucaryote : compartimentation et spécialisation
fonctionnelle

Les cellules eucaryotes se caractérisent par I'existence d’une compartimentation interne
extensive, reposant sur des membranes internes qui subdivisent la cellule en domaines
fonctionnels distincts.

Le noyau constitue le principal compartiment informationnel. L'ADN y est organisé en
chromatine, associant ADN et protéines histones. L’enveloppe nucléaire, percée de pores
nucléaires, isole physiquement le matériel génétique du cytoplasme, introduisant une
séparation entre transcription et traduction.

Cette séparation permet I'émergence de mécanismes de régulation plus complexes,
notamment au niveau de la maturation des ARN (épissage, polyadénylation, coiffage),
absents chez les procaryotes.

Les autres compartiments cellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil
de Golgi) constituent des micro-environnements biochimiques spécialisés, optimisés pour
des fonctions spécifiques. Par exemple :



e les mitochondries sont le sieége de la phosphorylation oxydative

e leréticulum endoplasmique rugueux est impliqué dans la synthése des protéines
sécrétées

o l'appareil de Golgi assure la maturation et le tri des protéines

Cette organisation compartimentée permet une séparation spatiale des voies
métaboliques, limitant les interférences et augmentant leur efficacité.

3. Conséquences fonctionnelles de la compartimentation cellulaire

La différence entre procaryotes et eucaryotes doit étre analysée en termes de logique
d’organisation plutot qu’en termes de complexité brute.

Chez les procaryotes, I'absence de compartimentation favorise la rapidité des processus
et la flexibilité métabolique. A I'inverse, chez les eucaryotes, la compartimentation permet

e une spécialisation des fonctions
e une régulation indépendante de différents processus
e I’émergence de phénoménes complexes tels que le trafic intracellulaire

Cette organisation repose sur des mécanismes dynamiques, notamment le transport
vésiculaire, qui permet la circulation des biomolécules entre compartiments.

Ces différences fondamentales sont synthétisées dans la figure 1.

cellule procaryotique

Nucléoide
Pilus e
- 3
Paroi cellulaire @eju !] lIJJ IJej %u@@ ![‘Jy/@tr_:ijq LLIJ@
——Flagelle Appareil de Golgi
y = noyau
Cytoplasme
Ribosome

Membrane plasmique

Lysosome Mitochondrie
www.agquaportail.com

Figure 1 — Organisation comparée des cellules procaryote et eucaryote
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L’analyse de cette organisation met en évidence que la cellule eucaryote ne constitue pas
une simple extension de la cellule procaryote, mais un changement qualitatif du mode
d’organisation du vivant. La compartimentation permet I'émergence de propriétés
nouvelles, notamment en termes de régulation, d’efficacité métabolique et de complexité
fonctionnelle.

4. Origine évolutive de la compartimentation : théorie
endosymbiotique

La complexité des cellules eucaryotes s’explique en partie par leur origine évolutive. La
théorie endosymbiotique propose que certains organites, en particulier les mitochondries
(et les chloroplastes chez les végétaux), dérivent d’anciennes bactéries internalisées par
une cellule ancestrale.

Cette hypothése repose sur plusieurs arguments :
e présence d’un ADN circulaire dans les mitochondries
o existence de ribosomes de type procaryote
o double membrane de ces organites
e similarités génétiques avec certaines bactéries

Cette intégration symbiotique a conduit a une augmentation du potentiel énergétique de
la cellule eucaryote, favorisant I’émergence de formes de vie plus complexes.

5. Intégration structure-fonction

L’opposition procaryote / eucaryote ne doit pas étre envisagée comme une hiérarchie
simple, mais comme deux stratégies adaptatives différentes :

e les procaryotes privilégient la simplicité structurale et la rapidité
e les eucaryotes privilégient la spécialisation et la régulation

Dans les deux cas, I'organisation cellulaire est le résultat d’'un compromis entre
contraintes physiques, efficacité métabolique et pression évolutive.

lll. La membrane plasmique : organisation
physico-chimique, dynamique structurale et fonctions
intégrées

La membrane plasmique constitue une structure fondamentale dans I'organisation
cellulaire, assurant a la fois la délimitation physique du systéme biologique et la régulation
des échanges de matiére, d’énergie et d’information avec I'environnement. Elle doit étre
appréhendée comme une structure émergente, résultant d’interactions physico-chimiques
entre ses constituants, et non comme un simple support passif.
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1. Origine physico-chimique de la bicouche lipidique

La formation de la membrane plasmique repose sur une propriété fondamentale des
lipides membranaires : leur amphiphilie. Les phospholipides possédent une téte polaire
hydrophile et deux chaines acylées hydrophobes. En présence d’un solvant aqueux, ces
molécules s’organisent spontanément en bicouche afin de minimiser I'énergie libre du
systéme.

Ce phénomeéne est gouverné par I'effet hydrophobe, qui correspond non pas a une force
attractive directe entre chaines hydrophobes, mais a une réorganisation du réseau de I'eau
réduisant la contrainte entropique. La formation de la bicouche correspond ainsi a un
compromis thermodynamique entre interactions hydrophobes, enthalpie de solvatation et
entropie du solvant.

La membrane obtenue est une structure bidimensionnelle fluide, d’une épaisseur de
I'ordre de quelques nanomeétres, caractérisée par une anisotropie marquée entre son cceur
hydrophobe et ses interfaces hydrophiles.

2. Asymétrie membranaire et organisation latérale

La membrane plasmique n’est pas une structure homogéne. Elle présente une asymétrie
lipidique transversale, dans laquelle la distribution des phospholipides différe entre les
deux feuillets.

Le feuillet externe est enrichi en phosphatidylcholine et sphingomyéline, tandis que le
feuillet interne contient préférentiellement des phospholipides chargés comme la
phosphatidylsérine. Cette asymétrie est activement maintenue par des enzymes (flippases,
floppases), et peut étre modifiée par des scramblases lors de processus physiologiques
comme |'apoptose.

A I'échelle latérale, la membrane présente également une organisation hétérogéne. Des
microdomaines enrichis en cholestérol et en sphingolipides, appelés radeaux lipidiques
(lipid rafts), constituent des plateformes fonctionnelles impliquées dans la signalisation et
I'organisation des protéines membranaires.

Cette organisation asymétrique et hétérogene est représentée dans la figure 2.
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La membrane plasmique

Protéine canal Milieu extracellulaire Glucides
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Filaments de cytosquelette Chaines hydrophobes

Figure 2 — Organisation asymétrique et dynamique de la membrane plasmique

3. Fluidité membranaire et dynamique moléculaire

La membrane plasmique est un milieu dynamique dans lequel les constituants diffusent
latéralement selon une cinétique de type brownien. Cette fluidité est essentielle a la
fonction membranaire, car elle permet la mobilité des protéines et la formation de
complexes fonctionnels.

La fluidité dépend de plusieurs paramétres physico-chimiques :
e latempérature, qui conditionne I’état de phase (gel ou fluide)
e lalongueur des chaines d’acides gras
e leur degré d’insaturation, qui limite les interactions de Van der Waals
e la présence de cholestérol, qui agit comme modulateur de la fluidité

Cette dynamique permet des phénomenes tels que la formation de domaines fonctionnels,
la diffusion des récepteurs et la fusion membranaire.
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4. Protéines membranaires : insertion, structure et fonctions

Les protéines membranaires sont intégrées dans la bicouche lipidique en fonction de leur
hydrophobicité. Les segments transmembranaires sont généralement constitués d’hélices
o riches en acides aminés hydrophobes, compatibles avec le cceur lipidique.

On distingue plusieurs catégories fonctionnelles :
e protéines de transport (canaux, transporteurs, pompes)
e récepteurs membranaires impliqués dans la signalisation
¢ enzymes membranaires
e protéines d’ancrage reliant la membrane au cytosquelette

Les chaines glucidiques associées aux protéines ou aux lipides forment le glycocalyx,
structure impliquée dans la reconnaissance cellulaire et les interactions intercellulaires.

5. Perméabilité et gradients électrochimiques

La bicouche lipidique constitue une barriére énergétique pour le passage des molécules
polaires. La traversée spontanée de la membrane dépend du gradient électrochimique,
défini comme :

Cint

Au=RTLn< >+ZFA‘P

ext

Ce terme exprime la contribution combinée du gradient de concentration et du champ
électrique.

Ainsi, le transport d’un ion dépend a la fois :
o de sa concentration relative
e desacharge
e du potentiel membranaire

La membrane permet donc la mise en place de gradients stables, indispensables a des
fonctions telles que la transmission nerveuse ou la production d’énergie.

6. Transport membranaire : mécanismes et cinétiques
Les mécanismes de transport s’inscrivent dans un cadre physico-chimique précis.

La diffusion simple obéit a la loi de Fick et dépend du gradient de concentration et de la
perméabilité membranaire.

La diffusion facilitée, médiée par des transporteurs, présente une cinétique saturable
analogue a celle des enzymes :
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Le transport actif primaire repose sur I’hydrolyse de I’ATP, comme dans le cas de la pompe
Na*/K*-ATPase, qui établit un gradient ionique en expulsant trois Na* et en important deux
K*.

Le transport actif secondaire utilise I'énergie stockée dans ces gradients pour transporter
d’autres molécules, via des mécanismes de symport ou d’antiport.

L’ensemble de ces mécanismes est synthétisé dans la figure 3.

s e a*) (1) La liaison du Na~ cytoplasmique
(:) La K* estreiache a Vinterieur ) 00‘ = T 8 N & la pompe protéigue stimule la
deo Ia cellule o1 1as sites 55 N S s it
okl < A\ @ 7 DS phosphoryiation de cette dermién
du sodlum sont prats 2 25~ par 'ATP.

& recavoir da -

nouveaux >3 ke \ e
ions Na*; @ :

e cycle

s2 répete \

La phosphorylatico
madifie ia
conformation de
la protomne.

@ Laperte o
du phosphate — o
ramena la T iy
pompe protéique — /P
4 =a conformation &
de départ. TS

@ La maodificaton de
la conformation permat
daecianches Ia 1a liberation de Na™ a
hibaration du 'extéricur 2t 1a l@ison
groupemeaent phosphate, de K* extracetiulaire.

@) Lalisison de K*

Figure 3 — Transport membranaire et couplage énergétique

7. Rble de la membrane dans la signalisation cellulaire

La membrane plasmique constitue une interface informationnelle, permettant la détection
et la transduction de signaux extracellulaires.

Les récepteurs membranaires reconnaissent des ligands spécifiques et activent des
cascades intracellulaires impliquant des seconds messagers (AMPc, Ca2*, IP3). Ces
cascades modifient I’état fonctionnel de la cellule en régulant I'activité enzymatique,
I'expression génique ou I'état structural.

La présence de microdomaines membranaires permet une organisation spatiale de ces
processus, améliorant leur efficacité et leur spécificité.

8. Intégration fonctionnelle

La membrane plasmique constitue une plateforme intégrative ou se couplent :
e transport de matiere
e conversion d’énergie

¢ traitement de I'information
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Elle joue un rble central dans le maintien de I’'homéostasie et dans la capacité de la cellule
a répondre a son

IV. Les échanges membranaires : transport, gradients
et dynamique hors équilibre

Les échanges membranaires constituent une conséquence directe de I'organisation
physico-chimique de la membrane plasmique et des contraintes thermodynamiques
imposées au systeme cellulaire. Dans un tel systéeme, le transport de matiére ne peut étre
compris indépendamment de la notion de gradient de potentiel chimique, qui détermine
la direction spontanée des flux.

Dans un cadre général, le transport d’une espéce moléculaire a travers la membrane est
gouverné par la variation de son potentiel chimique, intégrant a la fois les contributions de
concentration et, dans le cas des espéces chargées, du champ électrique. Ainsi, pour un
ion, le gradient électrochimique s’écrit :

Cint
Ap = RTLn + zFAY
Cext
Cette relation exprime que le flux ne dépend pas uniquement de la différence de
concentration, mais également du potentiel électrique transmembranaire. La cellule
exploite ces gradients comme des réservoirs d’énergie libre, ce qui constitue une propriété
fondamentale des systémes vivants.

La diffusion simple correspond au cas limite ou le transport est uniqguement déterminé par
le gradient de concentration et la perméabilité de la membrane. Le flux est alors décrit par
la loi de Fick :

J=P(Cint — Cext)

ou P représente la perméabilité membranaire, fonction des propriétés du soluté et de la
composition lipidique. Ce mécanisme reste cependant limité aux molécules petites et peu
polaires, capables de traverser le cceur hydrophobe de la bicouche.

Dans la majorité des cas biologiques, le transport implique des protéines membranaires
qui introduisent des contraintes cinétiques et structurales. La diffusion facilitée repose sur
des transporteurs capables de lier spécifiquement un soluté et de subir des transitions
conformationnelles permettant son passage a travers la membrane. Contrairement a la
diffusion simple, ce type de transport est saturable et peut étre décrit par une cinétique de
type Michaelis-Menten :

_ Vmax [S]
U K+ 5]

Ce formalisme traduit I'existence d’un nombre fini de transporteurs et de sites de liaison,
introduisant des phénoménes de compétition et de régulation.
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Le transport actif constitue une rupture avec le comportement spontané des systémes a
I'équilibre, dans la mesure ou il permet le déplacement de solutés contre leur gradient
électrochimique. Ce processus nécessite une source d’énergie externe, généralement
I’hydrolyse de I’ATP.

Un cas emblématique est celui de la pompe Na*/K*-ATPase, qui expulse trois ions sodium
du compartiment intracellulaire et en importe deux ions potassium. Ce mécanisme ne se
contente pas de rétablir un équilibre, mais maintient activement un état hors équilibre,
caractérisé par des gradients ioniques stables. Ces gradients contribuent a I’établissement
du potentiel de membrane et constituent une forme d’énergie stockée exploitable par la
cellule.

Le transport actif primaire n’est pas une fin en soi : il permet la mise en place de gradients
qui sont ensuite utilisés dans des mécanismes de transport actif secondaire. Dans ce cas,
le flux d’un soluté suivant son gradient est couplé au transport d’un second soluté contre
le sien. Ces processus peuvent prendre la forme de symports ou d’antiports, et traduisent
un couplage énergétique entre différents flux de matiere.

L’ensemble de ces mécanismes est résumé dans la figure 3, qui met en évidence la
distinction entre diffusion simple, transport facilité et transport actif, ainsi que le rdle
central des gradients électrochimiques.

Au-dela de ces mécanismes élémentaires, les échanges membranaires doivent étre
envisagés dans une perspective globale de dynamique hors équilibre. La cellule ne cherche
pas a atteindre un état d’équilibre, mais a maintenir des gradients stables qui permettent
la réalisation de fonctions biologiques spécifiques. Ce maintien implique un bilan
permanent entre flux entrants et sortants, ainsi qu’un apport continu d’énergie.

Dans ce contexte, la membrane plasmique agit comme un dispositif de conversion et de
dissipation d’énergie. Les gradients ioniques générés par les pompes membranaires
peuvent étre utilisés pour produire du travail mécanique (contraction), générer des signaux
électriques (potentiel d’action) ou assurer le transport de nutriments.

Les échanges membranaires incluent également des mécanismes impliquant des
déformations topologiques de la membrane, tels que I'endocytose et I'exocytose. Ces
processus permettent le transport de macromolécules ou de particules de grande taille,
qui ne peuvent traverser la membrane par des mécanismes classiques.

L’endocytose correspond a une invagination de la membrane conduisant a la formation
d’'une vésicule intracellulaire. Ce processus nécessite une réorganisation locale de la
membrane et I'intervention de protéines de courbure, traduisant un codt énergétique non
négligeable. L’exocytose, inversement, correspond a la fusion de vésicules intracellulaires
avec la membrane plasmique, permettant la libération de leur contenu dans le milieu
extracellulaire.
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Ces mécanismes montrent que la membrane n’est pas seulement une barriére traversée
par des flux diffusifs, mais une structure dynamique capable de transformations
topologiques complexes.

Ainsi, les échanges membranaires doivent étre compris comme le résultat d’un ensemble
de processus couplés, impliquant des contraintes thermodynamiques, des mécanismes de
transport spécialisés et une organisation structurale complexe. lls participent directement
au maintien de ’lhoméostasie cellulaire, a la production d’énergie et a la communication
avec I’environnement.

La membrane plasmique apparait donc non seulement comme une interface, mais
comme un lieu de transformation et d’intégration des flux, essentiel au fonctionnement
des systémes vivants.

V. Compartimentation intracellulaire : organisation
spatio-fonctionnelle et dynamique des organites

La compartimentation intracellulaire constitue une propriété fondamentale des cellules
eucaryotes, traduisant un changement qualitatif dans I'organisation du vivant par rapport
aux systémes procaryotes. Elle ne correspond pas simplement a une subdivision
géométrique du cytoplasme, mais a la mise en place de micro-environnements
physico-chimiques spécialisés, permettant I'optimisation, la régulation et le couplage de
processus biologiques complexes.

Cette organisation repose sur I'existence de membranes internes issues de la méme
logique physico-chimique que la membrane plasmique, mais différenciées par leur
composition lipidique et protéiqgue. Chaque compartiment correspond ainsi a un état
particulier du systéme, caractérisé par des concentrations spécifiqgues de métabolites, des
potentiels redox distincts et des conditions physico-chimiques propres (pH, force ionique,
potentiel électrique).

La cellule eucaryote ne doit pas étre envisagée comme un assemblage statique
d’organites, mais comme un réseau dynamique de compartiments en interaction, au sein
duquel les échanges de matiéere et d’information sont continuellement assurés par des
mécanismes de transport vésiculaire et des flux moléculaires dirigés.

Cette organisation globale est représentée dans la figure 4, qui met en évidence la
distribution des principaux compartiments et leur interconnexion fonctionnelle.
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Figure 4 — Organisation compartimentée d’une cellule eucaryote

Le noyau constitue le compartiment central du point de vue informationnel. Il contient le
génome sous forme de chromatine, dont I'organisation dépend de I'état fonctionnel de la
cellule. L'enveloppe nucléaire, formée de deux membranes en continuité avec le réticulum
endoplasmique, ne constitue pas une barriére passive, mais un systéme hautement
sélectif grace a la présence de complexes macromoléculaires appelés pores nucléaires.

Le transport a travers ces pores ne reléve pas d’une diffusion passive simple, mais d’un
mécanisme régulé impliquant des interactions spécifiques entre signaux de localisation
nucléaire et récepteurs protéiques. Ce transport est directionnel et couplé a des cycles de
liaison et d’hydrolyse de nucléotides, assurant une asymétrie fonctionnelle entre import et
export.

Les mitochondries représentent un autre niveau d’organisation particulier, dans lequel la
compartimentation atteint un degré supplémentaire. Leur structure en double membrane
permet I'établissement d’un gradient électrochimique de protons a travers la membrane
interne, constituant la base de la phosphorylation oxydative.

Ce gradient peut étre décrit en termes de force proton-motrice :

Cette grandeur représente une forme d’énergie libre stockée, utilisée pour synthétiser
I’ATP via I’ATP synthase. Ainsi, la mitochondrie apparait comme un systéme de conversion
d’énergie couplant transport ionique et synthése chimique.
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Le réticulum endoplasmique constitue un compartiment étendu, organisé en réseau
continu. Sa structure permet une grande surface d’échange et une spécialisation
fonctionnelle. Le réticulum rugueux est associé a la synthése de protéines destinées a
I'exportation ou aux membranes, tandis que le réticulum lisse est impliqué dans des
fonctions métaboliques, notamment la synthése lipidique et le métabolisme des composés
toxiques.

L’appareil de Golgi, quant a lui, correspond a un systeme de compartiments empilés dans
lequel les protéines subissent des modifications post-traductionnelles. Ce systéme peut
étre décrit comme une succession de phases réactionnelles, dans lesquelles la
composition enzymatique varie de maniére ordonnée. Le passage des protéines a travers
le Golgi repose sur des mécanismes de transport vésiculaire, impliquant des phénoménes
de bourgeonnement et de fusion membranaire.

Le transport vésiculaire constitue un élément clé de la dynamique intracellulaire. Il
impligue la formation de vésicules a partir d'une membrane donneuse, leur déplacement
dans le cytoplasme et leur fusion avec une membrane cible. Ces étapes sont contrblées
par des protéines spécifiques assurant la reconnaissance et la fusion membranaire.

La formation des vésicules correspond a une transformation topologique de la membrane,
nécessitant un apport d’énergie et l'intervention de protéines capables de courber la
membrane. Cette dynamique illustre le caractére non passif de la compartimentation
cellulaire.

Au-dela des organites eux-mémes, I'organisation intracellulaire repose également sur le
cytosquelette, qui fournit une structure mécanique et participe a la distribution spatiale
des compartiments. Les microtubules et les filaments d’actine servent de supports au
transport intracellulaire, permettant le déplacement des vésicules et des organites grace
a des protéines motrices consommant de I’ATP.

Ainsi, la cellule eucaryote apparait comme un systéme dans lequel la compartimentation
ne correspond pas seulement a une séparation spatiale, mais a une organisation
dynamique couplée, impliquant des flux continus de matiére et d’énergie.

L’ensemble de ces mécanismes montre que la compartimentation intracellulaire ne
constitue pas une simple complexification structurale, mais une stratégie essentielle
permettant :

e l'augmentation de I'efficacité des réactions biochimiques

o larégulation indépendante de différentes voies métaboliques
e la mise en place de gradients énergétiques exploitables

e lintégration de processus multiples dans un systéeme cohérent

Ainsi, la cellule eucaryote doit étre comprise comme un réseau de compartiments couplés,
dans lequel I'organisation spatiale, la dynamigque membranaire et les flux énergétiques
participent conjointement a I’émergence des fonctions biologiques.
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VI. Relation structure-fonction : émergence,
contraintes physiques et optimisation biologique

Dans les systémes biologiques, la relation entre structure et fonction ne reléve pas d’une
simple correspondance descriptive, mais d’un principe d’organisation fondamentale selon
lequel les propriétés fonctionnelles émergent directement des contraintes physiques et
chimiques qui gouvernent I'architecture cellulaire. Ainsi, la cellule ne peut étre comprise
gu’en analysant comment ses structures permettent, contraignent et optimisent les flux
de matiére, d’énergie et d’information.

La notion de structure doit étre entendue ici a différentes échelles : moléculaire,
supramoléculaire et cellulaire. A I'échelle moléculaire, la conformation des
macromolécules (protéines, acides nucléiques) conditionne leur activité. A I'échelle
supramoléculaire, I'organisation en complexes et en membranes impose des contraintes
géométriques et énergétiques qui influencent les processus biologiques. Enfin, a I'échelle
cellulaire, la distribution spatiale des composants détermine I'efficacité et la régulation des
fonctions.

Cette hiérarchie d’organisation implique que la fonction ne réside pas dans les éléments
pris isolément, mais dans leur agencement spatial et leurs interactions dynamiques.

Un exemple fondamental de cette relation se trouve dans I'organisation membranaire. La
bicouche lipidique, par sa nature hydrophobe, impose une barriere énergétique qui
sélectionne les modes de transport possibles. Les protéines insérées dans cette structure
doivent adopter des conformations compatibles avec le milieu lipidique, ce qui limite les
architectures possibles et conditionne les mécanismes fonctionnels disponibles.

Ainsi, les canaux ioniques ne peuvent fonctionner qu’en formant des pores hydrophiles
transmembranaires stabilisés par des interactions spécifiques, tandis que les
transporteurs utilisent des transitions conformationnelles pour minimiser le codt
énergétique du passage des solutés.

Au niveau intracellulaire, la compartimentation constitue un autre exemple de cette
relation structure-fonction. La séparation des processus biochimiques dans des volumes
restreints modifie les conditions de réaction, notamment en termes de concentration, de
pH et de potentiel chimique. Cette organisation permet d’augmenter I'efficacité des
réactions tout en limitant les interactions non souhaitées.

Par exemple, la mitochondrie exploite la séparation entre ses compartiments pour établir
un gradient électrochimique de protons. Cette organisation spatiale est indispensable a la
production d’ATP : sans cette compartimentation, le couplage entre transport électronique
et phosphorylation ne serait pas possible.

La relation structure-fonction se manifeste également dans I'organisation mécanique de
la cellule. Le cytosquelette, constitué de réseaux de microtubules et de filaments d’actine,
ne fournit pas seulement un support structural, mais joue un rble actif dans le transport
intracellulaire et dans la distribution des forces. Les propriétés mécaniques de ces
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structures, telles que leur rigidité ou leur dynamique d’assemblage, conditionnent la
capacité de la cellule a se déplacer, a se diviser ou a modifier sa forme.

Ces propriétés illustrent que la fonction biologique dépend de paramétres physiques tels
que la viscosité, la tension membranaire ou la rigidité des filaments.

A I'échelle des réseaux biologiques, la relation structure-fonction s’exprime sous forme de
propriétés émergentes. Les réseaux métaboliques et de signalisation présentent des
comportements collectifs qui ne peuvent étre déduits de I'analyse d’une molécule isolée.
Ces systemes peuvent présenter des phénoménes de non-linéarité, tels que des seuils
d’activation, des boucles de rétroaction ou des états bistables.

Dans ce contexte, la fonction biologique dépend non seulement de la présence des
constituants, mais de leur organisation dans un réseau dynamique capable de traiter des
signaux et de produire des réponses adaptées.

Un autre aspect essentiel réside dans la contrainte énergétique. Toute fonction cellulaire
doit étre compatible avec les principes de conservation de I'énergie et de dissipation. Les
structures biologiques sont donc optimisées pour minimiser le colt énergétique des
processus qu’elles assurent. Cette optimisation conduit souvent a des compromis, par
exemple entre rapidité et précision, ou entre stabilité et flexibilité.

Ainsi, la relation structure-fonction ne doit pas étre interprétée de maniére statique, mais
comme le résultat d’'un équilibre dynamique entre contraintes physiques, exigences
fonctionnelles et pressions évolutives. La cellule apparait comme un systéme dans lequel
chaque organisation structurale correspond a une solution particuliere a un probleme
biologique donné.

Cette perspective permet de comprendre que les structures cellulaires ne sont pas
arbitraires, mais résultent d’'une optimisation sous contrainte, intégrant :

e la physique des interactions moléculaires

e la nécessité de maintenir des états hors équilibre
o |'efficacité des processus biochimiques

e [I’évolution des systémes vivants

Ainsi, la relation structure-fonction constitue un principe unificateur en biologie cellulaire,
reliant les niveaux d’organisation et permettant d’interpréter les fonctions biologiques a
partir des propriétés physiques des systemes.

VII. Division cellulaire : mitose, dynamique du
cytosquelette et régulation du cycle cellulaire

La division cellulaire ne peut étre comprise comme une simple succession d’étapes
morphologiques. Elle constitue un processus dynamique hautement régulé, au cours
duquel une cellule organise la duplication, la redistribution et la séparation de son contenu
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matériel et informationnel, tout en maintenant la cohérence du systéeme. Ce processus
s’inscrit dans le cadre plus général du cycle cellulaire, qui correspond a une organisation
temporelle du fonctionnement cellulaire.

La cellule ne passe pas continuellement d’un état a I'autre de maniére aléatoire. Elle suit
une progression controlée a travers des phases successives (G1, S, G2, M), chacune étant
caractérisée par des états spécifiques de la matiére, de I'information et de I’énergie. La
phase S correspond a la réplication de I’ADN, conduisant a la formation de chromosomes
constitués de deux chromatides sceurs. La mitose n’est donc pas un processus isolé, mais
I’aboutissement d’une préparation préalable impliquant la duplication et la vérification du
matériel génétique.

Le contrOle de cette progression repose sur des systémes de régulation non linéaires
impliquant les complexes cycline-CDK (Cyclin-Dependent Kinases). Ces systémes
fonctionnent comme des oscillateurs biochimiques capables de générer des transitions
abruptes entre états cellulaires. lls assurent que chaque événement (réplication, entrée
en mitose, séparation chromosomique) ne se produit que lorsque les conditions
nécessaires sont satisfaites.

L'entrée en mitose correspond a une réorganisation globale du systeme cellulaire,
impliguant des modifications profondes de I'état de la chromatine, de la membrane
nucléaire et du cytosquelette. La chromatine se condense en chromosomes individualisés,
ce qui réduit leur encombrement spatial et facilite leur manipulation mécanique. Cette
condensation repose sur des changements d’interactions entre ADN et protéines,
introduisant une transition de phase au sein du noyau.

Simultanément, I’enveloppe nucléaire se désorganise, supprimant la séparation physique
entre noyau et cytoplasme. Cette transition est essentielle pour permettre I'interaction
directe entre les chromosomes et les structures du cytosquelette impliquées dans leur
mouvement.

Le processus central de la mitose repose sur la formation du fuseau mitotique, structure
dynamique constituée de microtubules. Ces polyméres de tubuline présentent une
instabilité dynamique, caractérisée par des phases alternées de polymérisation et de
dépolymérisation. Cette propriété permet une exploration spatiale rapide du volume
cellulaire et facilite la capture des chromosomes.

Les microtubules interagissent avec des structures spécialisées appelées kinétochores,
localisées au niveau des centroméres. Ces complexes macromoléculaires assurent le
couplage mécanique entre les chromosomes et le fuseau. L’attachement des microtubules
aux kinétochores est un processus stochastique initialement, qui devient progressivement
stabilisé sous I'effet des tensions mécaniques générées par le fuseau.

La dynamique globale de la mitose est représentée dans la figure 6, mettant en évidence
I'organisation du fuseau, I'attachement des chromosomes et leur distribution vers les
pobles.
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La métaphase correspond a un état particulier du systéme, dans lequel les chromosomes
sont alignés sur un plan médian appelé plaque métaphasique. Cet état ne correspond pas
a un équilibre statique, mais a un équilibre dynamique entre forces opposées exercées par
les microtubules. Les chromosomes oscillent autour de leur position moyenne sous I'effet
de fluctuations des forces.

Cette phase constitue un point critique du cycle cellulaire, contrdlé par le checkpoint du
fuseau, qui vérifie que tous les chromosomes sont correctement attachés avant d’autoriser
la séparation. Ce mécanisme garantit la fidélité de la division.

L’anaphase correspond a la rupture de la cohésion entre chromatides sceurs, assurée par
des complexes protéiques appelés cohésines. Leur clivage déclenche la séparation des
chromatides, qui sont alors soumises a des forces dirigées vers les pdles opposés.

Cette migration résulte d’un couplage entre deux mécanismes :
e le raccourcissement des microtubules kinétochoriens
e |’élongation du fuseau mitotique

Ces processus impliquent I’hydrolyse de I’ATP et I'action de protéines motrices telles que
les kinésines et les dynéines. La mitose apparait ainsi comme un processus de conversion
d’énergie chimique en travail mécanique.

La télophase correspond a une réorganisation inverse. Les chromosomes se
décondensent, et une nouvelle enveloppe nucléaire se reforme autour de chaque
ensemble chromosomique. Cette étape marque une transition vers un état plus stable du
systéme, caractéristique de l'interphase.

La cytocinése, qui accompagne cette phase, repose sur la formation d’'un anneau
contractile d’actine et de myosine. Ce mécanisme, analogue a celui de la contraction
musculaire, génére une force mécanique permettant la séparation physique des deux
cellules filles.

Au-dela de sa dimension mécanique, la mitose doit étre comprise comme un processus de
préservation de I'information. La fidélité de la répartition des chromosomes est essentielle
au maintien de lintégrité génétique. Les erreurs de ségrégation conduisent a des
anomalies telles que 'aneuploidie, qui peuvent avoir des conséquences pathologiques
majeures.

La régulation du cycle cellulaire, notamment par les checkpoints, constitue un systéme de
contréle qualité permettant de détecter et de corriger ces erreurs. Ces mécanismes
reposent sur des réseaux de signalisation complexes, capables de bloquer la progression
du cycle en cas de dysfonctionnement.

Ainsi, la division cellulaire apparait comme un processus intégrant :
e des transformations de I’état de la matiére (condensation, organisation spatiale)

e des dynamiques mécaniques (forces du cytosquelette)
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e des flux d’énergie (hydrolyse de I’ATP)
e des systémes de régulation informationnelle

Elle constitue un exemple majeur de systéme hors équilibre dans lequel la cellule
orchestre de maniére coordonnée des phénomeénes physiques, chimiques et biologiques
afin d’assurer sa reproduction.

VIII. Approche expérimentale : observation,
quantification et validation des modéles cellulaires

L’étude de la cellule repose de maniére fondamentale sur I'articulation entre modéles
théoriques et observations expérimentales. Les concepts développés en biologie cellulaire,
qu’ils concernent la compartimentation, la dynamique membranaire ou la division
cellulaire, ne prennent sens que dans la mesure ou ils peuvent étre confrontés a des
données empiriques. L’'approche expérimentale ne consiste donc pas simplement a
“illustrer” la théorie, mais a la construire, la tester et parfois la remettre en question.

L’'observation de la cellule s’appuie historiguement sur la microscopie, qui a permis de
révéler des structures invisibles a I'ceil nu. Cependant, I'image obtenue ne correspond pas
a une réalité brute : elle est le résultat d’'une interaction entre I'instrument, la préparation
biologique et les propriétés physiques de la lumiére ou des particules utilisées. Ainsi, toute
observation doit étre interprétée dans le cadre des limites instrumentales, telles que la
résolution, le contraste et les artefacts de préparation.

La microscopie optique, limitée par la diffraction de la lumiére (résolution de I'ordre de 200
nm), permet d’observer les structures globales de la cellule, notamment le noyau et les
changements morphologiques associés a la mitose. En revanche, I'étude des structures
subcellulaires nécessite I'utilisation de microscopes électroniques ou de techniques de
super-résolution, capables d’atteindre des échelles nanométriques.

Un exemple fondamental d’approche expérimentale en biologie cellulaire est I'observation
de la division cellulaire dans des tissus a forte activité proliférative, comme les méristemes
végétaux. Dans ces systéemes, les cellules sont simultanément observables a différents
stades du cycle cellulaire, ce qui permet de reconstruire la dynamique de la mitose a partir
d’images statiques.

Une telle observation est représentée dans la figure 7, ou différentes cellules montrent des
configurations chromosomiques distinctes correspondant aux phases du cycle cellulaire.
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» Métaphase

P, Prophase

Télophase
(début)

Figure 7 — Observation microscopique de cellules en division (méristeme)

L'interprétation de ces observations repose sur une identification des configurations
morphologiques associées a chaque phase. Cependant, dans une approche moderne,
cette analyse ne se limite pas a une classification qualitative. Elle peut étre complétée par
une quantification, notamment par le calcul de I'indice mitotique, défini comme le rapport
entre le nombre de cellules en division et le nombre total de cellules observées.

Cet indice fournit une mesure de I'activité proliférative d’un tissu et permet d’établir des
liens entre conditions expérimentales et dynamique cellulaire. Par exemple, une
augmentation de l'indice mitotique peut refléter une stimulation de la division, tandis
qu’une diminution peut indiquer un blocage du cycle cellulaire.

Au-dela de I'observation morphologique, I'étude expérimentale de la cellule s’appuie sur
des approches permettant d’explorer les mécanismes sous-jacents. L’utilisation de
marqueurs fluorescents spécifiques permet de suivre la localisation et la dynamique de
protéines impliquées dans des processus tels que la formation du fuseau mitotique ou le
transport membranaire.

Ces techniques reposent sur des principes physiques précis (absorption et émission de
photons, transitions électroniques) et permettent une observation en temps réel de
processus dynamiques. Elles introduisent une dimension temporelle dans I'analyse,
transformant la vision statique de la cellule en une représentation dynamique.
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L’approche expérimentale inclut également des perturbations contrblées du systéme.
L'utilisation d’inhibiteurs spécifiques, par exemple des molécules bloquant la
polymérisation des microtubules, permet d’analyser le rble du cytosquelette dans la
division cellulaire. Lorsque ces structures sont perturbées, la mitose est altérée, ce qui
confirme leur réle dans la ségrégation des chromosomes.

Cette démarche repose sur un raisonnement causal : modifier un élément du systéme et
observer les conséquences permet d’'inférer sa fonction. Elle constitue une approche
essentielle pour établir des relations entre structure et fonction.

D’un point de vue conceptuel, I'expérimentation permet de passer d’une description a une
modélisation du systéme cellulaire. Les observations sont interprétées a la lumiére de
modeéles théoriques (thermodynamiques, cinétiques, mécaniques), qui permettent de
rendre compte des comportements observés.

Cependant, ces modéles doivent étre validés ou ajustés en fonction des résultats
expérimentaux. La biologie cellulaire apparait ainsi comme une discipline dans laquelle la
théorie et I'expérience sont en interaction constante.

Enfin, I'analyse expérimentale impose une prise en compte des échelles spatiales et
temporelles. Les phénomeénes observés a I'échelle de la cellule résultent d’interactions
moléculaires rapides et de faible amplitude, dont I'intégration produit des comportements
macroscopiques observables. Cette hiérarchie impose 'utilisation de méthodes variées,
allant de la biochimie a la microscopie a haute résolution.

Ainsi, I'approche expérimentale en biologie cellulaire ne se limite pas a la visualisation des
structures, mais constitue un outil d’analyse des mécanismes. Elle permet de relier les
observations aux principes physiques et chimiques qui gouvernent le fonctionnement
cellulaire, contribuant a une compréhension intégrée du vivant.
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CHAPITRE Il : L'INFORMATION GENETIQUE : SUPPORT,
DYNAMIQUE ET EXPRESSION
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|. L’ADN : support physico-chimique et structure
informationnelle

L'information génétique est portée par une macromolécule particuliere, I’ADN (acide
désoxyribonucléique), dont les propriétés ne peuvent étre comprises qu’en considérant
simultanément sa nature chimique, sa structure tridimensionnelle et les contraintes
physiques auxquelles elle est soumise. L'’ADN ne constitue pas simplement un support
passif d’information : il s’agit d’'un objet physique dynamique, dont I'organisation
conditionne directement les mécanismes de réplication et d’expression.

L’ADN est un polymére linéaire composé de nucléotides, chacun constitué d’un
groupement phosphate, d’un sucre (désoxyribose) et d’'une base azotée. Les quatre bases
— adénine, thymine, cytosine et guanine — définissent un alphabet discret, dont la
succession constitue I'information génétique. Toutefois, cette information n’est pas portée
par un simple enchainement linéaire, mais par une structure plus complexe résultant
d’interactions coopératives entre les constituants.

La structure fondamentale de I'ADN est une double hélice formée de deux brins
antiparalléles. L'appariement spécifique des bases (A-T et C-G) repose sur des liaisons
hydrogéne, mais la stabilité globale de la structure dépend surtout des interactions
d’empilement entre bases adjacentes. Ces interactions, de nature hydrophobe et

dispersive, constituent la principale contribution a la stabilité thermodynamique du
systeme.

Cette organisation est représentée dans la figure 1, qui met en évidence I'antiparallélisme
des brins, la complémentarité des bases et la géométrie hélicoidale.

Bases azotées :
3’ 5/ D Adénine
E=X Thymine
E Guanine

Sillon
majeur

Paire de bases

Squelette
sucre-phosphate

mineur

Figure 1 — Structure de la double hélice d’ADN
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L’analyse de cette figure montre que la structure hélicoidale résulte d’un compromis entre
contraintes géométriques et interactions moléculaires. Les bases sont orientées vers
I'intérieur de I'hélice, limitant leur interaction avec le solvant, tandis que le squelette
sucre-phosphate, chargé négativement, est exposé a I’environnement aqueux. Cette
organisation confére a I’ADN ses propriétés de stabilité et de reconnaissance.

Cependant, la double hélice n’est pas une structure rigide. Elle se comporte comme un
polymére semi-flexible, caractérisé par une longueur de persistance (~50 nm), traduisant
une rigidité relative a courte distance et une flexibilité a grande échelle. Cette propriété est
essentielle pour permettre la compaction de ’'ADN dans un volume cellulaire restreint.

Chez les eucaryotes, cette compaction repose sur I'organisation de ’ADN en chromatine.
L’ADN s’enroule autour de protéines histones pour former des nucléosomes, constituant
le premier niveau d’organisation de la chromatine.

Cette organisation est représentée dans la figure 2, qui montre I'enroulement de I’ADN
autour du coeur protéique et la formation d’une structure répétitive.

Double Fibros d
hélice i St £ Boudle de Chromatine

gapy  MNucléesome  30nm chromatine  comdensée  Chromeiome

>¢ ‘

(4 &A;,- e
i:;)_.'{(»v_.'* =
Q€

2nm 10nm 250nm 700nm 1400nm

Densité crolssante de FADN

Figure 2 — Organisation de I’ADN en nucléosomes (chromatine)

La figure met en évidence que l'information génétique n’est jamais accessible de maniére
uniforme. L’'enroulement de I’ADN modifie son accessibilité aux protéines, introduisant un
niveau supplémentaire de régulation. La chromatine doit ainsi étre considérée comme une
structure dynamique, capable de transitions entre états compacts et décompactés.

A un niveau plus global, 'ADN est soumis a des contraintes topologiques résultant de son
organisation dans I'espace. Lorsque les extrémités d’'un domaine d’ADN sont contraintes,
la molécule ne peut pas se relacher librement et accumule des tensions de torsion,
conduisant a la formation de superenroulements.

Ces contraintes sont décrites par la relation topologique :
Le=Tw+W;

ou Lk est le nombre de liaison, Tw le nombre de tours d’hélice et W, la contribution des
superenroulements.

Ces propriétés sont illustrées dans la figure 3, qui montre les différentes formes de
superenroulement et leur relation avec la torsion de I’ADN.
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Figure 3 — Topologie de I’ADN et superenroulement

L’analyse de cette figure permet de comprendre que I’ADN est un systéme mécaniquement
contraint. Toute ouverture locale de la double hélice, nécessaire a la réplication ou a la
transcription, modifie I'état topologique global. Ces contraintes doivent étre régulées par
des enzymes spécifiques, les topoisomérases, qui modifient le nombre de liaison en
introduisant des coupures transitoires.

Ainsi, I’ADN ne doit pas étre considéré comme une séquence statique d’information, mais
comme un systéme dynamique dans lequel s’articulent structure, énergie et information.
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Sa capacité a se déformer, a interagir avec des protéines et a stocker des contraintes
mécaniques est essentielle a son fonctionnement.

Cette intégration de dimensions chimiques, physiques et informationnelles constitue le
socle des mécanismes qui seront abordés dans les sections suivantes, en particulier la
réplication et I’expression du matériel génétique.

Il. Réplication de ’ADN : mécanismes moléculaires,
dynamique enzymatique et contraintes topologiques

La réplication de I’ADN constitue un processus fondamental par lequel la cellule assure la
transmission fidéle de I'information génétique. Elle ne peut étre réduite a une simple copie
linéaire de séquence, mais doit étre comprise comme un processus multi-enzymatique
coordonné, impliquant des contraintes topologiques, énergétiques et cinétiques. Ce
processus exploite directement les propriétés physico-chimiques de la double hélice
décrites précédemment.

La réplication repose sur un principe central : la complémentarité des bases, qui permet a
chaque brin d’ADN de servir de matrice pour la synthése d’un nouveau brin. Ce mécanisme
correspond a un mode de réplication dit semi-conservatif, dans lequel chaque molécule
fille contient un brin parental et un brin néosynthétisé.

Ce principe est illustré dans la figure 4, qui montre la séparation des deux brins et leur
duplication indépendante.

ADN polymérase

FTTTrrrrrinri
AGCTAAGGAGT T2
TCGATTCCTC o ' C
IIIIIIIIII_L_LC G
3 CE,” d? Nucléotides libres < .L
réplication TT
rT T T T T T 176 ¢ ¢
AGCTA|IAGGAG c©
TCGAT|ITCCTCAA
T T T T O I |

Molécule mére

Molécule fille obtenue par
complémentarité des bases

Figure 4 — Réplication semi-conservative de ’ADN

Cette organisation implique une ouverture locale de la double hélice, ce qui constitue un
probléme physique majeur : la séparation des brins nécessite de rompre les interactions
d’empilement et les liaisons hydrogéne, tout en compensant les contraintes topologiques
associées.
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Dynamique de la fourche de réplication

La réplication se déroule au niveau de structures appelées fourches de réplication, zones
ou la double hélice est localement ouverte. Cette ouverture est assurée par des enzymes
appelées hélicases, qui utilisent I'énergie de I’ATP pour séparer les brins.

Cependant, cette séparation induit une accumulation de contraintes de torsion en amont
de la fourche, conduisant a un surenroulement de I’ADN. Ces contraintes sont régulées par
les topoisomérases, qui permettent de modifier le nombre de liaison et de relacher la
tension.

La structure de la fourche de réplication est représentée dans la figure 5, incluant les
principaux acteurs enzymatiques.

ADN polymeérase

Topoisomeérase

ADN
parental

~— aHeicase
I

| gl Amorce /&‘T

ARN

Figure 5 — Organisation de la fourche de réplication

L’ADN simple brin exposé est intrinséquement instable et susceptible de former des
structures secondaires. Il est stabilisé par des protéines spécifiques appelées SSB (Single
Strand Binding proteins), qui empéchent la réassociation des brins et protégent I’ADN.

Synthése de I’ADN : directionnalité et contrainte enzymatique

La synthése d’un nouveau brin d’ADN est assurée par les ADN polymérases, qui catalysent
I’ajout de nucléotides selon une réaction de polymérisation dépendante du modéle. Cette
réaction est thermodynamiquement irréversible grace a I'hydrolyse d’un pyrophosphate.

Une contrainte fondamentale du systéme réside dans le fait que les polymérases ne
peuvent synthétiser ’ADN que dans le sens 5’ — 3’. Cette contrainte, liée a la chimie de la
réaction de polymérisation, impose une organisation asymétrique de la réplication.

Ainsi, un des brins est synthétisé de maniéere continue (brin directeur), tandis que 'autre
est synthétisé de maniére discontinue sous forme de fragments appelés fragments
d’Okazaki.
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Cette asymétrie estillustrée dans la figure 6, qui montre la différence entre les deux modes
de synthése.

5' brin
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ADN parental
\DN parental (continu)

fragments d'Okazaki

™\
N\

3’ brin
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Figure 6 — Synthése du brin directeur et du brin retardé

Chaque fragment d’Okazaki débute par une amorce d’ARN synthétisée par une primase.
Ces amorces sont ensuite remplacées par de I’ADN, et les fragments sont reliés par une
enzyme appelée ADN ligase, assurant la continuité du brin.

Fidélité de la réplication et controle des erreurs

La réplication de I’ADN doit assurer une fidélité extrémement élevée, malgré la complexité
du processus. Cette fidélité repose sur plusieurs mécanismes :

e la spécificité d’appariement des bases
e l'activité de correction (proofreading) des ADN polymérases
e des systémes de réparation post-réplication

L’activité correctrice des polymérases repose sur une fonction exonucléase capable
d’éliminer un nucléotide incorrect immédiatement aprés son incorporation. Ce mécanisme
réduit considérablement le taux d’erreur.

Réplication et dynamique hors équilibre

La réplication doit étre comprise comme un processus hors équilibre, nécessitant un
apport constant d’énergie. L’hydrolyse des nucléotides et de I’ATP alimente :

e |'ouverture de la double hélice

e les transitions conformationnelles des enzymes
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e le déplacement de la fourche de réplication

Ce couplage énergétique permet de maintenir une directionnalité du processus et
d’éviter un retour a I’état initial.

Intégration fonctionnelle

La réplication résulte de l'action coordonnée d’'un ensemble d’enzymes formant un
complexe appelé réplisome. Ce systéme fonctionne comme une unité intégrée dans
laquelle :

e |'ouverture de 'ADN

e la synthése des brins

o la correction des erreurs

o la gestion des contraintes topologiques
sont couplées.

Ainsi, la réplication de I’ADN apparait comme un processus dans lequel des phénoménes
physiques (torsion, diffusion), chimiques (polymérisation) et biologiques (régulation
enzymatique) sont étroitement imbriqués.

lll. Transcription et expression des genes : dynamique
moléculaire et régulation

L'expression de l'information génétique correspond a un ensemble de processus par
lesquels la séquence d’ADN est interprétée pour produire des molécules fonctionnelles,
principalement des protéines. Elle constitue un processus dynamique et fortement régulé,
qui repose sur la conversion d’une information stable (ADN) en une information transitoire
(ARN), puis en une structure fonctionnelle.

Contrairement a la réplication, qui vise la conservation fidéle de I'information, la
transcription introduit une dimension fonctionnelle et adaptative, permettant a la cellule
de moduler son activité en fonction de son état interne et de son environnement. Elle doit
étre comprise comme un processus hors équilibre, impliquant des transitions structurales,
des consommations d’énergie et des mécanismes de reconnaissance moléculaire
hautement spécifiques.

La transcription correspond a la synthése d’'un ARN a partir d’'un brin d’ADN matrice,
catalysée par une enzyme appelée ARN polymérase. Cette enzyme se fixe sur des régions
spécifiques de I’ADN appelées promoteurs, ou elle initie la synthése du transcrit.

L’interaction entre I'ARN polymérase et 'ADN ne peut étre réduite a une simple
reconnaissance de séquence. Elle implique des changements conformationnels de la
double hélice, avec ouverture locale des brins pour former une bulle de transcription. Cette
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transition nécessite la rupture d’interactions d’empilement et s’accompagne de
contraintes topologiques similaires a celles observées lors de la réplication.

L’organisation du complexe de transcription est représentée dans la figure 7, mettant en
évidence la polymérase, le brin matrice et la formation du transcrit ARN.
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Figure 7 — Bulle de transcription et complexe ARN polymérase-ADN

La synthése de I’'ARN, comme celle de I’ADN, est directionnelle (5" — 3’). Cependant,
contrairement a la réplication, elle ne nécessite pas d’amorce. La polymérase sélectionne
les ribonucléotides en fonction de leur complémentarité avec le brin matrice et catalyse
leur incorporation par formation de liaisons phosphodiester.

La progression de I’ARN polymérase le long de I’ADN est un processus couplé :
e ouverture de I'hélice en amont
e synthése de I’ARN
o refermeture de ’ADN en aval

Cette dynamigue impose une gestion des contraintes topologiques, impliquant
I'intervention des topoisomérases.

Chez les eucaryotes, la transcription ne constitue que la premiére étape de I'expression
génétique. Le transcrit initial, appelé ARN prémessager, subit une série de transformations
appelées maturation de I’ARN, qui modifient sa structure et sa fonctionnalité.

Ces modifications incluent :

e |'ajout d’une coiffe en 5’
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o |'addition d’'une queue poly-A en 3’
e |'épissage, correspondant a I’élimination des introns

Ces étapes sont représentées dans la figure 8, illustrant la transformation du transcrit
brut en ARN messager fonctionnel.

ARNm mature

5 3

Coiffe /L _1_J\ Queue poly-A

UTRS Exons 1,23 ympa

Figure 8 — Maturation de ’ARN prémessager

L’épissage constitue un processus particulierement important, dans lequel des segments
non codants (introns) sont éliminés et les segments codants (exons) assemblés. Ce
processus est catalysé par un complexe ribonucléoprotéique appelé spliceosome.

Ce mécanisme introduit une plasticité importante dans I'expression génétique, notamment
par le biais de I'épissage alternatif, qui permet a un méme géne de produire plusieurs
protéines différentes.

La phase suivante de I’'expression génétique est la traduction, qui correspond a la synthése
des protéines a partir de ’ARN messager. Ce processus se déroule dans le cytoplasme et
implique un autre type de machinerie moléculaire : le ribosome.

Le ribosome peut étre considéré comme une machine moléculaire complexe, assurant la
lecture de 'ARNm et la synthése polypeptidique. Il fonctionne selon un code de
correspondance entre triplets de nucléotides (codons) et acides aminés.

Le mécanisme de traduction est illustré dans la figure 9, montrant le ribosome, I’ARN
messager et les ARN de transfert (ARNt).
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Figure 9 — Traduction : ribosome et synthése protéique
La traduction implique une série d’étapes coordonnées :
e reconnaissance du codon de départ
e élaboration de la chaine polypeptidique
e terminaison au niveau d’'un codon stop

Chaque étape est associée a des réactions énergétiques impliquant I’hydrolyse de GTP,
soulignant le caractére hors équilibre du processus.

L’expression génétique est également soumise a des mécanismes de régulation
complexes. La régulation peut intervenir a plusieurs niveaux :

e au niveau de la transcription (contrble des promoteurs)
e au niveau de la maturation de I'’ARN

e au niveau de la traduction

e au niveau de la stabilité des ARN et des protéines

Ces mécanismes reposent sur des réseaux de signalisation permettant a la cellule
d’adapter son activité aux conditions environnementales.

Ainsi, I’expression de I'information génétique apparait comme un processus intégré, dans
lequel la structure de I’ADN, les contraintes topologiques, les mécanismes enzymatiques
et les réseaux de régulation interagissent pour produire des réponses fonctionnelles.

Elle constitue un exemple majeur de transformation d’information en fonction biologique,
couplant phénoménes moléculaires, dynamiques physiques et logiques de régulation.
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IV. Régulation de I'expression génétique : réseaux,
dynamique non linéaire et controle multi-échelle

L’expression des genes ne constitue pas un processus continu et uniforme, mais un
ensemble de phénoménes régulés permettant a la cellule d’ajuster en permanence son
activité. Cette régulation ne peut étre comprise comme une simple activation ou inhibition
de génes isolés : elle correspond a un fonctionnement en réseau, impliquant des
interactions complexes entre protéines, ARN et structures chromatiniennes.

L’état d’expression d’un gene résulte d’un équilibre dynamique entre plusieurs processus
concurrents, intégrant des contraintes physico-chimiques, des interactions moléculaires
spécifiques et des signaux environnementaux. Ainsi, la régulation de I’expression
génétique constitue un exemple de systéme non linéaire, capable de produire des
réponses complexes a partir de variations limitées des conditions initiales.

L'un des premiers niveaux de régulation intervient au niveau de I’ADN lui-méme, a travers
son organisation en chromatine. L'accessibilité de I’ADN aux facteurs de transcription
dépend de son état de compaction. L'enroulement autour des nucléosomes constitue une
barriere physique a la transcription, qui doit étre levée par des mécanismes de remodelage
de la chromatine.

Ces modifications sont assurées par des complexes enzymatiques capables de modifier
les histones (acétylation, méthylation, phosphorylation). Ces modifications n’altérent pas
la séquence d’ADN, mais modifient les interactions entre ADN et protéines, influencant
I'accessibilité du gene.

Ce niveau de régulation est représenté dans la figure 10, qui montre I'effet des
modifications des histones sur I’état de compaction de la chromatine.

39



Inhibition

@O ) transcription
HDAC

HAT)

/O

Stimulation
transcription

Chromosome

——Histone

) Inhibition
transcription

miARN

ARNm
mIARN

Figure 10 — Régulation épigénétique par modification des histones

) Dégradation
ARNmM

L'analyse de cette figure montre que la régulation ne repose pas uniquement sur
I'information codée dans I’ADN, mais également sur son état structural. Cet ensemble de
modifications constitue ce que I'on appelle I'épigénétique, qui introduit une mémoire
cellulaire indépendante de la séquence.

Au niveau de la transcription, la régulation repose sur I'interaction entre I’ARN polymérase
et un ensemble de protéines appelées facteurs de transcription. Ces protéines
reconnaissent des séquences spécifiques de I’ADN et facilitent ou inhibent le recrutement
de la polymérase.

L’interaction entre ces facteurs ne peut étre décrite comme une simple addition d’effets.
Elle constitue un systéme coopératif, dans lequel la liaison d’un facteur peut modifier
I'affinité d’un autre. Ces interactions donnent lieu a des phénomeénes de coopérativité,
conduisant a des réponses sigmoides ou a des comportements de type seuil.

Cette organisation est illustrée dans la figure 11, qui montre I'interaction entre
promoteur, facteurs de transcription et ARN polymérase.
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Figure 11 — Régulation transcriptionnelle par facteurs de transcription

Ce type de systeme permet a la cellule de transformer un signal graduel en une réponse
discréte, caractéristique des systémes biologiques régulés.

La régulation ne se limite pas a I'initiation de la transcription. Elle intervient également au
niveau post-transcriptionnel, notamment par le controle de la stabilité des ARN. Certains
ARN messagers peuvent étre rapidement dégradés, tandis que d’autres sont stabilisés,
modifiant ainsi la quantité de protéine produite sans changement de la transcription.

De plus, des molécules d’ARN non codants, comme les microARN, peuvent interagir avec
les ARN messagers et inhiber leur traduction. Ce mécanisme introduit un niveau
supplémentaire de régulation, basé sur des interactions ARN-ARN.

Ce niveau est représenté dans la figure 12, illustrant I'action des microARN sur la
traduction.
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Figure 12 — Régulation post-transcriptionnelle par microARN

Au niveau de la traduction, la régulation peut intervenir lors de l'initiation, étape limitante
du processus. Le recrutement du ribosome dépend de facteurs d’initiation dont I'activité
est elle-méme contrdlée par des signaux cellulaires.

Ces mécanismes permettent d’ajuster rapidement la production protéique,
indépendamment de la transcription.

D’un point de vue global, la régulation de I’expression génétique doit étre comprise
comme un réseau dynamique. Les genes, les protéines et les ARN forment des circuits
d’interactions incluant :

« des boucles de rétroaction positive, capables d’amplifier une réponse
o des boucles de rétroaction négative, assurant la stabilité du systéeme
e des interactions croisées entre différentes voies

Ces réseaux peuvent présenter des propriétés émergentes, notamment :
« Dbistabilité (existence de deux états stables)
o oscillations (cycles d’expression)
« sensibilité accrue aux signaux faibles

Ces propriétés sont schématisées dans la figure 13, représentant un réseau de
régulation avec boucles de rétroaction.
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Figure 13 — Réseaux de régulation et rétroactions

L'analyse de ces réseaux montre que la cellule ne réagit pas simplement a son
environnement, mais qu’elle traite I'information en utilisant des mécanismes
comparables a ceux des systémes complexes.

Ainsi, la régulation de I'’expression génétique apparait comme un processus multi-échelle
intégrant :

e la structure physique de I'’ADN
e les interactions moléculaires
e les dynamiques de réseau

e les contraintes énergétiques

Elle permet a la cellule de produire des réponses adaptées, flexibles et robustes, tout en
assurant la stabilité globale du systeme.

V. Génie génétique : manipulation de I'information,
outils moléculaires et logique expérimentale

Le génie génétique correspond a I'ensemble des approches permettant de modifier,
transférer et exploiter I'information génétique de maniére contrdlée. Il ne s’agit pas
uniquement d’'un ensemble de techniques, mais d’un cadre conceptuel reposant sur la
possibilité d’isoler, manipuler et recombiner les séquences d’ADN en s’appuyant sur leurs
propriétés physico-chimiques et informationnelles.

Ces approches reposent sur une hypothése fondamentale issue de la biologie moléculaire
: I'universalité du code génétique. Cette universalité impligue qu’un géne issu d’un
organisme peut étre correctement exprimé dans un autre, a condition que les éléments
nécessaires a sa transcription et a sa traduction soient présents.
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La manipulation de I'ADN repose sur des outils enzymatiques spécifiques capables
d’interagir avec la double hélice de maniére définie. Les enzymes de restriction jouent un
role central dans ce processus. Ces enzymes reconnaissent des séquences spécifiques
d’ADN, généralement palindromiques, et introduisent des coupures au niveau de ces sites.

Ces coupures peuvent produire des extrémités franches ou des extrémités cohésives (dites
“collantes”), capables de s’apparier avec d’autres fragments d’ADN présentant une
complémentarité.

Ce mécanisme est représenté dans la figure 14, qui montre la reconnaissance d’un site
spécifique et la formation d’extrémités compatibles.

/

ADN double brin Enzyme de restriction
EcoRi

1 L'enzyme de restriction

R 111111

2 L'enzyme de restriction
se lie a une séquence
spécifique sur I'ADN.

3 L'enzyme de restriction
coupe les deux brins
d'ADN a des endroits
précis.

4 L'enzyme se libére de
I'ADN qui est maintenant
fragmenté en deux
morceausx.

iQutils

J

Figure 14 — Action des enzymes de restriction et formation d’extrémités cohésives

La possibilité d’apparier des extrémités complémentaires permet d’associer des fragments
d’ADN d’origines différentes. Cette association est stabilisée par une seconde enzyme,
I’ADN ligase, qui catalyse la formation de liaisons phosphodiester, conduisant a la
formation d’une molécule continue.
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Ce principe constitue la base de la formation d’'un ADN recombinant, c’est-a-dire une
molécule résultant de 'assemblage de segments génétiques distincts.

La manipulation de I’ADN nécessite également un support permettant sa propagation et
son expression. Ce rble est assuré par des vecteurs, généralement des plasmides dans le
cas des bactéries. Ces molécules circulaires d’ADN possédent plusieurs propriétés
essentielles :

e une origine de réplication permettant leur duplication
e des génes de sélection (résistance aux antibiotiques)
e des sites de clonage permettant I'insertion d’ADN étranger

L’ensemble de ce systéeme est représenté dans la figure 15, illustrant I'insertion d’un
fragment d’ADN dans un plasmide et son introduction dans une cellule.
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Figure 15 — Construction et utilisation d’un plasmide recombinant

Une fois introduit dans une cellule hote (processus de transformation), le plasmide
recombinant est répliqué, permettant la production de nombreuses copies du géne inséré.
Si des éléments régulateurs appropriés sont présents, ce gene peut également étre
exprimé, conduisant a la production de la protéine correspondante.
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Au-dela de ces techniques de base, le génie génétique repose sur des méthodes de
manipulation plus fines de I’ADN. La réaction de polymérisation en chaine (PCR) permet
I’'amplification exponentielle d’une séquence spécifique d’ADN en exploitant les principes
de réplication.

Ce processus repose sur des cycles thermiques successifs :
e dénaturation de I'ADN
e hybridation d’amorces spécifiques
e extension par une ADN polymérase thermostable

La dynamique de la PCR est illustrée dans la figure 16, montrant I'amplification
exponentielle de la séquence cible.
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Figure 16 — Amplification de I’ADN par PCR

Cette technique repose directement sur les propriétés de la double hélice (dénaturation
réversible, complémentarité des bases), démontrant le lien étroit entre les propriétés
physico-chimiques de I’ADN et les outils technologiques qui en dérivent.

Une autre avancée majeure du génie génétique réside dans les systéemes d’édition ciblée
du génome. Les technologies de type CRISPR-Cas permettent d’introduire des coupures
spécifiques dans I’ADN a des positions définies par une séquence guide.

Ces systéemes reposent sur la reconnaissance spécifique d’'une séquence d’ADN, suivie de
I'introduction d’une cassure double brin. La réparation de cette cassure par les
mécanismes cellulaires permet soit l'introduction de mutations, soit I'insertion de
nouvelles séquences.

Ce mécanisme est représenté dans la figure 17, mettant en évidence la reconnaissance
ciblée et la modification du génome.
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Figure 17 — Edition génomique par systéme CRISPR-Cas

Ces approches illustrent que le génome peut étre modifié de maniére dirigée, ce qui
transforme profondément la biologie en permettant d’expérimenter directement sur les
systémes vivants.

Le génie génétique ne doit pas étre réduit a une boite a outils technique. Il constitue une
approche expérimentale intégrée, permettant de tester des hypothéses biologiques,
d’analyser la fonction des genes et de reconstruire des systémes.

Il introduit également une dimension appliquée importante, notamment dans :
e la production de protéines recombinantes (insuline, enzymes)
o la modification d’organismes (OGM)
e les approches de thérapie génique

Enfin, ces techniques mettent en évidence une propriété fondamentale de la biologie : la
manipulabilité de I'information génétique, qui découle directement de sa nature discrete
(séquence) et de son support physique (ADN).

Ainsi, le génie génétique apparait comme la conséquence logique de la compréhension
des propriétés moléculaires de I’ADN et de ses mécanismes d’expression, transformant
ces connaissances en outils d’analyse et d’intervention sur le vivant.
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CHAPITRE III

GENIE GENETIQUE : PRINCIPES AVANCES, OUTILS
MOLECULAIRES ET APPLICATIONS
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|. Génie génétique : fondements moléculaires et
logique de manipulation de ’'ADN

Le génie génétique correspond a I'ensemble des approches permettant de modifier de
maniére controlée la structure et I'organisation de I’ADN, dans le but d’étudier ou de
modifier le fonctionnement des systémes biologiques. Il repose sur une propriété
fondamentale des systémes vivants : la dissociation entre le support matériel de
I'information génétique (ADN) et sa fonction, ce qui rend possible sa manipulation
indépendante du contexte initial.

Cette discipline repose sur plusieurs principes physico-chimiques établis dans les
chapitres précédents : la complémentarité des bases, la stabilité de la double hélice et la
possibilité de former des interactions spécifiques entre fragments d’ADN. Ces propriétés
permettent de considérer ’ADN comme un objet modulaire, dont les segments peuvent
étre isolés, recombinés et transférés entre systémes biologiques.

La construction d’ADN recombinant repose sur une logigue simple en apparence, mais
impliquant plusieurs niveaux d’interaction. Lorsqu’un fragment d’ADN est soumis a I'action
d’enzymes de restriction, il est fragmenté a des positions spécifiques correspondant a des
séquences reconnues. Ces coupures générent des extrémités pouvant étre cohésives
(complémentaires) ou franches.
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Figure 18 — Coupure et recombinaison de I’ADN

L’appariement entre fragments repose sur des interactions non covalentes entre bases
complémentaires. Cette association est thermodynamiquement favorable, mais reste
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réversible. La stabilisation définitive est assurée par I’ADN ligase, qui catalyse la formation
de liaisons phosphodiester. On observe ici un couplage direct entre :

e phénomeénes physico-chimiques (appariement)
e processus enzymatiques (ligation)

La possibilité de recombiner des fragments d’ADN pose immédiatement un probléme
expérimental : celui de leur propagation. En effet, un fragment isolé ne peut étre amplifié
gu’a condition d’étre intégré dans un systéme capable de se répliquer. Cette contrainte
conduit a l'utilisation de vecteurs moléculaires.

Les plasmides bactériens sont les vecteurs les plus utilisés en raison de leur simplicité et
de leur stabilité. Ce sont des molécules circulaires d’ADN possédant une origine de
réplication et des éléments permettant la sélection des cellules transformées. L'insertion
d’un fragment d’ADN dans un plasmide permet sa duplication lors de la division cellulaire.
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Figure 19 — Clonage dans un plasmide

Cette figure permet de visualiser que le géne inséré n’est pas simplement stocké, mais
intégré dans un systeme dynamique capable de le répliquer. Le clonage constitue donc
une amplification biologique de I’ADN.

Cependant, la réussite de cette manipulation dépend de plusieurs parameétres souvent
sous-estimeés :

e orientation du fragment inséré
e compatibilité avec les éléments régulateurs
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o stabilité du plasmide dans la cellule
o efficacité de transformation

Ainsi, le génie génétique ne constitue pas une manipulation purement mécanique, mais
une interaction complexe entre une construction moléculaire et un systéme vivant.

Etude de cas intégrée — production d’insuline recombinante

La production d’insuline humaine par des bactéries constitue un exemple paradigmatique
du génie génétique appliqué. Le gene humain de I'insuline est inséré dans un plasmide
bactérien, puis exprimé dans une cellule hote.
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Figure 20 — Production d’insuline recombinante

Ce systéeme montre que :
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e linformation génétique est transférable

e mais son expression dépend du contexte

e des ajustements (promoteur, conditions) sont nécessaires
Un géne n’est fonctionnel que dans un systéme compatible
Le génie génétique repose sur la convergence de trois niveaux :

e propriétés physico-chimiques de I’ADN

e outils enzymatiques spécifiques

e systémes biologiques capables d’exprimer I'information

Il ne s’agit pas d’un simple ensemble de techniques, mais d’'une approche expérimentale
permettant de tester et modifier les systémes vivants de maniére controlée.

Il. Amplification de I’ADN : PCR, cinétique
exponentielle et contraintes expérimentales

L’amplification de I’ADN constitue une étape fondamentale du génie génétique et de
I'analyse moléculaire. Elle permet d’obtenir, a partir d’une quantité initiale trés faible de
matériel génétique, un nombre suffisant de copies pour permettre sa détection, sa
manipulation ou son étude. Cette amplification repose sur une transposition in vitro des
mécanismes de réplication de I’ADN, en les simplifiant et en les controlant
expérimentalement.

La technique centrale utilisée a cet effet est la réaction de polymérisation en chaine (PCR),
qui permet une amplification exponentielle d’une séquence spécifique. Contrairement a la
réplication cellulaire, la PCR ne vise pas a copier I'ensemble du génome, mais uniquement
une région cible définie par des amorces.

La PCR repose sur un cycle thermique triphasique répétitif. Dans un premier temps, I’ADN
double brin est dénaturé a haute température, ce qui rompt les interactions d’appariement
des bases et sépare les deux brins. Cette étape correspond a une transition physique entre
un état structuré et un état désorganisé, gouvernée par la température et les interactions
d’empilement.

Dans un second temps, la température est abaissée afin de permettre I'hybridation des
amorces. Ces courtes séquences d’ADN simple brin sont concues pour étre
complémentaires des extrémités de la région cible. La spécificité de cette étape
conditionne la précision de I"'amplification.

Enfin, dans la troisieme phase, une ADN polymérase thermostable synthétise de nouveaux
brins a partir des amorces, en incorporant des nucléotides selon la complémentarité des
bases.
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Figure 21 — Cycle de la PCR

Cette figure montre que chaque cycle double théoriquement la quantité d’ADN cible. Le
processus obéit donc a une loi exponentielle :

Nn=NOx2n
ou Np est la quantité initiale et N, le nombre de cycles.
Cependant, cette croissance n’est idéale que dans les premiéres phases du processus.

En réalité, plusieurs limitations apparaissent au cours de la PCR. L’accumulation de
produits, la déplétion des réactifs (nucléotides, amorces) et la perte d’activité enzymatique
conduisent a une transition vers une phase stationnaire. Le systéme passe alors d’un
régime exponentiel a un régime limité.

Ces contraintes montrent que la PCR est un systeme dynamique non linéaire, dans lequel
les conditions initiales et les paramétres expérimentaux jouent un rble déterminant.

Spécificité et design expérimental
La réussite d’'une PCR dépend fortement du choix des amorces. Celles-ci doivent :
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e étre spécifiques de la séquence cible
e avoir une température de fusion adaptée
e éviter la formation de structures secondaires

Une mauvaise conception peut conduire a des amplifications non spécifiques ou a
I'absence d’amplification.

Séquence ADN Dénaturation Sondes nucléotidiques
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d'intérét
b { wi
—> —
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4 L’ADN est dénaturé et apparié _ Lasonde se lie
Laszg:ggE;ADN avec une sonde nucléotidique ala séquence ADN
complémentaire marquée. recherchée

Figure 22 — Hybridation des amorces et spécificité

Cette figure permet de comprendre que la PCR repose sur une reconnaissance moléculaire
fine. Une simple erreur de complémentarité peut modifier complétement le résultat
expérimental.

Variantes : PCR quantitative et mesure

La PCR peut étre adaptée pour quantifier 'ADN a I'aide de sondes fluorescentes (QPCR).
Dans ce cas, I'amplification est suivie en temps réel grace a I’émission de fluorescence
proportionnelle a la quantité d’ADN produit.

Le point important est le cycle seuil (Ct), qui correspond au moment ou la fluorescence
devient détectable. Ce paramétre est inversement proportionnel a la quantité initiale
d’ADN.
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Les trois phases de la réaction de PCR
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Figure 23 — Courbe d’amplification PCR (qPCR)

Cette figure montre que la PCR n’est pas seulement un outil de copie, mais aussi un outil
de mesure. Elle relie directement biologie moléculaire et analyse quantitative.

Limites expérimentales et erreurs

Malgré sa puissance, la PCR présente plusieurs limites :
e erreurs d’incorporation de la polymérase
e contaminations expérimentales
e amplification non spécifique

Ces erreurs peuvent fausser l'interprétation des résultats, ce qui impose un contrdle
rigoureux des conditions expérimentales.

La PCR constitue un exemple remarquable de I'application des principes de la biologie
moléculaire a un systéme artificiel controlé. Elle repose sur I'exploitation directe :

e de la complémentarité des bases
e de la dynamique thermique de ’ADN
e de I'activité enzymatique

Elle illustre comment un processus biologique naturel peut étre isolé, simplifié et amplifié
pour devenir un outil d’analyse et de manipulation de I'information génétique.
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1. Edition génomique : modification ciblée,
recombinaison et systemes CRISPR

L’édition génomique correspond a la capacité de modifier de maniére dirigée la séquence
de I’ADN au sein d’un génome. Contrairement au clonage ou a la PCR, qui manipulent des
fragments isolés, cette approche agit directement dans le contexte cellulaire complet, ce
qui introduit des contraintes supplémentaires liées a I'organisation chromatinienne, aux

mécanismes de réparation et a la dynamique nucléaire.

La modification ciblée du génome repose sur une stratégie générale en deux étapes :
1. induction d’une cassure double brin dans ’ADN
2. réparation de cette cassure par les systemes cellulaires

Ce principe repose sur le fait que ’ADN est un systéme physiquement continu, pour

lequel toute rupture constitue une situation instable que la cellule doit impérativement

corriger.

Cas9

Séquence d'interaction avec
la Cas9
ARNg

Séquence complémentaire 2
I'ADN cible (~20 nucléotides)

N GG

ADN PAM

Coupure 3 nucléotides
en amont du PAM

Coupure double brin de 'ADN
génomique
Pas de séquence

d'’ADN exogéne : s avec ses bras
d'homologie

[T I H]JJJJIUIXI I>I<]IUIH]]I
Réparation il Il Recombinaison
NHEJ l homologue

LULCCUTTCPRRPTTTTTTTTTINN T T

Génome avec
séquence insérée

Formation d'indels
Figure 24 — Principe général de I'édition génomique

Cette figure montre que la modification génétique n’est pas directement réalisée par
I'outil (CRISPR, enzyme), mais par le systéme de réparation de la cellule. L'outil sert
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uniquement a créer une perturbation (cassure), exploitée ensuite par les mécanismes
endogénes.

Mécanismes de réparation de ’ADN
Deux voies principales interviennent dans la réparation :

1. Réparation non homologue (NHEJ)

Ce mécanisme relie directement les extrémités de I’ADN sans utiliser de matrice. Il est
rapide mais imprécis, introduisant souvent des insertions ou délétions (indels).

=~ Conséquence :
e perte de fonction du géne

e mutations locales

2. Réparation par recombinaison homologue (HDR)

Ce mécanisme utilise une séquence matrice pour reconstruire précisément la région
endommageée. Il permet d’introduire une modification ciblée si une matrice artificielle est

fournie.
Conséquence :
e insertion controlée

e modification précise
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Figure 24 — NHEJ vs HDR
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Systéme CRISPR-Cas : reconnaissance et coupure ciblée

Le systéme CRISPR-Cas repose sur un mécanisme naturel de défense bactérien, adapté

pour cibler des séquences spécifiques d’ADN.
[l comporte deux éléments principaux :
e un ARN guide (gRNA), complémentaire de la séquence cible

¢ une endonuclease Cas, responsable de la coupure

séquence PAM 4

. ARN guide
zone d'appariement

ADN-ARN

ADN génomique protéine (as9

— ADN donneur

génome modifié

Figure 25 — Mécanisme CRISPR-Cas

La spécificité du systéme repose sur la complémentarité ARN-ADN. Cependant, cette
spécificité n’est pas absolue, ce qui introduit des risques de coupures hors cible (off-
target).

Contraintes physico-chimiques de la reconnaissance

La reconnaissance de la séquence cible repose sur :
o interaction base-base (ARN-ADN)
e accessibilité de I’ADN (chromatine ouverte ou compacte)
e contraintes stériques

Un point critique est que toutes les séquences ne sont pas accessibles de la méme
maniére. L’état de compaction de la chromatine influence fortement I'efficacité de
I’édition.

Limites expérimentales et erreurs
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Malgré sa puissance, I'édition génomique présente plusieurs limites :
e coupures hors cible
o efficacité variable selon les cellules
e compétition entre NHEJ et HDR
o effets imprévus sur les réseaux cellulaires
Cela montre que :
I’édition génétique n’est pas totalement contrélée mais dépend d’un systéme complexe.
Etude de cas — correction d’une mutation génétique
Prenons le cas d’une mutation responsable d’une maladie génétique.
Stratégie :
1. cibler la mutation avec un ARN guide
2. introduire une coupure
3. fournir une matrice correcte
4

correction via HDR

12345678+9101112131415]6]7

10 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

)MMMDMDWM DWD@JWW@(

3

Figure 25 — Correction d’une mutation par CRISPR

Ce cas montre que I'édition génomique permet :
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e correction directe

e mais dépend de I'efficacité du systéeme HDR

e risque de mosaicisme
L’édition génomique repose sur un principe fondamental :
I'exploitation des mécanismes naturels de réparation de I’ADN
Elle représente une convergence entre :

e physique de 'ADN

e chimie enzymatique

¢ dynamique cellulaire

Elle transforme la biologie en une discipline d’ingénierie, capable de modifier les
systemes vivants de maniére dirigée, mais encore soumise a des contraintes
importantes.

IV. Applications du génie génétique : systemes
biotechnologiques, production et ingénierie du vivant

Les applications du génie génétique ne consistent pas en une simple transposition
technique des mécanismes moléculaires, mais en une intégration de ces mécanismes
dans des systémes biologiques complexes, dans lesquels la performance dépend a la fois
des propriétés de la molécule manipulée et du contexte cellulaire dans lequel elle est
exprimée.

Ainsi, toute application du génie génétique doit étre analysée comme un systéme couplé,
impliquant :

e une construction génétique
e un systéme d’expression
e des contraintes physico-chimiques
e Un contexte physiologique
Production de protéines recombinantes : logique et contraintes

La production de protéines recombinantes constitue I'une des applications majeures du
génie génétique. Elle repose sur I'introduction d’un géne dans un organisme hote
capable de le transcrire et de le traduire.

Cependant, cette approche ne consiste pas simplement a transférer un géne. La
production effective d’une protéine fonctionnelle dépend d’un ensemble de contraintes :

e reconnaissance du promoteur par la machinerie cellulaire

61



o stabilité de 'ARN messager
« efficacité de traduction

e repliement correct de la protéine

GCEGTGTT

L g

4

recombinaison v génétique

4

ADN recombine
GCGTGTTCGAAGCCCA

WAV

TCGCACAAGCTTCGGGT ¢

gnu = www.agquaportail.conm
Figure 26 — Expression d’un gene recombinant dans une cellule hote

Cette figure montre que I'expression d’'un gene dépend d’une chaine de processus. Une
défaillance a un niveau quelconque (transcription, traduction, repliement) compromet
I'ensemble du systéme.

I’expression est un phénoméne systémique, pas local
Etude de cas : production industrielle d’insuline
La production d’insuline humaine par des bactéries illustre cette complexité.
Stratégie :

1. insertion du gene humain dans un plasmide

2. adaptation du systéme d’expression bactérien
3. production de la protéine
4

. purification
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© Extraction © Solubilization and stabilization

Mechanical
chemical
enzymatic
cell disruption

Buffers,
protease inhibitors
stabilizing agents

Protein source Lysed cells unpurified sample

© Characterization and analysis © Purification

ASNNY

Chromatography /

X-ray NMR Circular
crystallography spectroscopy spectometry dichroism

=1
and other techniques Dialysis Electrophoresis

Figure 27 — Production industrielle d’'une protéine recombinante

Contraintes réelles :

e les bactéries ne réalisent pas toujours les mémes modifications
post-traductionnelles

e la protéine peut étre mal repliée
e accumulation sous forme inactive
produire une protéine # produire une protéine fonctionnelle
Organismes génétiquement modifiés (OGM)
Les OGM résultent de I'intégration stable d’'un gene dans le ggnome d’un organisme.
L’objectif est de modifier une propriété biologique :
e résistance (pesticides, stress)
e production (croissance, rendement)

e qualité (valeur nutritionnelle)
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Reéalisation du transgéne Agrobacterium tumefaciens

Bactérie porteuse du
vecteur (plasmide pTi
modifié)

inoculation

sélection des cals
transgéniques
Cals
(amas de cellules végétales) '
régénération d'une QQ
plantule a partir des cals /

Caly trangéniques

Obtention d'une plante
transgénique, portant et
exprimant le géne d'intérét

Figure 28 — Transformation génétique d’une plante
Cette figure montre que I’ADN introduit doit :
e s’intégrer de maniére stable
e étre exprimé dans un contexte transcriptionnel adapté
~ Point critique :
le génome n’est pas un simple support passif
Thérapie génique : correction des systémes biologiques

La thérapie génique consiste a corriger une anomalie génétique directement dans les
cellules d'un organisme.

Deux stratégies principales :

« thérapie génique ex vivo (cellules modifiées puis réinjectées)
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o thérapie in vivo (administration directe)

{ F P
g

\ @ Edition génomique in vitro

Cellule génétiquement
modifée

@ Sélection et amplification
des cellules modifiées

Préléevement de cellules souches
hématopoietiques {

Patient atteint de
drépanocytose

Réinjection des cellules
modifiées dans le patient

Figure 29 — Principe de la thérapie génique
Contraintes majeures :
e délivrance efficace du gene
e contrble d’expression
e réponse immunitaire
la difficulté est systémique, pas uniquement moléculaire
Ingénierie des systémes biologiques

Le génie génétique moderne ne se limite plus a modifier un gene isolé. Il s’oriente vers la
biologie synthétique, qui vise a concevoir des systémes biologiques complets.

Cela implique :
e construction de réseaux génétiques
e régulation contrdlée

e comportement programmable

~ Figure utile ici
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Ces systémes présentent :

e Dbistabilité

e oscillations

e réponses seuil
On passe ici : de la génétique a I'ingénierie des systémes
Limites et enjeux
Les applications du génie génétique sont limitées par plusieurs facteurs :

e variabilité biologique

o effets hors cible

e instabilité génétique

e interactions imprévues avec le systeme cellulaire

Le Point central : un systéme biologique reste complexe et non totalement prédictible

Les applications du génie génétique montrent que la manipulation de ’ADN ne peut étre

dissociée du contexte cellulaire et systémique.

Elles illustrent un principe fondamental :

modifier une molécule revient a perturber un systeme

et la réussite de cette modification dépend de la capacité a :
e comprendre les contraintes
e contrdler les interactions

e intégrer les niveaux d’organisation
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V. Etudes de cas approfondies : analyse critique et
intégration des systemes biologiques

Les études de cas constituent une étape essentielle dans la construction d’'un savoir
scientifique avancé. Elles permettent de passer d’'une compréhension théorique des
mécanismes a une analyse intégrée de systémes biologiques réels, dans lesquels les
interactions entre composants jouent un réle déterminant.

Dans le cadre du génie génétique, ces études mettent en évidence un point fondamental
la réussite d’'une manipulation dépend beaucoup plus du contexte biologique global que
de la modification elle-méme.

Etude de cas 1 — Production industrielle de I'insuline humaine

La production d’insuline recombinante constitue I'un des premiers succés majeurs du
génie génétique.

Principe

Le géne codant I'insuline humaine est introduit dans une bactérie (souvent E. coli), qui
devient capable de produire la protéine.

ADN plasmidique Flagelles
(pas toujours présentes)

ADN bactérien \ N
(ADN chromosomique) \

\ Géne de
\ I'insuline humaine

Figure 31 — Production d’insuline recombinante
Ce systéme repose sur plusieurs niveaux de compatibilité :

1. Compatibilité transcriptionnelle
— |le promoteur doit étre reconnu par la bactérie
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2. Compatibilité traductionnelle
— usage des codons (biais de codon)

3. Repliement protéique
— formation correcte des ponts disulfure

4. Environnement intracellulaire
— absence de certaines modifications eucaryotes

Le transfert d’'un géne ne garantit pas sa fonctionnalité :
la cellule hdte impose ses propres contraintes au systéme.

Etude de cas 2 — CRISPR et correction d’une mutation génétique

Les technologies CRISPR permettent de corriger directement une mutation au niveau du

génome.

Principe :
e ciblage de la mutation
e coupure de I’ADN

e réparation via HDR

Figure 32 — Correction ciblée d’'une mutation par CRISPR

Malgré la précision apparente, plusieurs problémes se posent :
« efficacité faible du HDR
« dominance du NHEJ (erreurs)
» effets hors cible
e mosaicisme (toutes les cellules modifiées #)
L’édition génomique est guidée, mais pas totalement controélée.

Etude de cas 3 — OGM agricoles
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Les plantes génétiquement modifiées sont concues pour exprimer de nouvelles
caractéristiques.

Exemple :

plante résistante a un insecte (toxine Bt)

Repérer Isoler Intégrer Multiplier
un géne d'intérét sur le géne le géne d’intérét la construction
un organisme donneur d’intérét dans une construction génétique
(bactérie, végétal, < génétique
animal, etc.) -

d'intérét sélection

Transfert indirect

Agrobacterium
v £33
Sélection des cellules \ s
transformées /—— s e S
N ' v .~ Microparticules .

Transférer
le géne

enrobées d’ADN

4

Régénérer Evaluer Incorporer
I’expression du géne dans une variété commerciale
par des croisements

Figure 33 — Transformation génétique d’une plante
Une modification génétique induit des effets a plusieurs niveaux :
e expression du gene introduit
e interaction avec les voies métaboliques
e impact écologique

une modification locale peut produire des effets globaux non prévisibles

Etude de cas 4 — Thérapie génique

La thérapie génique vise a corriger une pathologie en introduisant un géne fonctionnel.
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Ré-injection des
cellules génétiquement
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Isolation des
cellules cibles

Transfert de génes

Figure 34 — Thérapie génique (ex vivo et in vivo)
Contraintes majeures :
e vectorisation (virus, plasmides)
e réponse immunitaire
e contrble d’expression
« stabilité de I'insertion

La difficulté principale n’est pas d’insérer un gene, mais de le faire fonctionner
correctement dans un organisme.

Synthése générale des études de cas
Ces études mettent en évidence une propriété centrale du génie génétique :

la manipulation du génome agit toujours sur un systéme complexe

On observe systématiquement :

Vv dépendance au contexte cellulaire

Vv contraintes physiques et biochimiques
v variabilité des résultats

v émergence d’effets non prévus
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Conclusion

Le génie génétique ne doit pas étre interprété comme un ensemble de techniques

permettant de modifier facilement le vivant. Il constitue une discipline reposant sur :

e la compréhension des propriétés moléculaires de I'’ADN

e la maitrise des outils enzymatiques

e l'intégration dans des systémes biologiques complexes
Il introduit une nouvelle dimension en biologie :

la capacité non seulement de comprendre, mais aussi de transformer les systémes
vivants.
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CONCLUSION GENERALE

L’étude de la cellule et de I'information génétique met en évidence la complexité et la
cohérence des systémes biologiques. A travers I'analyse de I'organisation cellulaire, des
mécanismes de réplication et d’expression de I’ADN, ainsi que des techniques de génie
génétique, apparait une idée centrale : le vivant repose sur une interaction étroite entre
structure, dynamique et information.

La cellule se présente comme un systéme organisé dans lequel les compartiments, les
membranes et les réseaux moléculaires permettent la réalisation de fonctions spécifiques.
Cette organisation spatiale constitue la base de I'efficacité et de la régulation des
processus biologiques. Par ailleurs, I'information génétique, portée par ’ADN, ne doit pas
étre considérée comme un simple code, mais comme une entité dynamique dont
I'expression dépend de multiples niveaux de controle.

Les mécanismes de réplication et d’expression illustrent la précision et la robustesse des
systemes biologiques, tout en mettant en évidence leurs contraintes. La fidélité de la
réplication, la régulation de la transcription et la complexité des réseaux de signalisation
montrent que la cellule opére dans un cadre rigoureusement organisé, tout en conservant
une capacité d’adaptation importante.

Le génie génétique constitue quant a lui une extension de ces connaissances, permettant
d’intervenir directement sur les systémes biologiques. Il offre des perspectives majeures
en recherche et en application, mais met également en évidence les limites liées a la
complexité du vivant. La modification d’'un élément du systéme peut entrainer des effets
multiples, parfois imprévisibles, soulignant la nécessité d’'une approche globale et critique.

Ainsi, la biologie cellulaire et moléculaire apparait non seulement comme une discipline
descriptive, mais comme une science intégrative, au carrefour de la physique, de la chimie
et de linformatique. Elle permet de comprendre comment des éléments simples,
organisés de maniére cohérente, donnent naissance a des systémes capables de se
maintenir, de se reproduire et d’évoluer.

Cette perspective ouvre la voie a des développements futurs importants, notamment dans
les domaines de la biologie des systemes, de la biologie synthétique et de la médecine
personnalisée. Elle souligne également la nécessité d’une réflexion éthique et scientifique
sur l'utilisation des technologies permettant de manipuler I'information génétique.
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