LA REPLICATION

» Laréplication est le processus au cours duquel I'ADN est synthétisé grace a
I’ADN polymérase pour permettre a l'information de se transmettre
d'une cellule mére aux cellules filles.

» Ce mécanisme permet a I'’ADN d'étre dupliqué (doublé ) selon un processus de
semi-conservateur.

3 modeles possibles de réplication

{A] Disparsive
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(B) Semiconservative
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DNA extracted and centrifuged
to equilibrium in CsCl
density gradient

(a)
Heavy
DNA (15N}

Premiére réplication
les molécules "lourdes" distribuées de
fagon égale entre les deux molécules filles

Original parent
molecule

1

woms
First-generation
daughter molecules
Deuxiéme réplication
I'apparition de molécules de deux poids ol § g g g
différents (©) Hybrid DNA._-

Second-generation
daughter molecules

Expérience de /

Réplication semi-conservative
la molécule mére donne un de ses brins a
chaque molécule fille, qui est complétée
par une chaine nouvellement synthétisée.
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LA REPLICATION de 'ADN

se déroule pendant la phase S du Cycle cellulaire

Les cellules passent la majorité de leur
temps en phase GO (copie d’ADN en
ARN).

Lorsqu’elles se divisent, elles doivent
doubler leur ADN (copie d’ADN en
ADN), afin que les deux nouvelles
cellules obtenues soient identiques.

Période de multiplication

G1 : phase de préparation 4 la synthése
de I'ADN

S : phase de synthése de I'ADN

G2 : phase de préparation 4 la mitose

M: mitose

Période de quiescence

GO : pas de processus
de division cellulaire
Cellule au repos
exergant ses fonctions

M PHASE

]

. mitosis

i (nuclear N

" division) cytokinesis
(cytoplasmic

Gz PHASE (division) .-

INTERPHASE

Gq PHASE GO PHASE

S PHASE
(DNA replication)
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» Replication est une réaction rapide:

- Bactéries: 1000 pb/sec/fourche, Chromosome
unique avec 4,4*10¢pb copié par 2 fourches

(nécessite de 40 min)

- Cellules humaines: 100 pb/sec, le génome humain

fait 3*10° pb , réplique en 8 heures, il faut au

moins 1000 fourches de réplication

I - La réplication chez les procaryotes

La réplication se déroule de 5' vers 3', de fagon complémentaire et
antiparallele.
Réaction asymétrique uniquement dans le sens 5’P- -->3'0OH

Asymétrie est liége a l'activité de I'TADN polymérase:
> nécessité d'avoir une amorce
> dernier résidus de I'amorce doit &tre apparié et avoir un
groupement 3'OH libre
> Présence de nucléotides et du magnésium Mg2+ dans le

milieu

Les différents acteurs :
»L'ADN parental = matrice = brin matrice qui sert de modéle
>Les nucléotides : sous forme triphosphate : dATP (desoxv Adenosme
TriPhosphate), dCTP, dTTP, dGTP

>Les enzymes (separ'cn”lon des brins, incorporation des 1
»Co-facteurs (ex : Mg*)

La réplication est bidirectionnelle.

Les deux extrémités s'appellent fourche de réplication
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I. La réplication chez les procaryotes

1. Origine de réplication (microscopie électronique: Cairns, 1962)

- 1 seule origine par chromosome : ori C
- réplication bidirectionnelle

- réplication rapide (20 a 100 min)

- 1 séquence de terminaison

Les enzymes qui interviennent

Protéine Dna A : se fixe a l'origine de réplication et permet I'initiation de la
réplication en aidant a 'ouverture de I'ADN.

hélicase ou Protéine Dna B (Hélicase) : (une sur chaque brin) elle sépare

progressivement les deux brins d’ADN par rupture des liaisons hydrogenes.
Protéine Dna C : convoie Dna B au bon endroit.
Une Gyrase : qui réduit les torsades formées par la progression de la fourche.

Une Déroulase ou protéine SSB : elle fixe le simple brin ce qui permet la
stabilisation pour évité que I’ADN ne se referme.

Une Primase : c’est ARN polymérase ADN dépendante qui synthétise des
amorces ARN d’une dizaine de nucléotides.

LADN Polymérase de type Il : ADN pol lll : élongation de 5’ en 3’ et de la
correction sur épreuve (2 sous unité une pour chaque brin)-> son activité
exonucléasique 3’5’

LADN Polymérase de type | = ADN pol | : élimine les amorces ARN du brin retardé
par son activité exonucléasique 5’3’ et comble le vide par son activité
polymérasique.

LADN ligase : lie entre eux les fragments d’Okasaki.

Protéine Tus au site de terminaison : met fin a la réplication
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2. Phase d'initiation

0riC¢ - . Dna A

Dna B (hélicase), Dna C

/ DNA primase

primosome

polymérase

«— SEB

3 5
reconnaissance de la séquence d’origine
formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins

accrochage de I'ADN polymérase
synthése d’'une amorce ARN par la primase

Pob~

- La réplication de ’ADN commence a un site précis: origine de
réplication: OR

- Les OR sont des séquences formées de petites séquences
répétitives reconnues par des complexes enzymatiques.

- Cette zone est flanquée de séquences riche en AT, disposition
propice a la détorsion de I’hélice bicaténaire

oriC
—_— — — - —_— - —
1 | | 1
13 bp repeats 9 bp repeats
{AT-rich)

oriC DNA wraps Wrapping 2 DnaltB'D“aC Loading of
around DnaA denatures AT-rich ggn °°"“p exes DnaB helicase
complex regions of oriC

2 DnaC
complexes
Ph.D. o
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Copyna fcGraw-Hill Companies, Inc_Pemission req;;l I TEproguCtion or Gisplay.

Lagging strand

5’ (discontinuous)

&}.
Open helix ’ 6;'2.

and replicate (” :
\ D
.\"‘

Open helix and
replicate further

TTrrTrrmT
LEELELL

Leading strand
(continuous)

La réplication chez les procaryotes

> Toutes les ADN polymérase font la synthése de 5’ en 3’, et aucune ne peut
amorcer de synthése de novo, sans amorce ADN ou ARN préexistantes.

»Au niveau du brin 5’3’ la synthése se fait de 5’ en 3’ de fagon continue : il s’agit
du brin avancé ou précoce.

»Au niveau du brin 3'5 * la synthése se fait également de 5’ en 3’ grace au fragment
d’'okasaki : il s’agit du brin retardé

Amorce d'ARN

ADN parental double brin Brin avancé
5'
3'

Brins retardés = fragments
d'Okasaki

Amorce d'ARN 1000 - 2000 nucléotides bactéries

3’ 100 - 200 nucléotides eucaryotes

-
<

Sens de propagation de la réplication
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3. Elongation

~g> L 'élongation nécessite:

- ADN polymérases (activité de copie 5—3"): lll > 1, II
- matrice formée par 1 simple brin, dNTP, Mg**

- amorce ARN avec OH libre en 3°

- hélicases, topoisomerases ...

— L ’élongation est mono directionnelle 5 — 3’ :la synthése
est continue sur le brin « avancé » et discontinue sur le
brin « retardé »

5 ’ «/ bri.n avancé 1 bn.n retarde 2 *\ ?;‘,
3 _\ brin retardé 1 - brin avgncé 2 /_
L
fragment d 'Okasaki : ARN + ADN
- ADN polymeérases (activité de copie d =3 ) : [l > 1,1l
ADN polymérase | ADN polymérase Il ADN polymérase Il
Structure Monomerique > 4 s0us unités > 10 sous unités (core *
clamp * protéines associges)
Role Eliming les amorces lors | Réparation de 'ADN | Réplication de 'ADN
de la réplication + génomique
réparation
Polymérisation 5'—»3' | Oui Oui Oui (sous-Lnité o)
Exonucléase 3’ —5’ | Oui Oui Oui sous-unité )
Exonucléase 5 —3' | Oui Non Non
Vitesse de polymerisation | 16-20 bases / sec 510 bases / sec 250-1000 bases / sec

Tableau récapitulatif des principales polymérases procaryotes (il existe d'autres polymérases : Pol IV et V)
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ont 2 réles:

ZO=4ru~=~amEz<rov

tion des bases en respectant les

complémentarité >»>> synthese en

binue d'un nouveau brin précoce (ADN pol

Zo~HArPM~amzT<rov

e de I'gmorce,3. o4  ADNp III
emplacée par
TP) & [ h

se jusqu'a atteindre un
demment synthétisé.

I prend alors le relais en
la synthése de 'ADN
elle enleve 'amorce ARN.

emplace la pol I
"ce a été enlevée
ragments

Cours_BM_2016_REPLICATION_PR
MAKRELOUF 8



08/05/2016

Protéines SSB:
stabilisation de I'ADN sens

Synthése

continue 5'->3'

PIII

remplacement de
la primase par
1' ADN- polymeérase IT1

Helicase:
déroulement de
la double hélice

Primase: synthése des ARN
primers (ADN sb)

Primosome: complexe
enzymatique de synthése des
ARN amorces (ADN anti
sens)

Synthése

discontinue 5'->3'

Re ﬂ}gcemcm de l'amoice
par des et
jonction des fiagments
d'Okazald par une
ADN-ligase (fgclm
phosphochester).

Rétablissement de

H Hélicase G;\ Primmse —p amorce d'ARN
Primosome | @g® SSBP (single-stranded binding proteins)

I'enroulement par

les topoisomérases

4. Terminaison

digestion des amorces ARN (RNAse H +
ADNpoll)

11,

EE
5"

1 2. « reconstruction » par ADN Pol | (5*—=3")

— ~ 5

. /—5'

1 3. ligation des fragments: ligase + ATE

©

5/

3

/—5

et protéine TUS

g terminaison et décrochage de | TADN pol Ill : séquences ter
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La réplication chez les procaryotes: ex : E. coli

> La terminaison :
Les deux fourches de réplication se rencontrent a 180° d'ORT,
au niveau des sites Ter
La protéine Tus inhibe I'action de I'hélicase, donc les deux
molécules d'’ADN double brins restent liées
Dissociation par la topoisomérase IV

Initiation Elongation Terminaison

ORI
—_— —_— —_— /
N
Sites Ter @

Topoisomérase IV

La réplication chez les procaryotes: ex : E. coli

> La terminaison :
Les deux fourches de réplication se rencontrent a 180° d'ORT,
au niveau des sites Ter
La protéine Tus inhibe I'action de I'hélicase, donc les deux
molécules d'’ADN double brins restent liées
Dissociation par la topoisomérase IV

Initiation élongaﬁon Terminaison

ORI
—_— —_— —_— /
N
Sites Ter @

Topoisomérase IV
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La réplication chez les eucaryotes

Se déroule pendant la phase S du cycle cellulaire

Méme sysfeme. que celui des procaryotes avec le brin
avance et le brin retardé >>»> Mais, quelques différences

*ADN plus long

* Plusieurs origines de réplication acfivées de
maniere synchronisée et progressant a la méme
vitesse (50 nUC'éOfIdBS/S) 20.000 a 30.000 OR

- Plusieurs polymérases agissant simultanément tout en ayant des
fonctions différentes:

a: synthése de I'amorce, élongation et réparation de I'ADN; c;)ntlent une

p: réparation de I'ADN, sfunité primase

Y: réplication de 'ADN mitochondriale ..

&: Elongation des brins plus réparation de 'ADN

&: Réparation et remplacement de I'ARN au niveau du brin retardé
(Similaire a Pol )

Télomeére synthase ou télomérase empéche le brinre  tardé de se raccourcir
progressivement lors de la réplication

» L'ADN est intégré dans la chromatine associée aux
histones.
Donc, au moment de la réplication, il y a production

d'histones >>>> duplication de la masse d'histones aussi.

Structure complexe des
chromosomes (chromatine
et protéines histones)

Hietane core  Linker INA
of malensme  of nuelimsime

o B

b i

Structures complexes discoides autour desquelles est
entouré I'ADN : nucléosomes constituent une barriéere
ralentissant la polymérase (faible vitesse de progression

'de la fourche de réplication)
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Ap—

psoraléne, agents alkylants :
lient les 2 brins d 'ADN

méthotrexate

3. La réplication est une cible thérapeutique

bléomycine : endommage | 'ADN et
inhibe la réparation

ciprofloxacine, podophyllotoxines :
inhibent la topoisomérase

sarcomycine :
inhibe les ADN pol | & Il

analogues de nucléotides:
S-fluorouracile,

cytosine arabinosine,
6-mercaptopurine

AZT

Comparaison entre la réplication chez les euca

les procaryotes

ryotes et chez les procaryotes :

les eucaryotes

Origine Une seule

Plusieurs

Protéines stabilisatrices | La protéine SSB

La protéine RPA (replicative protéine A)

Progression des 500 arooont/s

fourches/origine

50 a 1oont/s

(multiples origines)

Fragments d’Okazaki 10002 2000nt

2004 300nt

Amorces ARN - Synthétisées par une
primase

- Allongée par une poly III
- Dégradée, remplacée par la

poly L.

- Synthétisées par une poly o/primase

- Allongée par une poly a et la poly &

- Dégradée parla RN ase H et la FENT,
remplacée par la poly 6.

ADN polymérases La poly III et poly I

La poly a, poly v, poly &, poly &

La régulation de I'initiation | Plusieurs fois par cycle

cellulaire

Une seule fois par cycle cellulaire

Terminaison - Rencontre des terminators
- Décaténation du brin
circulaire par la

topoisomérase 11

- Intervention des télomérases

Cours_BM_2016_REPLICATION_PR
MAKRELOUF

08/05/2016

12



08/05/2016

Sources de Dommages et Mécanisme de Réparation de 'ADN

Intrinséque Agents chimique Radiations
SOUFCES UES |y iorarions de bases | | Endogines  Exogines Radiations _ Radiations
dommages spontanées, emeurs de (radicaux  (Mutagénes Ultraviolettes  ionisantes
réplication libres) chimiques)

Lésions de resde || Sites ab
I'ADN nirmiding, modihcations ﬁ
fications de || bases, cassures de
bases | '
rrecti ision de b ision d l %
co on excision de base excision de : réparation
. . . correction des
immeédiate (BER) nucléotides (NER) mésappariements des cassures
' ) ' v '
excision excision  TCR ADN (génes) ADN total
courte  longue |

un bain de soleil d'une heure induit 60 a 80 000

0 diméres de Thymines (cyclobutanes) par cellule

Z—I
o\ /s

x ~
\({/ O

’ Adjacent
[ thymines
' a
B
o=t
H

Cyclobutane UV light 6.4 Photoproduct ; .‘
thymine dtmer prady f

H dinke T=T —=
N

(0]
11 11
F N\ £ 4
6 5°5=0 I o
F=C F=C [son anermal: nlre
A Eac L \ ChHy don ks e

DN suite & une expd- e
© Ol H o] stonau UY >
1 | 1 | \ 2
N —N
5 # - 7 T, lesUVetlesrayons
C—0 SNe—( ionisants sont
H e H k responsables ~ 10% des

dommages de L'ADN

T

{2
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- Fidélité de la réplication de 'ADN: Correction des

rreurs d'élongation PROOFREADING

C'est la correction d'une absence de complémentarité
entre les nucléotides de 2 brins d'ADN

Taux de mutation faible de 10-8 a 101! erreurs/paire de bases insérées
grdce &
» Regles d'appariement des bases sur le modéle du brin matriciel
» Activité correctrice des enzymes Pol I et ITT
=) Activité exonucléasigue 3'> 5' (enlever un nucléotide mal

appari¢ et remplacer par le bon nucléotide)

» Existence d'un systéme multi enzymatique comprenant une
‘endonucléases associée a une exonucléase bidirectionnelle (3'5' et
@3‘), d une ligase et a une ADN pol IIL

Correction d'épreuves (édition)

brin modéle brin naissant Jl
: E .
3 [+ L)
o 1 L
L T Y
14 1 4
E b R
N
4 \] p
s A
A T
T 1
I [s]
[v] N
N
Mésappariement Elimination du Reprise de
mésappariement I'élongation

|

La polymérase se réassocie
au modeéle-amorce corrigé

|

L'extrémité 3'-OH du brin naissant se
positionne correctement dans le site
. catalytique de I'enzyme
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ccccc

DNA with ad}acent thymine§ ” Mécanisme de réparation
de I'’ADN par photolyase
|

UV light
Helix distorted by l Thymine dimer La phOtOIyase estune
thymine dimer sz -
T enzyme qui répare certains
des dommages causés dans
I'ADN par les ultraviolets et

en particulier les diméres de

La photolyase agit sous
I'action d'une lumiére

bleue ou UV proche, qui
excite un cofacteur : la |

flavine réduite (FADH-) to camged DNA thymine
{
“““““““ Vo ¢ La photolyase est présente
| - chez les procaryotes et

_— Photolyase
( / ) chez de nombreux
eucaryotes, comme les
levures, les plantes

Thymine dimer
cleaved

29

BER : Base Excision Repair
» mécanisme présent chez les eucaryotes et les procaryotes.
» Mécanisme de réparation des lesions endogéne: Dépurination,
désamination. Oxydation,

Eucaryotes _ .. +cc Désamination de C
5 Présence de U

CGAGTAGC

Etape | U /l ADN N-glycosidase (U)

GC T A TCC

1M1+ site AP

CGAGTAGC

Etape Il
‘/iAP endonucléases (5’ et 3’)
Formation d’une
bréeche

CGATTAGC ADNpOIB

puis ADN ligase

G C TCC

29/10/2013 ! 5
CGAGTAGG
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Réparation par Excision de Nucléotides = NER

mécanisme présent dans toutes les cellules (exposition aux UV /RX ).

» Excision sur le brin endommagé d'un segment de plusieurs nucléotides
encadrant la Iésion.

> Intervention d'un ensemble de facteurs protéiques : reconnaissance et
liaison ala région endommagée

> hélicases pour ouvrir le duplexe d'ADN

> des endonucléases SB pour couper en 5' et en 3' de la Iésion.

» une ADN polymérase synthétise a nouveau le brin enlevé

> une ADN ligase qui suture le squelette phosphodiester de I'ADN.
» Chez les bactéries, réparation par le complexe Uvr/ABC.

» Chez I'nomme, ce sont les protéines de la famille XP, associées au facteur
de transcription TFIIH qui assurent cette fonction : déficience dans cette
voie de réparation de I'ADN provoque le Xeroderma pigmentosum (XP)
une génodermatose grave , affection génétique sévere.

NER est mécanisme de réparation survenant pendant|  a transcription :
les hélicases XPB et XPD sont des s/unités du facte  ur de transcription
TFIIH

NER Reconnaissance T=T XPA+XPC

3!

Hélicases XPB

Déroulement
Hélicase — e

3’ g’
Coupure XPF 30 nucléotides XPG
Endonucléase

q

su

3 ADN pol s ou &
Resynthése = ADN ligase

3!
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ML) sl NER : PATHOLOGIES LIEES

Xeroderma Pigmentosum XP :
sensibilité a la lumiére
défauts de pigmentation

problémes neurologiques
genes : XPA a XPG

e au soleil (UV)

Syndrome de Cockayne :nhanisme

[sensibilité & la lumiére

anomalie des membres et de la face

anomalies neurologiques

mort précoce par neurodégénérescene
génes : CSA, XPB, XPD, XPG (sous-groupe)

Trichodystrophie : anomalie des cheveux
anomalies faciales

Cockayne syndrome petite taille

ichtyose et sensibilité a la lumiére (50% des cas)
genes : TTD-A, XPB-TTD, XPB-TTD

cancers de la peau précoces + autres Kc

Correction des mésappariements: Mismatch repair
Réparation post-réplicative
Le Mismatch repair est un mécanisme de surveillance de I'ADN lors de la

réplication qui permet de réparer préférentiellement ces erreurs dans
le brin nouvellement synthétisé

Ce mécanisme concerne procaryotes et eucaryotes.

> |l est essentiel pour maintenir l'intégrité de l'information génétique
contenue dans le génome au cours des multiples divisions cellulaires.

A\

> La reconnaissance du brin matrice par rapport au brin nouvellement
synthétisé est basée sur la présence de méthylations spécifiques dans
le premier.

> chez les bactéries : plusieurs protéines, connues sous le nom
de Mut sont impliquées

» Chez I'homme, I'altération des génes correspondants ( MSH2, MSH3,
MSH6, MLH1 )est responsable de I'apparition de cancers précoces avec
une forte prévalence.
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Correction des mésappariements=Mismatch repair
Copyright ©

.
Damaged or incorrect base

Excision repair enzymes recognize damaged DNA

l Uvr AB,C complex
binds damaged DNA

Excision of damaged strand

o

TN TTTY

|

Resynthesis by DNA polymerase

DNA polymerase

35

Correction des mésappariements=Mismatch repair

3 G

Mut H
¥
7
Mut L
g Ma Mut H
i U
Mut S

1. reconnaissance du mésappariement par Mut S,
Mut L et Mut H

2. coupure du brin a réparer par mut H, puis digestion

3'-5' par exonucléase

3. synthése du brin par DNA pol |l puis ligation

3 G
c ¥

—

Cancers colorectaux non

chez I'nomme : Mut S = MSH 2, MSHB, MSH3  polyposiques = HNPCC
Mut L = MLH 1, PMS2, GTBP (Syndrome de Lynch)
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S e 3

Coupure endonucléase
CH3 CH3
3’ _ 5,

5"_ ? 3,

Exonucléase

Elimination de I'erreur Hélicase, ATP
3ll _ 5,
5’ e— ———— 3’
N ADN pol p
ResyntheseCHs AI(Z:)II_\Ilaligase

3’ _5’

(= i’
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