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ACIDES NUCLEIQUES
INTRODUCTION

Les acides nucléiques ont été caractérisés chimigquement au début du 208 sjécle méme
sl leur rdle est resté relativement longtemps inexpliqueé.

Les acides nucléiques ont été isolés initialement des noyaux des cellules. On distingue
deux grands types:
«les acides désoxyribonucléigues (ADN) localisés dans le noyau des cellules
*les acides ribonucléigues [ARM}localisés dans le cytoplasme cellulaire. Les acides
nucléigques (ADN et ARN) sont des macromolécules et comportent des sous-unites
appelées nucléotides.

Les acides nucléigques (ADN et ARN] sont des macromolécules et comportent des sous-
unités appelées nucléotides.

lls jouent également un role fondamental dans le métabolisme sous forme di- et

tri-phosphorylée ainsi que dans la transmission de l'information dans la cellule
(AMPC et GMPCc).



ACIDES NUCLEIQUES

INTRODUCTION
@ Expérience d’'Oswald Avery (1944)

Travail base sur une publication de 1928 dont I'auteur est Fred Griffith

2 types de pneumocoques

N

S (smooth) R (rough)
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S M S ™+ R




ACIDES NUCLEIQUES

INTRODUCTION
@ Expérience d’Oswald Avery (1944)

Souche R + protéines de S

Souche R + capsule de S

Souche R + lipides de S

Souche R + acides nucléiques de S

Souche R + ac.nucléiq. de S + DNase

Souche R + ac.nucléiq. de S + RNase
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DONC

ADN support chimique de |I’"héredite



NMUCLEQTIDE

Un nucleotide comporte trois composants:
de Facide phosphorigue + un ose + une base.




Base azotee

Desoxyribose

Phosphate



ACIDES NUCLEIQUES

Nucleotides :
- base azotee

- Sucre

- acide phosphorique



|l es bases azoteées

Les bases azotées des acides nucléiques appartiennent a deux classes de
molécules selon le noyau aromatique gui en constitue le squelette.

* Le novau pyrimidine est le plus simple : c’est un noyau aromatique a six
atomes, quatre carbones

et deux azotes ; les deux azotes en position méta (n® 1 et 3).

* Le noyau purine est constitué de deux noyaux hétérocycliques accolés, un de
six atomes et

"autre de cing atomes, ayant deux carbones en commun au milieu. Par rapport
a ces carbones

communs, les azotes occupent des positions symetrigues (n° 1 et 3 a gauche, n
7 et 9 a droite).

o Les différentes bases rencontrées dans les acides nucléeiques en dérivent
selon les substituants

que portent les atomes de ces noyaux. De nombreux medicaments
appartiennent aussi a ces

deux classes de bases azotées.
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-+ 2 sortes de bases azotées hetérocycliques

bases pyrimidiques bases puriques
(noyau pyrimidine) (noyau purine)
A o Fi
>
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1 3 3

Le noyau pyrimidine est le plus simple : c'est un noyau aromatigque hexagonal a six
atomes, quatre carbones et deux azotes (n® 1 et 3).
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ACIDES NUCLEIQUES

bases pyrimidigues

fonction iminoc-amine - . son amid

cytosine (C) thymine (T) uracile ()

S-methyl-uracile

ADNMN/ARN ADN ARN

Les bases pyrimidiques sont au nombre de 3 : la cytosine, la thymine etl'uracile
= La cytosine :le carbone 4 est substitue par une fonction amine et le carbone 2 par une fonction cétone.
= L'uracile : les carbones 2 et 4 portent des fonctions cetone.

= La thymine :les carbones 2 et 4 portent des fonctions cétone, mais dont le carbone 5 est substitue par un
méthyl. N
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bases pyrimidiques

foncthion imino-amine e e e
j‘]L i
HN CHs (1N )_11 H
= o> 3 -
A\E . 6| J‘\l . EI
O N H O N H
H H
cytosine (C) thymine (T) uracile (L)
S-methyl-uracile
ADN/ARN ADN ARN
La dEsarmimation frve de la cytosine en uracile:

Dans FPADM, furacile sera repare par des enzyrnes ae reparaiion
“Dans FARM, ces changements ne sont pas graves car la durée de vie de I'ARM et des protéines est courte.

L'absence de T permet la reconnaissance de I'ARMN powr les enzymes de dégradation et un gain dénergie.
La désamination oxydative de la cytosine Methyle 16
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Tautomerie : equilibre impliguant la migration de protons

Echange d"hydrogane entre N1 et N3

Cet equilibre ne concernera pas les bases ou N1 est substitue.
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Equilibre amino-imino (cytosine)

MNH,

99,99% 0,01%

En solution ces 2 especes moléculaires sont en equilibre (equilibre
fortement déplacé vers la forme amino).
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Equilibre énol-cétone (thymine-uracile)

En solution = forme cetone préedominante



 ACIDES NUCLEIQUES

Il existe des bases pyrimidigues modifiees (chez les phages par
exemple...).

5-meéthylcytosine 5-hydroxymeéthylcytosine



ACIDES NUCLEIQUES

Des analogues de |'uracile (5-halogeno-uracile) sont utiliseés en
thérapeutique anti-tumorale.

X =F, Cl, Br, |



ACIDES NUCLEIQUES

-+ 2 sortes de bases azotéees hetéerocycliques

bases pyrimidiques bases puriques

(noyau pyrimidine) (noyau purine)
A & FJ
5 N

3 N S~ > 1 N_—— I \

=
- “\ —~— - © : E“*— >

N N~ 2 N
1 3 S

Les purines ont un double noyau aromatigue comportant a gauche un cycle hexagonal de
4 carbones et 2 azotes et a droite un cycle pentagonal de 3 carbones ([dont 2 communs
avec le préecedent) et 2 azotes.
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DV'autres purines existent : xanthine, hypoxanthine, acide urique, caféine...

O O
N M
HN N
11D \I\)i >
O M NH N NH
H H
xanthine hypoxanthine

Interméediaire du métabolisme de I'adénine et de la guanine
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D'autres purines existent : xanthine, hypoxanthine, acide urigue, caféine...
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DO S G

\ \
CH. CHs CH.

cafeine theophylline

h- o .
] o =

el T

e

- - !




ACIDES NUCLEIQUES

D’autres purines existent : xanthing, hypoxanthine, acide urique, cafeine...

acide urique (goutte)



Erwinn Chargaff {1947)

5i on separe une molécule d'ADN en nuclectides, on
obtient toujours;

=T

a0 I=
I -
Ny

| peut y avoir plus de AT que de CG ou I'inverse (¢a varie selon les especes),
mais il y a toujours autant de A que de Tet de C que de G.
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Nucleotides :
- base azotee

- SuUcCre

- acide phosphorique



ACIDES NUCLEIQUES

<4 2 sortes de sucres

D-déesoxyribose

D-ribose
(2" -deésoxyribose)

5 5

HOH,C o OH HOH,C ® OH

OH OH OH H
ARN ADN

pentoses sous forme furanigue (5 atomes dans le cycle)

Le désoxyribose, est dériveé du ribose par une réduction de la fonction alcool secondaire du carbone n®2

qui confére a cet acide nucléigue une plus grande stabilité propre a sa fonction de conservation de sp
Finformation génétique.
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Liaison base-sucre —_— nucleoside

OH OH/H OH OH/H

Les sucres (ribose ou désoxyribose) se lient aux bases azotées par des liaisons impliquant un
des azotes de la base {(azote n°1 des pyrimidines ou azote n®9 des purines) et le carbone n®1
de l'ose {carbone reducteur ou fonction semi-acetalique). Ce sont des liaisons N-osidigugs.
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Nucleotides :
- base azotee

- SUcCre

- acide phosphorique
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-+ acide phosphorique : H.PO,

pK, =2 O
pK_ =10 T
- Z“‘h
- H-0O O-H
FII":_=I= 7 L-.,—r [:]_H

Les differentes fonctions acides ont des pK_ variables.

Lacide phosphorigue (H;PO,) possede trois fonctions acide.

Deux de ces fonctions sont estérifiees dans les ADN et les ARN.

-La troisieme fonction acide est libre.
L'acide phosphorigue permettent la solubilisation de I'ADMN dans I'eau grace a leurs
charges negatives.
L'acide phosphorigue permettent la polymeérisation des acides nucléigues (des
nucléotides).
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Liaison acide phosphorigue-sucre
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nucléotides pyrimidiques

HO H HO H
désoxycytosine-5"-monophosphate desoxythymidine-5"-monophosphate
(dCMP) (dTMP)

La liaison d"un nucléoside avec un phosphate se fait par une estérification de la fonction
alcool primaire {carbone n®%") du sucre et une des trois fonctions acides du phosphate.
« L'ester obtenu est un nucléotide. Un nucléotide est donc forme d'une base azotée, liée par

une lizizon osidigque avec un sucre, lui-meéme lié par une liaison ester avec un phosphate.

15
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nucleotides puriques

HO H

HO H
désomxyadenosine-3"-monophosphate désoxyguanosine-3"-monophosphate
(dAMNP) (dGMP)

La liaison d"un nucléoside avec un phosphate se fait par une estérification de la fonction
alcool primaire {carbone n®3") du sucre et une des trois fonctions acides du phosphate.

« U'ester obtenu est un nucléotide. Un nucléotide est donc forme d'une base azotée, liee par
une lizison osidigue avec un sucre, lui-méme lie par une liaison ester avec un phﬂﬁphEltEE.I.E



ACIDES NUCLEIQUES

Les acides nucléigques sont formeés par une polycondensation de nucléeotides.
Dans les cellules les nucléosides sont retrouves sous forme mono, di- et triphosphates.

molécules de base de la synthese d’ARN...

CMP GMP

CDP GDP métabolisme
CTP GTP

molécules de base de la synthase dADN...

dAMP dCMP dGMP dTMP
dADP dCDP dGDP dTDP
dATP dCTP dGTP dTTP

Mucléotides : les nucleosides monophosphates : AMP ou acide adenylique, dTMP ou acide
desoxythymidylique, etc...

=Les nucléosides polyphosphates sont des diphosphates - ADP ou GDP..  triphosphatas, las
plus riches en eénergie : ATP ou GTP ; efic... .

37




TABLEAU 1. Nomenclature des principaux nucleotides.

BASE NMUCLECSIDE NUCLEQTIDE ARN | h=t ADN | h=t CODE
o L acide

adénine adenosine anyli ANF dAaMP. £
guanins Duanosing Z':!Ii:;:!m”i GMP dGMP G
cytosine cyfiding ﬂ“i‘.jel : CMP dCME C
thyminc thymiding Iah':]i,dme-mﬂ-m“g JIMC T
uracile urding acide yndylique UMP u
L ZE | .

On désigne par nucléeotides les nucléosides monophosphates : AMP ou acide adénylique,
dTMP ou acide déesoxythymidylique, efc...

« Les nucleosides polyphosphates sont des diphosphates : ADP ou GDFP... ou encore des
triphosphates, les plus riches en énargie | ATP ou GTP ; etc...

e Les acides nucleiques sont formes par une polycondensation de nucléotides AMP, CMPF,
GMP et UMP pour les acides ribonucleigues, dAMP, dCMP, dGMP et dTMP pour les acides

desoxyribonucleiques 38
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Dans les cellules les nucléosides sont retrouvés sous forme mono, di- et
triphosphates.

adéenine

liaison phosphoester

D O IiZIZI .
pka =7 : E} = CH,
O -
. HO  OH »
o adénosine Py
_ AMP cruq;aénﬁ,rlate B
- ADP )

e

ATF
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A partir dATPE, et gréace a une enzyme appelése adénylate cyclase, il v a synthas

] - =
= ¥ Su == LR s — =
I_-.l_'rlll'l F.-\_I'fl_lll_ll_--\_l

MH S

ATP




ACIDES NUCLEIQUES

un acide nucléique est un polymeére de nucléotides.
Il existe 2 sortes d'acides nucleiques :

Les acides ribonucleiques (ARN) avec, comme sucre, du
ribose et les bases A, U, G, C.

Les acides désoxyribonucléigues (ADMN) avec, comme sucre, du

desoxyribose et les bases A, T, G, C.

Les liaisons reliant les nucléotides:

= les nuclectides sont assembles entre eux par des ligisons ester avec eliminination d'une
molécule d'eau entre un OH de 'acide phosphorigue et I'H de |a fonction alcool situge en 37
de l'ose.

= CQwand l'acide phosphorique présente ses deux fonctions acide bloquees dans la formation
d'ester, on parle de liaison phosphodiester.

Lo licison phosphodiester a la liaison ester entre 'acide phosphorique et I'OH en 3° de l'ose.
Lo ligison phosphodiester b a la liaison ester entre l'acide phosphorique et I'OH en 37 de 'ose
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P
e
= I:..----""'_:-I:' T
- =
= I:..----""'-3:' =
e
= I:...--"""-:-I:' A
T i
I_I_D..-""'fr

ny ~H
Guanine (3G)

Py H

Liaison phosphodiaster

S pTpGpApC 37

TGAC ou TEAC ou tgac



sens de lecture d'un acide nucléigque:

=Par convention, on lit toujours un acide nucléique dans
le sens de Pextrémité 5° comportant en réegle un
groupement phosphate) vers 'extrémité 3" qui possade
un OH libre.

La sequence des bases d'un ADN par convention sera
acrite soit dans le sens vertical ou dans le sens horizontal
an precisant les extrémites 3 et 3" et on indique
seulement les bases correspondantes (A, T, G ou C).




LES ADN

Les ADN presentent plusieurs caracteristiques

propres et qui les opposent aux ARN:

[‘'ose: le 2’-désoxyribose (remplacé par le ribose
dans les ARN).

Les bases: A, C, G et T, soit deux bases puriques A

et G et deux bases pyrimidiques :C et T. Dans les
ARN, T est remplaceé par U (uracile).

Les polymeres de nucléotides: La molécule d’ADN
est constituee en regle de deux chaines (ou brins)
de nucléotides contrairement aux moléecules
d’ARN qui sont le plus souvent sous forme d'un
seul brin.



LES LIAISONS ENTRE LES BASES COMPLEMENTAIRES

H
ADENINE
THYMINE | N ——C%4
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Structure des acides nucleiques
1. ADN
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Squelette sucre-phosphate

LADM est formé de deux chaines de
polynuclectides antrparalfefes (vont dans des

directions opposees);

Les bases sont presque perpendiculaires a 'axes
{inclinaison de &°);

L=s bases sont enfouies a I'intérieur de la
structure, avec le squelette sucre-phosphate a

I'extarisur:

Les deux chalnes sont maintenues ensamble via
la formation de ponts H entre bases azotées:

— A forme 2 ponts H avec T (paire de base AT)

— G forme 3 ponts H avec C [paire de base GC)

Cette relation A-T et G:C dicte |la
complementariteé des deux chaines:

— La nature de la base sur un brin donne
immediatemeant la nature de |a base sur ke brin

Cppose;




‘_’.
~

>

polarite 5' -3 " : sequence = 5  ACGT-—-
2 brins antiparalleles

les bases sont complémentaires et forment des paires (pb): A/ TetG/C

les bases sont associees par des haisons hydrogene

haisons hydrophobes, Van der Waals, cations...
A+T / G+C = constante d 'espéce



Les formes de N'ADN.

La forme B de FADN est |la forme biologique la plus

importante.

decrite en 1953 par Crick et Watson.

Les caracteristiques de I"helice reguliere sur les suivantes:

— 10 paires de bases par tour de spire

— le pas de 'hélice est de 3,4 nm

— et le diameétre de I'hélice est de 2 -2,4 nm.

Dans les cellules, la forme de I'helice est un peu plus

compacte et comporte environ 10,5 paires de bases par
tour de spire.

Une caracteristigue importante de la forme B de 'ADN est
la présence de deux types de sillons appeleés sillon majeur

(1,2 nm de large) et sillon mineur (0,6 nm de large).



Structure des acides nucléigques
1. ADN

Les deux chaines polynucleotidigues
forment une hélice droite:

—  Enwiron 10 paires de bases par tour d’hélice;
— 3.4 A entre 2 bases

— 34 A par tour

— 20 A de diamétre

Présence de deux crevasses sillons a la
suurface de I'halice:

— Pett sillon faible distance entre les deux
chaines;

— Grand sillon: plus grand espace entre les
deux chaines;

(al
1 A (Angstrom)=0.1nm=1x 101 m
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2003 : 50 ans apres la

decouverte de |la structure de
ADN




= ADN B

- double heélice a pas droit

- bases a | 'intérieur

- petit et grand sillon

.= 10 bases / tour d'hélice \
-pas de | 'nélice = 3,4 nm
. diametre de | 'hélice = 2 nm

= ADN A : apparait si hygrometrie < 75%, =11 basesftour, diametre = 2,6 nm

« ADN Z : hélice & pas gauche, pas de sillons, = 12 bases/ tour, diamétre = 1,8 nm



* Hélices de type B: DNA double brin, tourne vers
la droite: a deux sillons de taille différente.

* Hélices de type A: tourne vers la droite, plus
large et plus courte que I'hélice de type B.

— structure secondaire du RNA; hybrides RNA/RNA ;
hybrides RNA/DNA (replication et transcription).

— Hygrometrie £ 75%



Helice A= Duplex ARN/ARN et ADN/ARN

= Les molécules hybrides ADN/ARMN ainsi

que les duplexes d'ARN suivent les mémes
regles de base que 'ADM:

— Complementarite
— Antiparallglisme

* Cependant, le 2°0H de 'ARN affecte |la
structure de I"'hélice:

— Plus large: 26 A

—  Plus courte: 11 bp/turm

— Distance par paire de base: 2,6 A
— Les bases sont plus inclinges (20°)
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Vues de dessus

Healice B

Vues de cote



== ACIDES NUCLEIQUES

ADN-A  ADN-B  ADN-Z



A 3. Nomenclature

A 3.1 Nucléosides

A Pour les purines : suffixe ensiné. Exemple : adénosine
Pour les pyrimidiques : suffixe erdine". Exemple : thymidine

A 3.2 Nucléotides

A Pour les purines : suffixe eglique’. Exemple : acidadényligueou Adénosine
MonoPhosphatéAMP)
Pour les pyrimidines : suffixe emdylique’. Exemple : acidéhymidyligueou Thymidine
MonoPhosphatéTMP)

A Pourindiguerquel'oseestle désoxyribosed-" estplacéavantle nomdela molécule



Liaison des nucléotides dans les acides nucléiques

Liaison ester

Elle est crée par élimination d'une molécule d'eau entre
¢ la fonction alcool secondaire en 3" du ribose d'un nucléotide,
v la fonction acide de l'acide phosphorique en 5' du nucléotide suivant.

Or I'H ;PO, en5' est déja engagé par une de ses fonctions acides dans une liaison ester avec le
ribose : il s'agit donc en fin de compte d'une liaison phosphodiester .

Acide Phosphorique

A La troisieme fonction acide de l'acide phosphorique reste libre : elle confére un caractére
acide aux "acides" nucléiques.

Un acide nucléique possede 2 extremités
7 L'extrémite 5'P (phosphate) : I'H ;PO, en5' de l'ose est libre,
g l'extremité 3'OH :I'OH en 3' de l'ose est libre .




Modele de Watson et Crick (Proposé en 1953.)

Les bases s’apparient par 2

pour former des paires de

bases. Elles sont liées I'une a

I'autre par des liaisons H.

‘Les 2 chaines sont
orientées en

‘le pas de I'hélice = distance

pour un tour de spire

Il y a donc 10 paires de base

en moyenne par tour de spire. et

sillon

Lediametre de I'hélice et de

‘Le squelette central est
I'extérieur est




=

ADN des étres vivants

Différences eucaryotes / procaryotes

ADN isolé (eucaryote) ou non (procaryote) du cytoplasme par une membrane
nucléaire,

plusieurs molécules (chromosomes) dans les cellules eucaryotes / une seule
molécule chez les virus et bacteéries (procaryotes),

forme linéaire = eucaryote / circulaire = procaryote,

nombres de nucleotides : des milliards (répartis sur plusieurs molécules) =
eucaryotes / des milliers dans les cellules procaryotes.




Similitudes eucaryotes / procaryotes

¢ Structure commune : enchainement des nucléotides,

+ bicaténaire (sauf pour quelques virus),

s Séquences de bases caracteristigues de chagque molécule d'ADN.




l

f

ADN mitochondrial

2 brins, circulaire,

Il code pour les difféerents ARN nécessaire a la synthese des protéines de la
chaine respiratoire (analogue des ARN cytoplasmiques),

Il possede un code genétigue mitochondrial legerement different du code
nucléaire,

I'néredité  est cytoplasmique et maternelle : l'embryon hérite de I'ADN
mitochondrial du cytoplasme de l'ovule. Les maladies mitochondriales sont
transmises par la mere.



L' ADN MITOCHONDRIAL

La mitochondrie a son propre génome: ADN circulaire, double brins:
~ 16,6 kpb : 37 génes sans introns et sans proteines histones
~ 5310 copies par mitochondrie

» Grande mutabilité : 10 X > par rapport au génome nucleaire

» Dans le DNA mitochondrial, le code genétique est inhabituel:
» Ex: AGA - stop codon et non pas codon pour ['Arg

» |Importance du DNA mitochondrial dans I'heredite:
~ le DNA mitochondrial est d'origine maternelle

~ correspondta 0.5% du DNA dans une cellule somatigue
» Mode de transmission caractéristique



Hérédité maternelle (scul le noyau du spermatozoide pénctre Movule)

Les enfants d’une
femme atteinte
sont toujours
atteints

el

. ‘ Les enfants
/ f d’un homme atteint

ne sont jamais atteints
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ARN des cellules eucaryotes

1 ARN : caracteristiques

s base:
o puriques : adénine et guanine,

o pyrimidiques : cytosine et uracile,

¢ 0se : ribose (D-ribose),

¢ Structure
o monocaténaire : un seul brin,

o Mmais appariement des ARN

entre les 2 molécules d'ARN distinctes (ARNmM et ARNt), ou au

niveau des régions de repliement au sein d'une méme molécule d'ARN (ARNt). [A]=[U] [G]=[C]



A Différents ARN, role : synthése protéique
A ARNr

v ARNmM

v ARNt

¢ petits ARN nucléaires (snARN small nuclear) : maturation des ARNm.

¢ autres fonctions
o amorce (court segment) pour la réplication de I'ADN

o ARN7SL (SRP : signal recognition particule) : responsable du déplacement des
ribosomes dans le cytosol

o ARN interférent



ARNM = 2%

Role

1

1

copied'unesequencd'ADN contenantinformationpourla synthesal'uneseuleprotéine,

transferd'informationdu noyauaucytoplasme

Structure

1

1

1

1

synthétisalansle noyau: "transcritprimaire”,taille tresvariable(ARN nucléaireétérogene®ARNnh),
maturedansle cytoplasme,
"décodé"fibosomes syntheserotéiques

duréedevie trescourte:
o quelquesninutesaqgqjours,

o décodeéshplusieurdois auniveaudesribosomesavantd'étredégradeés




AARNr = 80%

Role

v fixation des autres ARNt/m,

v support cytoplasmique de la synthese protéique,
v libres ouliés au RE(G)

Structure

A Les ribosomes sont :

¢ formeés par :
. la petite sousunité de 40S : environ 1500 nucléotides,
. la grande sous unité de 60S : environ 4000 nucléotides
. Separées par un sillon dans lequel passera 'ARNmM
o constitués a 65% d'ARNr et a 35% de r-protéines .




ARNt =15%

Role

A Transfert des acides aminés libres du cytoplasme vers le ribosome.
Sructure

¢ environ 100 nucléotides,

¢ bases atypiques
o hypoxanthine ,

o thymine et autres bases méthylées,

¢ bases modifiees secondairement a la synthese des ARNt : ces modifications sont post-
tradructionnelles et elles sont responsables d'une configuration spatiale particuliere
qui conféere aux ARNt cette forme spatiale en "feuille de trefle",
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¢ au niveau des branches :
. repliement du brin d'ARN monocaténaire,

. appariements entre bases complémentaires par des liaisons hydrogenes

g au niveau des boucles .
. présence de bases atypiques,

» hucleotides non apparies.
v 2 Sites fonctionnels tres importants
o l'extremité 3'OH :
» chague ARNt se termine par 3 nucléotides CMP,CMP,AMP "CCA",

s+ fixe l'acide aminé a transporter ;



« l'anticodon

o composede 3 nucléotides,
o Situé au niveau d'une boucle,

o reconnu par le codon de ' ARNm avec lequel il s'apparie ;

+ l'appariement codon-anticodon :
o entre bases complémentaires du codon et de l'anticodon,
o par des liaisons hydrogenes,

o antiparallele .



ARNI (interférent)

All est formé & partir de :

g transgenes,

s sequencesd'ADN répétitif,

s double brin,

¢ role : il inhibe lI'expression de genes spécifiques.

AL'ARN est fragile "in vitro" : I'ARN, contrairement & I'ADN, est trés
facilement dégradé par des enzymes ribonucléases présentes sur la peau
humaine. La manipulation des ARN au laboratoire nécessite donc de travailler
avec du matériel stérile et des gants.




LA CHROMATINE
Al. Organisation de I'ADN nucléaire : chromatine

ALe génome humain est composé de trois milliards de paires de bases (pb),
représentant une longueur totale d 6 A Qié&roulé d 6 e n vdeux meatres . Or
cet ADN est présent au sein du noyau cellulaire, dont le diametre nd e x c d
pas une dizaine de micrometres .

AAfin de pouvoir étre contenu dans le noyau,| & A BadN donc étre compacté,
grace a son association a des protéines particulieres, les histones, pour
former une structure appelée chromatine .
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AChez 'Homme, I'ADN est principalement localisé dans le noyau, comme dans
toutes les cellules eucaryotes. L'ADN est constitue d'environ 3 milliards de
paires de bases, il mesure environ 2 m de longueur entierement déroulé et le

diametre du noyau est a peu prés de 10° métres .

AL'ADN doit subir une compaction trés importante pour former
les nucleosomes. La double hélice s'enroule autour d'un noyau de 8 protéines :

les histones ; sur une longueur d'environ 200 paires de bases en formant

environ 2 tours
ALes histones sont des protéines globulaires, a extrémité (externe) riche en

acides aminés basiques chargés positivement .



Dans une cellule humaine : 46 molecules d'ADN

Chaque moléecule d'ADN s'enroule sur des proteines (histones) et forme un
chromosome.

Un chromosome = une
moléecule d"ADN et les
protéines sur lesquelles elle
s‘enroule.

Histones

L'ensemble des

chromosomes forme la
chromatine

3 nm




ALa liaison ADN -histone se fait par :

¢ des liaisons hydrogenes entre
o les chaines latérales des acides aminés des histones,

o les atomes d'oxygene des groupements phosphates de I'ADN

¢ des liaisons entre
o les charges + des histones

o les charges - des phosphates de 'ADN

A Chague nucléosome est relié au suivant par un fragment d' "ADN linker " sur lequel
se fixe une protéine histone H1: on obtient ainsi I'empilement des nucléosomes.



8 histones : {3 3"5ua a Eléments de la chromatine
formant un cylindre association de protéines et d'ADN

- Protéines Y histones

non histones

- Histones
« petite taille : 100 a 200 aa
» riches en aa basiques (Lys, Arg)
- trés conservées au cours de l'évolution
« genes sans infrons
« interactions avec
ADN
protéines de l'enveloppe
= Classification
Histones nucléosomiques : HZA, HZB, H3, H4

ADN internucléo-
somique 50 pb

Histone H1
- = Organisation |
140-150 pb d'ADN: =~ 150 pb d'ADN formant = 2 tours autour de
formant 2 tours nucléosome ......B histones formantuncylindre



DNA double helix
i)

AP WM O "u. O

histone molecules

2nm

—~— —

DNA ’ - .
o = o e—

= 2

Histone H1
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Differents niveaux de compaction

A2.1. Fibre de chromatine

ALes nucléosomes s'enchainent les uns derriére les autres pour former cette
flore de chromatine en forme de "collier de perles" de 10 nm, visible en

microscopie électronique .

ALes nucléosomes sont compactés et forment des boucles, solénoides, etc ...
aboutissant ala formation d'une fibre de chromatine de 30 nm.
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Comment?

s par glissement ou par transfert du noyau "histone"” le long de I'ADN,

s par modification des regions N-terminales des histones : aceétylation,
methylation, phosphorylation, ce qui conduit a une neutralisation des
charges + des histones, diminution de la liaison ADN -histone .

s Des segments d'ADN deviennent accessibles a des protéines speécifiques
du remodelage.



Quand?

v+ Exemple : en dehors de la division cellulaire (interphase), la chromatine
semble principalement sous forme de fibre de 30 nm, forme décondensée.

v Pendant la division cellulaire, la chromatine prend une configuration plus
compacte, condensée sous forme de chromosomes (visibles) .



ORGANISATION DE UADN CHEZ LES EUCARYOTES

Dans les cellules eucaryotes, la molecule dADN nucléaire est fortement
associee a des proteéines pour constituer la chromatine.

Le nucléosome contient environ 200 paires de bases d'ADN associees a
des protéines appelées histones (60 millions).

Les histones sont des protéines de petit poids moleculaire (11-14 kDa),
riches en acides amines basigues.

Dans un nucléosome, elles sont au nombre de 8 avec deux exemplaires
de chacune des histones: H2A H2B, H3 et H4.

Au niveau d'un nucléosome, 'ADN (200 pb) est donc associe a un
octameére d'histone.

Le traitement doux de la chromatine par une endonucléase bactérienne
comme la DNase de Micrococcus aureus libére des particules qui sont
constituees par de 'ADN (200 pb), des huits protéines histones
constitutives de 'octameére et de quelgues protéines non histones.

L'histone H1 n'appartient pas au nucléosome, mais interviendrait dans le
contact entre deux nucléosomes..



Chromosome en métaphase
- ot

-

chromatine =

» ADN + protéines = chromatine
~ chromatine : 1/3 ADN + 2/3 proteines {histones 509% , autres 50%)

» condensation chromosomique

~ 1 chromosome = 1 filament d '"ADN double brin (chr 1 =263 105pb ! )
~ hétérochromaltine et euchromatine



La chromatine

* Schéematiqguement, il est possible de distinguer

deux types de regions dans le noyau qui occupent
des domaines distincts, |'heterochromatine et
I'eu chromatine.

* L'heterochromatine, qui ne change pas d'etat de
condensation au cours du cycle cellulaire, est

principalement composee de sequences repetees
d'’ADN non codantes.



Organisation de I'ADN : chroma tine \

aProbleme : stockage de 'ADN

- 1 cellule : 7 pg ADN soit 2,5 m dans un noyau de 5 um de @
—» nécessité de compaction

aComment : 2 états d'organisation

- Chromatine pendant l'inferphase sous 2 formes
C hetérochromatine : ADN condense
euchromatine : grandes boucles d'ADN peu condensé

passage réversible d'une forme a l'autre (acétylation des histones et rile
des protéines non histones)

- Chromosomes pendant la mitose



ADN (2 tours )= 146 pb

- & COaur » = octameére
2x [ H2A, H2B, H3, H4 ]

[ tetramere (H3H4),

Liaison: H1

T ————__dimeére (H2A_ H2B)

dimere
(H2A H2B)

-~ histones : protéines de petite taille (MM 11 a 22 kDa, 100 a 200 aa)
-—fi= pProteines riches en acides amines basiques (charge +): arginine, lysine, histidine

- S€quence primaire en acides amines tres conservee

-4~ modifications post-traductionnelles: acétylations, phosphorylations ...
L « code histones »



Inter-
nucléosomique

ADN

2 H4




Modifications des hist

ones

2 - Modification des histones

Domaine N terminal
- acétylation
- méthylation
- phosphorylation
Domaine C terminal
ubiquitinylation

Acétylation liee a activité
transcriptionnelle
- acétylation - transcription

- désacétylation > pas de
transcription
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Le chromosome

A Le caryotype humain normal comporte 46 chromosomes : 22 paires d'autosomes, notés
de 1 a 22 en fonction de leur taille décroissante et 1 paire de gonosomes, ou

chromosomes sexuels : XX chez le sujet féeminin et XY chez le sujet masculin.

A Chague chromosome comporte un centromeére, région qui contient le  kinétochore ,
centre d'organisation des microtubules, responsable de la fixation des chromosomes
au fuseau mitotique | ors de | a mitose. L e
r®pl i cation doun c¢hr omos o nmetérockronmatiqueu aeiclrague d «

cote du centromere (Figure )
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ADN génique : 25%

Le Génomeest I'ensemble de l'information génétique

ADN codant pour la plupart des protéines :

il

f

f

chaqgue gene est présent sousforme de 1ou 2 copies ou quelques copies,
généralement proches sur le méme chromosome,

taille tres variable, en moyenne =30 000 nucléotides.

ADN codant pour les histones

il

1

f

ARNLt (taille moyenne = 100 nucléotides),
ARNr,

Les genes codant pour ces protéines et ces ARN sont répétés plusieurs milliers de fois .



ADN repétitif groupé = 10% du genome

Les séquencessont :

f

courtes, environ 10 a environ 100 paires de bases,
repétéees : des milliers a millions de copies,
disposeées en tandem les unes a la suite des autres,

situées sur les chromosomes dans la region des centromeres et au niveau
des télomeres,

generalement non codantes (non transcrite et non traduites) .




ADN répétitif dispersé = 50% du génome

Les sequencesrepetées sont
o dispersées tout aulong du génome,
o €en grande partie non codantes,

o rétrotransposons : -transposons, -pseudo-génes, -transgenes.



Rétrotransposons

o LINE (long interspersed nuclear elements) a 5000 paires de bases; séquences capable
d'étre recopiées et transposees dans le génome par un mécanisme spécifigue mettant
en jeu un ARN.

o SINE (short interspersed nuclear elements) & 500 paires de bases

o transposons : séquences capables d'étre recopieées dans le genome par un mécanisme
de "copiage-collage".

o pseudo-genes . séquences semblables a celles de genes codant pour des protéines
connues, mais non traduites, il y en a environ 2000 . Témoins de I'évolution ?

o transgenes : séquencesd'ADN provenant d'autres especes (ex : virus)



a2 Chromosomes

- 23 paires chez homme

22 paires d'autosomes (1 a 22)

1 paire de chromosome sexuel (XX ou XY)
- Structure

Centromere : etranglement

Bras: bras court (p)
bras long (g)

- Classification

Classement par paire en taille
décroissante pour les 22 paires
d'autosomes > caryotype




Le génome humain

2100 Mb

-

L

ADN codant ADN non-codant ADM a copies
M 810 uniques/faible
30 M nombre de copies
[ l- MMb
™ L &
Pseudogenss Fragments de

CHMI 222
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ADN répété dispersé ADN repéete en tandem

- Minisatellites (0,1 a 20 kpb)

SINE - seaquences tel
tehort intercherced nudear sldmeric) - séguences variables VNTR (9-80pb)

= SO0 DDDVgencme haphcide b

= 300 ph e - Microsatellites (0,1 a 0,4 pb)

= SQUEnNcCeSs aili, il o

- NMrCTRNSEOSOnS ot repetitions de 2 .a 10 pb

- =

L1
%

7 Satellite (100kpb a Mpb)
- ADN satellite 1 (25-50 pb)
2.3 (Hpb)
- ADMN alphoide (CENP-B = 171pb)
- ADN b (68 pb)

e

LINE

(long imerspersed nuciear clemonts)
= 100 000/gencome haploide

= LINE-1 : =&-7 kph

- LIKE-2, 3

-THE-1 @ =2 kph

Elements LTR

(arg terminal riepeat) -

= 400 000 copias

microsatellites

MAtdepiats

I;%Eﬁﬂg;:sd ADN minisatellites

i i



e Séequences repéetitives en tandem

Il. DNA satellite:
- DNA principalement centromeérique
- DNA répeté en tandem
- bloc de 100kb a plusieurs Mb de longueur

- Le DNA satellite 3 une densite difféerente du reste du
DNA.

- 3-5% du DNA de chague chromosome



S e

Exemples de Sequences repeéetitives en tandem B

2 - ADN Minisatellite des régions télomeériques :

- blocde 0.1 a 20kb correspondant a des répeéetitions de & nucléotides
(TTAGGG) dans les régions télomériques

+ Les téelomeres sont indispensables pour la replication et pour la
stabilité des chrs : elles sont situés a leurs extremités grace a des
téelomerases (telomere synthase )

* Chez '"homme sequence hexanucléotidique répetée: TTAGGG
* reduction de la taille télomeérique est liee au probléme de «fin de
replication».

* Au bout d'un certain nombre de divisions, les télomeéeres vont atteindre une
taille critique qui est corrélée avec la mort physiologique de la cellule
(horloge biologique).

* D'ou limplication des télomeéres dans le phénoméne de sénescence.

+ |a détection de ['activité de la télomérase pourrait constituer un

marqueur intéressant dans le diagnostic de certaines tumeurs.

*  Prix Nobel 2009 pour les télomeres
Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Gleider et Jack W. 5zostak pour |2 role déterminant de
ces chercheurs dans la comprehension des téloméres et la decouverte de la télomeérase.




I [

Polymorphisme de type minisatellite

I w

=

allele Va = 3 repstitions
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1 allele 7h = 5 repetitions

- sagquences de 9 a 80 de paires de bases

- un mofif central commun ;| -GGG CAGGAXN G—
- le nombre de rep&atition varie suivant e mini satellite étudié

- le nombre de repéatitions ne varie géneralement pas lors de la transmission
entra 2 genéarations

- concantréas au niveau des axtremites telomeéariques &t sub-telomearigues

"L variable Mumber Tandem Repeats




Repeétitions de type Microsatellites

| alléle 1a = 99 CA

B e AT SGTCACACACA--CACACACACTSESTCA —-
—TAGCAGTGTG TG T--GTGTGTGTGACCAGT—R

D === BT CCACA A A=A A A ACACALCAUTHLGT A=
—TAGCAGTGTGTGT--GTGETGTETGTGTGTEACCAGT——5

chr 1a chr 1b | t allele 1bh = 102 CA

- motife de 2, 3 ou 4 nucléotides
- nombreux { > 50 000 dans le genome humain)
- le nombre de répétition varie suivant le microsatellite &tudié
- le nombre d'alleles est generalement compris entre 2 et 10
- le nombre de répétitions ne varie gengralement pas lors de la transmission
- les sequences de part et d’autre du microsatellite sont identiques pour
les diffeérents alleles d'un microsatellite




Maladies hereditaires a triplets

Huntingbon
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DNA disperses

La majorite des genes eucaryotes sont constitues de genes
repetes qui se deplacent dans le genome :

1) les transposons

2) les retrotransposons

Ces deux groupes se differencient par leur mode de
mobilisation.

Les retrotransposons utilisent un intermediaire ARN pour leur
mobilisation. lls utilisent donc une transcriptase inverse pour
retransformer 'ARN en ADN, comme les retrovirus.

Les SIMNEs, les LINEs sont des exemple de retrotransposons.

Ces elements mobiles peuvent avoir un role mutagenique.



= génome diploide (46 chr) vs génome haploide (22 autosomes + Xou Y ) \
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télomeére
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gene A gene B

amgh genes : unités d'information génetique transmise par un individu a sa

descendance et correspondant a une séquence d'acides nucléiques
codant pour une proteine (ARNmM) ou un ARN {ARNL, ARNr, ARNsn...)

amgp densité geénique vanable

> entreespeces: -= 11 genes /100 000 pb chez 'homme
- =479 génes /100 000 pb chez la levure

> au sein dun chromosome . peu de genes vers les centromeres
(w— e ]

Spectre des cOURe




st les génes ont des tailles variables

géne de | 'ARNEYT 100 pb
gene de | insuline : 1 400 pb
gene CFTR : 200 000 pb

géne de la dystrophine : 2 400 000 pb

pr— genes uniques : 2 copies [ cellule
genes multicopies : ARNL, ARNr (ADNr), certains ARNM (histones....)

« Tamilles multigéniques « simples » ; les ARNTr

- = 2000 genes ARNr 5s sur le chr 1
- 280 copias das ARNr Z28s, .85, 188 an 5 groupes sur chr 13, 14, 15, 21, 22

v familles multigéniques « complexes »
- les genes de la globine

- les génas de I'aldolase : 5 genes sur les chr 3, 9, 10, 16 & 17



Les genes ont une structure « en mosaigque »

eEXONsS = seguence exprimeae
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introns - séquence Non axprimés

bormes exon-intron
i 1

8" ——tcag T GTT CETACCTTAAAgtagtc———- 3 °
3" —agtcACALA ——  GCATGGAATT Tcaatcag--— 5
Cintron - exon - intron

mgt |Le nombre dexon-intron varie suivant les génes

- gerne de | 'imterféron o a0 pb 1 exor
- gaera de la dystrophne 2 400 000 pb 78 gxnons
= gerne du recepteur de la rvanodine 1: 161 000 pb T050 exons
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LES ARN

Acides ribonucleiques

rENA = Acides ribonucleiques ribosomiques (B2 9%)

*« HMNAZ28S: 4718 nt HMNA 5,85 0 160 Nt
* HMNATES: 1874 mt HMNA S S @ 120Nt
tRNA = Acides ribonuclel ques de transfert (16%)
= tRNA-Phe: 76 nt, au moins un par acide amine = 20

sanBRMN A [(=1%%)

* riches en Uracile, parficipent a l'excision-epissage des introns
RNATS (=1%)

* dans la particule de reconnaissance du signal-peptide
mRBNA = Acides ribonuclélgues messagers (2%)

* produts de la transcription, modales pour dinger la traduction



ARNSs

. Structure : polymeére linéaire de ribonucléotides liés par des liaisons
phosphodiesters YT

- O
: |
H—?{‘;-H
bases = A, G, C, U ' O!C’\. SC—H
"' uracile

sucre = ribose




Fropnetes

1 seul brin E

ormation de structures |l et 1l :

Hybndes ADNARN ‘M
ARMT ARME

Présence de bases modifiées : dihyvdrouracile, pseudouridine...

OHen?Z2' — . pasde duplex de type hélice B
— = réactivité chimique
- Sensibilité au traitement alcalin

sensibilité aux nucléases : Rnase A, H

Duree de vie variable des ARNmM | quelques minutes a quelgues heures...



Le géenome humain

ADNextra-génique
2100 Mb

+ .
ADN non-codant ADMN acopies
nigues/faible
810 Mb n:mb:e de copies
I 1680 Mb
:
Pseudogénes Fragmentsde Introns, etc
genes
A DANS LES CELLULES EUCARYOTES, SEULE UNE PARTIE DE L'ADN CONTIENT L'INFORMATION

NECESSAIRE A LA SYNTHESE DES PROTEINES .



Propri ®t ®s de | 0ADN

1 Solubilité :
AL ADN devient un sel ddacide en milie
pr ®ci pite en pr®sence do®t hanol et do

propriété permet sa purification.



2 Absorption UV :

ALes nucléotides absorbent dans les UV a 260 nm.

ALd ADN absorbe moins que ne |l e fait des
on qualifie chygpoghflorBenom ne do

= @ 2

:\\ )\ 0.4

3
i
v * T o w

T L
22D e =0 N o 2220

Figure .1 Courbes d absorption damns M'ualiras violsoo
a) de baases azotEcs & pHl — 7
) dTun acedde nmclEigue.




ADN: Absorbance

Les acides nucléigues absorbent a ~260
nm (a cause des bases
purigques/pyrimidiques);

Géenéralement: les préparations d'acides
nucléiques pures donnent un
rapport A, /550 d'environl.s;

Des valeurs de Azgp/pagq INférieures a 1.8
sont gen &éralement indicatives de Ia
contamination des acides nucléiques
par des protéines.

une absorbance de 1 a 260 nm donne:
50 pg S mil dADN
40 pg / ml d’ARM

Densité optigue 260 nm

Denaturation de TADN

LN monocatEnare

TTH-TAGCAT-57

&ON bacak

ldmre

-*

m
Tempeérature ()




Dénaturation thermique

ALa d®naturation thermique correspond a

se dissocient par | 6action de | a ¢

ALa température de fusion ou Tm est la température a laquelle la molécule

dOADN est © moiti ® d®sappari ®e.
A Elle dépend :
Ala |l ongueur de | a mol ®cul e d&ADN,

A la richesse en paires de bases C-G (40% du génome humain)

ALe Tm humain est de 86°C et la dénaturation compléte est & 95°C.

hal e



N

ALa dénaturation est mesurable par la mesure du Tm, en effet la dénaturation
augmente| 0 a b s odegprayons bV, ceci est appelé un effet hyperchrome .

APour que la renaturation soit parfaite il faut obtenir le chemin inverse de la
courbe de deénaturation et donc un refroidissement lent. Lorsque le
refroidissement est trop rapide, la réassociation est irréversible . La
renaturation est seulement possible pour des petites molécules d 6 A DIds
possibilités de renaturation sont utilisées pour faire de | 6 hybr i
moléculaire pour étudier | 0 A Bulhain.



Forme double brin native
- Solution visqueuse

Chaleur : abolition des interactions
électroniques entre bases appariées

!

R ‘\ 133

Forme denaturee (Replis aleatoires)
- Solution peu visqueuse




4. Hydrolyse

A Hydrolyse alcaline

AElle ne va étre efficace que sur | & A BiMple brin. Elle va libérer les
nucléotides, en melangeant les nucléotide 20 monophosghhat
30monophasphate

A Hydrolyse acide

Aon peut la faire sur | & A D N,A Brile brin ou double brin, et on libére
les bases azotées. Le traitement acide doit étre a chaud.



A Hydrolyse enzymatique

AlLes enzymes qui coupent les acides nucléiques sont appelés des
nucléases. Elle coupe les liaisons phosphodiester , uniguement sur les
acides nucléiques linéaire .

AOn distingue 2 types de nucléases:

A-les exonucléases : elles coupent le bout des chaines sans spécificité de
base.

A-les endonucléases : elles coupent les liaisons interne .



Denaturation de 'ADN

IVTVGTVETVIVIVE

roukle: helwal
IE=FA

Denaturation £ ! Annealing

f"éf\h A
u;.-tt"‘h..wt.?'?_;-_"’ ft*""j

F:lrl:llllj- denatured

DNA o~

Saparation C HI. Association of

T

of strands . strands by base
pakring

Separated !Ir.rll!l!
af ME& in random coils

Les acides nucléiques double brins (db) (ds)
peuvent &tre convertis en acides nucleiques

simple brins (sb) (i.e. déenatures) de plusieurs
facons:

— Augmentation de la température

— Diminution de la concentration de sel

—  Produits chimiques:

MaOH/Aormamide/formaldéhyde (brisent
les ponts H)

Inversermeant, FADMN sb ou 55 peut étre renaturé
de la facon suivante: :

— Diminution de la température
— Augmentation de la concentration en sel

Ce phénomene peut étre suivi par
spectrophotometrie:
— Les acides nucléiques sb absorbent

davantage a 260 nm que les acides
nucléiques db: hyperchromicite:;




2.4. Déenaturation - renaturation

2.4 1 Dénaturation : pH, agents chaotropes

température : effet hyperchrome, température de fusion

- ADN simple brin b st
- e ADN simple brin
.0 I .. 100 — e®® ® =
- e - 5 “ AR
o .. .. .. .. ' 'V' \" \l' ..t‘n'a'
e o
- = .. x 3
® o AQN double brin SO —d tretrivesssesinsroans R PR ®
-
0: - o 8. 'mm}lf -
- *a®, ADN double brin _ _*
® a2 e -e o ® o" s e s "
260 fongueur d'onde (nm) 40 80 Tm température “C

2.4 2. Renaturation : reappariement spontane des 2 brins complémentaires d "ADN

fusion 5<‘ =
-
- S
frouds t .
refr Issemen é : .

cot
{concentration over ime)



La déenaturation de

FADM -

—augmentation de
I'absorption dans
Mulira-violet
—diminution de |la
viscosite

— et augmentation
de la densite.

» Ar?

ACIDES NUCLEIQUES

Denaturation de I'ADN
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ADN simple brin
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» Dénaturatiﬂn de 'TADN

»~ Latempeérature a laguelle 50% de
I'acide nucléique db =s'est dénaturé est

appelee la tempeérature de fusion 1.0F
(Trm)
»~ Le Tm est affecté par plusieurs +
facteurs:
DNAKFL
» Concentration en sels.
* Longueur des molecules: Tm g T =77°C
augmente avec la longueur (pour Y L 'm=
ADN < 150 pb) O =
5
* Contenu en G+C: Plus le contenu E
en GC est éleveé, plus le Tm sera = DMNA#2
aussi élevé: I: AN AN
Tm=4 G+ C)+ 2 [A+T) pour un
aligonucléotide de 20 nucléotides
. |:'| | 1 | | L l
- 70 75 B0 a5 90 95

Termperature ("C)



Densite optique 260 nm

ACIDES NUCLEIQUES
Denaturation de I'ADN

Tm=63"C Tm=70%C TMm=80°C
Temperature (“C)



Hybridation des acides nucléiques et
des sondes nucléiques

L"hybridation est une propriéteé fondamentale des acides
nucléiques qui repose sur les régles de complémentarité.

Il est possible d’apparier des brins d’/ADN (ou d’ARN) avec
des oligonucléotides ou polynucléotides qui reconnaissent
spécifiguement des séquences sur les brins d’ADN de
maniére anti-paralléle et complémentaire.

Ces oligo- ou polynucléotides sont appelés sondes
nucléiques

Oligonucléotide (cligomere) < 50 nucléotides



Hybridation

- Les acides nucléiques sb ayant des

_- ccA ;‘,"I_d;ﬂ"'l_j'_.:" T T sequences complémentaires vont se
L T I X -
AU | & ¥ e renaturer lorsqu’elles seront melangees
ensemble (lwbridation);

AN PN gl e — ADN-ADN
—  ADN-ARMN
Feclrted] [ ragrras _ AH”—AEH

s BT 8 T e e - La renaturation se produira méme si les

NEFNT 2 e = - G < . N, deux brins ne sont pas parfamement
. - = e - = .
- ., CA CE" = 2 = = complementaires

1 R AT L ]

. Cependant, l& Tm diminue avec le

nombre de différences dans la
complementarite {musmach

I = oDl e s ST
syl ol parnils ol R

o T
. Ce phénoméane ast trés utilise lors de
UM ALEGE AN I'etude des acides nucleigques:
PN N e — Séqguencage
— PCR

. e Ee-r i 0 T o - Sl T

el e R T R i ]

Cevrarsgid & SO0 P e Praciiess Hal. s I - "!"r.‘ahFEE' Sowuthern
—  Analyse Northemn
—  Analyse FISH

CHMI 2227 - E.R. Gauthaser —  Puces a ADN



Conditions de stringence

Conditions expérimentales de température, de PH et de force
lonigque permettant I"'hybridation moleculaire.

La stringence est proportionnelle a la température et a l'inverse
de la concentration en cations monovalents (Na+ par exemple).

Des conditions tres stringentes (T™ elevee, concentration en sel

faible) rendent I'hybridation moléeculaire plus difficile mais
permettent une hybridation spécifique.

tandis que des conditions peu stringentes (T° plus faible,
concentration en sel plus elevee) permettent une hybridation

moins spécifigue avec possibilité de mismatches
(mesappariements).



couplos
(A Jeffreys, DNA Probes, Cowg Sovieg  Hartror
LaGovradory, New York, 1888 RAepvocknt avec
!mmdﬁfuﬂotdcl’wp
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Fm 185 Les empgrwiniess géndtigues per-
&' asuthamntifier une HNetion ireclie
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A La phase de réplication est rapide et fiable, et correspond & la reproduction de

| OADN ~ |1 0i denti que. Durant cette phase
aucune I nformation noest perdue. La r ®p
G2 du cycle cellulaire, codoest | a phase

ALa r®plication de | 6ADN doit respecter

v« | 0 e ns dugbniomedoit étre répliqgué a chaque division cellulaire

v chague moleculed 6 A N erépliqguée q u 6 geule fois par cycle cellulaire .

I
¢

d




LA REPLICATION

mise en evidence experimentale de la réplication semi conservative
chez les bactéeries par Meselson et Stahl (1957)

l::-d—-——_
1. culture en milieu M= /’l\ —t | | —

ADMN margqué « lourd = au N2

Z. transfert et culture en milieu MN™ / \ =

ADMN « mixiae =

Ty
3. Poursuite de |la culture &n milieu N '::: - .
L



La replication chez les procaryotes:

» Les différents acteurs :
L'ADM parental = matrice
Les nucléotides : sous forme triphosphate dATP (désoxy
Adénosine TriPhosphate)
Les enzymes (séparation des brins, incorporation des
nucléotides..)

Co-facteurs (ex : Mg*™)

» La réplication se déroule de 5' vers 3', de fagon complémentaire et
antiparallele

» La réplication est bidirectionnelle



I. La réplication chez les procaryotes

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

- 1 seule origine par chromosome : on C

- replication bidirectionnelle
- replication rapide (20 a 100 min)

- 1 séquence de terminaison



Les enzymes qui interviennent sont :

Protéine Dna A : se fixe a l'origine de réplication et permet l'initiation de la réplication

en aidant a 'ouvertura de 'ADM.
hélicase ou Protéine Dna B : (une sur chaque brin) elle separe progressivemant les

deux brins d'ADM par rupture des liaisons hydrogenes.
Protéine Dna C : convoie Dna B au bon endroit.

Une Gyrase : qui reduit les torsades formees par la progression de la fourche.

Une Déroulase ou protéine 55B : ella fixe le simple brin ce gui permet la stabilisation

pour evité que FADN ne se referme.
Une Primase DnaB : c'est ARN polymeérase ADN dépendante qui synthetise des

amorces d'une dizaine de nucléotides.
LADN Polymérase de type lll : ADMN pol Il : 2longation de 5" en 3" et de la correction

sur epreuve (2 sous unite une pour chague brin).
LADN Polymérase de type | = ADN pol 1 : elimineg les amorces ARN du brin retarde par

son activite exonucléasique 5'3" et comble le vide par son activite polymérasique.

LADN ligase : lie entre eux les fragments d'Okasaki.
Protéine Tus au site de terminaison : met fin a la replication




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

- Les OR sont des séguences formeées de petites ségquences
repétitives reconnues par des complexes enzymatiques.

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

oric:
. _-— - —— —_— ——— —_—
| | 1 |
13 b repealts 2 b repeals
(AT-rich)

Qric DRA wraps WWrapping = "—“"'“iE- L racs Loading of
arcund Dnad, danaturaes AT-rich o "“"'”F' == DrnalE halicass
COorm e regions of oridc

= Dl'-:l.'li-
o SO EXHE S



2. Phase d’'initiation

. Dna A

Dna B (hélicase). Dna C
DNA primase

primosome

polymeérase

SSB

3 S

reconnaissance de la séquence d'origine

formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins
accrochage de 'ADN polymerase

synthese d'une amaorce ARN par la primase

N



La réplication chez les procaryotes:

~ Toutes les ADN polymerase font la synthése de 5" en 3, et aucune ne peut
amorcer de synthése de novo, sans amorce ADN ou ARN préesxistantes.

~AuU niveau du brin 5’37 la synthése se fait de 5§ en 3" de facon continue - il s'agit
du brin avanceé ou precoce.

=AU niveau du brin 3’5 © Ia synthese se fait egalement de 5’ en 3’ grace au fragment
d'okasaki : il s"agit du brin retarde

Amorce d'ARMN

ADM parental double brin Brin avance
5!

3!

Brins retardés =

{\‘/ fragments d'Okasaki

Togs POy i 3_

Amorce d ARMN

Sens de propagation de la réplication



3. Elongation

—4= L elongation necessite:

- ADN polymerases (activite de copie 5—3 ) : Il =1, |l
- matrice formee par 1 simple brin, dNTF, Mg*~

- amorce ARNMN avec OH libre en 3°

- helicases, topoisomeéerases ...

—y L 'elongation est mono directionnelle 5 — 3 7" : la synthese
est continue sur le brin « avance » et discontinue sur e
brin « retarde »

= _ _. — e 3 L
Ern avanca 1 Brim retardés 2

e

5
i ., _E"r" retardd 1 . — brim avanca 2 . o

fragment d "Okasaki : ARN + ADN



Le réplicon
ALe r®plicon est | dunit® de r®plicatior
origine et une terminaison (Remarque °:

présente une seule origine de réplication).

AEn effet | 8ADN peut °tre r®pligqu p |
sans cela | a r®plication de I6ADN e UCé
| Ohom®ostasi e de | 0organi sme ne serait-t

présente plusieurs origines.



ALes réplicons sont des segments de taille variant de 30 000 & 150 000
bases .

ALdorigine de r®plication ndest pas | oc
elle se présente sous forme de petite séguence répétée reconnue par des
protéines.

A Elle mesure environ 200 paires de bases (pdb) pour les procaryotes et
2000 pdb pour les eucaryotes.



orgins o u<pncauon '
\
< DNA

\
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/2mmN

Replicabion bubbles *



Reéplication bidirectionnelle

AA chaque origine de r®plication, il vy
sdagrandit tout | e |l ong de | davanceme
réplication. Il y a ainsi deux systemes de réplication qui évoluent en sens
opposes. On dit que la réplication est  bidirectionnelle

n




Polymérisation unidirectionnelle & réplication semiconservative

ALes deux brins d6ADN sont associ ®s de
poss®dant une-pehxotsrp@®mitte® exd0 unQGHIlilex t r ®mi t

ALa polymérisation est unidirectionnelle ,

AlLa réplication est semiconservatrice se f ait par copi e de
Chaque mol ®cul e dOADN i1 nitialement pr®
d0ADN qui serviront desynthetisés.i ce aux bri



Reéplication semi - discontinue

Al a synth se de | 6ADN se fait toujours
donc | a pr ®smeracoce (al@rimaire) quiestle brinlu dans le
sens de | a f dountacdih e(ousdacondaime) qui estle brin lu dans

le sens inverse de la fourche et qui est dit  brin discontinu . On parle ainsi
de réplication semi - discontinue .



N

LES ADN POLYMERASES

ALes ADN polymérases (ou désoxynucléotidyl -transférase) sont les enzymes
responsables de | a polym®risation des nucl

ALes ADN polymérases procaryotes sont de 3 types (I, Il et Ill) et les ADN )
pol ym®r ases eucaryotes de 5 types (U, O, U

ALes ADN polym®rases n®cessitent un certain

v Les 4 désoxy-ribo-nucléeotides 50 tri -phosphate (dATP, dTTP, dCTP et dGTP) en
guantite équimolaire.

¢ Des ions magnésiums(Mg2+) qui stabilisent | 6 A BXNes protéines .
v Une matrice d 6 A rhbno ou bicatéenaire ).

v Uneamorce d 0 A DINd 0 A Rydnt une extrémité 306 O hbre .



Activités des ADN polymérases :catalyse

Les ADN polymeérases ont des activités bien spécifiques :

s Une activité polymérasique 50vers 30qui est leur activité principale .

s Une activité exo- nucléasique qui correspond a la dégradation d 0 ude®
extremités du brin néo-synthétisé de | 0 A @M de la réplication et qui

peut étre de 2 types :



. De 30vers 501. 0 a ¢ t axornutléasique 30vers 50 de | ektremite 36 OH
permet le proofreading , qui correspond a la correction d 0 umauvais
appariement de base en cassant la liaison phosphodiester et en

remplacant le nucléotide mal apparié.

. De 50vers 30 de | 0ext r ®npihto® p lora tde Ja jonction des

segments d 0 A 3Withétisé sur le brin retardé




ADN polymérases procaryotes dans la réplication sont de 3 types

1

Les ADN polymérases | (ou enzyme de Kornberg) Elles préesentent

| & a c tpolywnerasi®@ue 56vers 3dainsi que les activités exo-nucleasique 50
vers 30et 30vers 50 La vitesse de synthese des ADN polymérase | est

faible (20 nt/s .).

Elles sont utilisees dans la réparation de | 0 A BilMéi que pour combler les

breches laissées par | 0 A polymérase Il



1

Les ADN polymérases Il (ou enzyme c i U rsont des multimeres
hétérogenes de gros poids moléculaire qui sont responsables de la
synthese des fragments longs de | 0 A Dajant une vitesse de synthese
rapide (environ 1000 nt incorporés/s) ainsi g u 0 wramde processivité
(105 nt/évenement) . Elles présentent les activités polymérasique 50vers

30et exo-nucléasique de 36vers 50mais pas exo-nucléasique de 56vers 30



Mécanismes de la réplication procaryote chez E - Coli

La synthese doit respecter certaines propriétés

les deux fourches réplicatives doivent migrer dans des sens
oppos ®s, a synth se de | 6ADN se
et ail nsi e brin matrici el est | 1

| 8 ADN sont antiparall | es et synt






2.4. Déenaturation - renaturation

2.4 1 Dénaturation : pH, agents chaotropes

température : effet hyperchrome, température de fusion

- ADN simple brin b st
- e ADN simple brin
.0 I .. 100 — e®® ® =
- e - 5 “ AR
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-
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- *a®, ADN double brin _ _*
® a2 e -e o ® o" s e s "
260 fongueur d'onde (nm) 40 80 Tm température “C

2.4 2. Renaturation : reappariement spontane des 2 brins complémentaires d "ADN

fusion 5<‘ =
-
- S
frouds t .
refr Issemen é : .

cot
{concentration over ime)



La déenaturation de

FADM -

—augmentation de
I'absorption dans
Mulira-violet
—diminution de |la
viscosite

— et augmentation
de la densite.

» Ar?

ACIDES NUCLEIQUES

Denaturation de I'ADN
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brin avance

) NN

ADN pol finissant
un fragment
d’Ckasaki

TN

o=

g amorce E N

ARN
brin retarde

- brin avance : extension continue
- brin retardé : extension discontinue du brin neosynthetise par fragments d’Okasaki



4 Termmimaisam
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La réplication chez les procaryotes: ex : E. coli

~ La ferminaison :

| es deux fourches de réplication se rencontrent a 180° d'ORT,
au niveau des sites Ter

L a protéine Tus inhibe l'action de I'hélicase, donc les deux
molécules d'ADM double brins restent liges
Dissociation par la topoisomeérase TV

[

Initiation Elengation Terminaizon

N N

o
)
)

\

Sites Ter k J

Topoisomeérase IV



3. Elongation

—4= L ‘elongation nécessite:

- ADNMN polymerases (activite de copie 5—3 ") : Il =1, Il
- matrice formeée par 1 simple brin, dNTP, Mg**

- amorce ARMN avec OH libre en 3°

- helicases, topoisomeéerases ...

- L ‘elongation est mono directionnelle 5 — 3 7 [ la synthese
est continue sur le brin « avance » et discontinue sur e

brin « retarde »

5° o7 b biin retardd 2 ", 3
rin avancd 1 Fif restar
3 . E""'" retarde 1 . brin avanca 2 . =

I |
fragment d "Okasaki : ARN + ADN




La réeplication chez les procaryotes:

~ Toutes les ADNMN polymerase font la synthése de 5" en 3, et aucune ne peut

amorcer de synthése de novo, sans amorce ADN ou ARN préeexistantes.

=AU niveau du brin 5°3° la synthese se fait de 5 en 3" de facon continue | il s’agit
du brin avancé ou préecoce.

=AU niveau du brin 3°5 © la synthese se fait egalement de 5" en 3' de facon
discontinue grace au fragment d'okasaki : il s’agit du brin retarde

Pl 3"

Amorce d"ARM

ADM parental double brin
5." gj‘
3."

T Bpin avance

Brins retardés = fragments
{\.‘/d Oka=aki

Amorce d ARNMN

Sens de propagation de la réplication



brin avance
5 » g nﬂ\
ADN pol finissant
un fragment = fragment d'Okasaki

d"'Ckasaki

SO

ARN
brin retarde

- brin avance : extension continue
- brin retardé : extension discontinue du brin neosynthétise par fragments d'Okasaki



. Termmimaisan
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terminaison at déacrochage de | "ADMN pol 1l @ séaquencas ter
et protéine TUS




La réplication chez les procaryotes: ex : E. coli

» La Terminaison :
Les deux fourches de réplication se renconfrent a 180° d'ORI,
au niveau des sites Ter
La protéine Tus inhibe l'action de I'hélicase, donc les deux
molécules d'ADI double brins restent liées
Dissociation par la topoisomérase IV

Initiation élnr-gnfinn Terminaizon
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IV. Réplication des rétrovirus : R Us, Us R
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. o genes codant pour les protemnmes de |a capsde,
4@‘"“‘8 infectant 2 transcriptase inverse, I'ntégrase. .
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transcrnplase inverse

entrae dans le nayvau £t
integration dans ADN cellulaire

transcription JK provirus ,
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“'_—T 3 protaemes de la capside
@ raductlon - ranscriplase inverse

I] Ia ranscnplase miverse du veus HIV est inhibee par 'AZT, un analogue de nuclectde




La réplication chez les eucaryotes

A lieu pendant la phase S du cycle cellulaire

Méeéme principe que procaryotes avec le brin avancé et le brin retardé, mais avec
quelques différences :

« LADN est beaucoup plus long : le génome est plus grand et réparti sur plusieurs
chromosomes,
— il existe plusieurs sites d'initiation sur chagque chromosome 20.000 a 30.000 capables
de fixer le complexe de reconnaissance des origines -—> desreplicons de 100 a 200
kphb.

* La vitesse de réplication est de 50 nucléotides/mn (1000/mn chez les
procaryotes) : Ceci compensé par de multiples origines de réplication.

* LADM est intégre dans la chromatine associee aux histones, au moment de la
replication il vy a production d"histones.

* Les ADNMN polymérases sont différents de celles des procaryotes les principales
sont :

— ADM pol alpha qui participe a I'élongation et qui contient une s/unité primase
— ADM pol béta qui fait les réparations

— ADM pol gamma qui est responsable de la réplication de FADN mitochondriale donit la
replication est indépndante de FADN nucléaire.

— La telomére synthase ou telomeérase empéche le brin retardé de se raccourcir
progressivement lors de la réplication.



3. La réplication est une cible thérapeutique

— Dleomycine | endommage | 'ADN et
inhibe la réeparation

psoraléne, agents alkylants : __J
lient les 2 brins d "TADN

~— novobiocine, acide nalidixique,
ciprofloxacing. paodophyliotoxines

intercalants : ca fixant sur
inhibent la topoisomeérase

| "ADN et bloquent les ADN pol

sarcomycine :
inhibe les ADN pol | & ||

analogues de nucléotides:
5-fluorouracile,

cytosine arabinosine,
6-mercapiopurine

AZT

meéthotrexate 1




Mecanismes de maintenance de | " ADN

réactifs genoctoxiques accidents spontanes erreurs de replication
. DOMMAGES _ - &

| 4

« by-pass » polymérases ‘

g |

détection des dommages

. T ) check-point du
mutations - systemes de . cycle cellulaire
reparation
maladies genétiques, ADN repare apoptose

CaNncers...




1. Altérations

—= physiques : chalaur, rayonnement cosmique, radioactivité, UV ...
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= chimiques : -anents alkylants (FMS, dimathylnitrosamina )
- agents pontants interbrins (psoraléne, cisplatine. . )
- agents intercalants
- analogues de bases (5-bromouracile, 2-aminopurine....)

—4= physiologiques : - erreurs de réeplication
- phénomeane de tautomeérisation
- oxydation {ion superoxyde, 8-0H guanine...)
- deamination {(adéenine — xanthine, cytosine — uracile)
- acidiication cellulaire et depurination




2, Correction des dommages

2.1. prévention

- superoxyde dismutase, catalase, peroxydases —— 0O.,"", H;,O,, OH"
- tampons physiologiques —— acidification
- NADPH, glutathion, vit E — oxydations

Z2.2. méecanismes de correction

| ‘ ' } !
correction excision de base excision de - réparation
. , correction des pa
immeédiate (BER) nucléotides (NER) mésapparements  U©S Cassures
exCision  excision TCR ADM (geénes) ADN total

courte  longue |




Correction immediate par photolyase

La Photolyase est une enzyme qui répare des dommages causés dans I"'ADN par
les UV: ce méecanisme est présent chez les procaryotes et chez les levures ( role
mineur)

~ Cette enzyme agit sous l'action d'une lumiére bleue ou UV proche, qui excite
un cofacteur : la flavine réduite: transfert d'un électron au dimeére de
pyrimidines = la scission de ce dimére et la réparation de I'ADN.

~ Ce meécanisme tres rapide (picoseconde) et encore mal connu impligue deux
photo-réactions bien distinctes :

»~ La photoactivation sert a mettre le cofacteur FAD de lI'enzyme sous la
forme réduite (FADH). Elle peut étre déclenchée par la lumiere visible.

= La photoréparation a lieu lorsque I'enzyme se lie a FPADN qui porte un CPD
(Cyclobutane Pyrimidine Dimeére :Liaisons covalentes entre 2 pyrimidines
(généré par UV).

—= phololyases
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Réparation par excision de base = BER

* La réeparation par excision de base ( BER pour Base Excision Repair ) est un

mecanisme de réparation d'un dommage au niveau d’une base individuelle de
FADN.

— @limination de la base endommagee, par une ADN glycosylase

— Création d'un site AP (A-purique, A-pyrimidique) sur I'ADN

— clivage du désoxyribose par une endonucléase,

— Une ADN polymérase remplit a nouveau l'espace libéré en utilisant la
base opposée comme matrice.

— Une ADN ligase, rétablit la continuité du brin répare.

La réparation par excision de base est principalement limitée a une base
determinée et se produit trés rapidement.

*  Plusieurs ADN-glycosylases correspondent spéecifiguement a I"'élimination d un
type de base endommagée :

— uracile-ADN-glycosylase
— hypoxanthine ADN glycosylase,

— efc..



Réparation par excision de bases (BER)
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1. reconnaissance
- excision de la base par une
glycosylase spécifique: site AP
- coupure du brin d 'ADN par
AP endonucléases

2.a - réparation « short patch » : ADN pol [3,
XRCC1

2.b - reparation «long patch » : exonucleases,
ADN pol 8, PCNA, RF-C, FEN1 endonucléase

3. DNA ligase




Réparation par excision de nucléotides = NER

La réeparation par excision de nucléotides ou NER (MNucleotide excision repair)
est un des systémes naturels permettant la réparation de I'ADN dégradé
([exposition aux UV ou a la radioactivité).

Il permet de corriger principalement les lésions etendues ou qui déforment de
maniere importante "TADN: les pontages avec des moléecules exogenes.

limite les mutations déléteres et le risque d'apparition de tumeurs

Ce meécanisme de réparation passe par lI'excision sur le brin endommagé d'un
segment de plusieurs nucléotides encadrant la lésion.

Il nécessite I'intervention d'un ensemble de facteurs proteiques :

= des facteurs de reconnaissance qui se lient initialement a la région
endommageée

.

des hélicases pour ouvrir le duplexe d"'ADN

=~ des endonucléases simple-brin pour couper en 5' et en 3' de la lésion.

= une ADN polymérase synthétise a nouveau le brin enleve en utilisant le
brin intact comme matrice.

= une ADN ligase gui suture le squelette phosphodiester de I"'ADMN.




Réparation par Excision de Nucléotides = NER

La reparation par excision de nucléeotides est un
mecanismes présent dans toutes les cellules vivantes:

» Chez les bacteries, elle est prise en charge par le
complexe UvrABC.

~ Chez I'homme, ce sont les proteines de la famille XP,
associees au facteur de transcription TFIIH qui assurent
cette fonction.

~ La dénomination XPest I'acronyme de Xeroderma

pigmentosum : une génedermatose une affection
genetique severe dont souffrent les patients deficients

dans cette voie de reparation de I'ADN.




Reparation par excision de nucleotides (NER)

5!

|
i¢ * i i- 1. phase de reconnaissance, d ‘ouverture du double
TT L] T TT - brin et excision par le complexe excinucléase
- nuclease ATP dependante

- = 16 proteines chez 'homme (XPA-XPG, ERCC1-
ERCCB, TFIIH...)

E'Jqﬁ— 5 TFIIH : réparation liee avec |a transcription

(TCR: transcription coupled repair)

5!

-|-| * * -# 2. synthese réparatrice et ligation (PCDNA,
T_T T TT_I DNA pol & et g, ligase)




Correction des mesappariements: Mismatch repair

Le Mismatch repair est un mécanisme de surveillance de I'ADN lors de |a
réeplication qui permet de réparer préférentiellement ces erreurs dans
le brin nouvellement synthétise

~ Ce mécanisme concerne procaryotes et eucaryotes.

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

~ 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 impliguées

» Chez I'homme, |'altération des genes correspondants est responsable
de I'apparition de cancers précoces avec une forte prevalence.



Correction des mesappariements=Mismatch repair

3 L& )
T 3
Mut S s 1. reconnaissance du mésappariement par Mut S
P H : :
¥ 'ii_j%.:-_h " Mut L et Mut H
Awt L
Mot F S 2. coupure du brin a4 réparer par mut H, pula digestion
3 Mut H e :
\frh' ' 3 3'-5" par exonuclease
3. synihése du brin par DMNA pol Il puis ligation
Mut S Mut H

; 3 G
g € '. 3 - G ¥

chez 'nomme : Mut S = MSH 2, MSHG, M5SH3
MutL =MLH 1, PMS2, GTBF
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REPKRATION DES CASSURES DOUBLE BRINS
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La synthése des protéines

Eucaryotes
L
DA
Procaryotes Transcriprion (f—\
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TRANSCRIPTION CHEZIES PROCARYOTES

La transcription est assurée par une ARN polymérase qui utilise F'ADN simple
brin {comme pour la réplication, une dénaturation locale de la molécule d'ADN
est nécessaire) mais elle polymérise des ribonucléotides en regard des
desoxyribonucléeotides.

= Catalyse des liaison phosphodiester dans le sens 5 — 37 (nécessite une
matrice 3" -5" )

~ Ne necessite pas la présence d'une amaorce.

= N a pas d'actvite exonucléasique (activité polymeérasigue sulement) : pas de
correction (édition)

De nombreux facteurs protéigues interviennent egalement pour assurer
initiation, I'élongation et la terminaison (différents de ceux intervenant dans

la replication).
Il existe des

»~ difféerences importantes entre la transcription chez les procaryotes et celle
des eucaryotes

~ difféerences encore plus importantes dans le controle de cette
transcription.



MECANISME GENERAL DE LA TRANSCRIPTION

La transcription est une biosynthese d’ARMN est baseée, comme celle de 'aADM, sur la
compléementarité des bases.

=~ Contrairement a la réplication gui intéresze |la totalité du génome : la

transcription n'est pas fixe : seules, de petites portions du génome sont

transcrites a2 une période donnée de la vie de la cellule gui varient en fonction
du developpement, de 'environnement etc...

La transcription commence en un point précis de FADMN pour se terminer en un
point précis: 'espace entre les deux constitue une unité de transcription.
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Les ARNs Monocistroniques et polycistroniques

Chez les procaryotes, un gene

est défini structurellement 5" I
comme une sequence d'ADN Gene
comprenant un promoteur, un (a) Monocistronic

site d'initiation et un site de
terminaison

=N trouve des génes de

structure simple ne contenant, P A ——
{-u:c:rnrnE chez IEE_. :?ucar'fcrtezj | g | - sne3 &
qu’une seule unité de — —

traduction :ARMNmM
monocistronigue

~D'autre part, il existe chez les
procaryotes des genes
organisés en opérons (voies
meéetaboliques) et donnant des
ARNmM polycistronique : ex
operon lactose




»La sélection du segment d’ADN a transcrire est réalisée par la
tormation d'un complexe d’initiation au niveau d’une petite region
d’une séquence d’ADN qui permet la liaison de I’ARN polymerase
pour 1nitier la transcription = ¢’est le promoteur

» Ce promoteur est constitué de deux séquences trés conserveées,
situées respectivement 35 et 10 pb en amont du site d’initiation de la

transcription (+1).

Structure d'un promoteur procaryote
(séquences consensus)

[ TTGACA |} - - 16-19pb - - - [TATAAT |- - - 59pb- - -[m?fi“-

ou TATA box
(-10)



L"ARIN polyméra=ze bactémenne ou heolcanzyme (500 kKDa) e=t une enzyme
mulrimérigque composée de D sous-uniteés o.pp'o:

e-
|
brin Nnon Transcrir
a' - -——-— 3'
3‘ - -——- B'
) ' Ll E ST B

- ~ OO nucldotrides

Ce= S mous~-unité=s s'ocrganisent pour former 2 domaines fonctionnels
de 'enzyme :

= 2 domaines d'interactions avec |' ADN

- 1 site catalytigque pour la formation des liaizonzs phosphodiester.

intEreur oks comple e

/

\ /

A
\ //

sites d'interactTion avec 1" AN

nite catalytigua




Holoenzvme : cl2Bp’'c

rCore-enzyme = o2’ faible affinité pour le promoteur

»La s/unité (facteur sigma) o :
» considérée commme cofacteur de 1'enz a une grande atfinite
pour le promoteur.
# Elle se dissocie de "'enzyvme apreés sa fixation sur ce dernier.

~interagit avec la séquence comprise entre —35 and —10 au
niveau des promoteurs atin de selectionner les génes a transcrire

Sous unite Fonction
B se charge de |la fixation de nucléosides tn-phosphates
B’ se charge de la fixation de |la matnce

reconnaissance probable des promoteurs

o reconnalt les promoteurs "forts”




Elongation de la transcription

~ L holoenzyvme se lie fortement aux régons promotrices qu’ elle dénature localement pour
commencer la transcription.

=L mitiation va durer le temps que la polymeérase associe 7 ou 8 nbonucléotides sons forme
d un polyvmere hyvbride au brin matnce ( ARN/ATIN).

=~ Comme le core-enzyme presente une trés forte affinité pour les hétéroduplexes ARN/ATIN,
le facteur o se décroche et ¢ est le core-enzyme qui va seul continuer la transcnption

= Le core-enzyme continue la polyménsation tout en déroulant 1" ADIN en aval et en le ré
enroulant une fois la séquence copiée

Transcrigrtios boalvlale

Maontempelate -
stranad RINA
[EEVRS R R e B

= \
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gl >
. - - | 3 T I imcion e
e el AP \ 78
Q -‘“'T-umpln.l:-e
#Erancd

1 B &
FI~ j Fr - A .-f::li-..-.g- il e
o hyhrid, 5 bp

IMirection of troansceiptiomn
Canl



- Un seul brin de FADN est transcrit a la fois (3" - 5"} : il sert de modele a la

polymeérisation des ribonucléotides : brin matrice = non codant (brin -)

- Le brin qui possede le code) n'est pas transcrit mais, :brin codant = non matrice =
non transcrit (brin +).

- Le résultat est une molécule d"ARN dont I'orientation 3" 3" identique au brin
codant et comlémentaire au brin transcrit et qui correspond a l'orientation NH2 -
COOH de la protéine

les produits de transcription peuvent provenir d'un des 2 brin ou des 2 brins.

(5 VCGCTATAGCGTTT(3')  DNA nontemplate (coding) strand
(3'VGCGATATCGCAAA(G)  DNA template strand

(6" CGCUAUAGCGUUU(3')  RNA transcript



Terminaison de |la transcription

terminaison indépendante du facteur rho :
Les signaux de terminaison sont localisés dans la partie déja

transcrite de 'ARN: structure épingle a cheveux (hairpin)

qui mobilise les nucléotides de F'ARN normalement impliqués
dans I"hybride ARN/ADMN -

» Cette structure est constituée d'une séguence palindromigue
(CIn [G)n suivit de L.

_ [ige" riche ga 5-C . g
»  Ceci forme une tige boucle stable suivit d'un poly U apparié cig—] répétitonde L

aux poly A. -
» L'appariement entre poly U et poly A est peu stable, Juuuuy I

I'ARN et le core-enzyme se décrochent de 'ADN de facon spontanée.

terminaison dépendante du facteur rho : {[rho dépendante }:

.

» Certains terminateurs possédent trop peu de GfC dans la région correspondant a I'épingle a
cheveux pour que cette structure se forme et reste stable.

# Un facteur suppléementaire (facteur p = protéine héxameérigue ) se lie a I'ARMN et stabilise cette
structure secondaire.

# On parle dans ce cas de terminaison p dépendante par opposition aux terminaisons p
indépendantes.



La transcription : chez les procaryotes

~ peu de modifications post-traductionnelles

~ Traduction débute avant la fin de la transcription

j:'IZ_.'l':Z:i-J_'."-'l.
S:GAC_-'-'LT 3
1 CUOGUR s

Protéines en cour de synthése



Maturation des ARNSs ribosomiques

Chez les procaryvotes : 3 types dARNI(§ S, 16 S et 23 5)

ARNI
(16 S) (4 5) (23 S) (§5)
l Mérhylation
ARNI
(16 S) 45 (23 S) (55)




Cas deSmRNs olycist;oique

QU ’EST-CE QU’UN OPERON ?

Un opérom est une umnite regulee d'expression des
genes damns laguelle on trouve un ensemble de géenes
structuraux, sous le controle d'un systeme
régulareuar unique.

I.es génes structuraux sont transcrits a partir d'une
region ""opérateur-promoteur” commune, sous Ia
forme d'un ARN messager unigue, appelée ARNmM
polyvcistronigue, gqui sera traduit en protéeines
differentes (apparentées).

Cet opéron est controlé par une protéine de
regulation (répresseur ou activateur) codeée par un
gene de regulation specifique.




Controle de la Transcription L"Opéron Lactose
L "Operon Contient 1 "Ensemble des Seqguences Régulatrices et Génes

i [= 2 g L A
Structural genas
RMA polymerase
DA, ...T
mAMNA ————=
L i
Emypeptlua s 7
olding _“j'*/
l...l' --._ ot
Repressor = j
protein
&
7
ediuim
Enzvimes De Depradation Du Lactose : B-Galkctosidase Farmeass Transacelylase

- En Absence de Lactose, | "opéron n ‘est pas actif, le géne étant inhibé par la
fixation d "un répresseur qui blogue | ‘ARN polymérase.
- La présence du lactose provoque la levée de cette inhibition.



LA TRAMNMSCRIPTION CHEZ LES EUCARYOTES
Le principe est bien entendu le méme : il s'agit de transcrire un code contenu dans |a
sequence de FADN dans une molécule d'ARN mais les modalités differant.
LES ARN POLYMERASES
Trois ARN polymérases sont mises en jeu dans la transcription
1. LARN polymérase A {ou l)
— transcrit les génes ribosomiques, et elle assure la synthésedes ARN des ribosomes
(5,85,185 et 285).
—  Son lieu d'action est le nucléole.
— Insensible a l'amanitine (Amanite)
2. LARN polymeérase B (ou ll)
— realise la syntheése de tous les ARMN messagers nucléaires, qui seront traduits en
proteines.«génes de la classe I1).

— realise la synthese des ARNsn
— Fortement inhibée par N'amanitine.
3. LARN polymeérase C {ou l)
— assure la synthése des ARN de transfert et ARN ribosomigue 55
— transcription de génes cytoplasmigues (contenus dans les mitochondries.
— Modérément Inhibée par I'amanitine.






