UEL1 : Biochimie — Biologie moléculaire

Chapitre 3 :
La réplication

du mateériel géneétique
Professeur Joel LUNARDI

Année universitaire 2011/2012
Université Joseph Fourier de Grenoble - Tous droits réservés.




Chapitre 3

|. Replication de | 'ADN chez les procaryotes

ll. Réplication de | 'ADN chez les eucaryotes
lll. Replication de | 'ADN mitochondrial

V. Reéplication a partir d 'ARN



“Il n’a pas échappé a notre attention que I'appariement spécifique des
bases dans '’ADN, suggére un possible mécanisme de copie du matériel
genétique”

J. Watson et F. Crick
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Mise en évidence expérimentale de la réplication semi conservative

chez les bactéries par Meselson et Stahl (1957)
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3. Poursuite de la culture en milieu N4 Q
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ADN parental

ADN répliqué

chaque nouveau double brin
comportera un brin parental et
un brin nouvellement synthétisé

hors du cycle cellulaire |



l. La réplication chez les procaryotes
1. Origine de réplication (microscopie €électronique: Cairns, 1962)

- 1 seule origine par chromosome : ori C

- réplication bidirectionnelle
- réplication rapide (= 1000 bases/s; 20 a 100 min)

- 1 séquence de terminaison



2. Phase d’initiation

«— O Dna A

3,
5,
Tandem array of Binding sites for DnaA protein
13-mer sequences .
1. reconnaissance de la séquence d’origine s
sequence
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2. Phase d’initiation

OriC¢ «— () DnaA

Dna B (hélicase)

primosome <—— Dna G (primase)

<«—— SSB (single strand binding protein)

3’ S

1. reconnaissance de la séquence d'origine
2. formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins



2. Phase d’initiation

OriC¢ «— (O DnaA

Dna B (hélicase)

primosome <—— Dna G (primase)

polymérase

«—— SSB

3’ 5 ADN

1. reconnaissance de la séquence d'origine
2. formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins
3. accrochage de 'ADN polymeérase



2. Phase d’initiation

OriC¢ «— () DnaA

Dna B (hélicase)

HO 6’
<—— Dna G (primase)

7’ N

DNA primase

3'HO \
polymérase

«—— SSB

3 5
reconnaissance de la séquence d’origine

formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins

accrochage de '’ADN polymérase
synthese d’'une amorce ARN par la primase
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3. Elongation

_> L 'élongation nécessite:

- ADN polymeérases (activité de copie 5 —=3 ) : llI > |, I

ADN polymérase |

ADN polymérase Il

ADN polymérase lll

Structure Monomeérique > 4 sous unités > 10 sous unités (core +
clamp + protéines associées)

Role Elimine les amorces lors Réparation de ’ADN Réplication de ’ADN

de la réplication + génomique

réparation
Polymérisation 5 —»3’ Oui Oui Oui (sous-unité a)
Exonucléase 3 —5’ Oui Oui Oui (sous-unité g)
Exonucléase 5 —3’ Oui Non Non

Vitesse de polymérisation

16-20 bases / sec

5-10 bases / sec

250-1000 bases / sec

Tableau récapitulatif des principales polymérases procaryotes (il existe d’autres polymérases : Pol IV et V)

- matrice formeée par 1 simple brin, dNTP, Mg**

- amorce ARN avec OH libre en 3°
- hélicases, gyrases (topoisomérases) ...




L 'élongation est mono directionnelle 5'— 3’ sur chacun des
brins : la synthese est continue sur le brin « avanceé » et
discontinue sur le brin « retarde »

origine de la réplication
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—4{»> L ‘elongation est mono directionnelle 5 — 3 " sur chacun des
brins : la syntheése est continue sur le brin « avanceé » et
discontinue sur le brin « retardé »

brin avancé
L
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Fourche 1 @

brin retardé
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L ‘élongation est mono directionnelle 5'— 3’ sur chacun des
brins : la synthese est continue sur le brin « avance » et
discontinue sur le brin « retarde »

Fourche 1

amorces ARN
brin avancé
/ ! Fourche 2
\?—»
v

brin avancé
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L ‘élongation est mono directionnelle 5'— 3’ sur chacun des
brins : la synthese est continue sur le brin « avance » et
discontinue sur le brin « retarde »

brin avancé A
l E Fourche 2
/4- .......... 4_ - \
\I -/>
Fourche 1 - 5-»- ...... >3
v t

brin avancé
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L ‘élongation est mono directionnelle 5'— 3’ sur chacun des
brins : la synthése est continue sur le brin « avanceé » et
discontinue sur le brin « retardé »

R fourche de réplication n° 2
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L ‘élongation est mono directionnelle 5'— 3 " sur chacun des
brins : la synthese est continue sur le brin « avance » et
discontinue sur le brin « retardé »

-

brin avancé 2

5’ / < R < . - = \ 3’
| brin avancé 1 brin retardé 2
3’ \ brin retardé 1 I /

| |
fragment d 'Okasaki : ARN + ADN

4-17--




primosome

A
4 A

'DNA hélicase
Fd DNA primase

brin avancé -

SR

ADN pol finissant
un fragment
d’Okasaki ’

topoisomérase

——début du prochain fragment d’Okasaki

ARN
brin retardé

- brin avancé : extension continue

- brin retardé : extension discontinue du brin néosynthétisé par fragments d’Okasaki
Vidéos :

http://intellego.fr/soutien -scolaire--/aide-scolaire-svt/videos-sur-la-duplication-ou-
replication-de-lI-adn/41117

http://www.youtube.com/watch?v=teV62zrm2P0
http://www.wehi.edu.au/education/wehitv/molecular visualisations of dna/




—4§> finition du brin
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l digestion des amorces ARN (RNAse H, ADN pol I)
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l « reconstruction » par ADN Pol | (5= 3’)
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l ligation des fragments (ligase + ATP )
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4. Terminaison

s Présence de séquences « terminator » pour chacune des deux fourches

Point de rencontre des deux fourches de réplication

Ter E, D, A, terminateurs de la fourche 1

t“

¢ La protéine Tus (terminator utilisation substance) reconnait les séquences d’arrét de
réplication et bloaue DnaB

Ter C, B terminateurs de la fourche 2

Fourche ourche 1

¢ Intervention d’'une topoisomérase |V pour catalyser la séparation des 2 chromosomes



Il. La réplication chez les eucaryotes

AERAL

le mécanisme général est = de celui des procaryotes
la réplication a lieu pendant la phase S du cycle cellulaire

présence de nombreuses régions (20 a 30 000 chez | 'nomme) capable de fixer
le complexe de reconnaissance de l'origine (ORC) et définissant des unités de
réplication d '= 100 a 200 kpb: les réplicons.

présence de « minichromosome maintenance proteins » (MCM)

I'activation de ORC/MCM est régulé par les cyclines et les
« cyclin-dependent protein kinases » (voir cours de Bio Cellulaire)

Début de S Milieude S  Fin de S
0-2 heures 3-5 heures 6-8 heures




1. Les ADN polymeérases

*»* ADN polymérases

localisation équivalent activité activité 3'-5’ facteurs
procaryote exonucléase associes

o = POLA noyau ADN Pol | initiation - Primase, RP-A
B = POLB noyau réparation, finition -

Y = POLG mitochondrie synthése, réparation +

) = POLD1 noyau ADN Pol lll  synthese, finition + RF-C, PCNA
€ = POLE noyau ADN Pol Il synthése, réparation +

K = POLK noyau liaison des cohésines ?

n.,, =POLH,I,Z noyau réparation "by-pass » ?

0, = POLQ,L noyau réparation ?

c = POLS noyau cohésion des chromatides ?

% élimination des amorces ARN par RNAse H et I'exonucléase FEN1
% pas d’équivalent de séquence ter et de protéine TUS des procaryotes

¢ intervention de cohésines pour stabiliser les chromatides
jusqu’a I'anaphase

% intervention de topo-isomérases de type | (A, B) et Il

¢ répartition aléatoire des nucléosomes entre les deux nouveaux double brins



Les topo-isomérases humaines sont la cible de certains agents de
chimiothérapie anti-tumorale

HO o

Exemple : irinotecan® (inhibiteur de la topo | humaine)



2. La réplication des extremites telomeériques
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Le prix Nobel de Médecine et Physiologie 2009 est décerné a Elizabeth H Blackburn,
Carol W Greider, Jack W Szostak pour « la découverte du mécanisme de protection
des chromosomes par les télomeéres et la télomérase »
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*» | ’ADN des télomeres contient des séquences repetées

-GGGTTAGGG(TTAGGG), TTAGGGTT 3’
--CCCAATCCC (AATCCC),AATCCCAA S5’

s télomérase a ARN possedant tompiato
une activité réverse-transcriptase <
DNA T8 L
k.*! ‘\\?\"e\e \G
QA

1. Appariement de | 'ARN de la
télomérase avec | ‘’extémité 3’

QAAU CCCAAP

3’
5’



*» | ’ADN des télomeres contient des séquences repetées

-GGGTTAGGG(TTAGGG), TTAGGGTT 3’
--CCCAATCCC (AATCCC),AATCCCAA S5’

s télomérase a ARN possedant tompiato
une activité réverse-transcriptase <
DNA T8 L
\.“ \\o\_b\\e \G
QA

Nucleotide

1. Appariement de | ’ARN de la
télomérase avec | ’extémité 3’

2. Elongation

3. Translocation

............ GGGTTAG GTT 3’
QA\AUCCCAA

,



+ | ’ADN des téloméres contient des séquences répétées

-GGGTTAGGG(TTAGGG) TTAGGGTT 3’
--CCCAATCCC (AATCCC) AATCCCAA  5°

Telomerase

*» télomérase a ARN possedant tompiato
une activité réverse-transcriptase <
P T
DNA T8 c 0‘
S
(P B
R GGGTTAGGGTTA GTTAGGG 1. Appariement de | 'ARN de la
""""" < AATCCC S tglomérase avec | ‘extrémité 3’

2. Elongation
3. Translocation
4. Synthése d’'une amorce ARN puis

ADN pol A )
fixation de 'ADN polymérase

Vidéo : http://www.youtube.com/watch?v=AJNoTmWsEQOs




3. La réplication est une cible thérapeutique

< bléomycine : endommage | 'ADN et
inhibe la réparation

psoraléne, agents alkylants : —,
lient les 2 brins d ’"ADN

-y «—— novobiocine, acide nalidixique,
ciprofloxacine, podophyllotoxines :
inhibent la topoisomérase

sarcomycine :
inhibe les ADN pol | & I

)\ b/
|
analogues de nucléotides:
5-fluorouracile,

cytosine arabinosine,
6-mercaptopurine
AZT

méthotrexate




lll. Réplication de | ’ADN mitochondrial

La réplication de | 'ADNmit circulaire utilise 2 origines de réplication, une ADN
pol y et fait intervenir une structure intermédiaire a 3 brins.

D-loop
origine de réplication -
du brin « lourd » Oy Br'n parental H
- N T A
g fixation de FRNNg,
hS) % | ’ADN pol vy 3 ¢
r’)- ( () >
% S > 7 <
. . y . . 1 ‘l)_l ‘—-J ‘;‘\_ ‘;_,)
origine de r’epllcatlon & o Ly )
du brin « léger » OL/' "Rioani™ Doan™
r\f\f\/LL : 1’1 JFJ\DVL-E Le déplacement du brin
S , ZZ S 2, \ « lourd » démasque O,
) ¢ S l
Vi v Vivy 2 ¢
'1 A — S 4 L"Lr‘ r\-:-d"
s Ao o0/
brin L parental brin H parental / |
+ +

début de synthése du brin L
brin H néosynthétisé brin L néosynthétisé



* La réplication de | ’ADNmit est controlée par des génes nucléaires et fait
intervenir de nombreux facteurs protéiques

14
5 MtDNA

Polymerase y

'winkle

Initiation Factors: Additional Activities:
RNA Polymerase Primin
mtTFA RNaseH1/5'-3" Exonuclease
mtTFB1 Ligase III
mtTFB2

* La réplication de TADNmit n’est pas limitée a la phase S du cycle cellulaire



IV. Réplication des rétrovirus : Ru; Uz R

_
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: : geénes codant pour les protéines de la capside,
VIr'US infectant la transcriptase inverse, l'intégrase...
ARN +

transcriptase inverse

entrée dans le noyau et
intégration dans ADN cellulaire

%)
(Y

transcription

S

e

. proteines de la capside
aduction transcriptase inverse

provirus

== Ia transcriptase inverse du virus HIV est inhibée par I’'AZT, un analogue de nucléotide




Que faut il retenir 2 :

*» Réplication de 'ADN

- la réplication est semi-conservative et nécessite la dissociation de la double hélice

- la synthése est polarisée (5’-3’) et repose sur I'appariement de bases complémentaires

- savoir a quoi correspondent les différentes étapes de la réplication (initiation, élongation, terminaison)

- connaitre les éléments nécessaires a la réplication (matrice, polymérases, Mg**, ...)

- savoir définir les termes de fourche de réplication, d’élongation mono-directionnelle, de
brin avancé ou retardé, de fragments d’Okasaki, de facteurs associés de réplication

- connaitre les principales différences entre la réplication chez les procaryotes et les eucaryotes
(origines de réplications, polymérases, facteurs associés...)

¢ Cas particuliers de la réplication du matériel génétique

- savoir expliquer le mécanisme de la réplication des extrémités télomériques

- savoir définir les spécificités de la réplication de ’ADN mitochondrial (origines de réplication,
structure intermédiaire a 3 brins, ADN polymérase spécifique)

- connaitre le principe de la réplication du matériel génétique des virus a ARN et savoir définir
I'activité d’'une réverse transcriptase

s Comprendre pourquoi la réplication est une cible potentielle pour les médicaments
a visée anti-tumorale ou pour les antibiotiques

a: les exemples numeériques et de pathologies sont destinés a illustrer le cours et a permettre une
meilleure intégration des connaissances, de méme les détails des ségquences ou des protéines
ainsi que les noms des médicaments cités a titre d’'exemples ne sont pas a apprendre

systématiquement
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