Biologie - Partie IV - La biodiversité et sa dynamique

B - Réplication de l'information génétique et mitose

Chapitre 1

La duplication de
I'information génetique




Cycle cellulaire d’une souche d’E. coli
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Le cycle cellulaire d’une Eubacterie
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1. La replication, une copie fidele




3 hypotheses de replication
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Intuition de Watson et Crick
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Effet hyperchromique de ’ADN

9% ADN monocaténaire
100 + (absorbance a 260 nm)

ADN T-T
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Graphique montrant la stabilité de I'ADN selon sa
composition par dénaturation a la chaleur.




La réplication du chromosome bactérien

la figure en O
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Experience de Cairns

et

1er marquage : long en présence de 3H-thymidine a faible activité
2¢me marquage : bref et en présence de 3H-thymidine a forte activité
Autoradiographie
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Bilan des travaux de Cairns

% Connaissances fondamentales acquises
* Chromosome E. coli circulaire
* notion de fourche de réplication
* notion de réeplication bidirectionnelle a partir d’'une
origine ORI (ségquence riche en A-T)
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Le sens de réplication : 3 hypotheses

Base

51
@\OI’{ représentation schématique d’un nucléotide

5A C|T T A|G T C G T CA T T G J

Hypothese 1
ENNRNANENRNANANANANANANANANANR synthése 5" > 3’

amorce non : .
radioactive Pulse court chasse longue non radioactive

5A C T T A G T CGTC|AT T|G ¥

ENEPNENNENENENENENANANENR

chasse longue non radioactive

Hypotheése 2
synthése 3’ > 5’

amorce non
pulse court radioactive

zone radioactive

5’ 3’ Hypothése 3
, mélange des deux brins zone radioactive , synthése dans
S 3 les deux sens
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Résultat du pulse-chase et digestion

I’exonucléase de rate dégrade I’ADN depuis I'extrémité 5°

I’exonucléase de venin de serpent dégrade I’ADN depuis I’extrémité 3’

radioactivité dans ’ADN

exonucléase de venin

temps d’action des

exonucléases
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Fourche : brin ortho et brin rétro

Progression ] Progression
de la Site de la
fourche Ori fourche
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Experience d’Okazaki (1968)
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Experiences d’Okazaki (2)
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Interpretation

Origine de
ﬁ réplication
Synthése Synthese

) discontinue
continue

“ «/
5 3
3" = =)
Synthese 2 3 2 Synthése
discontinue

continue

direction du déplacement de la fourche

Le brin précoce est synthétisé de facon continue et le brin retardé de fagon discontinue

Synthése Gu brin retardé
Fragment préoédent Detmer fragmenl Smple brin exposé ‘ ADNparomal
. brin rétro
3 (. AERERN ( LA AR AL Brin retardé
3

& Brin précoce E 5
3

brin ortho

Synthése du brn pcécoce

Les nucldoudos sont ajoulés de laoon continue jusqu'a I‘exlrémlté 3’



Synthese in vitro de Kornberg

( A
dATP*
dCTP*
dTTP*

dGTP*
\ )

32P-dXTP

Milieu réactionnel
contenant du Mg++

+ ADN >

I

Extraits acellulaires
d’E. coli

Isolement des protéines
de I’extrait nécessaires
pour obtenir de ’ADN*
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La polymerisation d’ADN

Figure 5-3 Biochimie de la synthése de
I'ADN. L'addition d'un désoxyribonuciéotide
i l'extrémité 3' d'une chaine de polynucléotides
(brin omorce) est la réaction fondamentale de
b synthése d’un brin d'’ADN. Comme cela

est mentré, Pappariement de bases entre

un désoxyribonucléoside triphosphate entrant
et un brin ADN existant (bnn motrice) guide
la formation du nouveau brin d'ADN et
explique que sa séquence de nucléotides

soit complémentaire.
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L’ADN polymérase

. Désoxyrubonucléoside
5" triphosphate triphosphate
W entrant

Brin
Désoxyribonucléoside amorce
triphosphate
entrant Brin
00H-H-M~H'MOE matrice
Bréche
dans
Q0 = 0+ 0 I'hélice
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5' Ky
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L’ADN polymeérase lll, un dimere

Bride
Chargement

de la bride

Activité polymérase
5->3

Activité exonucléase
3->5

Connecteur —

Architecture proposée pour
I'holoenzyme DNA polymérase .

Synthése Synthése
du brin des fragments
continu d’Okazaki

bride = 2 sous-unités entourant Iezobrin d’ADN pendant sa réplication



Existence d’une boucle

Fourche de réplication en MET :
une boucle inversant localement la polarité du brin

ADN db
parental

Boucle __[¥%e
d’ADN sb e

Complexe de
réplication
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Interpretation de la boucle

matrice de la chaine précoce

hélice d'ADN
/ ~ parentale

protéines de -

—~

déstabilisation |

 ADN hélicase
de I'hélice
amorce

’\/ __ matrice de
_~lachaine tardive
d'ARN | /\l\/
ADN polymérase // /\
J sur la chaine tardive £
fragment (terminant un chaine \

d'Okazaki fragment d'Okazaki) néosynthétisee
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Synthese du brin retarde

L’ADN pol | remplace ’ARN des amorces par de ’ADN

Une ligase relie les deux fragments d’Okazaki

5@ 3'0H ABE® A@®® " oH A@®
\/ e o 5’ o
b - M B N
m Ll . ETAPE1

utilisé
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Origine de réplication

Initiation de la réplication

Hélice d’ADN

1 parentale

L ]
Séquence riche en A-T

Protéines
initiatrices

ADN hélicase fixée sur

l'inhibiteur de I'hélicase‘@) .

-
L'ADN polymérase =~ Amorce

d’ARN

commence le brin
précoce de la fourche 1

LIAISON DE LA PROTEINE
INITIATRICE SUR L'ORIGINE
DE REPLICATION

LIAISON DE L'ADN HELICASE
SUR LA PROTEINE INITIATRICE

MISE EN PLACE DE L'HELICASE
SUR LE BRIN D'ADN

L'HELICASE OUVRE L'HELICE
ET SE LIE A LA PRIMASE POUR
FORMER LE PRIMOSOME

LA SYNTHESE DE L'AMORCE D'ARN PERMET

A L'ADN POLYMERASE DE COMMENCER
LA PREMIERE CHAINE D'ADN

INITIATION DE TROIS CHAINES
SUPPLEMENTAIRES D'ADN ET

FORMATION DES FOURCHES DE REPLICATION

DEUX FOURCHES DE REPLICATION SE
DEPLACANT DANS DES DIRECTIONS OPPOSEES
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Un délai entre 2 réeplications

Origine
totalement Les origines hémi-méthylées
méthylée sont résistantes a l'initiation

Y W

L'initiation se produit lorsqu’ilya  Les origines sont complétement
assez de ressources pour terminer méthylées et redeviennent
un cycle de réplication de I’ADN compétentes pour l'initiation
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de ’ADN
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Les proteines SSB empeéchent la renaturation

H*

Région a un seul brin
de la matrice d'ADN

"~ avec de courtes régions
d’appariement de bases
en épingle a cheveux

Monomares
de protéines

La fixation coopérative des protéines maintient allongée cette région de la chaine
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Figure 5-17 Effets des protéines

de liaison a I'"ADN simple brin (protéines
SSB pour single strand binding) sur

fa structure de PFADN simple brin.
Comme chaque protéine préfére se fixer prés
d'une molécule déja fixée, il se forme de
longues rangées de ces protéines sur I'ADN
simple brin. Cette fixation coopérative maintient
droite la matrice d’ADN et facilite le processus
de polymérisation de 'ADN. Les hélices

en épingle a cheveux (hairpins) montrées

sur 'ADN simple brin dénudé résultent
d'une correspondance fortuite de courtes
régions dotées de séquences de nucléotides
complémentaires; elles sont similaires

aux courtes hélices typiques qui se forment
sur les molécules d'ARN (voir Figure 1-6).



Les topoisomeérases liberent les contraintes

ca coince en avant de la fourche !
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La fourche de replication

amorce ARN
||

fragment d’Okazaki
n

gyrase '
ADN (Pol 1)

ligase |

Progression Brin néosynthétisé

Brins matrice

ADN db non de la fourche /\ a synthese continue
répliqué X_ T \ 3
i =E——_)
Brin néosynthétisé
Boucle a synthése discontinue
d’ADN sb

(= brin retardé)

Y .

5

Ouverture
de la
bride

Pol I: remplacement de
I’'amorce ARN par de ’ADN
+ Ligase -> ADN db
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Existence de variants
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2. Les erreurs possibles :

des mutations ?

31



La tautomérisation

Ng-H adenine

TPk Pl Fréquence: 10-4

Ny Mo Conséquences:
A* s’apparie avec C

Ng-H adenine
imine-form
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D’autres modifications possibles

K
= Dépurination perte de A ou G

= Désamination

T et U non désaminables

A désaminée = base azotée aberrante

Cytosine
C désaminée = U ‘

b Y il

¢ o Désamination

4 -

| = 4
.." wvv
L-°
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L’activite exo-nucléasique de ’ADN pol lli
W

site P :
Site polymérase
5->3

Brin matrice

Site E :

Site exonucléase
3 ->5":
Détection de
meésappariements

Brin
néosynthétisé

Lorsque la base appariée est incorrecte, le brin en cours
de synthese quitte plus facilement le site P et entre dans le
site E ou il est clive.
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*

Réparation d’un mésappariement

Mésappariement

Incision

Excision

Synthése

Ligation

Aégagd,l,l,lddd.l,ldd,lg,ldd

opbBppBBBrppiBppBsep

déJJQdJJJddeJdaJJJdd

cpBBppBBippeBippiiteep

cpbBopPidpppbippbbfep

ggidggdddgggidggiiigg

cpBBppBiirppbirpBfbee

ddaggdddddq¢dddeJJdd

cpbBppBBipppbippBiiep
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Repeérer le brin erroné

=K

Mésappariement
CH, VA
LS p— (;,lq(; P . ADN parent :}
el N ADN fils 9
O—l:
MutS
I
5" e GATC 3
3'=—CTAG 5
Q—:
MutL
5" e GATC ‘ 9
3'==CTAG 5"
ATP
3
ATP + P;
CH; \
I
5" e GATC 3
3'=—=CTAG 5°

CH

5w GATC
3! = CTAG

W -

MutH

Clivage

I
5" e GATC 3'
3’ == CTAG 5'

UvrD + exonuclease l 5

CH;

I
- GATC 3
3 CTAG 5' 5

FIGURE 30-58 Le mécanisme de réparation des mésappariements de
E. coli.



Conséquence des erreurs : la mutation

* Cas d’une substitution due a une tautomérie
.’//—‘ ‘\\ ...................................... ADN db
|
1 | \--_.,// % Erreur de copie
er CyC e SRR -> mésappariement
cellulaire e
\ N Copie correspondant a
\(_ :"\/ la base azotée fautive
AT AT
[‘ ) ‘\ l |
. I R 4 ) AT 4
ey = ==
(2:2 |T1(|ea?<lac ’ i £ ) ™
\ , .\
\// ,\/ & D




Apparition de delétions et insertions

Glissement menant a Glissement menant &
une addition une délétion
= [ =4
CGTTTT 5 CGTTT
GCAAAAACGTAC.. ¥ GCAAAAACGTAC.
Glissement du Glissemenl du
brin néolormé brin parental
[ et
5 ¢ TTT ¥ ‘CaTTT
I GCAAAAACGTAC. 3 GCAAACGTAC.

(x %)

(6 1) | |
C TTTT I GCATG  CGTTTGCATG

GCAAAAACGTAC. ¥ GCAAACGTAC.

5
3
(a) (b) 247
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Conséquence : le décalage de la trame de lecture

Souche mutante

Souche sauvage (addition de GC)
/Brin codant\
ADN TACGGTATGACC TACGGTCATGACC
ATGCCATACTGG ATGCCAGTACTGG
Codons e e Ve Vo N At A
ARNm AUGCCAUACUGG AUGCCAGUACUGG
Peptide Met— Pro—Tyr—Trp Met— Pro—Val— Leu

Figure 12.29 La mutation par décalage du cadre de lecture.
Mutation résultant de I'insertion d’une paire GC. Le décalage du cadre
de lecture produit un peptide différent du peptide initial.
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Consequences des mutations

*

Modification d’une seule paire de bases = mutation ponctuelle = substitution
mutation silencieuse (3¢m¢ nt du codon ou hors phase codante)
mutation faux-sens : 1 aa a la place d’un autre (rarement grave si 'aa est de la

méme famille ou dans un domaine peu important)
mutation non-sens : introduction d’'un codon stop => protéine tronquée : grave

Déléetion ou insertions de quelques paires de bases
mutation du cadre de lecture = déphasage => souvent grave

Profonds remaniements de la structure d’'un chromosome = anomalies

chromosomiques
inversion (sens d'un segment au sein d'un chromosome), translocation (échanges) ,

déficience ou insertions...
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