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Le dogme central

Transcription Traduction
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Matrice ADN (brin sens)
ARN polymérase
Facteurs de transcription
NTP

Mg2+

Le flux de I'information génétique
est unidirectionnel
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Mise el{ évidence expérimentale de la réplication semi conservative
chez les bactéries par Meselson et Stahl (1957)

1. culture en milieu N2 /|\ — —

ADN marqué « lourd » au N'?

2. transfert et culture en milieu N'# | m =
S / \ —

./
ADN « mixte »
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e de réplication (microscopie électronique: Cairns, 1962
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Fonction

= ADN polymérase III
| (pol ITT)

Principales enzymes de polymérisation

= ADN polymérase I (pol I) Excise l'amorce ARN et remplit les trous
Hélicase (dnaB) Déroule la double hélice a la fourche de réplication
Primase (dnaG) Amorce les nouveaux brins d'ADN

Protéines se liant a I'origine  Facilite la fusion pour ouvrir le complexe
de réplication (dnaA)

Protéines se liant a I'ADN Empéche le réappariement des brins de I'hélice ouverte
simple brin (Ssb)

ADN ligase (ligA, ligB) Soude les coupures dans 'ADN

Gyrase Réduit les torsades formées par la progression de la fourche
et catalyse le superenroulement de 'ADN répliqué



- ADN polymeérases (activité de copie 5 —=3 ) : [l > |, Il

ADN polymérase |

ADN polymeérase Il

ADN polymérase Il

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

Role Elimine les amorces lors Réparation de 'ADN Replication de 'ADN

de la réplication + génomique

réparation
Polymeérisation 5 —3 Qui Qui Oui (sous-unité o)
Exonucléase 3 —»5’ QOui Oui Oui (sous-unité g)
Exonucléease § —3F Qui 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 polymeérases : Pol IV et V)




Organisation des sous unitées
de I"ADN Polymérase IITI

Single ¥y complex

Sliding clamp

Core complex L’holoenzyme d’ADN polymerase III
catalyse 1 "addition de 1000
nucléotides par seconde a 37°C.

La sous-unité o provoque
’allongement de 1"’ ADN par
mcorporation successive des résidus
complémentaires a ceux du brin
parental (il faut du Mg?").

La sous unite e possede une activite
d’exonucléase 3°- 5°.

La sous-unite « mnsere 1 base erronce sur 10,000. L unite £ corrige ces deéfauts avec un taux
d’erreur de 1 sur 1.000. Le taux d’erreur global est donc de 10-7.



Site d’initiation de la réplication
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La réplication est bidirectionnelle



FORMATION D’UN CEIL DE REPLICATION:
Séparation des 2 chaines polynucléotidiques du DNA parental
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Protéines stabilisatrices t L 1 |
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du DNA monocaténaire

+ Topoisomérase

Site d’initiation de la réplication



FORMATION D’UNE AMORCE de RNA PAR LA PRIMASE
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Protéines stabilisatrices t L 1 |
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du DNA monocaténaire

+ Topoisomérase

Site d’initiation de la réplication



SYNTHESE D’UN BRIN CONTINU PAR UNE DNA POLYMERASE
a partir de I'extrémité 3’ de 'amorce

Hélicase
3!
5!

Protéines stabilisatrices
du DNA monocaténaire

+ Topoisomérase

Site d’initiation de la réplication



FORMATION D’'UNE AMORCE DE RNA PAR LA PRIMASE
pour initier la synthése du brin discontinu

|||||||||||||
3’ ¥

3!
5!
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Protéines stabilisatrices
du DNA monocaténaire

+ Topoisomérase

Site d’initiation de la réplication



SYNTHESE D’UN BRIN DISCONTINU PAR UNE DNA POLYMERASE
a partir de I'extrémité 3’ de 'amorce

Fragment d’Okazaki

Hélicase

[ L[]
35

35
NN

Protéines stabilisatrices
du DNA monocaténaire

+ Topoisomérase

Site d’initiation de la réplication



L ADN polymérase I est constituce de 2
chaines polypeptidiques (76 kdal et 36 kdal).

Le plus grand fragment (de Klenow) possede
une activité de 3°— 5° exonucléase et de
5°> 3" polymeérase.

Le petit fragment est une 5°- 3’
exonucléase.

Thumb

Polymerization site







LIAISON DE L’EXTREMITE 3’ DU DNA
A LEXTREMITE 5’ DU BRIN CONTINU
a ’aide d’une

ﬁ\ Hélicase
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Protéines stabilisatrices
du DNA monocaténaire
+ Topoisomérase

Site d’initiation de la réplication



LA REPLICATION EST SEMI-CONSERVATIVE

n

Brin parental Brin parental
5!
EEEEEEENENEERIERINEEEEEEEEEEEEE
Brin continu Brin discontinu
Brin discontinu Brin continu
5!
ISR NN NN
Brin parental Brin parental

LE NOUVEAU BRIN DU DNA RENFERME
UNE PARTIE SYNTHETISEE DE FACON CONTINUE
ET UNE AUTRE PARTIE SYNTHETISE DE FACON DISCONTINUE



- Terminaison de la réplication

% Au niveau d'une séquence TER située a |'opposé de
l'origine de réplication reconnu par la protéine Tus qui
met fin a la réplication

% Rencontre de 2 fourches de réplication (Topoisomérase
type IV assure la ligation)

% Lorsque la réplication d'un chromosome circulaire est
terminée, les 2 molécules obtenues sont reliées
ensemble, comme les maillons d'une chaine.

>>> La séparation se fait | ) acromase
par une topoisomérase "



4. Terminaison

<+ 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
S Ter C. B terminateurs de la fourche 2

\

|

Fourche 2 Fourche 1

<+ La protéine Tus (terminator utilisation substance) reconnait les séquences d’arrét de
replication et bloaue DnaB

Source : Mulugu et coll., PNAS 2001

<+ Intervention d’'une topoisomeérase |V pour catalyser la séparation des 2 chromosomes



Réplication d'ADN chez les
Eucaryotes

* Plusieurs origines de réplication,
* 20 a 80 unites de réplication, separees par 30
a 300 Kb

* § difféerentes DNA polymeérases chez les
Eucaryotes,



VI- Réplication chez les eucaryotes:

Méme systeme que celui des procaryotes avec le brin
avance et le brin retardé »> Mais, quelques différence

-ADN plus long

- Plusieurs origines de réplication activées de s
maniere synchronisée et progressant a la méme B ol
vitesse (B0 nucleotides/s) =W

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

a: synthese de I'amorce, élongation et réparation de 'ADN;
p: réeparation de ' ADN,
Y: réplication de 'ADN mitochondriale ...

0: Elongation des brins plus réparation de 'ADN

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



Les ADN Polymérases eucaryotes

Alpha: synthése de I’amorce et réparation de
I’ADN

Béta: réparation de PADN

Gamma: réplication de ’ADN mitochondrial

Delta: Elongation des brins Leading et lagging,
+ réparation de P ADN

Iipsilon: réparation et remplacement de ’ARN au

niveau du brin lagging (similaire a Pol I).



Ic] ADN polymeérases eucaryotes supérieul

-DNApol B: réparation de 'ADN, pas d'activite exonucléase.
Levure ADN pol Il

-DNApol &: synthese du brin continu. réparation
-DNApol y: ADN mitochondrial.

-DNApol a-primase: complexe qui synthetise des amorces d’ARN-ADN pour
le brin avanceé (précoce), synthétise les fragments d'Okazaki du brin retardé
(tardif). Pas d’activité exonucléase. Primase

Levure ADN pol |

-DNApol 3: principale, brin retarde, possede une activité 3’ 5’ exonucléase.
(Pol IIl'). Intervient également dans la reparation.
Levure ADN pol Il



++ | 'ADN des télomeres contient des séquences repetees

--GGGTTAGGG(TTAGGG) TTAGGGTT 3
--CCCAATCCC (AATCCC) ,AATCCCAA <

* télomérase a ARN possedant tangiato
une activité réverse-transcriptase 4 ™
DNA Ty : ‘
. E@ﬁﬁL
5 o 1. Appariement de | 'ARN de la

télomérase avec | 'extémité 3°

GGGTT

QAAU CCCAA?

3!
5!
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Mécanisme d'action de la télomérase

3I
TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
AACCC AACCCCAAC (5)

5

- TTGGGGTTGGGGTTGGGGLEe
AACCC 5 AACCCCAAC (5)
- TTGGGGTTGGGGTTGGG oo
AACCC 5' AACCCCAAC (5)
- TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGHer
AACCC 5' AACCCCAAC (5)

—— TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGG GGT
AACCC &' AACCCCAAC (9)

Télomérase




parental strand

SI
1B TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
!ﬁAACCCé:I\

incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE 1

BINDS

| B T TGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
l—AAcccg,

TELOMERASE
EXTENDS 3" END
(RNA-templated
DNA synthesis) ]

3
I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
I EEETEEAAC ch‘ CCCCAAC

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

Y DNA POLYMERASE
(DNA-templated
DNA synthesis)

o
I B TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

| B ACCCC CCCCAACCCCAACCC%‘

-
DNA

polymerase

direction of
telomere
synthesis

telomerase with bound RNA template




lll. Réplication de | ’ADN mitochondrial

La réplication de | ’/ADNmit circulaire utilise 2 origines de réplication, une ADN

pol v et fait intervenir une structure intermediaire a 3 brins.

origine de replication
du brin « lourd » Oy

& 2
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origine de réplication
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brin L parental brin H parental
+ +

brin H néosynthétisé brin L néosynthétisé

fixation de
| ’ADN pol y
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début de synthése du brin L

D-loop

brin parental H

|
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Le déplacement du brin
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% Replication de ADN

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

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

- savoir a quoi correspondent les differentes etapes de la réplication (initiation, élongation, terminaison)

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

- savoir definir les termes de fourche de réplication, d’élongation mono-directionnelle, de
brin avance ou retarde, de fragments d’'Okasaki, de facteurs associés de réplication

- connaitre les principales difféerences entre la réplication chez les procaryotes et les eucaryotes
(origines de replications, polymeérases, facteurs associes...)

+“+ Cas particuliers de la replication du materiel genetique

- savoir expliquer le mécanisme de |a réplication des extrémités télomeériques

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

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



Protéines SSB: Helicaae:
stabilisation de 'ADN sens déroulement de Primase: synthése des ARN
Ouverture de la double hélice primers (ADN sb)

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

Synthese : sens)

continue 5'->3'

Synthése

discontinue 5'->3'

remplacement de Renmplacement de 1'amoice

3 la primase par ar des dN'TP et
> VADN: pulymis ase 11 {netiontes Ragments
50 d'Olkazald par une
ADN-ligase (gont
phosphodiester),

pr | Primase —p amorce d'ARN Rétablissement de
I'enroulement par

les topoisomérases

@g®  SSBP (single-stranded binding proteins)




