UNIVERSITE MOHAMMED V-AGDAL DEPARTEMENT DE BIOLOGIE
FACULTE DES SCIENCES Filiére Sciences de la Vie (SVI)
Module de Biochimie (M 11)
Elément : Biochimie structurale
- Semestre 3 -
2005-2006

Les Acides Nucléiques Pr. Saaid AMZAZ

Séance 3

V- Caractéristiques physicochimiques et fonctionnelles de ’ADN

1. Propriétés physicochimiques de I'ADN
a- Taille, Densité et nature fibreuse
b- Charge et propriétés spectrale
c- Dénaturation et renaturation thermique

2. Méthodes d’études des Acides Nucléigues
a- Purification et extraction de 'ADN
b- Hydrolyse chimique et enzymatique
c- Action d’autres enzymes




Propriétés physico-chimiques de I'ADN

Taille

Taille des molécules d'ADN chez différentes espéces:

Organisme Nombre de bases Longueur de I'ADN Taille du
(Kb) (um) micreorganisme ou de la
cellule (um)
Virus
- SV40 51 1,7 0,05
- Bactériophage lambda 48 17 0,135
i (corps + queue
Procaryotes
- Mycoplasmes 760 260 0,3
- Bactérie E. Coli 4000 1360 2
Eucaryotes
- Levure 13500 4600 10
- Homme 2 900 000 990000 10-20




Exemple de molécules d’ADN

Organisme Nb bases (kb) Nb chromosomes
phage $X174 54 simple brin circulaire

E. Coli 4000 double brin circulaire

Drosophile ~ 137000 double brin linéaire A
Drosophile / Chr 1 27000 double brin linéaire

Homme ~ 3000 000 double brin linéaire 23
Homme / Chr9 145 000 double brin [in¢aire
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Nature fibreuse

La structure de la double hélice donne une nature fibreuse a la molécule
d"ADN dont les propriétés sont exploitées dans de nombreuses expeériences

de biologie moléculaire

Les alcools, et en particulier I"éthanol, précipitent les molécules d*ADN sous
forme d"agglomérat en longues fibres




Charge
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La charge de ces molécules a pH physiologique est négative.
Charge dont la contribution est uniquement due aux groupements
phosphates ( a ce pH, les bases ne portent aucune charge). Cette
proprieté est utilisée pour les séparer par électrophorese.



Proprietés spectrales

Spectre d’absorption dans l'ultra-violet
(UV) des bases azotées a pH 7
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Dénaturation et renaturation:
hybridation des brins de la double hélice

Dénaturation thermique
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L'effet Hyperchrome

ADN double brin

ADN simple brin




Tempé rature de fusion : Tm Variation du Tm en fonction

du contenu en (G + C)

Calculdela Tm
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Propriétés physico-chimiques des AN

Dénaturation / renaturation de I'ADN

Hybridation
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Méthodes d’'étude des acides nucléigues

Purification et extraction

Extraction:

Destruction des structures tissulaires et de la membrane cellulaire

Purification:
- Isolement des protéines auxquelles I'ADN est associé

- Précipitation sélective de I'ADN



Extraction et purification du DNA
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Hydrolyse chimigue des Acides Nucléiques

Type d'hydrolyse chimique Produits d'hydrolyse
ARN ~__ADN
alcaline Nucléosides
monophophate (2' et 3")
acide
- pH 1 + chauffage Pentoses + phosphates + bases
-pH 4 Bases puriques + acides nucléiques apuriniques
Hydrolyse alcaline des ARN
adénine  cytosine adénine
2’1 OH 2’1o
3 O OH OH- g:lli'—-OH
\} P e 300 adeénine adénine
0] 0o+0 HO. |- CI)H
’ 5" 2'l-OH 2'-0—P—OH
coupure soit CI)H g
en1 soiten2 3,_0_5_0'_' +  3|-oH
HO, | > HO_

adénine guanine uracile cytosine

3 OH-



Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

R e —
Types de coupures (a, b) d'un pont
b \@ phosphodiester

Exemple de nucléases avec leurs spéecificités

Nucléases Substrats Coupure Produits

type | spécificité

Exonucléases
- Phophodiesterase de venin de ARN, ADN (s) a extrémité 3' 5-NMP 5'-dNMP
serpent
- Phosphodiestérase de la rate ARN, ADN (s) b extrémité 5' 3-NMP , 3-dNMP
- Exonucléase I d'E. Coli ADN (s) a extrémité 3' 5'-dNMP
- Exonucléase Il d'E. Coli ADN (d) a extrémité 3' 5-dNMP + ADN (s)

Endonucléases
- Endonucléase S1 d’Aspergillus | ARN, ADN (s,d) a Aléatoire 5-NMP + oligonucléotides 5'-F
oryzae 5'-dNMP + oligonucléotides 5'-P
- Ribonucléase T1 d'A. oryzae ARN (s) b -GIN- 3-NMP + oligonucléotide 3'-P
- Ribonucléase de pancréas ARN (s) b PyrIN- 3'-NMP + oligonucléotides 3'-P
- DNase II de thymus ADN (s) b dPyrddPur désoxyoligonucléotides 3'-P

(S): simple brin, (d): double brin, N: nucléotide, NMP: nucléosides monophophate,
dNMP: désoxynucléosides monophophates



Coupure de ’ARN par les nucléases

Hydrolyse par la ribonucléase T1

cytosine adénine guanine uracile uracile cytosine guanine

FERRRET,

—— pCpApGp + UpUpCpGp

TN

Hydrolyse par la ribonucléase pancréatique

cytosine adénine uracile uracile guanine cytosine uracile

FFRFEFERE

—= Cp+ApUp + Up+GpCp +Up

Hydrolyse par la phosphodiestrase de venin de serpent

adénine uracile guanine cytosine

3!’
. \}\P\FP\I\*\P\HP\I*OH —> pC+pG+pU+pA+..
5! .




Coupure de I’'ADN par les enzymes de restriction

T ACGCGT-------- 3! ADN double brin : site
palindromique
3o TECGCA- - - - - - - 51

Voici deux exemples d'enzymes de restriction :

¢ s G¥
I ___
s GWATTC 3 : CTTAAS
3 —CTTAAG 5 5'AATTC 3
A e S—
Hydrolyse par 'enzyme de restriction : EcoRI
site : GAATTC (coupure débordante)
5 GG 3
. J -
5 '—G'G%C— » CcCs
3 CC Wele 3
+ GG —5°

Hydrolyse par l'enzyme de restriction : Haelll
site : GGCC (coupure franche)




Exemples d’enzymes de restriction et des séquences
palindromiques de coupure :

e Eco RI : bouts cohésifs (collants)

Hind III

(enzyme de restriction)
Mg+

2 H,0

AGCT TNNNN
ANNNN

NNNNAAGCTTNNNN N, NNNA
NNNNTTCGAANNNN NNNTTCGA

+

ADN 3 2 brins ADN "digére"




Utilisation des enzymes de restriction

Exemple: Les enzymes Bam HI (G / GATCC) et Mbo | (/ GATC): Enzymes de restriction compatibles

Apres action de Bam HI:

Premier fragment avant clivage par Bam Hl: Apres clivage par Bam HI:
5-GzG-A-T-C-C-3 (o 5-G-3 Q)
. ) , ,
D) 5 ccT-AGIGS 3-C-C-T-A-G-5
5-G-A-T-C-C-3 (2)
3-G-5
Apres action de Mbo I:
Second fragment avant clivage par Mbo I: Apres clivage par Mbo |
3) 5:-A-LG&-C-A-G-C-3,’ (4) 5:-A-3’ | (3)
3'-T-C-T-A-G-/T-C-G-5 3-T-C-T-A-G-5
+
5'-G-A-T-C-A-G-C-3’ (4)
- . 3-T-C-G-5
Ligatures: 1+4 et 2+3
5'GGATCAGC3 5’AGATCC3

3'CCTAGTCGY 3 TCTAGGY




Action d'autres enzymes sur ’'ADN et 'ARN

Enzymes assurant la ligature
Ligature par liaison ester d'un fragment avec un groupement

Ligases phosphate en 5’ et OH en 3’ en présence d’ATP

Enzymes ajoutant ou enlevant des groupes phosphates
Kinases Fixe un groupement phosphate a I'extrémité 5’ en présence d'ATP

Phosphatases Enléve le groupement phosphate situé a I'extréemité 5’ d’'une chaine d'ADN

Enzymes recopiant les acides nucléiques

ADN Polymérases 1 Synthese d’'un brin nouveau d’ADN en présence d’'une amorce dans le
sens 5'-3'. Elles possédent des propriétés exonucléasiques 3'-5'
(fonction d'édition).

Séquenase Utilisée pour le séquencage dADN
Tag polymérase Utilisée pour I'amplification de 'ADN
Transcriptase inverse Synthétise, a partir d'un ARNm un ADN complémentaire

ARN polymérases Réalisent des transcriptions de I'un des 2 brins d’ADN en un brin d’ARN



