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Recommandations

‘ Etre a 'heure

En cas de retard entrer discretement sans déranger ses
camarades

S’il y a perturbation de I'amphi ou la salle par les retardataires,
I'enseignant se verra obliger d’'empécher ces derniers d’entrer

Prendre des notes lors des cours, TD et TP, pour compléter les
polycopies et faciliter la comprehension lors de vos révisions

Réviser le cours régulierement

La présence en TP est obligatoire
Préparer les TD et TP avant la séance




Biochimie Structurale

Ojectifs du module

Etude des principaux
composants des
organismes vivants:

Les macromolécules
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Acide nucléiques

Apercgu sur le cours

o Bref Historique
o Intfroduction

o Chapitre I. Composition des Acides
Nucléiques

o Chapitre Il. Structure et propriétés
Physico-chimiques des Acides Nucléiques



Bref historique

1871 : Miescher Mises une substance riche en
phosphore qu'il a appelé "nucléine”,

1882-1940 : Kossel et Levene : détermination de la
nature de cette substance et sa composition

Preuves que I'ADN constitue de matériel géenétique

1950 : Chargaff : Quantités A+T et C+G  rapports A/T et
C/G sont constants, égaux et proches de 1.

1952 : dimensions modele hélicoidale de la molécule
d’ADN proposés par Franklin et Wilkins :

1953 : Watson et Crick construisent le modele la double
hélice d'ADN et proposent un modele de la réplication
de la molécule d'ADN

1975 : nouvel dge d'or de la génétique: le génie
génétique.

2001-2004: Sequencage complet du génome humain
par 20 laboratoires a fravers le monde (USA, Angleterre,
France, Allemagne, Japon)




Wi iaehechem 1
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| Mise en évidence d'une substance riche en
phosphore appelée "nucléine", dans les noyaux de

nucléine
leucocytes de pus.




Kossel et Levene

1882-1940

nucléine

Protéique AC|d e

ADN

-
Composition de I’ADN



Griffith 1928

Rough Stramn Smooth Stram Heat-Killed Rough Stramn and Heat-
(II-R) (I1-S) Smooth Strain Killed Smooth Stram
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Mouse Lives Mouse Dies Mouse Lives Mouse Dies

Existence d’une information génétique

e S

se reproduit detern‘une les
caracteres d’une

cellulle



Avery et al. 1944

Bactérie R Extrait d’ADN N
colonies S tuées

Bactéries S

\ 4

LADN est le support de
.| l'information génétique
ADN détermine un caractere
J. Exp Med 1944: 79:137-156




Chargaff 1950

Regles de Chargaff

Chargafi's rules
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Rosalind Franklin

Clichés de Diffraction au
Rayons X d’ADN cristallisé

Structure hélicoidale de I'ADN avec les bases
azotées a lintérieur et le squelette sucre-
phosphate a l'extérieur.




MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS
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double hélice dans la revue
« Nature », 1953

Wilkins , Watson et Crick1953

Analyse des clichés de R. Franlkin

Découverte de la structure physique
de I’ADN : la double hélice d’ADN

Prix Nobel pour Watson
et Crick, 1962




Acldes

nucléiques

I N

Reproduction (réplication) _
Acides
désoxyribonucléiques
: — (ADN ou DNA)
Information génétique
(développement, fonctionnement) e =
~ R
Détermination et fransmission des : . .
e R Acides ribonucléiques
(ARN ou RNA)




Le “dogme central” de la biologie moléculaire

1953

S Flux de l'information
Geéne Replication unidirectionnel

ADN « Fonction principale de
I'information génétique : diriger

Transcription N "~
1 la synthese des protéines.

P ARN ARN

« Une protéine assure une
Traduction fonction par l'intermédiaire de
'’ARN
Fonction Protéine




Le “dogme central” de la biologie moléculaire

1953 1970-1980
G éne Réplication < : >
A D N Transcription T
o réverse ranscription
Transcription 1
modif ARN , réplication |
| ARN ARN ( _p
_ Traduction _
Traduction polypeptlde
modif 1 - = ARN
- v
Fonction | protéine |

Fonction



Schema 'vn mucléotice

0

Schéma
’vn Pol ynuvc)éotide

S0 G0 L)

Phosphates
Sucres

Bases Azotées
Nucléoside
Nucléotide
Nomenclature

i




Composition
des Acides Nucléigues

Les acides nuclelques sont
constitués d'un polymere
d'unités monomeriques
(molécules de bases)
appelées nucléotides.




Nucléeotide

un a trois résidus
d'acide
phosphorique

Purine ou pyrimidine

ribose ou désoxyribose

Les nucléotides sont synthétisés dans la cellule a partir de molécules
précurseurs plus petites




Nucleotides

1. Phosphates

7 7 7
HO—P—OH  -0—P—OH "0—P—0—P—0-
OH -0 O~ O~
Forme maijoritaire & pH

physiologique 7,4

Acide phosphorique Phosphate pyrophosphate




Nucleotides

Le sucre est un pentose (5C)

OH

p-D-Ribose p-D-2' désoxyribose

Dans I’ARN Dans 'ADN




Nucleotides

ONER
Azotées

Bases puriques

Dérivent de la purine
(deux cycles)

- J Guanine

4 )

Bases H TR ‘

Pyrimidiques C | = C i
. y g o NZ *cH 1 ¢ HN” 3¢
Dérivent de la pyrimidine | 3 3 I | II

| I | 2
2 6 2 2 1€ CH
. (un cycle) ) |‘|C= &/CH .C\N/CH 'C\N/CH ' \N/
H H B

N . 2 Thymine
Pyrimidine Cytosine Uracile (WXyl-uucﬂo)




Nucleotides

Bases modifiées retrouvées dans les Acides nucléiques

Exemples
NH; ‘ﬁ
N7 % cH HN” 5\5?4
¢ _CH
5 N 0,cz\" _CH
H H
Cytosine ) Uracile
N V4
I i ©
N HN NH

Z

0/ : \NH/CH 0

S5-methylcytosine Pseudouracile

ADN

Plantes et animaux
(sauf insectes) ARNT essentiellement




Nucléosides

Formation d’un nucléoside

NH3

£ CH

™ i - .
g “cH Liaison N-3 osidique
i | I ;
cytosilie - ’Cz\u’m entre carbo’ne 1' du
pentose et I'lazote N9
HOH,C - HOH,C 5 — des purines ou N1

des pyrimidines

______________ A compléter

base azotée + sucre Nucléoside




Nucleotides

Formation d’un nucléotide

base azotée - sucre - Phosphate = Nucléotide monophostate

(]

Liaison ester

Cette liaison s'effectue par estérification (condensation alcool-acide) du
carbone &' du pentose par un groupement phosphate.



Nucléosides (tides)

Nomenclature

Phosphates

L J
Nucléoside

Nucléotide



Nucléosides (tides)

Ecrive la formule semi-développée de

Nomenclature

NH ’
é 2 A nucléoside constitué d'un olésoxg ritbose
rll"\tl:’N\CH et une th Y mine (th Y midine)

OH OH

Adénosine

"osine" pour les

nucléosides puriques idine” pourles
nucléosides pyrimidiques
Adénosine .
Cytidine
Guanosine

Uridine



Nucleotides

Base

Nomenclature |
N

o
I 5’
~0—P—0—CH,
Il 0

0

H H
H H

OH OH

Nucléotide 5’
monophospha’re'

|

Nucléotide 5’ diphosphate

|
Nucléotide 5’ Triphosphosphate




Nomenclature

Nucleotides

ARN

Base azotée

Adénine (A)

Guanine (©)

Uracile (U)

Cytosine (C)

Ribonucleosides

Adénosine

Guanosine

Uridine

Cytidine

Ribonucléotides 5’ Ribonucléotides 5’ Ribonucléotides 5’
monohosphate diphosphate triphosphate
Adénosine Adénosine Adénosine

monophosphate (AMP) diphosphate triphosphate
(ADP) (ATP)
Guanosine Guanosine Guanosine
monophosphate (GMP) diphosphate triphosphate
(GDP) (GTP)
Uridine Uridine diphosphate  Uridine triphosphate
monophosphate (UMP) (UDP) (UTP)
Cytidine Cytidine diphosphate Cytidine triphosphate
monophosphate (CMP) (CDP) (CTP)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5608/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5640/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5691/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5619/

Nucleotides

Nomenclature

Désoxibonucléotid Désoxyonucléotides Désoxyribonucléotide

Base azotée Désoxyribonucleosides es5’ 5’ diphosphate s 5’ triphosphate
monohosphate

Désoxyadénosine  Désoxyadénosine Désoxyadénosine
Adénine (A) Adénosine monophosphate diphosphate triphosphate
(dAMP) (dADP) (dATP)

Désoxyguanosine  Désoxyguanosine Désoxyguanosine
Guanine (©) Guanosine monophosphate diphosphate triphosphate
(dGMP) (dGDP) (dGTP)

Désoxythymidine Désoxythymidine  Désoxythmidinetripho
Thymine (T) thymidine monophosphate diphosphate sphate
(dTMP) (dTDP) (dTTP)
Désoxycytidine Désoxycytidine Désoxycytidine
Cytosine (C) Cytidine monophosphate diphosphate triphosphate
(dcmP) (dCDP) (dCTP)

K



http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5608/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5640/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/books/n/stryer/A5607/def-item/A5619/

Acide désoxyribonucléigues

Structure Primaire
Structure secondaire de
I’ADN : la double hélice

Propriétés physico-chimiques
des acides nucléiques
3.1.

Il . Acides ribonucléiques




1.1 Structure primaire

Extrémité 5’ Phosphate

Licdison phosphodiester

Extrémité 3' OH

Le brin d'’ADN est un polymere de désoxyribonucléotides monophosphates reliés entre eux
par des liaisons 3',5'- phosphodiester (relient le carbone 3' du désoxyribose d'un nucléotide au
carbone 5' du désoxyribose du nucléotide suivant).




1. ADN

Caractéristiques du brin d’ADN (ou chaine d’ADN)

1.1 Structure primaire

e L'alternance pentose-Phosphate
constitue le squelette de ’'ADN
sur lequel sont accrochées les
bases azotées

- wnw-—9o

m—

Le brin d'ADN possede une
polarité: il a une extrémité 5'-

phosphate et une extrémité 3'-
OH.



I Structure secondaire de ’'ADN I

Ce que I'on savait sur 'ADN

Chargaff 1950

@:} = ‘ ADN constitué de 4 types de nucléotides
contenant 4 bases A, T, C, G

_ ' t
89 - © e .

Purines = Pyrimidine

= A+T/C+G varie selon espece e de 'ADN

\

Rosalind Franklin et Wilkins 1952

; Diffraction aux RX d'ADN cristallis€ monftre
June repetition tous les 34A°

4 Proposition d’une structure hélicoidale

\‘FII y/

i&lll

m—
a

Ce que I'on ne savait pas : Structure de la molécule
I’ADN



Pourcentage des bases dans
différents organismes

Pourcentage rapport
Organisme A+T/G+C

E. coli

Levure

Rat

Homme




Il. Structure et propriétés des Acides Nucléiques m

1.2 Structure secondaire

Analyse des clichés de Rosalind Franklin par
Watson et Crick

4

Découverte de la
Houble hélice d’ADN 1953




1. ADN

1.2 Structure secondaire:
la double hélice d'ADN

Représentations Modele
schematiques moléculaire

La molécule d’ADN est constituée de deux chaines d’ADN (ou
brins d'ADN) qui s'enroulent autour d'un axe formant une
conformation hélicoidale appelée double hélice d'ADN.



1.2 Structure secondaire

Sillon
mineur

silon 7 Whea ¥ Sillon

: it One complete
H majeur
majeur ) turn 3.4 nm

Sillon
mineur

Le diamétre de I'hélice est de 20 A° (2 nm).
Un tour d’hélice mesure 34 A° (3,4 nm);

La distance entre deux nucléotides et de 3.4 A°. Il y a donc 10 a nucléotides
par tour d’hélice.




1. ADN

1.2 Structure secondaire: la double hélice
d’ADN

® L’hélice tourne a droite
® deux sillons inégaux : le grand sillon (sillon majeur) et le petit
sillon ou sillon mineure)



1.2 Structure secondaire

Extrémité 3 Extrémité 5

Les deux chaines sont antiparalléles




3' hydroxyl

- Les deux chaines sont stabilisées par des liaisons hydrogénes entre les bases
- Il existe une complémentarité des bases : A-T et C-G




Il. Structure et propriétés des Acides Nucléiques

1.2 Structure secondaire

% _OH
2y
Q o
Y0 CH2
07\ O _.-0
le) P
" o\
H2C [e)
Q d CH2
-~ S~
.O/ \ o\ - O
S o\
H2C o
0
o CH2
o b O\F, O -
N o\
H2C 6]
OH CH2

Dans la double hélice les bases azotées complémentaires sont
* alintérieur de I'hélice
* situées sur le méme plan

* perpendiculaires a lI'axe de I'hélice
Le plan des oses est perpendiculaire a celui des bases




1. ADN

Appariement non conventionnel
« wobble »

joa o

o

Dans l'inosine
adénine
modifiées




I Acide désoxyribonucléiques

3.  Propriétés physico-chimiques des
acides nucleiques

3.1. Solubilité

3.2. Poids Moléculaire

3.3. Absorption dans la lumiére
ultraviolette

3.4. Dénaturation/Renaturation

3.5. Effet hyperchrome de I'ADN

3.6. Densite i

3.7. Hydrolyse des Acides nucleiques




| ADN et ARN

o Sont chargés négativement en raison des
groupements phosphate

3.1. Solubilité

o solubles dans I'eau sous forme de sels de sodium
o viscosité élevée dans I'eav.

o précipitent dans I'éthanol en présence de sel de
sodium(nevutralise charges -)

p <O

Na+
——> Pelote d’ADN

P":Q)@ "\q:;“; Ethanol (Ou méduse)



3. Propriétés Physico-chimique des Acides Nucléiql+

ADN et ARN

° L4 o
Poids moleculaire
3 ™ 1
L U
{ = A2
VVYV
___' i 1_' C=ltads= -
WA ol
| ,
w0 \ !l[ (: o
din (L)) ng I 1l
Jx} BT | > ul
ram})
S (DI o LT
EEEE|S (2225
=SS ===
=== | =i el =
TR =i==s
| =i==i=
Law |Gt -—
ey =
l— + l w0
{ & |
(&) DRA MagMEres Mmgtang {F) Lot megmioved from
Wrwed the et ata s ANG s10red
rate mureoly nelules Wi elhELm peomsn
W Ihes 20 I wsuyloe baras

o La taille de I'ADN peut éfre
déterminée par électrophorese
sur gel d'agarose ou gel de
polyacrylamide.

~—
—
—
-—
-

Time = 40 min

Electrophorese sur gel d’agarose.




| ADN et ARN

3.3. Absorption dans la lumiere ultra-violette

Comment détermine —t-on la longueur d’onde
maximale a laquelle absorbe une molécule ?

On réalise un spectre d’absorption.

Comment?

On fait varier la lonqueur d’onde et on note la densité
optique d’une solution en utilisant un
spectrophotomeire

On frace la courbe repésentant la densité optique en
fonction de la longueur d’onde




Source lumineuse

Détecteur

Principe du spectrophotomeétre

Transmittance

La transmission est inversement
proportionnelle a I'absorption
(densité optique)

Diffraction
Grating

e—
N L
- P

A\

AN
A

Prisme mobile permettant la DO =
. . . 380nm
diffraction de la lumiere




3. Propriétés Physico-chimique des Acides Nucléique A D N e-l- A R N

3.3. Absorption dans la lumiere ultra-violette

W=

https://www. youtube com/watch’>v—xHQM4BbRO40

absorbance

| Spectre d’absorption d’ADN (ou ARN ) | J

L'ADN et I'ARN Absorbent dans les UV avec un maximum & 260 nm.




Principe du .
spectrophotometre

o Loi de Beer-Lambert : DO
proportionelle a la
concentration

intensite

DO =log(l,/1)=¢.1.C incidente I,

zolute de
concentration &

intensite
-
transmise I

E. Jarpaed { 606)

¢ = coefficient d'extinction ou
d’'absorbance (qui depend de
la longueur d'onde)

Ev on M l.em-sic enen M moles,

- coefficient
d'extinction molaire




Dénaturation/
renaturation de I'ADN

IAVAVAVAVAV,

Chaleur

ONANIVOVINY
ADN double brin lI:Der.mqturahon ADN simple brin
o m usion !
ADN bicatéenaire ADN monocaténaire
ADN duplex ADN simplex

DO a 260nm Refroidissement

A

Progressive

Temp T /\/\/\/\/\/

80T 100°

Tm

A 4

Renaturation
Hybridation




L 1 1 1 1
(= (= (=] o o
-o.l @ =] < o~

(sepnoapnu L3031 J0 %) D + O




Effet hyperchrome

refroidissement rapide

N

~€— ADN dénaturé

refroidissement lent

ou
chauffage

| Ti ),
260 m température
Spectre d'absorption d'ADN Courbe de fusion d'ADN

=
é///

Les bases sont plus
accessibles a la lumiéere UV




3.7. Hydrolyse
des Acides Nucléiques

ADN dépourvu
de purine
ADN apurique

Hydrolyse Acide

ADN >

HCI faible concentration

| Clivage de la liaison N-osidique
S A R Entre les purines (N9) et le
2'désoxyribose (C1’)

A cette conc.
oy pas d’effet sur
* VR I’ARN



3.7. Hydrolyse des Acides Nuclgiques

Hydrolyse rapide et

Hydrolyse Alcaline

ARN > totale
pH11 37°C Due a la présence
| du 2'0OH
‘o—?=o
; - o_ [B
o—ill-o Intermédiaire (2 =l no Mélange de Nucléotides
? cyclique 2.3 H H > 2’ et 3’ monophosphate
monophosphate H H
CH, O Base,

N alcaline =0 (o}

0,
HI <| PHI Hydrolyse ¥

O O—H "OH
e

-0—p50 S £
(I) - L’ADN est résistant au
c'n, b T cIHz 5 e fraitement basique
|§ ?I Iﬂ ? (pas de 2'0OH)
H H H H
H H H H
OH (o} OH

. 2 of
0—P=0 °—'|’=° ARN plus court




3.7. Hydrolyse des Acides Nuclgigues

Hydrolyse enzymatique

Type de coupures

T

A T c A A
g 3! 5!
0 0 0 o) 0 0
o N4 o4 ‘(g\l o4 o/ o/
~p P. R S P P
/>0 /' >o / />0 /o /3o
-0 5O -0 -0 o) -0




Exonucléases

pmmece par

Phosphodiestérase T A T c A ctrémité 3’ 5’-NMP, 5’-dNMP
de venin de Serpel \
0. £ o I 2 Vs £ Vs Vs i s
P. 2 P P P 3

Phosphodiestérase 3mité 5' 3’-NMP, 3’-dNMP

de la rate de boeuf
o]
oo\/P’\O \/\ 1

Exonucléase | ADN sb 3 Extrémité’ 5’-dNMP
d’E.coli

Exonucléase 11 ADN db 3’ 3’ 3’-dNMP +ADN sb

d’E.coli




o

J
o




Enzymes Type de Spécificité
coupure coupure

Endonucléases S1 ARN, ADN aléatoire 5'-NMP-

sb et db oligonucléotide 5’-P,
5’-dNMP+

oligodesoxynucleotid

‘ Endonucléeases
N
)

e5'P
Ribonucléase de ARN sb 5 Lorsque qu’une G est du 3’-
T1 coté 3’ de la liaison NMP+oligonuclétide
(RNAse T1) Phosphodiester 3P
RNase T2 ARN sb 5’ Lorsque qu’une A est du
coté 3’ de la liaison
Phosphodiester
RNase ARN sb 5 Lorsque qu’une 3-NMP
pancréatique Pyrimidine est du c6té 3°  oligonucléotides 3'P

de la liaison

Phosphodiester




3.7. Hydrolyse des Acides Nuclgigues

Hydrolyse enzymatique

Ribonucléase de T1 (RNAse T1)

0 O 0 0
-o l o\ / ! o\ / I
oo © 0 o o

SpUpApGp

5CpApA

Quand G est du coté 3’ de P



Enzyme de restriction

Endonucléases: reconnaissance d'une une sequence
spécifigue d'une molécule d'ADN et de la couper.

Mise en évidence chez certaines bacteries.
Plus de 500 enzymes de restriction

Les plus utilisées en biologie moléculaire sont les
enzymes de types Il .

Elles reconnaissent des sequences palindromiques de 4-
8 paire de bases Elles effectuent une coupure sur les 2
brins

>
5" -GGATCC-3"’
palindromique 3(' -CCTAGG-5'

Séquence




Enzyme de restriction:
Eco RI

l

- NNNNNDNN G|A AT

Source:
Escherichia coli

CNNNNNNN

- NNNNNNNCTTA

i
AI[G N NNNNNN

Enzyme de restriction:
Eco RI

- NNNNNNNG
- NNNNNNNCTTAA

brin A

Source:
Escherichia coli

AATTCNNNNNNN
GNNNNNNN

brin B




Source

Séquence
reconnue

Coupure

Escherichia coli

5'GAATTC
SCTTAAG

5'---G
3---CTTAA

AATTC---3'
G---5

Bacillus
amyloliquefaciens

5'GGATCC
3'CCTAGG

5'---G
3!

3---CCTAG
5l

GATCC---

G---

Hindlll

Haemophilus influenzae

S'’AAGCTT
3STTCGAA

5'---A
3---TTCGA
5!

AGCTT---3'
A---

Arthrobacter luteus

5'AGCT
3'TCGA



http://fr.wikipedia.org/wiki/Eco_RI
http://fr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://fr.wikipedia.org/wiki/5'
http://fr.wikipedia.org/wiki/3'

