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Le Dogme Central

Replication Transcriptior Translation
DNAZ—" RNA ———» PROTEIN

DNA template DNA template (sense strand)  mRNA template

DNA polymerase 11 RNA polymerase ribosomes

replication proteins transcription factors translation factors

INTPs, ATP, Mg°" NTPs, Mg%' AAs. tRNAs, synthetases,

ATP, GTP, Mg®"
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Direction de
la chaine naissante

Brin
matrice

o | Iniation de la synthése d'ADN
-avec un segment d"ARN. Le brin matrice
ADN est indiqué en bleu, le brin nouvelle-
ment synthétisé en bmge. Le segment
d’ARN, qui est synthétisé par une ARN
polymérase, est indiqué en vert. Dans une

premiere étape, I'ADN polymérase ajoute
un desuxynbose a l'extrémité 3' de

auoutes _a, l’extrg:m_ue d_e la _cha_m_c naissante.
—




Les tétraméres de protéine
Dnad se lient a chacune
des 4 répétitions de @ paires
de bases présentes sur oriC.

région riche en DnaA

fixée sur l'oriC

de DnaA viennent se lier
a ce site.

Les brins de la région
adjacente de 13 paires
de bases riches en AT
se séparent.

La protéine DnaB, du complexe
DnaB-Dnal, se lie aux extrémités

du complexe ouvert. Cette réaction
nécessite de I'ATP et la protéine DnaT.
DnaB intervient dans le désenroulement
. ducomplexe.

Complexe “
DnaBg-DnaCy :
DmnaT
Sous-unités DnaC . -

Sous-unités
@t
7,

Complexe ouvert

a I'ADN simple brin, pour éviter leur réassociation.

La protéine S58 (« Single Strand Binding ») se lie
L'assemblage du complexe d'initiation est complet.

La région riche
en protéine DnaA
se désenroule.

Complexe
de préamorcgage

sont préts a étre utilisés comme S o 3 o St
b Détails des événements ayant lieu au cours de l'initiation

[LES ABNsiiples belns dése"m""ésJ Figure 13.4 Initiation de la réplication.
modéles pour | nthése d'ADM.
ERIA de la réplication au niveau d’oriC chez E. coli.




Réplication du
Chromosome ou d'un

Plasmide Réplication d'un

Bactériophage (Par
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I'ADN ligaseijoint

L'ARN primase initie la les fragments d'Okazaki
synthése du nouveau brin. sur le brin retardé.

Complexe ADN polymeérase ADN ligase

(contient Pol II1) /

Hélicase

P

Lhelicase déroule I ADN
au niveau de la fourche
de réplication.

™ Complexe de I'ARN primase (primosome)

~Complexe de I'ADN polymérase
{contient Pol 111)

Proteines de liaison

au simple-brin Les protéines SSB lient et stabilisent
(protéine SSB) I'ADN simple-brin au niveau de
la fourche de réplication.

‘&e certaines enzymes clés dans la réplica-  sous-unités polypeptidiques différentes. 'ADN polymérase
© complexe de I'ADN polymérase Il et le 1, qui lie les fragments précurseurs quand ils se rencontrent,
45€ sont tous deux composés de multiples n'est pas représentée.



LES PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA REPLICATION
CHEZ £ coif
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Right-handed (negative) Mormal circular Left-handed (positive)
superhelix helix superhelix




Action des Gyrases (ATP Dépendantes)

Les bactéries régulent la superhélicite des ADN gréace a la
régulation de I’activité des Gyrases (=Topoisomérases de Type II)



Cassure double-brin

Déroulement
de I'hélice

/

L'hélice

tourne

Rotation des brins cassés ;
cassures dans la molécule
double-brin réparées ;
stress de torsion supprimé ;
déroulement de 1'hélice.

Gyrase

N

Cassure double-brin

'ADN gyrase introduit une cassure double-brin devant la fourche de réplication et

»5 extrémités clivées autour de 1'axe central pour relacher le stress de I’hélice qui
e se derouler.




Electrophorése en Gel :

Les molécules d’ADN sont
separées dans un gel sous Ieffet
d’un champ eélectrique. Leur
migration/séparation dépend de
leurs proprietés physiques et
géeométriques  (charge, masse,
rayon de giration)

Autrement dit: des molécules
d’ADN identiques (méme
sequence, charge et masse) qui
different uniquement par leur
topologie migrent differemment et
sont donc separees.

Leur migration est proportionnelle
a leur degreé de superhelicite.

Supercoil Catenane or
nodes knot nodes

a b c d

Fig. 3. Analysis of DNA knots and catenanes by gel clecrrophoresis. Samples
of a 3.5-kb plasmid with two are siees 0.5 kb apart in direer (lanes a, b, and d)
or inverse (lane ©) onder were subjected 1o clectrophoresis in a 0.8 percent
agarose g;'l (23). (Lanc a) Marker ladder of relaxed linking number
ropoisomers. {Lane b) Marker ladder of knors generated by T4 topoisomer
ase. (Lane ¢) Knomed products of Int-mediated recombination. (Lane d)
Carenated products of Int reaction. L, lincarized substrate; LR, hinearszed
recombinant ring. Lincar species are by-products of DiNase 1 nicking.
[Courtesy of J. Bliska|



Les molécules d’ADN qui different uniquement par leur géométrie sont
appelées: topoisomeres.

Les molécules les plus compactes migrent plus rapidement dans le gel.
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Réplication d'ADN chez les
Eucaryotes

e Similaire au mécanisme chez les procaryotes,

e Cependant differences dues a la complexite
du genome:

v Structure en chromatine,

v Synthése uniquement durant la
phase S du cycle cellulaire (8 a 10h).



Structure du Chromosome

L’ ADN de I’Homme a une longueur totale de ~2 metres !

Il doit étre empaqueté dans le noyau qui a un diametre de 5
microns.

Ceci représente une compression de plus de 100000 fois!

Donc I’ADN est organisé en Chromatine dans laquelle il est
associe a des protéines (histones et non histones)

Enroulement de I’ADN autour des Histones formant des
nucléosomes.



Les Génomes Eucaryotes sont linéaires,
grands et possedent plusieurs Chromosomes

3 billion paires de base chez
I'homme
23 chromosomes par cellule

Organelles:

Mitochondries Animaux :<= 20 kbp
Mitochondries Plantes : 200-2500
kbp

Chloroplastes: 120-160 kbp
Tous ADN circulaires




Les Nucléosomes et Structure en Solénoide

Histone core Linker DNA
of nuelepsome  of nuelepsome

(a)



{a)
e 4 histones (H2A, H2B, H3, H4)
forment un Octamer

e Un brin d’ADN de 200 paires de
base de longueur est enroulé
autour de chaque octamer

Histome ootamer
e L.’ADN est enroulé 1.8 fois autour
du Core — Nucléosome

* Les nucléosomes sont sépares les
uns des autres par 146 pb.

H1 assure la liaison entre les nucléosomes

Core |
particle

Linkar
DN A
MNuclensome —

Core
particle




La synthése de I'ADN a lieu durant la
phase S du cycle cellulaire

iy ‘I'he four successivo
o phases of the coll cyclo. Afer the M
phase, which consists of nuclear

division (mitosis) and cytoplasmic
division (cytokinesis), the daughtor
cells begin interphase of a new cycle.

starts with tha G, phase,
in which the cells, whose
biosynthetic activitics have been
greatly slowed during mitosis, resume
a hlgh rate of bbu;mihulru

uid mmmum-m
chromaticds™). The call then entors the
G, phase, which ends when mitosis

Réplication :

starts. The M plm#t:l:*
mitosis (hence -he "M") and
de 'ADN with cytakinasis, During tho csrly

part of the M [aase, the replicated
chromosomes condense from their
extended interphase condition and

are easfly sean in the light
hreaks down, and chromosome
Interphase :  umdongoos prosiesly evchestreted
. 3 yovements that result in tho
TEPIiSE AES  separation of s peir of sister o
DiOSYItHESEs ae s G
envelopes thew form, and o
cytoplasm Jivides (o gonorate two
daughior colls, each witl & single
nuclous. This neeoss of cytokiresls
terminatos (lya M pIASE grid marks
the beginning of e interphiase of five
mmnmmmm# '
hour eyeia is illustrated here, coll:
cycle times i mm{lm cells
vary widely, with oSt
MMMt:,’ﬂ MMHM,
G, phase (se6 1651). i



Réplication d'ADN chez les
Eucaryotes

* Plusieurs origines de replication,
e 20 a 80 unites de réplication, séparees par 30
a 300 Kb

o 5 differentes DNA polymérases chez les
Eucaryotes,



Les ADN Polymérases eucaryotes

« Alpha: synthese de I’amorce et reparation de
I”’ADN

« Béta: réeparation de I’ADN

« Gamma: réplication de I’ADN mitochondrial

- Delta: Elongation des brins Leading et lagging,
+ reparation de ’ADN

« Epsilon: reparation et remplacement de I’ARN au
niveau du brin lagging (similaire a Pol I).




