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INTRODUCTION A LA GENETIQUE

La génétique est la science de I’'hérédité et des génes, caracteres transmissibles de générations en générations entre individus. La
génétique tente également de donner une explication a I'évolution des especes, les nouveaux caracteres et I'émergence de
nouvelles especes ainsi que I'adaptation des organismes. On peut diviser la génétique en deux parties : la génétique mendélienne,
qui ne s’intéresse qu’a la transmission des caractéeres et traits d’un organisme de générations en générations et la génétique
moléculaire.

La génétique est une branche de la biologique qui est encore trés récente ; Son arrivée en tant qu’une branche scientifique
reconnue se doit a Gregor Mendel, moine catholique et botaniste. Gregor Mendel est incontestablement le pére de la génétique,
il formule les lois de Mendel qui définissent la maniere dont les genes se transmettent de générations en générations.

De nombreuses théories sur la transmission des caracteres de générations en générations ont émergée au XVIlI et XIXe siecle bien
gu’il y ait eu des théories qui remontent a la Gréce Antique, notamment Hippocrate et sa théorie des humeurs qui tente
d’expliquer la transmission des caracteres par I’émergence des humeurs dans les organes génitaux, formant des semences. Cette
conception hippocratique sera reprise par Maupertius et Darwin, qui formuleront deux hypothéses concurrentes.

L'une des premieres théories de la génétique était la Pangenese, formulée par Charles Darwin pour
expliquer les mécanismes de I’'Hérédités qui sont au coeur de la théorie de I’évolution (De I'origine des
espéces, Charles Darwin). Cette hypothése de Darwin reprend la conception Hippocratique selon laquelle
I’ensemble de I'organisme parent participe a I’'hérédité en essayant de I'adapter a la théorie cellulaire de
Schwann. Il présenta cette ‘hypothése provisoire’ dans son travail « La variation des animaux et des plantes
sous domestication ».

Darwin pense que les cellules de I'organisme bourgeonnent en émettant des gemmules, libérées dans le
Figure 0-1 - Charles Darwin, pere  Milieu extra-cellulaire et dans la circulation générale. Ces gemmules auraient la capacité de s’agréger en
de la théorie de I'évolution . ;s g . ;o
forme de polybourgeon. Il souligne que seules les cellules peuvent régénérer des tissus, ou générer de
nouveaux organismes et propose que des gemmules, de taille atomique, s’agregent et se dispersent dans les organes reproductifs

de I'organisme.

Un peu plus tard dans le méme siecle, un jésuite et naturaliste frangais du nom de Jean Baptiste de
Lamarck propose une idée nouvelle de la transmission des caractéres selon laquelle les organismes se
transforment pour s’adapter a leur environnement. Cette théorie transformiste est basée sur plusieurs
principes :

Les animaux tendent, lors de I’évolution, a se complexifier et a accroitre en volume.

sont confrontés dans des milieux variés et auxquels ils sont contraints de s’adapter en

La diversification des étres vivants se fait sous |'effet des circonstances variées auxquelles ils |

modifiant leur comportement ou leurs organes pour répondre a leurs besoins.
3. Le développement de ces organes et leur force d’action sont constamment en raison de I'emploi de ces organes
4. Tout ce qui a été acquis, tracé ou changé, dans I'organisation des individus, pendant le cours de leur vie, est conservé par
la génération, et transmis de génération en génération.

Cette théorie de I’évolution des organismes est erronée : Dans son exemple, la girafe n’a pas vu son cou s’allonger par adaptation,
mais les mutations génétiques étaient favorables aux girafes dont le cou était allongé. Les mécanismes d’évolution proposés par
Lamarck étaient différents de ceux proposés par Darwin, ce dernier s’étant avéré avoir raison.

Jean Baptiste Lamarck, dans son erreur, n’avait pas tout a fait tort ; Sa théorie est a la base de la transmission des caracteres
acquis, théorie également admise et énoncée par Darwin. Le néo-lamarckisme refait dernierement surface avec la découverte de
la régulation de I'expression génétique en fonction de I’environnement ; on parle de I'épigénétique.

Le travail de Mendel sur la transmission des caractéres n’a, au départ, aucun rapport avec celui de Darwin. Mendel ne comprend
pas lui-méme ce qui est a la base de la transmission des caractéres mais il formule simplement les croisements de traits entre des
pois et tente de formuler une loi. Le lien entre le travail de Mendel et celui de Darwin, qui sont deux travaux a des échelles
différentes, sera établit bien plus tard grace a I'avancée de la technologie et la découverte de I’ADN.
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ACIDE NUCLEIQUE, ADN ET ARN

La structure primaire de la protéine est a la base de la conformation entiére. Cette structure primaire est déterminée par notre
information génétique, un gene qui code pour la séquence primaire de la protéine. Ce geéne est lui-méme une séquence mais dont
les unités monomériques sont des nucléotides. Le polymeére entier de nucléotide est un acide nucléique et peut exister sous deux
formes : I'acide désoxyribonucléique et I'acide ribonucléique.

Les nucléotides sont des molécules ubiquitaires qui participent a presque tous les processus biochimiques :

e (e sont les unités monomériques de I'acide nucléique

e Les nucléosides triphosphate, notamment I'ATP, sont les des molécules riches en énergie qui liberent cette énergie et
dont l'utilisation rend la plupart des processus endergoniques possible.

e La plupart des voies métaboliques sont régulées par les concentrations de nucléotides comme I’ATP, 'ADP et ’AMP De
nombreux signaux hormonaux sont transmis a l'intérieur de la cellule par ’AMPc et son analogue guanylique le GMPc.

Les deux acides nucléiques (ADN et ARN) sont des molécules complexes qui permettant aux organismes de diriger et mettre le
métabolisme de la cellule en marche. L’ADN fournit les directives et est relayé par 'ARN messager, un ARN qui va étre décodé par
les ribosomes pour étre traduit en une protéine, molécule fonctionnelle du métabolisme. L'ADN est une macromolécule
gigantesque, polymeére de nucléotides. L’ADN porte des milliers de génes qui constituent une portion de ce polymeére, occupant
une portion spécifique le long de la molécule. Quand la cellule se divise, I’ADN est répliqué et transmis aux cellules filles.

NUCLEOTIDE

Les nucléotides participent aux réactions d’oxydo-réduction, transferts d’énergies, | Nucleoside
signalisation intra-cellulaire et dans les réactions biosynthétiques. Leurs polymeéres, f—%
I’ADN et I’ARN, sont les molécules constituant le stockage de I'information génétique N|trcgg§(r;ous

de la cellule ainsi le décodage de cette information. Les nucléotides sont des
molécules ubiquitaires qui contiennent une véritable diversité structurale. Un
polynucléotide (polymére de nucléotide) possede des monomeres (nucléotides) M \
possédant un groupement phosphate. Si un nucléotide ne posséde pas de 0—P—-0—-—CH
groupement phosphate, il s’agit d’un nucléoside. O~ ~1C

Phosphate .
s . . . . 3'C—
Les nucléotides se lient les uns aux autres pour former des polyméres via des liaisons group Sugar

phosphodiesters. Dans la composition d’un nucléotide, il y a un groupement (pentose)
phosphate, un sucre pentose et une base azotée. Il existe 5 bases azotées différentes
et deux pentoses possibles dans la composition du nucléotide, a I'origine de la diversité de ce monomere.

Par convention, un numérote les carbones du pentose des nucléotides. Les atomes de carbones sont numérotés de 1’ a 5’ en
allant dans le sens des aiguilles d’une montre. Le carbone 1’ est lié a |la base azotée, le carbone 3’ est lié a un groupement hydroxyle
et le carbone 5’ a un groupement phosphate. Un nucléotide va pouvoir se polymériser en une longue chaine d’acide nucléique au
niveau du carbone 3’ et 5. C'est grace a cette numérotation que I’on définit le sens de I'acide nucléique qui nous servira pour plus
tard.
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Il existe 8 variétés majeures de nucléotides, chacune composée en 3 parties :

e Un pentose (sucre de 5 carbones) définissant le type de polymeére :
o Ribose : Sile sucre est un ribose alors I'acide nucléique constitué de ces nucléotides est un acide ribonucléique
(ARN)
o Désoxyribose : Il s’agit d’un pentose dont le groupement OH a été dépourvu de son oxygeéne pour laisser place
a I’hydrogéne en C2. L’acide nucléique dont les résidus monomériques portent un sucre de désoxyribose est un
acide désoxyribonucléique (ADN).
5' 5

HOCH, o  OH HOCH, o OH

i

3 3
OH H OH OH
Deoxyribose Ribose
e Un groupement phosphate, lié au pentose par une liaison covalente
e Une base azotée, liée au pentose. Il existe 5 bases azotées qu’on regroupe en deux familles :
o Pyrimidine : hétérocycle de 2 azotes

=  Cytosine (C)
= Thymine (T), uniqguement présent dans ’ADN
=  Uracile (U), uniquement préseth dans I’ARN

o& \N/ 04 \N/ Ofﬁ NN S
H H H
CYTOSINE (C) THYMINE (T) URACILE (V)

o Purine : composé hétérocyclique azotée constitué d’un cycle de pyrimidine fusionné a un cycle d’'imidazole.
= Adénine (A)
=  Guanine (G)
NS /N> TN
HC\ | | HC\ | |
H H /

ADENINE (A) GUANINE (G)

Les purines forment des liaisons au pentose via leur azote en 9¢ position du cycle tandis que la pyrimidine forme une liaison au
pentose via I'azote en position 1. Les nucléotides dont le pentose est un ribose sont des ribonucléotides et les nucléotides dont le
pentose est un désoxyribose sont des désoxyribonucléotides (ou juste déoxynucléotide)

Les nucléotides, quand ils sont résidus de I'acide nucléique, ne possedent qu’un seul groupement phosphate. Mais le nucléotide
peut avoir d’autres fonctions que celle de résidus pour un polynucléotide quand il est sous la forme libre. Le nucléotide peut
comporter plusieurs groupements phosphate comme |'adénosine triphosphate qui est un nucléoside lié a 3 groupements
phosphates. Ces groupements phosphate sont liés a I'atome C3’ ou C5’ du pentose pour former un 3’-nucléotide ou un 5’-
nucléotide, respectivement.
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o) NH,
BASE AZOTEE H ‘
P denine Na bl
" e NH adenine / B N
‘ 2 || ] | uracile HC\ || A |
) HC\\N/C\O ::es bases sont des'cycles h.etefrcj)genes .contenan.t de N/C\N4CH
HC/ \N H azote. Elles sont soit des pyrimidines, soit des purines H
|| C | cytosine o
HC\ /C\ (@]
H \O ‘ H
C
N N
H,C C y ane NH
\C/ ™~ HC< || G |
|| T | guanine N’C\ /C\
HC C H N NH.-
~NOXY PYRIMIDINE PURINE 2
thymine INJ @]
PHOSPHATES NUCLEOTIDE LIAISON BASE-
SUCRE
Les phosphates sont liés a I'hydroxyle C5 du Un nucléotide consiste en une base azotée et d’un
sucre ribose ou désoxyribose (désigné 5’). On sucre a 5 carbone (furopentose) et un ou plusieurs
retrouve des mono, di et triphosphates. groupes phosphates.
(”) BASE BASE
_O—ll’-—()—CHz NH,
_ I
O \N
PHOSPHATE

op on |
o
O O O La base est liée au carbone C1
B I I I du ribose ou du désoxyribose.
O0— T—O— IT S 0— Fl’ —O—CH, Les  nucléotides
| t | =
O o O sor.1 , es s?us OH OH
unités des acides
Les phosphates rendent les nucléotides nucléiques SUCRE
chargés négativement
HOCH
SUCRES 2
[-D-ribose
Utilisé dans I’ARN
PENTOSE Deux types de sucres OH OH
Un sucre a 5 carbones sont utilisés

HOCH, OH

[-D-2-désoxyribose
Utilisé dans ’ADN
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Les groupements phosphate sont le plus souvent liés en C5 et son appelés nucléoside monophosphates, biphosphate ou
triphosphate. Les nucléotides libres sont sous forme anionique (nucleotide?~) sont presque toujours associés avec un cation
Mg?* dans la cellule. Les nucléotides libres et les dérivés de nucléotides réalisent une énorme variété de fonctions métaboliques
qui ne sont pas liées a la gestion de I'information génétique.

La polymérisation des nucléotides en acides nucléiques se fait via une liaison phosphodiester : la liaison a lieu entre le groupe 5’-
phosphate d’un nucléotide et le groupe hydroxyle 3’ d’un autre nucléotide

ACIDE NUCLEIQUE

Les acides nucléiques, ou polynucléotides, sont des polymeres dont les résidus monomériques sont des nucléotides liés par des
liaisons phosphodiesters. Les résidus nucléotides sont constitués d’un nucléoside lié a un seul groupement phosphate. La liaison
phosphodiester lie les nucléotides via le carbone en position 3’ du pentose d’un nucléotide au groupement phosphate d’un autre
nucléotide. Ce phosphate est lié au C5 du pentose du nucléoside auquel il est lié : le sens du nucléotide est alors 5’ — 3'.

Squelette pentose- Les phosphates de ces polynucléotides sont acides : a pH physiologique, les acides

o Base azotée

5 phosphate ) nucléiques sont des polyanions. Chaque phosphate est estérifié a deux pentoses de
CH, P
5 N 7 . .. 7 7 ez 7 7 . g .
fl Thymine (1) NUCléotides voisins, excepté aux extrémités de la séquence polynucléotidique qui
Ho oy o comporte une extrémité 5’ et une extrémité 3.

H " Par convention, la séquence de résidus de nucléotides dans un acide nucléique est

¥ " NH; écrite, de gauche a droite, de I'extrémité 5’ a I'extrémité 3’. Le motif
Liaison
phosphodiester

H{N | j adenine () résultant de la répétition des liaisons phosphodiesters entre les résidus

N W H pour former l'acide nucléique est nommé le squelette pentose-
phosphate. Le long de ce squelette, se trouve une chaine de bases
azotées portées par chaque résidu de nucléotide.

La séquence de bases le long de ’ADN est unique pour chaque géne et
fournit une information trés spécifique a la cellule qui sera retranscrit
sur un ARN messager (ARNm) qui servira de matrice aux ribosomes qui
ont pour réle de traduire cette séquence nucléotidique spécifique en
une protéine fonctionnelle.

Le géne est une séquence de nucléotide de I’ADN, un polynucléotide de
Nucléotide taille énorme qui renferme une immensité de genes. Un gene
représente plusieurs centaines a plusieurs milliers de résidus
monomeériques. Sachant que chaque monomere peut se différencier par
Y Sucre [désoxvribose) , . e,
une des quatre bases azotées possibles, le nombre de possibilités de
séquences différentes pour un gene est sans limite. Pour un géne a seulement 100 résidus nucléotidiques par exemple, il existe

4100 (1,607 - 10%°) combinaisons possibles.

Chaque séquence a une signification différente a la cellule, qui sera traduire lors de la protéosynthése. Une séquence de 3
ribonucléotides forme un codon, ce codon a une signification pour les ribosomes. Un ou plusieurs codons correspondent a un
acide aminé spécifique, le ribosome se sert de I’ARNm qui n’est que la retranscription du géne spécifique qui sert de matrice pour
former les protéines et assemblant les acides aminés bouts a bouts.

Le sens 3’ et 5’ est défini par rapport au sucre des nucléotides : chaque carbone du pentose de chaque nucléotide est identifié. Le
carbone C1, noté 1’, est lié a la base azotée, le carbone 3’ a un hydroxyle et le carbone 5’ a un phosphate. Les nucléotides se
polymérisent par une réaction de condensation, en fixant le phosphate d’'un nucléotide voisin, lié a son pentose en 5’, au
groupement hydroxyle situé en 3’ du pentose. La condensation libere une molécule d’eau et aboutit a la formation d’une liaison
phosphodiester. Nous verrons plus en détail ce processus dans le cadre de la réplication de I’ADN. Un acide nucléique a donc une
extrémité 3’(OH) et une extrémité 5’ (PO4%).
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STRUCTURE DE L’ADN ET DE L’ARN

L’ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE (ADN)

L'ADN, renfermé dans le noyau chez les eucaryotes, est une
macromolécule qui renferme deux polynucléotides. Chaque
polynucléotide est un « brin », les deux brins s’enroulent en spirale
autour d’un axe imaginaire pour former une double hélice dont les
deux squelettes pentose-phosphate se retrouvent sur les bordures
extérieures de I’hélice tandis que les bases azotées sont confinées a
I'intérieur et se font face a l'intérieur et s’apparient via des liaisons
hydrogenes.

Chaque base azotée est appariée a une base homologue du brin qui lui
fait face via une liaison hydrogene. L’Adénine a pour base homologue
la Thymine, la Cytosine a la Guanine pour homologue. Ainsi, il est
possible de prédire la séquence de bases azotées d’un brin a partir du
brin qui lui fait face. Par exemple, si on donne la séquence suivante :
5’-AGGTCCG-3’, le brin en face aura la séquence 3’-TCCAGGC-5’. Les
paires de bases dans la double hélice établissent des liaisons
hydrogenes : L’adénine et la Thymine forment ensemble deux liaisons
hydrogenes tandis que la Guanine en forme trois avec la Cytosine.

Le squelette de pentose-phosphate d’un brin est en sens 5’— 3’ tandis
que le deuxiéme brin a un squelette pentose-phosphate sens 3’ — 5'.
Cet arrangement est dit antiparalléle. La régle des bases homologues
est la reégle de Chargaff qui stipule que dans I’ADN, I’ADN possede en

quelette pentose-phosphate

Liaison hydrogéne entre deux
bases azotées

Paire de bases jointes par

liaison hydrogéne

nombre égaux les résidus adénine et thymine et en nombres égaux ceux de la guanine et de la cytosine. Les deux polynucléotides

sont maintenus ensemble grace aux liaisons hydrogénes entre les bases azotées ; la liaison hydrogéne est une liaison faible mais

I’ensemble de ces liaisons entre les deux brins créé une force collective semblable a celle des dents d’une fermeture éclair.

H\ Les deux brins de la double hélice sont complémentaires I'un de I'autre. C’'est cette particularité
N—Heeoon 0 CH;  de I’ADN qui rend possible de générer deux copies identiques de chaque molécule d’ADN dans
. ">_\S une cellule qui se prépare a la division cellulaire. Quand la cellule se divise, les copies sont
Sué/ar """ B %N distribuées aux cellules filles, les rendant génétiquement identiques aux cellules parentes (sauf
o St}gar lors de mutations non corrigées). De cette fagon, la structure de I’ADN justifie sa fonction de
Adenine (A) Thymine (T)  transmettre I'information génétique quand une cellule se sépare.
/H Quand un polynucléotide n’est composé que d’un seul brin, on parle d’'un polynucléotide

Guanine (G) Cytosine (C)

spermatozoides.

monocaténaire. Quand il y a deux brins, il s’agit d’'un polynucléotide bicaténaire. L'ADN
monocaténaire est rare mais il se retrouve dans certains groupes de cellules ou organismes ou
encore dans les virus. Il existe plusieurs variations possibles de la structure spatiale de I’ADN ;
la plus courante est ’ADN-B, structure en double hélice tournant vers la droite en effectuant
un tour complet tous les 10 nucléotides. L’ADN-B est considéré comme la forme native parce
qgue son mode de diffraction des rayons X ressemble a celui de ’ADN des tétes intactes des

L’ADN, PORTEUR DE L'INFORMATION GENETIQUE

Jusque fin des années 1940, il était pensé que I'information génétique était portée par des complexes protéiques ou que cette

information devait étre portée par une molécule trées complexe dans sa structure et dans ses propriétés. L’acide nucléique, isolé

pour la premiere fois en 1869 par Friedrich Miescher, était vu comme une molécule polymérique dont la séquence de nucléotide

était trop répétitive (seulement 4 différents nucléotides contre les protéines qui ont 20 résidus d’acides aminés différents

conférant d’énormes combinaisons différentes). En 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod et Maclyn McCarty ont démontré que

642



8, l, f— I’ADN est la molécule porteuse de I'information génétique. Leurs expériences ont montré que I’ADN
. @ . ‘ — qui n’est pas une protéine-extrait d’un brin pathogénique d’une bactérie Diplococcus pneumoniae
était la substance qui a transformé un brin non-pathogénique de I'organisme au
‘QE} ras . brin virulent. La découverte d’Avery a été sujette a un fort scepticisme de la part
de la communauté scientifique. Cette expérience a néanmoins influencé Erwin

‘@ QS;-

Chargaff, dont les regles ont mené a des modeéles conséquents de la structure et

‘%@ - de la fonction de I'ADN.

,  Lastructure en double hélice de I’ADN facilite sa réplication : Quand une cellule se
divise, chaque brin d’ADN se sépare et agit comme un modéle a partir duquel un brin complémentaire va se
former. Par conséquent, chaque cellule fille contient une molécule d’ADN compléte (ou une collection compléte
de molécules d’ADN dans les organismes dont le génome contient plus d’un chromosome). Chaque molécule

d’ADN consiste en un brin « parent », issu de la cellule mére et un « brin fille », formé lors de la réplication : On .
dit que la réplication est semi-conservative. Les nhouveaux brins formés sont synthétisés par la polymérisation de nucleotldes
bouts a bouts, et spécifiquement au brin « parent », de maniére a ce que le nouveau brin formé soit composé de nucléotides
homologues au brin qui lui fait face ; ainsi, pour un brin 5 — ATTCGCA — 3', le brin répliqué sera 3' — TAAGCGT — 5'.

ACIDE RIBONUCLEIQUE (ARN)

L’ARN est un polynucléotide composé d’un seul brin qui présente généralement une structure compacte plutét que de se laisser
en une chaine étendue. Il existe néanmoins certains virus qui ont pour matériel génétique un ARN

m bicaténaire. Dans I'ARN, il n’y a pas de thymine mais celle-ci est |la base équivalente de I'Uracile, base
unique a I’ARN et homologue a I’'adénine. Un brin d’ARN comporte, a l'instar de I’ADN, un squelette

pento-phosphate mais le pentose est un ribose. Bien que I’ARN se retrouve généralement sous forme

d’un seul brin, les bases azotées forment des liaisons hydrogenes entre elles sur le méme brin ARN,

donnant des structures « stem-loop » (boucle de brin) ainsi que des structures encore plus
complexes quand plusieurs de ces boucles interagissent entre elles.

STABILISATION DES STRUCTURES DES ACIDES NUCLEIQUES

La forme native de ’ADN, forme de double hélice selon le modele de Watson et Crick (ADN-B), apparait lorsque I’ADN est dans un
environnement favorable a sa conformation. Néanmoins, ’ADN ne présente pas une grande complexité structurale comme les
protéines : les nucléotides étant répétitifs, il n’y a pas autant d’interactions possible qu’une chaine polypeptidique ; ’ADN ne peut
donc pas adopter énormément de structures secondaires.

La conformation de I’ADN est stabilisée par les paires de bases azotées homologues des deux brins de la double hélice ; les paires
forment des liaisons hydrogenes. Cette paire de base agit comme une « colle » qui maintient les deux brins polynucléotidiques
ensemble. Bien que I’ADN peut prendre d’autres conformations que celle proposée par
Watson et Crick (modele de I’ADN-B), il existe d’autres conformations que 'ADN peut W
prendre, de structures plus ou moins semblable. Néanmoins, la structure de I’ADN-B est la

plus stable. Quand une solution d’ADN duplex (par duplex, on entend la structure en double  conformation native

hélice) est chauffée au-dessus d’'une certaine température, les deux chaines
polynucléotidiques se séparent et prennent une conformation aléatoire ondulante : il s’agit
de la dénaturation, il est accompagné d’une modification qualitative des propriétés

physiques de I’ADN. La viscosité, résultant de la résistance a la déformation du duplex Duplex ADN dénaturé

(Replis aléatoire)

d’ADN, chute rapidement dés que I'ADN prend la forme de simples chaines
polynucléotidiques libres.

La stabilité de la conformation ADN-B (AD N duplex) dépend de plusieurs facteurs, dont la
nature du solvant, la composition ionique de la solution et le pH. Cette stabilité est indiquée par la température de fusion T ; au-
dela de cette température, la conformation du duplex ADN est dénaturée. Cette température de fusion T s’accroit linéairement
en fonction de la composition molaire des bases G et C. Ces bases azotées établissent trois liaisons hydrogenes pour deux
seulement entre la thymine et I'adénine, conférant une plus grande stabilité a la molécule.
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Si la solution d’ADN dénaturé est refroidie rapidement en dessous de sa température de
fusion Tr , I'ADN résultant ne sera que trés partiellement apparié car les brins
complémentaires n‘ont pas assez de temps pur se réassocier complétement avant
I’établissement d’appariements partiels aléatoires. Si on refroidit la solution lentement
d’ADN dénaturé, et qu’on I’a maintenu a une température stable d’environ 25°C en dessous

Agrégation
intramoléculaire ~ de T, 'énergie thermique du systéme sera suffisante pour que des liaisons d’hydrogenes se

forment et que des appariements de bases s’établissent sur de courtes distances grace a des
dénaturations et renaturations successives mais insuffisante pour qu’il y ait dénaturation sur
de longues séquences complémentaires. On parle de conditions d’annélation et I’ADN
dénaturé pourra se renaturer completement dans ces conditions. De la méme maniere, grace

Agrégation
intermoléculaire aux conditions d’annélation, il est possible d’hybrider des brins complémentaires d’ADN et

ARN pour donner une structure d’une double hélice hybride a peine moins stable que les ADN en double hélices.

ORGANISATION DU MATERIEL GENETIQUE CHEZ LES EUCARYOTES

L’'homme a un génotype d’environ 3 Mb (3 milliards de nucléotides). Si on
déroulait I'’ADN d’une cellule, la molécule ferait 2m de long. Selon une étude
récente, un corps humain de taille moyenne contient environ 3,72 x 103
cellules ; Si on déroulait tout 'ADN de chacune de ces cellules et qu’on les
mettait bout a bout, il atteindrait jusqu’a 400 fois la distance Terre-Soleil ! Le
défi de la cellule est d’arriver a compacter cette molécule de 2m dans un noyau
cellulaire d’environ 6um a 20 um de diametre ; ce compactage se fait grace a des
interactions entre I'acide nucléique et des protéines nucléaires. On distingue
deux types de protéines nucléaires : les protéines histoniques et les protéines
non-histoniques.

La fonction la plus importante de I’ADN est de porter des genes, I'information qui spécifie toutes les protéines et molécules d’ARN
que I'organisme synthétise, dont I'information sur la quantité de chaque protéine et son endroit spécifique (tissu, compartiment
cellulaire spécifique...). Le génome des eucaryotes est divisé en chromosomes : Au lieu d’avoir une seule macromolécule d’acide
désoxyribonucléique, la cellule comprend plusieurs molécules appelées chromosomes, comportant des genes différents. Le
génotype d’un organisme défini 'ensemble de ses genes et le caryotype définit I'ensemble des chromosomes d’un organisme. Le
chromosome est formé d’un complexe d’ADN, ARN et de protéines appelé la chromatine. Les chromosomes n’apparaissent que
lors de la mitose, quand la cellule se divise en deux cellules filles (de patrimoine génétique semblable). Lors de I'interphase, les
chromosomes sont si diffus qu’ils sont indiscernables individuellement. Dans la cellule eucaryote, ’ADN est donc toujours sous
forme de chromatine, associé a de I’ARN et des protéines. On peut distinguer deux types de chromatines : L’euchromatine, qui
est la partie décondensée et permettant I’expression génétique et I’'hétérochromatine, régions d’ADN condensé ou la transcription
d’un géne ne peut pas se faire.

HISTONES, NUCLEOSOMES ET FIBRE DE CHROMATINE

Placer 46 chromosomes humains dans un noyau de 20 um de diamétre est un défi auquel la cellule doit répondre par un
mécanisme de compaction de I’ADN. Les chromosomes sont compactés selon plusieurs niveau a différentes échelles et impliquent
une association intime avec des protéines permettant le repliement du brin bicaténaire afin de réduire la longueur de I’ADN.
Chaque chromosome est une longue molécule d’ADN bicaténaire qui ne porte aucune interruption sur toute sa longueur et qui
est associé a des protéines de nature basique permettant une association étroite. On distingue deux types de protéines associées
a I’ADN et responsables de sa compaction : les protéines histoniques et les protéines non-histoniques. Les protéines histoniques,
ou histones, sont des protéines majoritairement constitués d’acides aminés basiques (Lysine et Arginine, notamment). Les
histones sont intimement associées a I’ADN et permettent sa compaction en formant des nucléosomes. Le caractere basique des
histones confére a la protéine une charge globale positive, permettant de fortes interactions avec ’ADN (de nature acide), au
niveau des groupements phosphates des nucléotides qui portent des charges négatives. Ces protéines sont réparties en 5 classes
principales : Les histones H1, H2A, H2B, H3 et H4. |l existe également des histones H5 qui appartiennent a la famille des H1.
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Les histones sont une classe de protéines qui ont été hautement conservées lors de Princil)ales protéines histones
I’évolution : Au cours de I'évolution des eucaryotes, la structure primaire n’a de ces

protéines n’a été que trés peu modifiée ; Par exemple, si on compare les histones H4 gé H "..\Pﬁ. Q& .\m

entre une cellule issue d’un Bovin et d’un petit pois, espéces qui ont divergé il y a 1,2 -

milliards d’années, on remarque qu’ils ne different que par deux changements de résidus. L H2A ST

L’histone H4 est la protéine la plus conservatrice connue. Une telle stabilité au cours de i o

I’évolution implique que ces quatre histones ont des fonctions essentielles pour lesquelles § Hes Aot "y

leurs structures sont si bien adaptées qu’elles ne tolerent aucun changement. % ‘ —
TS o Na

Sila structure primaire des histones a été hautement conservée d’une espéce a une autre, sy E o

en revanche, les histones peuvent subir des modifications réversibles post- N <=

traductionnelle au niveau de résidus spécifiques qui varient fortement d’une espéce a une autre, du tissu ou de la phase du cycle
cellulaire. Les histones comprennent un domaine C-terminal globulaire, un domaine histone-fold et un domaine N-terminale. Le
domaine histone-fold est le domaine qui est hautement conservé et intolérant aux mutations. Ce domaine consiste en plusieurs
hélices a, dont trois placées plus ou moins perpendiculairement chez les histones H2A/B, H3 et H4 de maniére a s’attacher a
d’autres histones avec un motif appelé « poignée de main » et permettre la dimérisation.

Les histones H3 et H4 s’associent et forment un dimére, de la méme maniére
que le H2A et le H2B se dimérisent, toujours par un motif « poignée de main ».
Ces dimeéres s’associent ensuite entre eux pour former un tétrameére H3-H4 et
H2A-H2B. Ces deux tétraméres s’associent pour donner un octamere
d’histones. Quand le duplex ADN vient s’enrouler autour d’un octamére
d’histone, on parle d’'un nucléosome ; le nucléosome est le premier niveau
d’organisation de la chromatine. Les histones de classe H2A, H2B, H3 et H4
interviennent donc dans le premier niveau en formant une structure sphérique,

on parle d’histones « de coeur » (core-histone) car elles constituent le cceur du
nucléosome. L’ADN s’enroule deux fois autour d’un nucléosome.

Au sens strict du terme, le nucléosome définit I’'ensemble formé par une particule de
coeur (octamere d’histone) et ADN de liaison adjacent, bien qu’on I'emploie
généralement uniquement pour désigner la particule de ce coeur. Au sein de la
chromatine, deux nucléosomes sont séparés par des segments d’ADN dit de ligison.
Entre deux nucléosomes, il y a un espace dans lequel I’ADN se trouve « a nu », la
longueur (et donc le nombre de paires de bases) varie d’une espéce a une autre. Le
degré de condensation varie le long des chromosomes, dans la chromatine. Dans

I’euchromatine, cette condensation est faible pour pouvoir laisser I'acces a I'’ARN Nucleosome “bead”
s . . e . P (8 histone molecules
polymérase pour la transcription ADN— ARN. Dans I’hétérochromatine, le degré de ,“nuc.w,.d,p:.,,.:mm,

condensation est fort : ces zones ne peuvent pas étre transcrites.

Le domaine N-terminale des histones n’est pas structuré : il apparait de maniere linéaire et constitue la « queue » des histones.
C’est sur ce domaine que peuvent avoir lieu des modifications post-traductionnelles réversibles telles que la phosphorylation,
I'acétylation, la méthylation, ubiquination etc...Ces modifications font intervenir des enzymes spécifiques, on parle de protéines
non-histoniques et elles régulent le degré de condensation ; ces modifications jouent un réle dans la régulation épigénique.

Les histones de la classe H1/H5 sont des histones de « liaison ». L’histone H1 scelle le
. ) nucléosome en liant ’ADN a I'endroit ou il rentre et I'endroit ou il sort de I'octamere : on parle
Octamére d Histone d’un chromatosome. L’histone H1 ne se situe pas dans le nucléosome mais bien a I'extérieur,
en stabilisant la fixant de I’ADN autour du nucléosome. En plus de sceller les nucléosomes, les
histones H1 se composent d’'un domaine globulaire hautement conservé flanqué de deux bras
N- et C-terminaux riches en résidus basiques. Ces bras basiques interagissent avec I’ADN et
liaison et réunissent les nucléosomes adjacents. L’enchainement de nucléosomes forme un
nucléofilament (ou fibre de chromatine) qui prend I'apparence d’un collier de perle. Les

nucléosomes y apparaissent séparés par des segments d’ADN de liaison : cette apparence de

« collier de perle » ne s’observe jamais dans des conditions physiologiques, ce n’est qu’un
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artéfact expérimental qui résulte de I’exposition de la chromatine a concentration saline augmentée.

) ) . L , . ) E Octameric histone core
Cette forme « ouverte » de la chromatine est libre a la transcription. Les nucléosomes, en particulier g _—
les queues amino-terminales, jouent un réle dans la régulation de I’expression génétique (régulation DNA

épigénétique). T e
Quand on atteint la concentration saline physiologique, on peut observer que les nucléosomes se
replient entre eux grace a des interactions entre les histones H1. Ces histones H1 vont enrouler les
nucléosomes, avec 6 nucléosomes par tour, pour donner une fibre épaisse de 30 nm appelée la fibre
chromosomique. Ce repliement des nucléosomes permet de compacter ’ADN en donnant une
structure hélicoidale qu’on appelle également solénoide. Quand I’ADN est compacté en solénoide
(ou fibre de chromatine 30 nm), il n’est pas actif a la transcription. Le solénoide est stabilité par les
histones H1 dont les bras N- et C-terminaux entrent en contact avec les nucléosomes adjacents. La
fibre de chromatine 30 nm est le deuxiéme niveau de compactage de I’ADN.

= : . ique : L . s
ES?ZCD:]%E T — Chromosome meétaphasique : Le troisieme niveau est caractérisé par des boucles
Nivesii et métaphasique radiales de fibre de chromatine 30nm sur un échafaudage composé de protéines non-

histones : ces boucles radiales sont appelées domaines en boucles et n'ont lieu que
lorsque la cellule est en phase mitotique. Ces domaines en boucles s’enroulent et se

replient de sorte a compacter encore plus I’ADN et former une fibre de 300 nm. C'est

& 7
Sy o
] la cellule. Au cours de l'interphase, entre deux divisions cellulaire, les chromosomes

ce repliement qui donne I'aspect des chromosomes en X lors de la métaphase. La
condensation de la chromatine en métaphase est telle que I'on peut nettement

distinguer chaque chromosome individuellement, permettant d’établir le caryotype de

sont étendus et ne prennent pas la structure de fibre 300 nm (domaines en boucles). On ne peut donc pas distinguer chaque
chromosome individuellement dans le noyau. Le chromosome métaphasique est constitué de deux chromatides (Cht). Un
chromatide est un nucléofilament en forme de batonnet (=fibre de chromatine) associé a des protéines d’histones et des protéines
non-histones (PNH). Les nucléofilaments forment des boucles qui entrent et sortent de I'échafaudage a peu prés au méme endroit.

Chromosome Rosette de boucle de Boucle de
chromatine chromatine

Solénoide

NIVEAU D’ORGANISATION DES CHROMOSOMES Nucléosome

Chaque chromosome consiste en une longue molécule
d’ADN bicaténaire. Le premier niveau de condensation est
'enroulement de I'ADN autour de cceurs octamériques
d’histones pour former des nucléosomes. Ces nucléosomes
se regroupent ensuite autour d’un échafaudage d’histones
H1 pour former une structure en solénoide. Ce solénoide
forme ensuite une boucle appelée fibre de 30 nm.
Différentes boucles sont associées en rosette autour d’une
protéine échafaudage. Le 3®™ et dernier niveau peut
s'observer lors de la mitose, c’est le chromosome
métaphasique.

646



Le nombre de chromosomes varie trés fortement d’une espece a une autre. Chez ’lhomme, le caryotype est de 23 paires
presqu’identiques de chromosomes : 22 paires de chromosomes autosomiques, et une paire de chromosomes sexuels. Lorsqu’une
cellule contient un seul jeu de chromosomes, elle est dite haploide : la cellule contient alors 23 chromosomes. Lorsqu’elle contient
deux jeux de chromosomes, elle est dite diploide : la cellule contient alors 23 paires de chromosomes, soit 46 chromosomes au
total. Les chromosomes qui appartiennent a une méme paire sont dits des chromosomes homologues. Les cellules somatiques
chez les mammiféres sont des cellules diploides, notées 2n tandis que les cellules germinales (servant a la reproduction) sont
haploides, notées n. Lorsque deux cellules sexuelles fusionnent pour donner un zygote, les cellules haploides forment alors une
cellule diploide : chaque paire de chromosome est donc constitué d’un chromosome maternel et paternel.

Chaque chromosome d’une cellule peut étre constitué d’'une  omoi000us chromosomes Homologous chromosomes
ou de deux chromatides selon son état : juste apres la mitose,
chaque chromosome de la cellule ne contient qu’un

chromatide. Les chromosomes de la cellule mére étaient

constitués de deux chromatides qui ont étés séparés pour Kinetochore
donner deux cellules filles de chromosome a un seul
chromatide. Les deux chromatides contiennent exactement la —_——

méme information génétique et sont reliés par un centromere.

Cohesin
proteins

. , A
Deux chromatides d’'un méme chromosome sont des R ntromdie

chromatides sceurs, ce sont deux copies identiques formés par

la réplication. Lors de l'interphase, les chromosomes a un seul Kinetochores

chromatide reforment le chromatide sceur pour le prochain
cycle de division cellulaire. Les deux chromatides sceurs sont 7
séparés lors de la mitose ainsi que durant la seconde division . _ W

de la méiose (division des cellules sexuelles dites gametes). Sister cromatids
Lorsque la cellule rentre en division cellulaire, I'ADN atteint son niveau de compaction maximale en organisant les chromosomes
métaphasiques. Cette condensation permet de séparer les chromosomes pour la mitose et est effectuée a I'aide de complexes
protéiques appelés les condensines. Les condensines font partie d’'une famille appelées les protéines de maintenance structurelle
des chromosomes (protéines SMC) et qui interviennent dans |'organisation et la dynamique des chromosomes au cours du cycle
de la cellule. Les SMCs sont toutes des ATPases : elles consomment donc de 'ATP pour pouvoir fonctionner. L’activité des
complexes de condensines sont hautement régulées pendant le cycle cellulaire et certaines ne sont activées que lorsque la cellule
rentre en division, tandis que d’autres sont actives en interphases et se chargent de la condensation des chromosomes aux
premiers niveau d’organisation. Le complexe de condensine | est présent dans le cytoplasme durant l'interphase et ne peut
condenser les chromosomes seulement lorsque la cellule rentre en division et que le noyau cellulaire commence a se désintégrer.

Avant de pouvoir rentrer en division, la cellule doit nécessairement répliquer I'information génétique en double pour pouvoir la
redistribuer aux deux cellules filles. Les chromosomes répliquent donc leur chromatide pour former des chromosomes de deux
chromatides. Lorsqu’un chromosome ne possede qu’un seul chromatide, il est dit 1c. Quand I'ADN est répliqué, chaque
chromosome possede deux chromatides sceurs, notés 2c. Par conséquent, une cellule haploide qui va rentrer en division a un
génome 2n+4c (deux jeux de chromosomes de deux chromatides, donnant au total 4 chromatides). La cellule haploide qui vient
de se diviser quant a elle a un génome 2n+2c.

Lors de la réplication de I'ADN, la cellule possede deux jeux de chromosomes homologues et deux chromatides. Chaque
chromosome est alors en double : les chromatides sceurs ne sont que des copies identiques I'un de I'autre. Lors de la condensation
des chromosomes en chromosome métaphasique, les chromosomes apparaissent comme deux chromatides sceurs attachés I'un
al'autre. Les chromatides sceurs d’'un chromosome sont rattachés entre eux au niveau d’une zone centrale appelée le centromere.
La cohésine est un complexe protéique SMC qui se charge du rattachement des chromatides sceurs ainsi qu’a leur séparation lors
de la division cellulaire. Il est important que les chromatides restent unis pour la division cellulaire afin d’assurer une bonne
redistribution de chaque chromatide sceur de maniere égale aux deux cellules files, de maniere a ce qu’elles aient toutes les deux
la méme information génétique. La cellule s’assure qu’un exemplaire de chaque chromosome se dirige vers chaque cellule fille en
unissant les chromatides entre eux au niveau des centromeres. Nous reviendrons un peu plus en détail sur le chromosome
métaphasique dans le chapitre sur la division cellulaire.
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REPLICATION DE L’ADN

Lorsqu’on a élucidé la structure tridimensionnelle de I’ADN (par Crick et Watson et leur modéle hélicoidal a double brin), on a
aussitot pensé que la complémentarité des bases azotées était a la base méme de la réplication de I'information génétique. En
effet, avec un brin d’ADN on peut facilement deviner la composition de son brin homologue puisque chaque nucléotide a son
nucléotide complémentaire sur le brin d’en face : un nucléotide AMP (nucléotide de base azotée adénine) a pour nucléotide
complémentaire le nucléotide TMP, et la GMP a pour nucléotide complémentaire la CMP. La séquence de bases azotées d’un brin
détermine totalement la séquence de son brin partenaire.

Lorsque la cellule se prépare a la division, elle passe automatiquement par une phase obligatoire de réplication de I'information
génétique : chaque chromosome est répliqué a l'identique. Pour ce faire, il faut donc que les chromosomes soient lisibles. Pour
étre lisible, il faut que la partie du chromosome en train d’étre répliquée soit lache (non condensée). Lors de la réplication, les
deux brins de I'hélice d’ADN d’un chromosome, les brins parentaux, vont étre répliqués pour donner au total 4 brins, soit deux
hélices d’ADN (2 chromatides). Les deux chromatides alors formés a partir d’un seul vont se séparer et rester unis au niveau de
leur centromere. Néanmoins, on ne savait pas exactement comment la réplication de I’ADN s’effectuait ainsi que la répartition
des brins. On a donc proposé trois modeles de réplication :

1. Unmodeéle conservatif : Les deux brins « parentaux » de I'hélice d’ADN
restent intacts aprées la réplication et s’apparient de nouveau pour
former la méme hélice et donnent deux brins fils identiques qui
forment une nouvelle molécule d’ADN. On a donc deux chromatides

sceurs identiques mais I'un vient d’étre formé a I'identique et est une
molécule d’ADN entierement nouvelle : on a donc conservation de la
molécule d’ADN de départ.
2. Un modeéle semi-conservatif : L’hélice se sépare et un nouveau brin l l 1
vient se former a partir d’un brin parent. L'hélice de départ se sépare

alors complétement, donnant deux hélices d’ADN comportant chacune ) : y
un brin parent et un brin fils: on a une semi-conservation de la /
molécule de départ.
3. Lemodele dispersif : les deux nouvelles molécules d’ADN formées sont
un mélange de brins parentaux et de brins fils. Apres réplication, I’ADN
g A , "4

serait dispersé dans les deux brins de chaque molécule.

En réalité, la réplication de I'ADN suit le modele semi-conservatif. Ce
modele de réplication a été prouvé par 'expérience de Meselson-Stahl en

Conservative Semiconservative Dispersive

tracant ’ADN d’une bactérie avec de I'azote radioactif 1°N. Puisque les nouveaux nucléotides sont des azotes “N (azote non-
radioactif), il a regardé la répartition des azotes radioactifs dans les deux nouvelles cellules pour voir comment I’ADN s’était
redistribué. L’ADN se réplique par ouverture de son hélice : chaque brin parental sert alors de matrice pour la synthése d’un brin
complémentaire et aboutit a deux hélices filles possédant chacune un brin parental et un brin nouveau.

5 E1E

(a) La molécule de départ comporte deux brins (b) La premiére étape de la réplication est la (c) Les nucléotides complémentaires s’alignent
d’ADN complémentaires. Chaque base séparation des deux brins d’ADN. Chacun des et les liens entre le désoxyribose de I'un et
s'associe par des liaisons hydrogéne a la base deux brins forme une matrice qui détermine le phosphate de |'autre forment le squelette
correspondante: A va avec T, et G va avec C I'ordre des nucléotides des deux nouveaux (montant) des nouveaux brins. Chacune des
(régle de I'appariement). brins complémentaires en voie de formation. molécules «filles» d*ADN se compose d‘un

brin parental (bleu foncé) et d'un nouveau
brin (bleu clair).
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Chez le procaryote, la réplication de I’ADN démarre au niveau d’une séquence spécifique appelé le site d’origine. Le matériel
génétique du procaryote consiste en une seule molécule d’ADN circulaire. La synthese début au site d’origine et termine au site
de terminaison. Chez les eucaryotes, on peut supposer que I’ADN comporte également une origine quand ce processus démarre.
Néanmoins, en regardant la vitesse de synthése de I’ADN, la réplication de I’ADN d’une cellule eucaryote humaine pourrait prendre
plusieurs jours pour étre entierement répliqué. Ce n’est pas possible puisque certaines cellules embryonnaires peuvent se
répliquer avec moins d’une heure d’intervalle.

Al'instar de la réplication des procaryote, la réplication se déroule par 3 processus : initiation, élongation et terminaison. Plusieurs
enzymes sont impliquées dans la réplication de I’ADN : elles collaborent ensemble a assembler un nouveau brin a partir d’un brin
matrice (le brin parental) et de nucléotides complémentaires. Un chromosome eucaryote comporte plusieurs origines de
réplication (séquence nucléotidique qui initie la réplication) afin de pouvoir répliquer ’ADN plus rapidement.

Dans un premier temps, nous allons voir la réplication de I’ADN chez les procaryotes en raison de sa simplicité par rapport a la
réplication des eucaryotes. L'ADN des procaryotes est circulaire est possede une seule origine de réplication appelée OriC.
L’origine de réplication est reconnue par des protéines de réplication chargées de reconnaitre la séquence d’ADN et amorcer la
réplication de I’ADN. L’enzyme responsable de la synthése du nouveau brin en faisant correspondre les nucléotides du brin matrice
avec des nucléotides complémentaires est 'ADN polymérase. Il existe plusieurs ADN polymérases différentes et toutes ont la
particularité de synthétiser dans le sens 5’—3’ car elles ne savent lire que les brins dans le sens 3'=5’.

Template Strand New Strand Template Strand New Strand
HO 3’ 5

Sugar—
phosphate
backbone |

DNA polymerase I

Pyrophosphate

De plus, les ADN polymérases ont besoin d’'une amorce pour entamer la réplication de ’ADN ; Il faut que le brin matrice ait un
petit bout de brin complémentaire a partir duquel I’ADN polymérase va continuer la réplication. L'ADN polymérase est incapable
de répliquer un simple brin d’ADN s’il ne possede pas d’amorce. Cette amorce peut étre un segment d’ADN ou d’ARN (un ARN
évidemment complémentaire au brin, ol les TMP sont remplacées par les UMPs).

Les ARN polymérases n’ont pas cette exigence et sont capable de 5 = X -
- , s - . : [THTITET — UHUOUUUHHHHE}
synthétiser de I’ARN a partir d’un brin matrice et sans amorce. Les ARN 4 ““} TATTTATITTI 1 e Hm HH ll ];!A #

4

polymérases se chargent alors de synthétiser une amorce d’ARN pour
, , . . . RNA polymerase makes primer DNA polymerase extends primer
que I’ADN polymérase puis faire son travail.
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REPLICATION DES PROCARYOTES

Dans cette section, nous allons prendre le cas de la réplication de ’ADN chez E. Coli. Cette bactérie possede un ADN circulaire et
bicaténaire contenant I'origine de réplication OriC ainsi qu’un site de terminaison. La réplication débute au niveau d’OriC et se
poursuit dans les deux sens jusqu’a arriver au site de terminaison. L’OriC est une séquence d’ADN répétés riches en bases azotées
A et T. Si cette séquence est si riche en adénine et en thymine c’est pour une raison bien particuliére : les adénines et thymines
sont des bases complémentaires qui ne forment que 2 ponts d’hydrogénes avec leur base complémentaire. En diminuant le
nombre de ponts d’hydrogene, on facilite I'ouverture de I’hélice au niveau d’OriC.

Replisome
Termination

—_—

Replisome —;

Le procaryote ne posséde qu’une seule origine de réplication dans son unique chromosome (OriC). Cette séquence est reconnue
par une protéine initiatrice qui va recruter les enzymes nécessaires a |'ouverture et la réplication du duplex hélicoidal. Chez
I’'Eucaryote, I'’ADN est linéaire et comporte plusieurs milliers de sites d’origines (environ 100 000 chez ’'Homme). L’ADN répliqué
a partir d’un site d’origine forme une unité appelé le réplicon : la bactérie ne comportant qu’un ADN et un seul site d’origine, il
contient un seul réplicon. La séparation des deux brins parentaux au niveau de I'OriC forme un « ceil de réplication », I'ceil
s’agrandit au fur et a mesure que I’hélice s’ouvre et que la réplication se poursuit. Lorsqu’un chromosome comporte plusieurs
origines de réplications (chez les eucaryotes exclusivement), les réplicons finissent par fusionnent pour former au final deux
molécules d’ADN complétes sans interruptions.

Une fois que les protéines de réplication ont trouvé I'origine de réplication OriC, elles recrutent les enzymes responsables de la
réplication de I’ADN. La réplication débute une fois que le brin est ouvert : I'ouverture se fait grace a une hélicase, enzyme qui
rompt les liaisons d’hydrogénes entre les bases complémentaires. L’'hélicase nécessite de I’ATP pour séparer les deux brins
parentaux. Certaines ADN polymérases sont capables de dérouler I’ADN pendant la réplication de I’ADN mais le déroulement par
une hélicase est bien plus efficace et interviennent quasi

toujours. Le déroulement est un processus endergonique et les SURENROULEMENT DU AUX TENSIONS DE TORSIONS
brins « nu» d’ADN produits par I'hélicase sont instables en Réplisomes

raison de I'exposition des bases hydrophobes a I'eau. Des

protéines fixatrices d’ADN monocaténaire (le brin est

. o . . COCOCOCOOOCT
monocaténaire une fois déparié), appelées protéines SSB (pour

COOOOOOOOOCT

single-strand binding proteins), vont s’attacher au brin d’ADN g é
non appariés et 'empécher de s’enrouler sur lui-méme. Le &Y,
&N

déroulement de I'hélice provoque des tensions de torsions :‘9.#;
importantes de la méme maniére que la tire deux rubans de .j;‘ Y
, o L

caoutchouc torsadés l'un autre de l‘autre: on parle de Qe

surenroulement. En mathématiques, les torsions et les

surenroulements sont étudiés dans une branche appelée la ~ paS DE SURENROULEMENT AVEC UN ADN GYRASE
topologie.

Réplisomes ADN gyrase
L’enroulement de la double hélice suite a sa séparation des brins
est un état topologique de I’ADN. Le probleme avec le T
, . . , OO0 OCOCK
surenroulement de I’ADN est que la partie surenroulée de ’ADN T

ne peut étre ouverte par une hélicase : il faut donc une enzyme < SR

capable de dérouler les torsions de I’ADN en diminuant les

tensions de torsions afin de pouvoir déparier les deux brins. On a donc recours a des enzymes capables de modifier I'état
topologique de I’ADN : des topoisomérases. La topoisomérase charger de diminuer les tensions de torsions dans la réplication de
I’ADN est I’ADN gyrase. L’ADN gyrase diminue les tensions de torsion en coupant I’ADN et en faisant pivoter les brins d’ADN puis
en réparant ces coupures. L’hélicase peut alors procéder et séparer les brins parentaux qui pourront servir de matrice aux ADN
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En coupant et en recollant I'’ADN
parental, I'ADN gyrase fait
diminuer la tension due a

la torsion engendrée a la fourche
de réplication par I'ouverture

La primase synthétise

les amorces d’ARN

en utilisant I'ADN
parental comme matrice.

polymérase pour la synthése des brins complémentaires apres I'ajout
d’une amorce par une ARN polymérase spécialisée dans la réplication
de I’ADN : les primases. L'ADN primase va synthétiser une amorce
d’ARN nécessaire au fonctionnement de I’ADN polymérase. L'amorce
la suite

d’ARN sera par remplacée par la séquence d’ADN

de la double hélice.

correspondante. Le réplisome définit I'ensemble des enzymes qui

Py~ fonctionnent de maniere coordonnée a la réplication de I’ADN : les

5 d’ARN  ADN polymérases, I’ADN primase et I’hélicase. L’ADN gyrase ne fait pas
partie du réplisome, il ne participe pas a la réplication mais simplement
; a la diminution des torsions de I’ADN. L’ouverture de I’hélice d’ADN par
- \

L'hélicase déroule 5 'ADN gyrase est responsable de la séparation des brins

et sépare les brins & . . . d . | | ,
d'ADN parentaux. complémentaires qui serviront de matrice pour les ADN polymérase.
\ L'ouverture de I’hélice donne I'apparence d’une fourche : on parle

Les protéines fixatrices
d’ADN monocaténaire
stabilisent les brins
parentaux déroulés.

d’une fourche de réplication. Le réplisome vient s’installer au niveau de
la fourche de réplication pour commencer la synthése des nouveaux
brins. Un ceil de réplication possede deux fourches de réplication.

Comme nous |’avons déja mentionné, les ADN polymérases sont un groupe d’enzymes responsables de la synthése des nouveaux
brins a partir d’un brin matrice en ajoutant des nucléotides au brin complémentaire a I'extrémité 3’. Le premiere ADN polymérase
découverte chez E. Coli est ’ADN polymérase | (Pol I). On pensait au départ que la Pol | était I'unique enzyme responsable de la
réplication de 'ADN avant de se rendre compte que certaines E. Coli pouvaient encore répliquer leur chromosome lorsque leur
Pol | était dépourvue d’activité a la suite d’'une mutation. Chez cette bactérie, on compte 3 ADN polymérases différentes mais
seulement deux d’entre-elles ont un role significatif : ’ADN pol | et ’ADN pol lll. L’ADN pol | est I'enzyme qui est la plus abondante
et les 3 enzymes sont capables de synthétiser de I’ADN nucléique dans le sens 5’—3’ a partir d’'une amorce.

La synthése de I’ADN est dite semi-discontinue en raison de son arrangement antiparalléle : I’hélice comporte un brin dont le sens
est 5’-3’ et son brin complémentaire en sens 3’-5’. Chacun de ces brins sert de matrice a la synthése d’un nouveau brin et pose un
probleme dans la réplication : 'ADN polymérase ne pouvant lire que dans le sens 3’-5" et synthétiser dans le sens 5’-3’, elle ne
peut lire qu’un seul des deux brins. Pour remédier a ce probléme, le brin matrice 3’-5’ est synthétisé en continu, tandis que |'autre
brin est synthétisé dans I'autre sens en mode discontinu. Le brin matrice 3’-5’ est appelé le brin continu car I’ADN polymérase est
capable de la synthétiser a partir d’une seule amorce. La synthese du brin 5’-3’, appelé le brin retardé, se fait par petit fragments
appelés fragments d’Okazaki et nécessite plusieurs amorces.

Brin retardé

Hélice ouverte Hélice ouverte

Seconde amorce

et poursuite de——

et réplication

la réplication

Tk Y >

Amorce d’ARN

Brin avancé

Amorce d’ARN ———
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La synthése du brin avancé est assez simple puisque I’ADN polymérase peut directement commencer a synthétiser le nouveau
brin a partir d’'une amorce déposée par une primase au niveau de la fourche de réplication. Ainsi, un réplicon nécessite une seule
amorce d’ARN pour la synthése du brin avancé (brin 5’-3’). Dans le cas de E. Coli qui ne posséde qu’un réplicon, 'ADN Pol Il
(polymérase principale) peut synthétiser tout un brin en continu et donc répliquer tout le chromosome circulaire.

5 La synthese du brin retardé se fait de maniére discontinue.

DNA ligase Contrairement au brin avancé, la synthése n’est pas continue:
’ . . Y

Lagging strand I’enzyme ADN polymérase ne pouvant lire que dans le sens 5’-3’, elle
(discontinuous) lire le brin 3’-5’ dans le sens inverse. Pour ce faire, il va lire le brin
RNA primer—<2f & pna polymerase | matrice en s’éloignant de la fourche de réplication (lecture en 5’-3’).
L’ADN primase va synthétiser plusieurs amorces ARN qui serviront a la

Okazaki fragment synthése des fragments d’Okazaki par une ADN polymérase. Ces

made by DNA

polymerase Ill amorces devront étre ensuite remplacées par leur séquence d’ADN

correspondante. Enfin, les fragments doivent étre soudés entre eux.

Primase La longueur des fragments d’Okazaki varie fortement entre Eucaryotes

Leading strand

(continuous) et Procaryotes : Chez E. Coli, les fragments sont d’une longueur de

7% 1.000 a 2.000 nucléotides tandis qu’elles ne sont que de 100 a 200
nucléotides chez la plupart des Eucaryotes.

L’ADN pol Ill va synthétiser les fragments d’Okazaki a partir des amorces tandis que I’ADN Pol | va se charger de remplacer les
amorces par leur séquence ADN correspondante, toujours dans le sens de synthese 5’-3’. L'ADN Pol | ne peut commencer a
remplacer une amorce qu’une fois que le fragment d’Okazaki précédent a été synthétisé par I’ADN Pol Il car I’ADN Pol | a
également besoin de son amorce pour fonctionner, et c’est I'extrémité du fragment d’Okazaki qui sert d’amorce. Les différents
fragments sont ensuite reliés par une ADN ligase qui effectue des liaisons phosphodiesters entre les différents fragments. La
synthese du brin retardé est détaillée a la page suivante.

La réplication du réplicon de E. Coli se termine au site de terminaison, situé a I'opposé d’oriC. Les enzymes qui interviennent dans
la réplication de I’ADN (les ADN polymérases, la primase, I’ADN ligase et I'hélicase) forment un énorme complexe appelé le
réplisome.

Nouvelle  base Brin avancé (ou
(sens synthese) \ Pince 8 brin directeur)

(]
\ . ‘ ] ¥ By ¢ 'FETF ‘iR ¥
Protéine d’union aux brins & bl 0N M NN NN NN N l i i nmnﬁ 5

monocaténaires

Chargeur de pince

ADN gyrase

Pince 8 ouverte

5 T
il i L‘L’aul

ADN
parental Hélicase

Primase
Nouvelles

bases

Brin retardé

Amorce d’ARN
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Vue d'ensemble Vue d'ensemble

Origine de replication . ) o Origine de replication
Brin directeur | Brin retardé Brin directeur

e
D — Ve brm et S
g —— ] —\Q /
~Sa . ~Z2 m __/<_
Brin directeur ~— Brin directeur

Brin retardé

Brin retardé

Sens général de la Sens général de la
réplication < réplication
@ Une fois I'amorce d'ARN produite, 3 o L'AD)N primase assemble
I'ADN pol Il commence a synthétiser Origine les nucléotides d'ARN pour former une amorce
le brin directeur. de réplication

Origine de réplication

3 Brin _ 3
matrice 5
Amorce d'ARN @ L'ADN pol 11l ajoute
5 A ituée d'ARN des nucléotides d'ADN a
3 Pince coulissante 3 moree consiruee I'amorce, ce quicréé le

pour le fragment 1 fragment 1 d'Okazaki.

ADN pol I1I
ADN parental
3!
eAprés avoir atteint
I'amorce suivante a la
, droite, I'ADN pol Il
> 3 se détache
3 e Au furetémgsur-eque : \
la fourche de réplication %
progresse, |'élongation Fragment 1 d'Okazaki}
du brin directeur se fait g ,
de fagon continue dans 3
le sens 5'— 3' i 5
Amorce constituée ) R
Protéines de replication procaryote et leurs fonctions d'ARN pour le fragment 2 OUne fois que le deuxieme
f t est e, I'ADN pol Il
PROTEINE FONCTION 5 e A
- Fragment 2 y ajoute des nucléotides d'ADN et
Hélicase 3" Sépare les deux brins parentaux de 3 d'Okazaki se détache lorsque le fragment
5’ I'hélice au niveau de la fourche de atteint la premiére amorce
3= réplication.
5l
Protéine de liaison au brin Se lie au brin parental nu et le stabilise 1 3'
monocaténaire (SSB) jusqu'a ce qu'il soit utilisé comme B 5
/ 3 matrice par I’ADN pol -
5' wge 5
3 e L'ADN pol | remplace I'ARN
T i & Diminue les tensions de torsion en aval par de 'ADN en gjoutant des
opmsomef)rpﬁeal 3 de la fourche de réplication “ nucléotides a I'extrémité 3' du
3’ 5 ) y fragment 2.
/\.
Primase Synthétise une amorce d’ARN a Sk /L I o — 3
5 3 I'extrémité 5’ du brin directeur et a \“bﬁi_j_! 5
5 ‘extrémité 5’ de chaque fragment

d'Okazaki du brin retardé @ LADN ligase forme

une liaison entre le
. R , X
ADN Pol lg ) 3 Zoly:gra;g reiponsaltoledde Iaf\ svntheste 5 ?rc;u\r/i nAtoll\l et I'ADN du l Lo brin retardé de
; OU_arin . |\rec etfr ° es. ragments 3 £ : cette section est
3 5' d’Okazaki a partir d’un brin parental complétement synthétisé
matrice.
ADN pol | Enleve les amorces d’ARN et les
5’7_ r , . ’
FH =3’ remplace par leur équivalent ADN I T 3
3 ’ QAL AT I ,
5 = 5
ADN ligase Lie les fragments d’Okazaki du brin AMr— S s général de réplication
ﬁ retardé.
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Brin avancé

| QU EEEEEEE]
Hélicase }ﬂﬂmlmmm
ADN gyrase Chargeur de pince
O\ Pince ff ouverte i ,Ligase
5’ associe les

Amorce
fragments
d’ARN
Amorce d’ARN

L’ADN Pol | se détache

. Pince B
Primase : aprés avoir éliminé
f ~—Brin retardé 3: I’'amorce d’ARN
Protéines 3
d’union aux brins 4 B Amorce ’ARN 4. Le chargeur de pince se fixe a la pince S et la place sur
monocaténaires %, ",“7 I’ADN Pol Ill, créant une nouvelle boucle sur le brin
. retardé. L'ADN Ligase réunit les fragments aprés
1. Une ADN Pol Il fonctionne sur chaque brin. La primase I’élimination de I'amorce par I’ADN Pol |

synthétise de nouvelles amorces pour le brin retardé

Premier
fragment
d’Okazaki

v Second fragment
roissance d’Okazaki  presque
e 3 boucie el 5. Une ADN Pol Ill fonctionne sur chaque brin. La primase
\'\Lu/ synthétise de nouvelles amorces pour le brin retardé

2. La boucle du brin retardé permet de coordonner plus

facilement la synthése, le complexe se déplagant vers la Les ADN polymérases lll sont fixées au brin matrice grace a
gauche.

des pinces 8 qui viennent s’enrouler autour de I'ADN
polymérase. La pince est initialement ouverte et se referme

- ) autour du complexe ADN pol lll — brin matrice pour former
}Iﬂmm — un anneau, également appelé la pince coulissante. Un

chargeur de pinces est lié aux deux ADN Pol Il et se charge

N . de fixer les anneaux au niveau des amorces. Ce chargeur de
(o]

ADN Pol | pince sert également de protéine d’infrastructure pour lier
toutes les autres enzymes en un complexe unique, le

réplisome.

Les ADN Pol Ill de chaque brin sont coordonnées grace au
complexe enzymatique du réplisome qui dimérise les deux

Libération de

pince 8 ADN Pol Il grace a des protéines auxiliaires de la
3. Lasynthése d’un brin retardé se fait depuis une amorce d’ARN réplication. Pour permettre une réplication coordonnée, le
jusqu’au fragment d’Okazaki précédent Une fois ’ADN Pol Il brin retardé se replie et forme une boucle pour chaque

arrivé au niveau du fragment précédent, la pince 8 se détache

o fragment a synthétiser qui permet a I’ADN Pol Il de glisser.
et libére I’ADN Pol . L'ADN Pol | remplace I'amorce d’ARN

Les polymérases sont des enzymes douées d’une capacité appelée la processivité. La processivité se définit comme la capacité a
catalyser des réactions successives sur une méme molécule sans la relacher : les ADN pol Ill sont capable d’ajouter des dNTP en
continu sans lacher le brin matrice et réitérent I'allongement du brin en synthese sans lacher le brin matrice. La Pol Ill peut donc
synthétiser en continu a partir d’'une amorce sans dans le cas d’un brin retardé puisque I’ADN Pol Il de ce brin est lié au complexe
qui se déplace dans le sens de I’ADN Pol Il du brin avancé (directeur), et doit donc faire par petite séquences en s’éloignant de la
fourche de réplication. La processivité des ADN Pol Il sont assurée par la pince 8 qui a pour réle I'attachement ferme au brin
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matrice. La terminaison de la transcription se fait lorsque deux fourches de réplication se rencontrent. Dans le cas de I’ADN
circulaire, le fourche de réplication de droite va finir par rencontrer la fourche de réplication de gauche au site de terminaison.
Ces deux fourches appartiennent au méme ceil de réplication puisqu’il n’y a qu’une seule origine de réplication, I'OriC.

Une animation montre la condensation de [FADN et la réplication étapes par étapes (Anglais):
https://www.youtube.com/watch?v=dKubyIRiN84 ou https://www.youtube.com/watch?v=TNKWgcFPHgw Explication avec le
réplisome (et chargeur de pince) : https://www.youtube.com/watch?v=JZXT2uOcD2w

Add video of DNA Replication here.

REPLICATION CHEZ LES EUCARYOTES

Contrairement aux procaryotes, I’ADN des eucaryotes est linéaire et organisé en plusieurs chromosomes qui résultent de la
condensation de la chromatine grace a I'association de protéines liées a I’ADN. Puisque les chromosomes sont linéaires, il n'y a
pas de sites de terminaison aux extrémités permettant de terminer la réplication : il faut donc de nouvelles activités enzymatiques
pour prendre en compte les extrémités.

En dehors de ce probleme, le processus de réplication est quasi identique pour I'eucaryote comme pour le procaryote. Les
chromosomes eucaryotes possédent plusieurs origines de réplications afin d’accélérer la synthése. Chaque ceil de réplication finit
par fusionner avec un autre et marque |'arrét de la synthése du nouveau brin pour chaque fusion de fourches de réplications. Il
peut également y avoir un arrét de réplication par un signal de terminaison de réplication : les signaux « ter ». Chaque ceil de
réplication dans un chromosome suit le méme schéma de réplication que chez le Procaryote :

1. Initiation : ouverture de I'hélice au niveau de l'origine de réplication formant un ceil de réplication. Une ADN gyrase se
charge de diminuer les tensions de torsions, I’hélicase ouvre I'hélice et sépare les deux brins matrice (un brin directeur et
un brin retardé) tandis que des protéines stabilisatrices vont se fixer au brin matrice monocaténaire (le brin
complémentaire n’étant pas encore synthétisé) et le stabiliser.

2. Elongation : le réplisome se charge de synthétiser deux nouveaux brins a partir des brins parentaux selon le modéle semi-
conservatif. Un brin est le brin directeur et est synthétisé en continu par une ADN polymérase a partir d’'une seule amorce
d’ARN (qui a été faite par une primase) tandis que I'autre brin est un brin retardé qui doit étre synthétisé par fragments
d’Okazaki. Les amorces d’ARN sont ensuite remplacées par leur séquence ADN correspondante par une autre polymérase.
L’ADN ligase va ensuite lier les fragments pour former un seul brin continu.

3. Terminaison : le réplisome quitte la fourche de réplication lorsqu’il fusionne avec une autre fourche ou qu’il regoit un
signal.
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La quantité d’ADN de chaque chromosome pose un

- origins of replication probléme pour la réplication de Iinformation
o génétique : si chaque chromosome ne possédait
direction of
% fﬂf/k mﬂvem\ent . qgu’une origine de réplication, le temps qu’il faudrait
~ <+ (,_,_;—\- - —— /j pour répliquer le génome entier de la cellule serait
— (g - Pl ege ’ ’
rep/licaﬁon forke \L\‘,,_,,,_,.f.,,/ prohibitif. De plus, I'empaquetage de I'ADN est une
- RN cause de ralentissement de |'étape d’élongation :
"""”\\ L . T~ chez les procaryotes, le réplisome synthétise un
\ p ~ k ‘;-_7_7_ ~ nouveau brin avec une moyenne de 1000 nucléotides
" N e
\/,_,_\f \ N par seconde. Chez I'Homme, la synthese se fait
o

~— uniquement a 100 nucléotides par seconde. Pour
éviter que la réplication ne prenne trop de temps, il
faut donc plusieurs origines de réplications. Chaque origine de réplication forme un ceil constitué de deux fourches : la synthese
est donc bidirectionnel. Une fourche d’un ceil de réplication finit par fusionnera avec une fourche d’un ceil adjacent (fusion des

réplicons).

La condensation de la chromatine n’est pas la seule raison du ralentissement de la synthése d’un nouveau brin par le réplisome.
Le réplisome lui-méme chez les eucaryotes est en fait plus complexe que chez les procaryotes. Nous avons vu que le réplisome
des procaryotes utilisait principalement I’ADN polymérase Ill pour la synthése des brins, tandis qu’une autre polymérase se
chargeait uniquement de remplacer les amorces d’ARN (I’ADN Pol I). Chez les eucaryotes, plusieurs polymérases sont impliquées
dans le réplisome et chacune a un role particulier pour effectuer la tache que I’ADN Pol Il accomplit toute seule. Les trois
polymérases principales chez le mammifere sont I’ADN polymérase a, § et €. L’ADN polymérase & synthétise le brin directeur en
continu de la méme fagon que I’ADN pol Ill des procaryotes.

L’ADN polymérase a s’associe en un complexe avec une primase et forme des amorces ARN-ADN a partir desquelles ’ADN
polymérase § synthétise les fragments d’Okazaki du brin retardé. Les fragments d’Okazaki ont des longueurs allant de 100 a 400
nucléotides. Les origines de réplications ne sont pas aussi spécifiques chez I'Eucaryote que l'origine oriC de E. Coli. La
reconnaissance des origines de réplications semble dépendre a la fois de |la séquence et de la structure de la chromatine : au cours
du développement de I'organisme, la condensation de la chromatine peut déterminer le nombre d’origines de réplications afin
d’augmenter la vitesse de synthése lorsque la division cellulaire doit étre rapide. Le niveau de complexité supérieur du réplisome
des eucaryotes reflete I’existence de mécanismes de controles plus élaborés : la division cellulaire de certains tissus doit étre lente
tandis que pour d’autres, elle doit étre rapide. Le réplisome est un complexe hautement régulé et surveillé par la cellule. De plus,
la réplication de I’ADN doit étre coordonné avec un processus de division cellulaire. Nous verrons plus tard que la division cellulaire
principale chez les Eucaryotes est la mitose. Toutes les cellules sont caractérisées par un cycle cellulaire comportant plusieurs
phases : la cellule a un stade de division et un stade de préparation a la division. L’ADN nucléaire est répliqué lors du stade de
préparation a la division, appelé interphase, a la phase S (pour DNA-Synthesis Phase).

A l'instar d’OriC, les origines de réplication chez Eukaryota sont des séquences riches en adénine (AMP) et en thymine (TMP) afin
que la séparation des brins soit facilitée (I'adénine et la thymine ne font que deux ponts d’hydrogénes). Nous avons vu que |'origine
de réplication des procaryotes par des protéines initiatrices pour débuter la réplication ; Chez les Eucaryotes, la phase d’initiation
est plus complexe. Les séquences d’ADN servant d’origine de réplication chez les Eucaryotes contiennent un site de liaison pour
un complexe de reconnaisse d’origine (ORC), une portion riche en bases A et T ainsi qu’un site de liaison pour d’autres protéines
responsables de la régulation de la réplication en ajustant la structure de la chromatine.

Lorsque la cellule eucaryote n’est pas en phase de réplication de I'ADN nucléaire (phase S), le complexe de reconnaissance
d’origine ORC est lié a 'origine de réplication mais n’est pas actif. Il sera activé lors de I'entrée en phase S une fois phosphorylé
par une kinase. A I’état inactif, il forme un complexe de pré-réplication (pre-RC) avec des hélicases. Une fois activé, les hélicases
peuvent alors ouvrir I’hélice et le complexe recrute les réplisomes au niveaux des fourches du réplicon. Le complexe pre-RC reste
au niveau de I'origine de réplication lors de I’élongation pour éviter qu’un autre ORC vienne synthétiser une deuxiéme fois un
méme réplicon. Nous reviendrons en détail sur ces mécanismes dans le chapitre de la division cellulaire.

Pour qu’un réplicon puisse étre répliqué, il doit passer par une relaxation de la chromatine. De plus, la réplication des
chromosomes n’implique pas seulement la réplication de ’ADN mais également la synthése et I'assemblage de nouveaux
nucléosomes derriere chaque fourche de réplication de maniére a ce que les deux nouveaux chromosomes soient identiquement
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condensés (nous verrons plus tard que les
octameres ne sont pas assemblés aléatoirement
et jouent un réle majeur dans la régulation de la
transcription de I’ADN). Le réassemblage des
nucléosomes est un processus endergonique
différents

des

faisant  intervenir complexes

enzymatiques ainsi  que protéines
chaperonnes chargées de remodeler les sous-

unités des coeurs octamériques d’histones.

Le processus de réassemblage des nucléosomes

ainsi  que Il'ensemble des régulations
épigénétiques forment une discipline nouvelle et
encore peu connue. |l les données actuelles sur
I’épigénétique portent a croire qu’elle aura une
place tres importante dans la médecine de

demain.

Alors que la fourche de réplication progresse le long de la chromatine, les histones sont déplacés transitoirement de maniere a

laisser environ 600 paires de nucléotides « a nu » pouvant étre répliqué par le réplisome. Le rétablissement des nucléosomes se

fait derriere la fourche de réplication par un processus encore peu connu.

TELOMERES

Outre le fait que la cellule Eucaryote a recours a différentes
polymérases spécialisées et qu’elle utilise des amorces ARN-
ADN, la réplication de 'ADN chez Eukaryota est un processus
trés semblable aux procaryotes. En revanche, la réplication de
I’ADN difficulté a doit
impérativement pouvoir faire face : les chromosomes sont des

rencontre une laquelle elle
molécules d’ADN linéaire et non circulaire comme chez E. Coli.
Le fait qu’il soit linéaire pose un probléme puisque dans le cas
de E. Coli ou son ADN est circulaire, la terminaison de la phase
d’élongation intervient lorsque les deux fourches de réplications
finissent par se rencontrer. Or, le chromosome n’a aucune autre
fourche a rencontrer au niveau de ses extrémités qui pourrait lui

indiquer la fin de la réplication.

De plus, nous avons vu que la synthése du brin retardé se fait de
maniére discontinue par un mécanisme de retrait qui produit
des fragments cours d’ADN (les fragments d’Okazaki). Ce
mécanisme rencontre un probléme quand la fourche de
réplication atteint I'extrémité d’un chromosome linéaire.
Prenons le cas d’une simple molécule d’ADN linéaire bicaténaire
contenant une seule origine de réplication. L'origine est
reconnue par un ORC et initie la réplication. Nous avons vu que
pour que I'ADN puisse étre répliqué, les polymérases
nécessitaient une amorce -synthétisée par une primase — et ne

pouvaient synthétiser que dans une direction (5’-3’).

Pour le brin directeur, il ne suffira que d’une seule amorce a
partir de laquelle 'ADN pol & va synthétiser le brin en continu.
Lorsque la polymérase arrive a I'extrémité, elle finit par arriver

\ Brin directeur
// Brin discontinu

Extrémité des
brins d"ADN
parental

Dernier fragment Avant-dernier fragment
A A

r N 1\
Amorce d"ARN
=
3

Brin discontinu

Brin parental

L3 ot il existe une extrémité 3°,
les amorces sont enlevées et
remplacées par de 'ADN.

L'amorce est
enlevée, mais
elle ne peut pas M
étre remplacée| ™
par de ’ADN
parce gqu'il ny a
pas d'extrémité 3’
sur laquelle 'ADN 3
polymérase peut

« s'agripper ». Deuxieme
réplication
, SROOOCOCOCO00
Mouveau brin directeur 3’

MNouveau brin discontinu 5" E

Aprés plusieurs
réplications

Les rmolécules filles sont
de plus en plus courtes.

au bout de la molécule et s’arréter, voyant qu’elle n’a plus rien a synthétiser. En revanche, le brin retardé va poser probléme au
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niveau de I'extrémité : en effet, le brin retardé est synthétisé via plusieurs amorces de maniere discontinue et se fait dans le sens
contraire au brin continu en plusieurs petits fragments. Il faut donc une amorce finale d’ARN a I’extrémité pour que I’ADN pol §
puisse synthétiser le dernier fragment. Néanmoins, cette amorce finale d’ARN ne peut étre remplacée par son équivalent ADN par
une polymérase qu’a partir d’un fragment précédent servant d’amorce a cette polymérase. Puisque cette amorce finale n’a pas
de fragment derriere elle, elle ne peut étre remplacée. Une fois I'amorce ARN clivée, I’ADN répliqué aura un bout non répliqué au
niveau du brin 3’-5’.

Par conséquent, a chaque cycle de division, chaque chromosome perd une petite séquence d’ADN au niveau de ses extrémités. Si
la cellule n’avait pas trouvé un moyen efficace pour remédier a ce probleme, le raccourcissement graduel des chromosomes serait
une catastrophe a la vie : chaque génération verrait son génome raccourcir de plus en plus, jusqu’a altérer les genes fondamentaux
a la survie de I'organisme. Les eucaryotes résolvent ce probleme grace a des séquences spécialisées aux extrémités de leurs
chromosomes appelées les téloméres. Les télomeres sont des séquences qui ne sont pas codante et dont la fonction étre d’avoir
un bout sacrifié a chaque cycle de division de maniere a maintenir I'intégrité du chromosome et de ses genes codants.

Les télomeéres sont caractérisés par des séquences courtes et
répétitives. Chez I'Homme, cette unité de répétition est

GGGTTA et est répété environ une centaine de fois a chaque
télomere. La cellule dispose donc d’une marge de division avant
Telomérase que le raccourcissement ne touche réellement le chromosome.

Telomeére allongé Ainsi, au fur et a mesure qu’une cellule somatique se divise, ses
par la télomérase

l.— La matrice d'ARN fait

partie de I'enzyme

télomeres se raccourcissent graduellement.

La télomérase est I'enzyme qui permet de conserver la longueur
du chromosome en ajoutant les unités de répétitions
— télomériques aux extrémités au cours de division cellulaire. Les
La télomérase progresse et L ) L.

poursuit I'aIIongemen\tdu télomére unités télomériques du chromosome sont reconnues par la
télomérase qui s’y lie et synthétise de nouvelles séquences a
partir d’'une matrice ARN faisant partie de I'enzyme. Cet ajout
se fait sur le brin retardé pour conserver sa longueur, tandis que
) la polymérase ¢ du brin directeur s’occupe de recopier
3 Prét a syn-

thétiser la
répétition
suivante

intégralement son brin parent sans soucis. La télomérase est
donc I'enzyme qui permet de conserver la longueur des
chromosomes et les télomeres servent a maintenir 'intégralité
du chromosome.

La télomérase n’agit pas sur toutes les cellules. En réalité, elle ne concerne que les cellules souches et les cellules germinales. En
effet, si nos cellules germinales ne disposaient pas de télomérase, au cours de chaque cycle cellulaire, nos cellules reproductrices
-et nos descendants- auraient des télomeres de plus en plus courts jusqu’a ne plus pouvoir maintenir I'intégrité du chromosome.
Les autres cellules somatiques ne possedent pas — ou que trés peu- d’activité télomérase. On a testé |'effet de I'inhibition des
télomérases chez des souris ; Pendant 6 générations, les souris semblaient normales mais la longueur des téloméres diminuant
elles présentaient un vieillissement plus rapide. La 7¢ génération n’était plus viable. Il y a donc une relation entre le vieillissement
des cellules et la longueur de leurs télomeéres.

En fait, les téloméres vont étre une limite a la prolifération de la cellule. Les cellules saines ne semblent ne pouvoir se diviser qu’un
nombre spécifique de fois (50 a 80 fois) avant de ne plus pouvoir se diviser. Cette limite de division est liée a la longueur des
télomeres et servirait de mécanisme contre I'apparition de tumeurs : au fur et a mesure qu’une cellule vit et prolifere, elle
accumule inexorablement au cours de ses cycles des mutations. Bien que la plupart des mutations ne sont pas dramatiques ou
meénent a la mort de la cellule, certaines mutations peuvent changer la machinerie cellulaire et déboucher sur une tumeur. Dans
ces cas-la, lorsque la tumeur est maligne, elle ne cesse de proliférer de maniére incontrélée. Pour éviter d’accroitre les chances
de devenir anormale et dangereuse a |'organisme, la cellule se limite a un nombre spécifique de divisions.

La sénescence progressive des cellules est donc naturellement induite au fur et a mesure qu’elles se divisent et constitue I'un des
mécanismes antinéoplasiques (= « anti-tumoral ») de notre organisme. La télomérase fonctionne un peu comme la
rétrotranscriptase (ou transcriptase inverse), que nous avons introduit dans la section sur les virus. Cette découverte de la
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possibilité de synthese d’ADN a partir d’une matrice d’ARN a bouleversé la communauté scientifique et a marqué la fin d’un
dogme. Il semblerait que les cellules cancéreuses disposent d’une forte activité télomérase leur conférant leur immortalité. On
peut donc allonger également la durée de vie et le nombre de cycles de division d’une cellule grace aux télomérases. La télomérase
n’induit en aucun cas la malignité d’une cellule, elle lui permet juste de continuer a proliférer plus de fois que sans son activité.

FIDELITE DE REPLICATION ET REPARATION DE L’ADN

Jusqu’ici, nous avons introduit le dispositif de réplication de I’ADN sans parler de la fidélité de réplication. Les polymérases peuvent
étre conceptualisées des enzymes « imprimantes », chargées de recopier notre information génétique avant chaque division.
Cette imprimante est incontestablement I'une des meilleures qui existe grace a sa rapidité mais aussi grace a sa fidélité. En effet,
la polymérase se trompe rarement mais sachant qu’une mutation peut affecter la conformation d’une protéine et sa fonction,
certaines mutations peuvent avoir des conséquences dramatiques. Il faut impérativement maintenir une stabilité génétique pour
la survie des organismes. Ce besoin de maintenir le génome integre n’implique pas seulement un mécanisme de réplication
extrémement fidéle mais également de mécanismes de réparation lorsque des Iésions surviennent. La cellule dispose de plusieurs
mécanismes de réparation de ’ADN lorsqu’une erreur survient : elle peut réparer lors d’une erreur de réplication ou suite a des
dommages provoqués par des facteurs externes (exposition a des agents mutagenes).

Des erreurs surviennent spontanément et sont inévitables lors de la réplication ADN polymérase

de ’ADN. On a constaté que les ADN polymérases font une erreur en appariant

le mauvais nucléotide au brin matrice environ toutes les 107 paires de bases

(soit 1 mauvais nucléotide pour 10 millions appariés). Sachant que I'Homme a P 0 0 0 o6 o &j Bri? matrice
un génome de 3400 Mpb (million de paires de bases, soit 3,4 milliards de paires O T T (T /
de bases), I’ADN polymérase va commettre environ 300 erreurs lors de la 3 5’
réplication. Si ce nombre est petit comparé a la taille du génome, il représente

néanmoins une menace non négligeable. Heureusement, certaines ADN LA POLYMERASE AJOUTE
polymérases sont douées d’une capacité d’autocorrection ; lorsqu’une erreur UN MAUVAIS NUCLEOTIDE
survient en phase d’élongation, elles sont capables de revenir en arriére et de 3

corriger I'erreur par excision du mauvais nucléotide puis en remplagant parle 5’ "'II!’

nucléotide complémentaire. ol TR S

Les enzymes ADN polymérases sont caractérisées par une activité dite 3 5
nucléase : elles peuvent cliver des liaisons phosphodiesters d’'un acide
nucléique. On distingue deux types de nucléases : les endonucléases et les Iég'll'\lgﬁtE\?EEERI\égLR}g_?éBrERE
exonucléases. Les endonucléases vont couper I’ADN de l'intérieur tandis que

les exonucléases vont couper au niveau des extrémités d’un fragment.

P 0 6 0 6 o &

le nucléotide mal apparié et en le remplagant. Par exemple, ’ADN pol | chez E. X I

L’autocorrection fait intervenir I'activité nucléase des polymérases en excisant

Coli posséde une activité exonucléase en excisant 'amorce ARN a I'extrémité 3’ 5’

du fragment et en la remplagant par la séquence ADN équivalente. Grace a leur

LE NUCLEOTIDE 3'
CORRECTEMENT APPARIE
nucléotides mal appariés et ainsi maintenir le génome stable au cours du AUTORISE LA POL A CONTINUER

activité exonucléase 3’-5’, les ADN polymérases peuvent corriger les

temps.

g 6 6 0 6 0 6 &
Lors de I’élongation, '’ADN polymérase veille constamment a ce que le . "
nucléotide qu’elle vient d’apparier correspond au bon nucléotide i "
complémentaire au brin matrice avant de procéder et ajouter le nucléotide
suivant. Si le nucléotide n’est pas le bon, résultant en une paire de base A-C, G- LA SYNTHESE CONTINUE
T, T-C ou encore G-A, la polymérase revient en arriére et excise le nucléotide. DANS LE SENS 5-3'
La polymérisation (élongation) et la relecture sont deux activités étroitement
coordonnées et chacune ayant lieu dans différents sites catalytiques de la polymérase. Cette capacité de relecture et de correction
fait drastiquement chuter le nombre d’erreurs a |a fin de réplication (environ 1 erreur pour 10° pb) mais il reste encore des erreurs

qui non détectées. En plus des rares mutations persistantes causées lors de la réplication, les cellules sont constamment exposées
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a des agents capables de produire des mutations, appelés agents mutagenes. Les radiations (UV et rayons X), ainsi qu’une large
gamme d’agents chimique, sont capable de produire des mutations dans I’ADN et ainsi modifier notre information génétique.

ADNBVeCHiymies 8djacariEs La cellule dispose de mécanismes de réparation de ’ADN pouvant étre

| spécifique ou non-spécifique. Avant d’introduire ces mécanismes, il est utile de
Hmm savoir comment I’ADN peut étre endommagé. La plupart des dommages de
| I’ADN sont provoqués par les rayons UV du soleil. La couche d’ozone agit comme

Lumiere UV un écran nous protégeant de la plupart des UV mais elle n"'empéche pas tous les

Hélice déformée Dimeére de thymines rayons de passer. De plus, il existe des zones géographiques présentant un
par le diméere de
thymines

« trou » dans la couche d’ozone ou I'on voit une prévalence assez haute de
cancer de la peau. Lorsque les UV - rayonnement de haute énergie - viennent
léser I’ADN, ils provoquent la dimérisation des bases pyrimidines (thymine ou
cytosine), notamment la dimérisation des thymines. Les diméres de thymine
| sont caractérisés par la formation de liaisons covalentes entre deux TMP

La photolyase se fixe & (Thymine monophosphate) contigués.
I'ADN endommagé

et de le répliquer (ou de le transcrire). La photoréactivation est un mécanisme

- \ ‘ Cette dimérisation déforme I’hélice et empéche la polymérase de lire le dimere

L

=—Photolyase  de réparation des lésions de I’ADN spécifique aux diméres de pyrimidines. La
photolyase est I'enzyme responsable de ce mécanisme de photoréactivation et

puise son énergie justement grace a la lumiére (dans le spectre bleu/violet) et
un cofacteur (la flavine réduite, FADH"). L'énergie lumineuse va permettre a la
photolyase de transférer un électron (issu du cofacteur FADH’) au dimere de

I . pyrimidine et provoquer la rupture de la liaison o entre les deux bases
Lumiére visible

pyrimidines et ainsi rétablir 'ADN. La photoréactivation est présente chez les
4 \ 1 Procaryotes et beaucoup d’Eucaryotes (dont la plupart des animaux) mais a été

\ P~ ngssi"“ g“ perdu chez les mammiféres placentaires, dont 'Homme. L'Homme passe alors
k — Imere de

thymines par un mécanisme de réparation non-spécifique (réparation par excision de

nucléotide). Les UV ne sont pas uniquement la cause de dommages exogenes
de I’ADN par la dimérisation des bases pyrimidiques : les UV sont des rayons
ionisants pouvant provoquer des dommages indirects a ’ADN par la formation
de radicaux libres ROS (dont nous avons parlé au chapitre 4). La réparation de
I’ADN pour ces dommages passe par un mécanisme de réparation non-spécifique.

La plupart des autres mécanismes spécifiques sont des renversements directs des Iésions ; Lorsque I’ADN est lésé par agencement
d’un groupement chimique, certains mécanismes spécifiques peuvent faire la réaction inverse et retirer le groupement
fonctionnel. Par exemple, la base azotée guanine peut subir une réaction d’alkylation par agencement d’un groupement méthyl.
La méthylation de I’ADN est un processus normal de régulation mais il arrive que I'alkylation se fasse sur une mauvaise position
(en C6 au lieu de C5). Cette Iésion peut étre réparée par un mécanisme de réparation direct faisant intervenir une enzyme
méthyltransférase qui va se charger de récupérer ce groupement et restituer la GMP.

Les mécanismes de réparation de I’ADN non-spécifiques concernent les Iésions ne pouvant étre réparées par renversement direct
(mécanisme spécifique) mais peut également s’opérer sur des Iésions pouvant étre réparées spécifiquement. Ces mécanismes
fonctionnent par méthode d’excision : lorsque I'erreur est détectée, la base ou la séquence endommagée est excisée et remplacée
en utilisant le brin complémentaire comme matrice. Il existe 3 principaux mécanismes de réparation non-spécifiques :

1. Réparation par excision de base : excision d’'une base endommagée par des agents chimiques.
Réparation par excision de nucléotide : excision de plusieurs nucléotides.
Elimination de mésappariement : fait intervenir un systéme de relecture de I’ADN puis resynthése de la base
mésappariée suite a son excision.

La désamination de la cytosine va transformer cette base azotée en une base Uracile. La réparation de cette lésion fait intervenir
la réparation par excision de base. La réparation commence par I'excision de la base Uracile par un ADN glycosylase, enzyme qui
rompt la liaison entre une base azotée et le désoxyribose du squelette pentose-phosphate. La réaction libere la base azotée et
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laisse un site apurinique ou apyrimidique (site AP). Les sites AP sont réparés par une AP endonucléase qui coupe le désoxyribose-
phosphate et excise le site AP et laisse I’hélice scindée avec un nucléotide manquant. Le nucléotide est ensuite remplacé par une
ADN polymérase et I’hélice est ressoudé par une ADN ligase.

(A) REPARATION PAR EXCISION DE BASE (B) REPARATION PAR EXCISION DE NUCLEOTIDE

dimere de pyrimidine
Cytosine désaminée !
I} i

/ A
GCTUATCC 5ICTACGGTCTACTATGG
3 3
CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC
EXCI-

ADN NUCLEASE

u GLYCOSYLASE
N\
CTA'CGGTCTACTATG'G
G C T A T C C 111} L1 = 1 - o " LIS 1 . 111} 11 . 1 - o
hélice manquant
JT W& B une base azotée GATGCCAGATGATACC
CGAGTAGAG
N\

AP ENDONUCLEASE ET ADN CGGTCTACTATG

PHOSPHODIESTERASE ENLEVENT HELICASE

LE SUCRE-PHOSPHATE DU

NUCLEOTIDE EXCISE
GCT ATCC CTA G
CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC

ADN Polymérase ajoute le .

nucléotide manquant et ADN polymérase et

complémentaire et |a ligase forme ADN ligase

la liaison phosphodiester
GCTCATCC CTACGGTCTACTATGG

CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC

La seconde voie principale de correction non-spécifique est la réparation par excision de nucléotide. Ce mécanisme peut réparer
une lésion causée par dimérisation de pyrimidines ou encore par la liaison d’agents mutagénes provoquant une distorsion de
I’hélice. On ne sait pas encore trés bien comment la cellule choisit entre I'excision de base ou de nucléotide mais on pense que
plusieurs facteurs influencent cette décision : le type de Iésion, le cycle cellulaire et I’état fonctionnel de la cellule. La réparation
par excision de nucléotide (REN) est en mode de réparation plus général que la réparation par excision de base (REB) car |’excision
d’un oligonucléotide n'implique pas des enzymes spécifiques a la |ésion comme c’est le cas de la glycosylase dans la REB.

Chez Procaryota, la réparation par excision de nucléotide (REN) commence par la détection de la lésion. Une fois détectées, des
facteurs de reconnaissances se lient a la région endommagée et des hélicases viennent ouvrir le duplexe d’ADN dans la région
endommagée. Des endonucléases viennent couper en amont et en aval de la lésion de ’ADN en 5’ et en 3’ pour exciser un
oligonucléotide d’une longueur d’environ 12 nucléotides. Apres I|'excision, une ADN polymérase vient resynthétiser
I'oligonucléotide manquant et la ligase soude le fragment pour reformer I’hélice. Chez les Procaryotes, I’'endonucléase chargée de
la REN est un complexe enzymatique appelé excinucléase qui consiste en trois enzymes uvrA, uvrB et uvrC (formant le complexe
uvrABC). Chez les Eucaryotes, la REN est légerement plus complexe mais le mécanisme est globalement le méme.

Une mutation dans I'une des enzymes du complexe excinucléase peut rendre la réparation par excision de nucléotide inopérante
et disposer I'individu a un plus grand nombre de mutations. Certains individus sont atteints d’'une mutation touchant I'une des
enzymes de la REN et ne peuvent s’exposer a la lumiére du soleil : on les appelle les enfants de la lune. Cette maladie porte le nom
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de Xeroderma Pigmentosum et se caractérise par I'accumulations de mutations exogénes, notamment en raison des dimeres de
thymines causés par les rayons UV. Le seul traitement actuel consiste a s’exposer le moins a la lumiere du soleil et aux différents
agents mutagenes. Il y a quelques années, la NASA avait développé des combinaisons intégrales de protection anti-UV pour ces
personnes mais ces mesures sont trés couteuses et contraignantes.

Le troisieme mécanisme de réparation non spécifique est I’élimination des mésappariements. La plupart des mésappariements
sont éliminés lors de la correction a I’épreuve grace a la relecture des ADN polymérases mais il arrive que des mésappariements
ne soient pas détectés par 'ADN polymérase. L'ADN néoformé est scruté par un systéme de relecture afin d’identifier les
mésappariements. Lorsque la base mal appariée est identifié, elle est excisée puis remplacée par une ADN polymérase. Comment
la cellule peut-elle savoir lequel des deux brins contient la base mal appariée ? Chez E. Coli, la méthylation de résidus d’adénines
de séquences GATC permet reconnaitre le brin parental et de distinguer brin parental et brin néoformé. Le systéme d’élimination
des mésappariements peut alors éliminer les bases mal appariées du brin néoformé. Dans la plupart des organismes, le systeme
de reconnaissance brin parent/brin néoformé exact n’est pas bien connu.

MUTATIONS ET REPONSE GLOBALE

Lorsque des dommages persistent malgré les mécanismes de réparation, les lésions sont alors des agents mutagénes. |l faut noter
que I’ADN endommagé et une mutation sont deux choses distinctes : lorsque I’ADN endommagé n’est pas réparé, une mutation
surviendra a la génération suivante de la cellule. En effet, 'ADN endommagé est en raison d’'une anomalie dans la conformation
de I’ADN (mésappariement, dimére T-T, alkylation, désamination, etc...) et peut étre détecté par les mécanismes de correction.
En revanche, une mutation est silencieuse et fait suite a la non-correction d’une erreur de I’ADN : une fois qu’elle a échappé a la
relecture et I'ensemble des mécanismes de correction, le brin contenant le nucléotide désapparié servira de brin matrice lors de
la prochaine réplication et ne sera pas détecté comme une erreur. On passe donc d’une erreur dans 'ADN a une mutation. La
mutation est un phénomene qui est irréversible, contrairement aux dommages dans I’ADN qui sont détectables et réversibles. La
mutation d’un géne peut entraver la fonction d’une protéine pour laquelle elle code tandis qu’'un dommage dans ’ADN peut
entraver le processus de réplication et de transcription (mécanisme que nous verrons au chapitre suivant).

La lésion devient une mutation lorsqu’elle n’est pas réparée et rentre en phase de division. Lors de la division, les chromatides
sont séparés et les deux cellules devront a leur tour répliquer leur information génétique pour le prochain cycle de division. Le
brin 1ésé servira alors de matrice (brin parental) lors de la réplication : si I’hélice est distordue, le brin néoformé ne peut étre
proprement répliqué et il en résulte des mutations. De méme, s’il y a un mésappariement persistant, le brin matrice sera
normalement répliqué mais I’hélice finale contient une séquence différente. Une mutation est une modification permanente dans
I’ADN et peut avoir différentes conséquences selon le type de mutation.

Brin 5'-3'
répliqué brin parent original
correctement
a Uy o Brin avec une erreur
( G )00 6 o QT
Molécule cADN )06 ¢ 0 ¢ - AT e
parentale brin néoformé 7 U LI} -
o 2 T mutee
" |(|:| . REPLICATION brin néoformé
1 m <
G .
3 5 Une erreur a lieu Réplication
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Lorsque la cellule détecte une lésion mais n’a pas les outils pour la réparer, elle dispose de 3 choix possibles :

1. Suicide cellulaire : la cellule ne sait pas faire face aux lésions accumulées et choisit la mort pour préserver I'organisme
pluricellulaire. Cette mort programmée porte le nom d’apoptose.
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