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Réplication de 'ADN

“Maintenant notre modele de l'acide désoxyribonucléique est, en
réalité, une paire de matrices, chacune étant la complémentaire de
lautre. (...) Chaque chaine est donc une matrice pour la formation,
sur elle-méme, d'une nouvelle chaine associée, pour que finalement
(...) nous ayons deux paires de chailnes (...). De plus, la séquence des
paires de bases aura été exactement dupliquée.”

Watson and Crick, Nature, 1953



La structure de TADN

Double hélice Brins antiparalléles
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Cours d’aujourd’hui: Replication d’/ADN

1) Mode de réplication
2) Replication: Etape par etape
3) Ou commencer?

4) Problemes a résoudre lors de la replication

- Stress torsionnel

- Télomeres

5) Théories du vieillissement
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Experience testant le mode de replication

- Matthew Meselson et Franklin Stahl (1958):

Base azotée

Groupement
phosphate

(®—CH

Monosaccharide

o Bacteries 9 Bacteries

cultivées en tranférées en
milieu lourd — > milieu léger
(isotope 1°N, om— T (isotope 14N,

qui marque I’ADN) _ ( \ qui marque I’ADN)
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- L'experience de Meselson & Stahl:
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- Premiere replication: Uniqguement ADN hybride
Moda! ¢
- Deuxieme replication : ADN hybride et ADN leger
Modle.di ”
mm) Modéle semi-conservatif !
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Réplication semi-conservative :

- Le brin original reste intact sur plusieurs genérations !
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Réplication de TADN — Concept de base

(a) Molécule initiale (b) Séparation (c) Molécules d’ADN « filles »

des brins constituées d’un brin initial
et d’un nouveau brin
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Reéplication de 'ADN — Etape par etape
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- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- Hélicase

5’ wumuuuum 3’
Liaison de
Ihehcase

Single-strand binding
proteins
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- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- SSBP

Helicase

Single-strand binding
proteins

ADN polymérase
Région simple brin de

5!
) , : Squelette
3 I’ADN matrice avec ,
"~ sous-régions appariées p_hosphat_e de PADN
simple brin

7% ) tH
en “épingles a cheveux = Bases d’ADN

oenire -\“:&
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Domaine A Domaine B |
single-strand binding protein (SSB)
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- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- Primase

\ 7

1
7\ ﬁ

Primase

Amorce ADN primase
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- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- ADN Polymerase: ajoute des nucléotides 5> 3’

Nouveau brin Brin matrice
5 3 5' 3

Sucre

Phosphate

®-®, OH
Pyrophosphate 3’

-

5 \
Nucleoside 2@, -
triphosphate 5 5'
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Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- ADN Polymerase: ajoute des nucléotides 5> 3’

Brin 5
matrice
3!
5!

Nouveau

brin Positionnement Incorporation du
correct d’un nouveau nucléotide puis
désoyxribonucléotide translocation de
ADN — triphosphate I’'ADN
polymérase l
(©) ®®
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- Arthur Kornberg (Prix Nobel 1959):

- E.coli proteins + - E.coli proteins +
- ADN matrice - ADN matrice
- dNTPs - dNTPs

. ATP . ATP

+ Court amorce ("primer”) d'ARN

> rien!!! avec 3’-OH libre

» purification d’ADN polymérase




- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- Synthese d’ADN sur le brin précoce ou continu

(“leading strand”) Origine de

réplication




- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape
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- Reéplication — Etape parétepe
Reéplication de 'ADN — Etape par etape

- Synthese d’ADN sur le brin tardif ou discontinu

(“lagging strand”)

ADN
récemment
synthétisé

3'

Brin discontinu avec
fragments d’Okazaki

5!
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|
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ADN pol | / ligase

Reiji Okazaki
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Brin

matrice 5’

3 \ Primer ARN pour

Fragment
d’Okazaki 1

Primer ARN pour
le fragment 2

Fragment
d’Okazaki 2
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Réplication de 'ADN — enzymes a connaitre

Protéine Fonction

Déroule la double hélice parentale en aval de
la fourche de réplication

Hélicase

Single-strand binding |Se lie a I'ADN simple brin pour le stabiliser
protein (SSBP) jusqu'a ce qu'il soit utilisé comme matrice

Synthétise un primer d'ARN a I'extrémité 5' du
Primase brin continu, et a chqaue fragment d'Okazaki
du brin discontinu

A partir d'un brin d'ADN matrice, synthétise le
nouveau brin d'ADN en ajoutant de fagon
covalente des nucléotides en 3' d'un brin
d'ADN ou d’un amorce (“primer”) d’ARN

Enleve les nucléotides ARN du primer a partir
ADN pol | de I'extrémité 5' et les remplace par des
nucléotides d'ADN

Lie I'extrémité 3' de I'ADN qui remplace

ADN ligase I'amorce (“primer”) du brin continu, ainsi que
les fragments d'Okazaki du brin discontinu

Libere la tension du surenroulement a I'avant

Topoisomérase des fourches de réplication en coupant,
tournant et liant a nouveau les brins d'ADN

ADN pol Il




~ Replication-Vue d'ensemble
Réplication de 'ADN — Vue d'’ensemble
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bioeng110jg

Dans les expéeriences de Meselson & Stahl, les
chercheurs ont marqué I'ADN bacterienne avec
des isotopes radioactives. Lequel?

Ci4/ Cys
N14 / N5
C12/ Cy3
N14/ O4s

(5] 4 ]
m
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bioeng110jg

Lors de la réplication, quelle est la sequence
des enzymes qui est correcte?

A. Heélicase = SSBP = Primase
—=>ARN pol I

B. Hélicase = SSBP = Primase
=> ARN pol |

C. TFIlIH - SSBP = Primase
- ARN pol Il

D. TFIIH = SSBP = Primase
—=>ARN pol |

E. Aucune reponse est correcte
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Reéplication de 'ADN : ou commencer ?

- Origines de réplication

- Séquences spécifiques

- Fourches de réplication

- Bulle de réplication

© Garland Science

Nouveau
brin d’ADN

3l
5'

Origine de réplication

Fourches de réplication



Reéplication de 'ADN : ou commencer ?

. Origines de réplication origine de réplication

- Séquences spécifiques . ]

[
Séquence riche en A-T hi_ai_st?r;_des‘l)l:'Ot.éi!‘les
¢ RiCheS en A-T . mOinS StableS Protéines d’initiation delr:'le:.‘)ali:?aril:i(a)n origine

ADN nélicsse — g8 — Liaison de PADN

hélicase aux protéines
d’initiation
. . ,
Protéine de Ll,a!son d‘e ADN ,
soutien hélicase a la molécule
pour ’ADN d’ADN

hélicase

.. Guanine (G) Cytosine (C)
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Origine de réplication:

Molécule d’ADN

Origine de réplication double brin
1 pd

{ )
A4

Brin parental 1 Brin fille
(matrice) (nouveau)
=7
\ -/
! Fourche de
Bulle 1 réplication

o —l — e e—

——

S N

1

Deux molécules d’ADN fille
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Réplication de TADN — un probleme

- Surenroulement / stress torsionnel

Matrice du brin
continu

3'\)\’M ‘4
Si ’ADN ne peut pas 5!/ ‘

rapidement tourner, le stress
torsionnel va s’accumuler

Matrice du brin
discontinu

(R) (B)

Surenroulement
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~ Réplication—Stress torsionnel
Réplication de TADN — un probleme

- Surenroulement - la solution hypothétique : p<&

Besoin d’une
J rotation rapide
de I’hélice

) d’ADN ici
- Rotation rapide

- MAIS : colt énergétique élevé, donc... Matrice du

brin continu & Matrice du brin

discontinu

5!
ADN pol sur le
brin continu
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Réplication de TADN — un probleme

- Surenroulement - la vraie solution :

- Couper

—
0
l%ooooogjgooc é

- Enzymes: Topoisomérases

© Nature Reviews Cancer



Topoisomerase

- Deux types

- La topoisomérase | coupe un seul brin de facon transitoire,
permettant la rotation libre des 2 brins pour eviter le surenroulement.

- La topoisomerase Il coupe les 2 brins de facon transitoire,
permettant de déméler les doubles hélices d'ADN entre elles.

- Nomenclature : Dans le cas de la réplication de I'ADN :

- Formation de 2 isomeres qui sont topologiquement différents
(-> topo-isoméres; topo-isomér-ase)



- Replication - Stress forsionnel
Topoisomérase

- Implications cliniques :

- Les inhibiteurs de topoisomérase | sont utilisés comme antibiotiques
- Parce que la Top | bactérienne est différente de la Top | eucaryotique

»inhiber la croissance bactérienne

- Les inhibiteurs de topoisomérase | sont utilisés comme traitements
anti-cancéereux

- Ex. doxorubicine

»inhiber la croissance des cellules cancéreuses



Réplication de 'ADN : un autre probleme

- Que se passe-t-il a la fin des molécules d’ADN ?

- Que se passe-t-il a 'extremité 3’ du brin discontinu?



Fin des brins
parentaux

=3, Brindiscontinu

3" end problem:

Dernier fragment Avant-del;rlier fragment

A
s Y4 N\

Primer ARN

Brin nouvellement repliqué

remplacement par de ’ADN

Brin parental Enlévement des primers,
si 3’-OH disponible

Deuxiéme
réplication

5!

Brin raccourci 3’

Replications suivantes

|

Molécules filles de plus en plus courtes?!
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Solution: Les télomeres

Elizabeth Blackbourne

- une région hautement répétitive d'ADN (GGGTTA) a 'extrémité
des chromosomes (Prix Nobel 2009)

© Garland Science

Télomeéres et
télomérases
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Les télomerases

La telomérase se lie a I'extremité 3’ du télomeére, \
qui est complémentaire a I’ARN de la télomérase. \“

ARN appartenant a la télomérase

Les bases sont ajoutées a
I'extrémité 3’de ’ADN en
utilisant ’ARN de la télomérase
comme J;natrice.

TTA@&E}TTA@&@TTAﬂﬂ}EJTTA&lH@TTA‘E@E‘TTAﬂ

AAchcAATCCCAAch CAAUCCCAAUC

La télomérase se décale en se
liant aux nouvelles bases ajoutées.

. AlAITICICICIA|AITICICICIAIA|TICIC

Les bases sont ajoutées, la télomérase se

L’ADN polymérase synthétise
le brin complémentaire a partir
d’un amorce (“primer”) d’ARN.

© Khan Academy % ‘



Phenomene du raccourcissement des télomeres

- Dans la plupart des cellules somatiques, les télomeérases sont
inactives, et les télomeéres se raccourcissent progressivement. Ce
phénomene s’appelle la sénéscence des cellules réplicatives.

- Dans les cellules souches et |la plupart des cellules cancéreuses, les
telomérases sont actives et maintiennent la longueur des téelomeres

» Est-ce que le raccourcissement des télomeéres serait responsable d’'un
vieillissement non stochastique ?



Raccourcissement des telomeres et vielllissement

What We Lose With Age

As we grow older, telomeres at the end of our chromosomes
shrink. New research suggests major depression also is
linked to shorter telomeres, a sign of ‘accelerated aging.”




Raccourcissement des telomeres et vielllissement

Chromosome
- _-__ ..... -,-‘.__ -------

Chromosome Chromosome
T sl

It

Telomere length of an adult. Telomere length of an elderly aduit.



Theories non stochastiques du vielllissement

- Les théories non stochastiques considerent le vieillissement comme une
série d’événements prédéterminés qui se produisent dans un cadre
temporel.

- Les cellules se divisent jusqu’a ce qu’elles ne puissent plus se diviser,
apres quoi l'infrastructure de la cellule reconnait cette incapacité a se

diviser davantage et déclenche la séquence d’apoptose (=mort de la
cellule)

Corps apoptotiques
- Cellule normale Condensation Fragmentation phagocytables

© Research Gate



Lysosome
Membrane plasmique (55 »

L'apoptose

(a) Phagocytose: lysosome en train d’effectuer son travail de digestion

- Mort cellulaire contrblée

- Finit avec la~ phagocytose des cellules mortes

P \

........ °
.
= 27

~
~ S "
=g La membrane forme des cloques
P Les organites se désintégrent %
" Lacellule rétrécit \
La chromatine se condense b4

f

L'apoptose ~

Le noyau et les orf;anites s'effondrent

Une cellule normale La membrane continue a former des cloques
’I
’
s’
’
s
s,
’,
Pas d'inflammation %
e B e @
o G-
@ Des corps apoptotiques se forment

Phagocytose des corps apoptotiques
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Au sein des topoisomerases on trouve une
molecule d’ARN qui leur aide a reconnaitre
le morceau d’ADN a couper.




bioeng110jg

Les télomeres...

sont situés a I'extremiteé
5" et a I'extremite 3’ de la
molécule dADN

sont situés uniquement a
I'extremité 5’ de 'ADN
sont situés uniquement a
I'extréemité 3’ de TADN
s’allongent avec chaque
réeplication dADN
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Vieillissement
biologique

Usure Programmeé (p.ex. télomeres)
Radicaux libres Horloges biologiques
Liaisons croisées Neuroendocrine (p.ex. inflammation)
Mutations somatiques Immunologique

+ Théories évolutives du

vieillissement




Théories évolutives

- Ici, nous nous intéressons a la question de savoir pourquoi
le vieillissement existe, plutét que comment nous
vieillissons biologiquement parlant

- 3 théories :

1) Accumulation des mutations
2) Pléiotropie antagoniste
3) Soma jetable



Théories évolutives

- Le vieillissement existe méme dans un environnement
(hypothétique) protegeé

- Donc, la question est

/ pourquoi ceci existe?
Protected

Age

Wild

Survival

© Nature



1)Théorie de 'accumulation des mutations

- La pression de sélection pour survivre
diminue avec I'augmentation de la
durée de vie:

Pourquoi?

- Le but de la vie n’est pas la longévité,
mais la reproduction

- Ainsi, il y a une « ombre de sélection »
aprés avoir atteint I'age de la
reproduction, ce qui diminue la
maintenance de la forme physique de
I'organisme

© Nature / PNAS

Selection
shadow

Survival

Age

phase de reproduction

OFFSPRING

—
| REPRODUCTION _ SURVIVAL

Embryo implantation, fetal
eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

ENERGY
AVAILABILITY

\ SOMATIC AGING

J MAINTENANCE ACCELERATION

Oxidative stress, DNA damage,
eeeeeeeeeeeeeeeeeeee




2)Théorie de la pleiotropie antagoniste

- ~ Pleiotropie = Un seul gene contrdle O Traita
plusieurs traits O e
Gene
O TraitC
, . . A (O Taito
- La présence d’'un gene pourrait étre

bénéfique pour la capacité de
reproduction, mais
désavantageux/nuisible pour la survie

Survival

ey

Good Bad

Age

phase de reproduction
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- Evolufonarytheories
3) Théorie du some jetable

- Le soma — par opposition a la lignee

germinale — est jetable (il est a usage g
Umque) “:) Effective maintenance and repair
Age
- Les ressources pour I'entretien et la phase de reproduiction

reparation sont investies pendant la
periode de reproduction, mais pas au-
dela A

Reproduction -ﬂ

=6V (4= Resource Tl
(XM allocation

Lifespan

Soma
(anti-aging repair) —}

Reproduction

Resources
(e.g.Energy)

Aging

Soma

© Nature / BMB Reports
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.
Réplication

- Objectifs d’apprentissage:
- Connaitre le mode de réplication de 'ADN et I'expérience clé grace a laquelle
on I'a pu déterminer
- Connaitre la réplication de 'ADN étape par étape, avec les enzymes qui y sont
impliquees
- Comprendre le probleéme lié au stress de torsion ainsi que sa solution:
Topoisomérases

- Comprendre le « 3’-end problem » ainsi que sa solution: Téloméres et

télomérases

- Etre au courant des trois théories évolutives du vieillissement



Bonne chance pour la
suite!




