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Sens de la réplication

NOTIONS CLES

Brinnowveay  Brinancien

* Les nucléosomes aident a superenrouler 'ADN.
+ La structure de ADN a suggere un mecanisme de replication de 'ADN.

* Les APN-Ponmérases peuvent ajouter des nucléotides uniquement a
7.1- LA STRUCTURE ET LA I'extremite 3’ d’une amorce.
R E'P LI C ATI o N DE L’A DN cela réplication de ’ADN est continue sur le brin directeur alors qu’elle ne

I'est pas sur le brin discontinu.

+ La replication de PADN est realisee par un systeme complexe d’enzymes.

M. Alexandre Desjardins Cormier * Certaines regions de ’ADN ne codent pas pour des proteines mais elles ont
Traduit 4 partir de: d'autres fonctions importantes.

APPLICATIONS ET COMPETENCES QUEL EST LE MATERIEL GENETIQUE?

* Application : la recherche sur la structure de I'ADN par diffraction des rayons X

realisée par Rosalind Franklin et Maurice Wilkins. * Milieu du 20¢ siécle c'est compris qu'un matériel génétique est passé de
o L o . e mnE 2 génération 4 génération de maniére systématique
* Application : I'utilisation des nucleotides contenant de I'acide dideoxyribonucleique
pour interrompre la replication de ’ADN en vue de la preparation d’echantillons
pour sequencage de bases.

+ Pas claire quelle molécule y est responsable

Marériel sénétique = Protéine ou ADN?

!

i

« Application : les sequences repetees en tandem sont utilisees dans le profilage de ADN p ‘
I’ADN. ! ~ ~ Fa >
. ) . L .y GolG P
+ Competence ; 'analyse des resultats de I'experience realisee par Hershey et Chase Histone G
ayant apporte des preuves que ’ADN constitue le materiel genetique. / i

« » Competence : I'utilisation d’un logiciel de visualisation moleculaire pour analyser - - A

3 h Chramosome
I'association entre les proteines et ’ADN au sein d’'un nucleosome. ?x

L’EXPERIENCE HERSHEY-CHASE SUITE

- Alfred Hershey et Martha Chase: entreprit expérience afin de déterminer la | Croissance de virus dans 2 cultures radioactives: Virus T2 avec

) X P capsule protéique
molécule qui transmet le matériel génétique P

N " . o s radioactive
I Une solution radioactive phosphoreuse qui s'associe a '’ADN

- Se sont servi de bactéries E. col et bactériophage

2. Une solution radioactive sulfureuse qui s'associe aux protéines

e |

L Virus T2 avec ADN
Martha Chase et Alfred Hershey

radioactive



https://www.youtube.com/watch?v=E9OIZo_H9Ug
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SUITE

2. Les deux bactériophages radioactifs ont été permis

. " d
d'infecter des cellules E. coli <

En infectant des bactéries, elles sont en mesure d'injecter
leur matériel génétique dans ces cellules

£

=

Les virus infectent

cellules bactériennes

i

Les virus infectent

des cellules bactériennes

SUITE

3. Les bactéries E. coli sont examinées ensuite pour voir s'il y a du matériel

Y A

Les protéines ne

radioactif 4 I'intérieur

Les virus infectent des
Les virus produits
Virus T2 avec capsule celules bactériennes P

sont pas héritables

protéique radioactive e sonepes
@ 2
Lo virus feconc dos Les v produits LADN et hriabe

Virus T2 avec ADN  cellules bactériennes  sont radioactifs

radioacive

SUITE (A FAIRE AVEC LE GROUFPE)

Soufre radioactif

Phosphore radioactif

STRUCTURE DE
L'ADN

Groupement
@~ phosphate
o--o

i Pentose

" (désonyribose)
1

Bases azotées

A Adénine
C  Cytosine
G Guanine
T Thymine
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STRUCTURE DE LADN

Ou sassocient la base azotée et le phosphore sur le Désoxyribose dans 'ADN
Allons dessiner un diagramme du désoxyribose et ses carbones
Comment numériser les carbones? Trouves I'Oxygéne et vas au sens de I'horaire

5

HOCH Q
1_OH
5 ) c
4'CC desoxyribose yC\
d H
H

STRUCTURE DE L’ADN

Dessiner un double brin d’ADN en indiquant ses bouts 5" et 3"
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STRUCTURE DE L’ADN

Dessiner un double brin d'ADN
en indiquant ses bouts 5’ et 3'
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Liaisons entre phosphore et
désoxyriboses

1

Liaisons hydrogénes

0

Brin antiparalléle

0
0

-
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COMMENT UN BRIN D’ADN EST FAIT

de é sont joints par. afin de
former des longs brins (polyméres)

Nouveaux nucléotides toujours ajoutées dans le sens 5" 4 3'
’

T

T

DEI
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SUITE

Forme «double hélice» de TADN
Barreaux: bases azotées liées entre
elles par liaisons d’hydrogene
Montants: sucre et groupements

phosphate en alternation, liées par
liaisons covalentes

Groupement
§ = phosphate

pertose

9

Bases azotes
A Adénine
€ Cytosine
6 Guanine
T Thymine

CONDENSATION DE L'ADN

Cellules eucaryotes: on va retrouver PADN qui s’entoure sur des protéines
nommées chistones»

Dans un microscope électronique, ceci ressemble a des balles sur une ficelle

Nucléosome = 8 «histones» entourées par 'ADN deux fois
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CONDENSATION DE L'ADN

Raisons de son compactage:

|. Organisation de I'’ADN: c’est une trés longue molécule

2. Régulation de I'expression des génes: L’ADN qui est
condensé n’est pas accessible aux enzymes de transcription, ces
genes ne sont pas lus et sont inactifs

CONDENSATION DE L’ADN

Doue héice FADN

20m

Les ficelles de nucléosomes sont condensées davantage et
s'entourent autour d'eux mémes: le surenroulement de
I'ADN

Nucicsomes (concen
Quand on dit que la chromatine se condense pour former. hosime

des chromosomes lors de la prophase, ce qu'on veut dire
est que les nucléosomes se sur-enroulent afin de former des

’ 0m
chromosomes organisés et denses

Boucles de
envomsine

L

Z=Prophase
7

e bt sous s
ot copies des histones H2A,H2B,H3 ec He)

Histone HI

Chromatine
condensie

sous forme de
ahromosome.

17
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CONDENSATION DE UADN

Dessinons! Et légendons

ADN, histones, nucléosomes, balles sur une ficelle, surenroulement,
chromatine, chromosome/chromatide

Double hélice JADN

Nucléosomes (contenant huit sous-unités
deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4)

Nucléosomes
enroulés

30 nm

Histone HI

aidant a la
Boucles de compaction
chromatine
Chromatine
condensée
sous forme de
700 nm chromosome
700 o
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TYPES DE SEQUENCES D’ADN

L'ADN entier d'un individu = génome
Le génome humaine & plus de 3,000,000,000 paires de bases (A, T, G et C)
Mais tous ces paires ne codent pas toutes pour des génes

Projet génome humain — trouvé seulement 2% de PADN code pour des
protéines

Etle reste?

ADN CODANT (EXOME)

Définition: Séquences FADN qui sont transcrites et traduites en protéines

Exome est constitué de d’exons

Environ 2% du génome
5

IEFTRRLRIRERIRIN T
s el e e e o e e e

Protéine

20N

pré-ARNM

: ARNm mature
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ADN NON CODANT

Introns
Définition: parties d'un géne codant qui sont éliminés avant la traduction
Ceci implique l'activité d'enzymes

Fréquence: 24% du génome

dpissage

ADN NON CODANT

TCAGAT
Séquences hautement

TTTTATGGCTAAGTAGTATT

CTTATGAGTGAGAACAGGTGATGTTTGGTTTTCCATTCCTGAGTTACTTTACCCAGAATTGTTGT
T

répétées T ATATA Ta
T ACATATR ACACATATA
Définition: séquences ’ADN ACACATAT. A ACATATACATATAT
répétant un motif ou un ATGTATACACACATATA( ACATATA CACATAT:
ACATATACKTATATA ACACATATA TATACA
(EEC CATAT; A ACACATATA(
" . TATACACACATATA ACATAT: c
on N'a pas de fonction codante e —_ B
i CACATAT. ACACATATACATATATACATAT:
Fréquence: 45% TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGGAGTCTCACTCTAT
CACCAGGCTGGAGT TCTT cT6C, TGTCTCCTGGGTTCAAGET
ATTCTCCTGCTTCAGCCTCCTOAGTAGE TGGGATTAC AGGTGCTCACCACCATGCCCAGCTARTT
pré-ARNm T
CCACTTGTTGATGGATGGGCATTTGTOTTGARRAGAA Tct

ABND matyre

CCTTTTTATGGCTAAGTAGTATTCCATCGT —

Amorces
«— TTCAGTAGAGACAAAA AGAAAGGGACTTGC
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ADN NON CODANT

ADN structurale

Définition: Section non codant de
'ADN retrouvé au centrosome et
aux téloméres du chromosome.

Fréquence: 20%

ADN NON CODANT

Génes inactifs
Définition: section de 'ADN qui était codant (transcription et traduction),
mais qui ont été mutées au point qu'elles ne sont plus fonctionnelles

Aussi appelées pseudogénes

Fréquence: 2%

Ex) géne codant pour la Vitamine C présent chez plusieurs mammiféres, mais
absent chez les primates
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AUTRE

Définition: ADN dont on ne connait pas la fonction

Pourrait étre de '’ADN virale

Fréquence 7-8%

HiERiEL GENETIGUE. }

PARTICULE VIRAE

TELOMERE

Les bouts des chromosomes sont faits de téloméres
Ils protégent les chromosomes lors de la mitose
Nous sommes en mesure destimer I'age d'un individu
en étudiant la taille des téloméres de leur ADN. Les

téloméres se raccourcissent aprés multiples cellule
réplications.
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EMPREINTE GENETIQUE

Avoir la séquence 'ADN spécifique d'un Trace
suspecte
diindividu P
Répétitions en tandem courtes (Microsatellites):
-

Par exemple :ATTCGATTCGATTCG contient trois
répéritions en tandem du motif de cinq nucléotides
ATTCG.

Utile pour lidentification d'un suspect, test de

paternité, généalogie, etc.

Suspect 1

Suspect 2

Résultats d'une comparaison ADN

SUITE

La plupart de 'ADN des humains sont identiques
Cependant, il y a certaines régions de ADN qui ont beaucoup de variation

Les régions du génome avec ces grandes variation d'une personne 4 autre se
nomment polymorphismes

29
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REPETITIONS EN TANDEM ET
L'EMPREINTE GENETIQUE

Comment est-ce qu'on utilise ces parties du génome?

1. dans les régions polymorphiques, on ajoute des enzymes qui coupent les

Trace
suspecte  Suspect | Suspect 2
séquences répétitives (microsatellites)

2. certaines personnes ont plus de répétitions que d’autres, alors las sections

sont coupées 4 différentes longueurs - p=-1
3. Les segments sont envoyés dans un gel d'électrophorése et analysées - - -
Répétition en tandem Répétition en tandem - = -

[/ %uﬂ e 7. o8 e AN s~ 7 o b
-

& e 10 Géne 12 Géne - -
A 7 TR NN e o e 7 7 = - -

X Gene 14 Gene 7 Gene

Résultats d'une comparaison ADN

e s Ihoesuo S e srdiiiiiress L res

V
> Gene 5 Géne 10

Gene

LA REPLICATION DE L’ADN

Elle est semi conservatrice: Il y a une enzyme qui coupe le double brin original,
une autre enzyme va répliquer la copie de PADN original et maintenant on a
deux brins d’ADN avec chacune une partie du brin original
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REPLICATION D’ADN

Expérience de Meselson et Stahl avec Bactérie E. coli
Croitre des bactéries dans I'azote dans un isotope lourd (N15)
Ils ont ensuite fait reproduire ces bactéries dans une solution d'isotopes
d'Azote léger (N14)
Analyser PADN qui en résulte dans une solution pour voir ce qui ira dans le
fond de la solution et ce qui flottera sur le dessus

Les bases azotées sont attirées ensemble car les purines et pyrimidines ont
des charges opposées

Méthor

Résultats

‘/ e Selon quel moddle (conservatif, semi-conservatif, dispersif) se fait la réplication ? W
(b) ©
transfert sur milieu une division
14N pour une sur milieu 14N

sur milieu avec 15N\ &=, ~division cellulaire s

e
culture de bactéries

¥ 5
™ = ADN léger
— - ADN i i
5N) - @ ADN lourd

! | I
ADN des bactéries
cultivées sur milieu
15N apparaissant
selon 1 seule bande

Aprés la 2e réplication, apparaissent
Comespond 2 bandes : une d'ADN intermédiaire
et une d'ADN léger

ADN initial

| \
brin parental brif néoforme

| Conclusion: 4 yéplication se fait selon un mode semi-conservatif N- Fidancier )
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REPLICATION D'ADN

- ADN Topoisomérase = Enléve les supertours de 'ADN pour l'avoir en brins individuel (monocaténaires)
- Protéine de liaison 4 'ADN simple brin = Tiens les brins en place pour pas qu'ls s'enroulent  nouveau
- Hélicase = Brise les liaisons hydrogénes entre les deux brins

- Polymérase = places les bases azotées appropriées sur les brins

Aow primas
amorce d a8 \

REPLICATION ADN

- Un des brins est appelé brin précoce (ou direct) et Iautre brin tardif (ou
indirect)

- Polymérase 3: ajoute seulement nucléotides dans la direction 5'-3', ce qui veux
dire un brin vas étre simple et 'autre attaché en parties discontinues

35
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REPLICATION ADN

- sur le brin directe, polymérase 3 ajoute nucléotides dans la direction 5'-3'
pour assemblé un nouveau brin complémentaire

- Brin principale vas dans direction 3' vers 5' donc comme le polymérase
construit dans I'autre direction (5' vers 3'), elle construit le brin dans le
sens opposé.

A0 potymérase

REPLICATION ADN

- brin tardif (ou brin indirect) : comme ce brin va dans la direction 5' vers 3',la
synthese est plus complexe

L'ADN primase ajoute une amorce (RNA primer) au brin discontinue, pour
dire 4 la polymérase 3 ou commencer la synthése

ADN polymérase 3 ajoute 5-10 nucléotide (frag d'Okazaki) 4 partir de
I'amorce. 'ADN polymérase 3 s'avance et ajoute un autre fragment Okazaki
partout ol il trouve des amorces

ADN polymérase | enléve amorce et remplace avec le nucléotide qui devrait y
atre.

Ligase attache les fragments Okazaki ensemble, car elles sont séparées aprés le
passage des deux polymérases.

Sl ke
DNA primase K i B N
DNAligase  RNA primer REPLICATION ADN (RESUME JUSQU’A
DNA-Polymerase (Pola), PRESENT)
”
Laggin i 5 .
stran 3 - brin continue: la poly 3 ajoute sil les dans une
&
Okazaki fragment - brin inue: La réplication est et séparée en fragments
3 5 d'Okazaki
Leadin
stran
Topoisomerase
-

DNA Polymerase (Pol6)
Helicase'

single strand,
Binding proteins
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Fourche de réplication

Brin direct 3

Déroulement de 'ADN
3 - 3 Brin continu

Brin discontinu
\ Fragments d'Okazaki
I 5 - 3

Brin indirect

REPLICATION D'ADN: ENERGIE

parler du besoin
d'énergie et

enzymes

- Quand les nucléotides sont ajoutés, la réaction de condensation (processus
anabolique: construction d'une grande molécule 4 partir de plus petit) requiert de
Iénergie
- les "nucléotides’ qui sont ajouté ne sont pas vraiment des nucléotides: ls sont
des dNTP (désoxyribonucléoside triphosphate). lls sont différents des
nucléotides réguliers car ils ont des phosphates extra.
- Quand le dNTP est ajouté par la polymérase 3,les 2 des phosphates sont
séparés du groupement phosphate, ceci reliche assez d'énergie pour entamer
la réaction anabolique (donc pas besoin d'ATP, c'est comme son propre ATP)

Pour examen BI:
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REPLICATION ADN: FONCTIONS

- ADN Topoisomérase: déroule le double hélix

- Hélicase: sépare les deux brins en brisant les liaisons d'hydrogéne

- Primase: place I'amorce pour signaler ou débuté la synthése de la polymérase
- Polymérase 3: construit les brins des nucléotides dans la direction 5'-3'

- Polymérase |: remplace I'amorce avec nucléotides

- Ligase: lie les fragments Okazaki ensemble

REPLICATION ADN: VITESSE ET
EFFICACITE

- La réplication se fait rapidement: 4000 nucléotides par secondes
- avoir plus d'enzymes et dNTP molécule accessible augmente rapidité

- Procaryotes fait encore plus rapidement (peuvent se diviser  chaque 20
minutes)

43

44

SUITE

Chez les procaryotes, leur ADN est ~ d'origine e réplication

Le lieu de début de réplication est

Réplication a
nommée fourche de réplication

Origine de  lieu dans les
réplication  deux sens

L'ADN bactérienne posséde seulement un point

ADN
circulaire. g & — dorigine
Ainsi, la réplication peut avoir lieu des ¢ f —— M//, Nouvel
deux sens afin jusqu'a ce que le brin % £ p"":_"l\ 5 ADN
entier soit répliqué. “ogmye! 3 Ui g synthétisé

SUITE

Les erreurs dans la réplication ne sont pas toujours importantes
Cependant, une erreur peut étre désastreuse

Comment est-ce qu'on assure la précision lors de la réplication (qui se fait trés
rapidement)?
Le brin parental (% du brin original) posséde des bases azotées, facilitant la

tiche car ceci sert de matrice pour le nouveau brin formé (brin néoformé)

Les cellules ont des enzymes réparatrices qui détectent et corrigent des
erreurs de réplication
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LA REPLICATION, LE SEQUENCAGE DE
L'ADN ET LE PROJET DU GENOME HUMAIN

Projet de collaboration internationale: but de séquencer le génome entier de
Ihumaine

Pour faire ceci,ils ont eu besoin de beaucoup d'ADN

Comment faire ceci? L'ACP (PCR)

L’amplification en chaine (ACP)

» Connu aussi sous le nom anglais
Polymerase Chain Reaction (PCR)

« Permet de multiplier, in vitro, une
séquence d’ADN en milliers de copies.
— Trés utile en identification judiciaire ou

I'échantillon d’ADN est souvent restreint.
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« L’amplification consiste a répéter plusieurs
fois un cycle de manipulation robotisé qui
gmllg lie par deux le nombre de copies

Est une solution de :
— ADN a amplifier

— Enzyme ADN polymérase supportant les hautes
températures

— Nucléotides (ATGC)
— Amorces spécifiques

49

Etapes du cycle :
— Hybridation

« Des amorces complémentaire s’associent aux brins
monocaténaires.

— Elongation
« Les nouveaux brins d’ADN sont créé par I'Al
polymérase qui ajoute les nucléotides
complémentaires.

5 — “« -

Dénaturation Hybridation des Elongation
295°C amorces complémentaires
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+ Etapes du cycle :
— Dénaturation de 'ADN

+ Séparation des brins en chauffant la solution

Proportion d’ADN monocaténaire dans une
solution d’ADN 2 différentes températures

Le principe de
I'amplification en chaine

repose sur la facilité de s
I'ADN de passer de I'état g %
bicaténaire a I'état Pow
monocaténaire selon la £2 0
température comme on S %
peut le voir dans le -
graphique. H 0 1020 30 40 50 60 70 80 90 100110

Température / <C
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LA METHODE SANGER

3 milliards de paires de bases dans le génome humain, comment on a découvert
ceci?

La méthode Sanger

1. Des brins d'ADN monocaténaires (produits de 'ACP) sont placés dans 4
différents tubes, chacun avec des dNTPs, des enzymes et des amorces.

2.Dans chacune des tubes, on ajoute ainsi qu'une faible concentration de I'un des
quatre didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP. ddGTP ou ddTTP)

Ces didésoxyribonucléotides agissent comme des « poisons » terminateurs de
chaine : une fois incorporés dans le nouveau brin synthétisé, ils empéchent la

poursuite de I'élongation car ils ne possédent pas d'extrémité 3-OH (seulement un
hydrogéne 4 la place du groupement hydroxyle).
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SUITE

3.1a réplication de 'ADN débute, cependant n'importe ou qu'un ddNTP est

ans le nouveau brin (au lieu d'une dNTP normal), le procés de

Désoxyribose

L2

Didésoxyribose

Incapable de il B

former une )
Termine la

laison iR
synthése de la
molécule ' i e ol e el o i lel
d'ADN

SUITE
Longueur
e
4. Les brins de différentes longueurs
fragment sont placés dans une électrophorése
30 —

5.0 migrent les bandes nous indique
2| = Ia longueur des fragments d'ADN, et si

28 — on ajoute tous les bandes de différents
27| = fragments d'ADN, on peut déduire la
= = taille du génome (cette méthode est

vieille et longue et est maintenant
% - dépassée par d'autre méthodes plus
2 = = efficaces)
Py — { ==
2 —camy
| )
\ &

=
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NATURE DES SCIENCES

Une fois que Watson et Crick ont publié leur modéle de
I'ADN, plusieurs autres découvertes scientifiques ont suivi
(grand accomplissement dans le monde scientifique)
Cependant, ils ont aussi réalisé leurs découvertes 4 I'aide des
découvertes d'autres scientifiques: Franklin et Wilkins
Rosalind Franklin et Maurice Wilkins ont utilisé les rayons X
afin de déterminer: la forme «double hélice» de

I'ADN, comment loin des brins sont les uns des autres et le
diamétre total de la molécule

Watson et Crick n'ont pas donné le crédit  ces scientifiques
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