Introduction a la biologie
moléculaire et au génie génétique:
Chapitre 2

LES MOLECULES SUPPORT DE L'HEREDITE »
Biochimie des acides nucléiques

S6: biologie moléculaire



Les Acides Nucléiques

Les Nucléotides
C'est l'unité de structure des acides nucléiques.

Un nucléotide est composé de 3 parties :

Une BASE AZOTEE
- variable en fonction du nucléotide
- de nature purine ou pyrimidine

Un SUCRE a 5 atomes de carbone (pentose)
- Le désoxyribose pour 'ADN
- Le ribose pour 'ARN

Un GROUPEMENT PHOSPHATE (ou acide phosphorique)
identique pour les nucléotides de I'"ADN et de |'ARN.



Les Acides Nucléiques

1) Les bases azotées

- bases
puriques :
ADENINE GUANINE
(ADN/ARN) (ADN/ARN)
- bases
pyrimidique
s
Noyau
pyrimidine THYMINE CYTOSINE URACILE

(ADN) (ADN/ARN) (ARN)



Les Acides Nucléiques

2) Le sucre

Le ribose pour 'ARN

B ribofuranose

Le désoxyribose pour 'ADN

P 2-désoxyribofuranose



Les Acides Nucléiques

m Base + sucre =
NUCLEOSIDE

désoxyribose

ARN ADN



Les Acides Nucléiques
m Base + sucre = NUCLEOSIDE

La liaison N-Osidique

N(1ou9)

O Ligison N-Osidique.
4 / I’
AN
3 2

L'atome d'azote n°l des pyrimidines ou I'atome n°9 des purines établit
une liaison N- Osidique avec le carbone n°1' du sucre.




Les Acides Nucléiques

(desoxy)nucleoside (desoxy)ribose + Base
(désoxy)nucléoside monophosphate | (d)NMP | (désoxy)ribose + Base +1P
(désoxy)nucléoside diphosphate | (d)NDP | (désoxy)ribose + Base + 2P
(désoxy)nucléoside friphosphate | (d)NTP | (désoxy)ribose + Base + 3P

Base Nom du nucleoside
Adénine (A) Adénosine

Cytosine (C) Cytidine
)

Guanosine

{
Guanine (G

Thymine (T) | Thymidine
Uracile (U) Uridine




Les Acides Nucléiques

Remarques

® La nature du nucléotide est déterminée par la
base azotée qu'il contient.

m Dans la séquence d'un brin d"ADN ou d"ARN, on

nomme donc les cing nucléotides selon leur base
azotée: A,G,C, Tet U.

A enfacede T A enfacede |J

ADN ARN

C en face de 6 C en face de 6‘

Complémentarité des bases lors de la formation de
doubles brins :



Les Acides Nucléiques

® Molécule support de |'information génétique
héréditaire : Les genes sont des segments d" ADN.

m C'est un des constituants des chromosomes.
m L 'ADN forme des pelotes microscopiques :
- Situées dans le noyau chez les eucaryotes+++,

- Situées directement dans le cytoplasme de la cellule
chez les procaryotes.

m les molécules d"ADN déroulées s'étirent en un tres
long fil : enchainement (séquence) précis d unités
élémentaires que sont les désoxyribonucléotides.

m Structure |'ADN : formée de deux brins
complémentaires enroulés en hélice (double hélice).




Les Acides Nucléiques

1) Structure de 'ADN

Enchainement des nueléptides

ok
1
:Z:FII::FI.hpﬂh ter ..-—-""_.F.r E

Exirémite 3"OH

-L’allongement des chaines se fait de 'extrémité 5°
vers I"extrémité 3'.




Les Acides Nucléiques

1) Structure de 'ADN

LIAISON 3’-5 PHOSPHODIESTER
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Liaison 3'-5’
phosphodiester

Extrémité 3’ ADN Polymér‘GSe:
Voir Réplication et module
Technique...

C’est un enzyme qui catalyse cette réaction... 'ADN polymérase



Les Acides Nucléiques

) Scpzlg'rrz t‘lli.mrrl:il.':nsz
m Macromolécule double phosphate & I'extérieur de
brin
Les 2 brins sont
antiparalleles

m Squelette désoxyribo-
phosphate

M D - O b=t —&

.
|
6
A
.
6
A
T
C

M




Les Acides Nucléiques

5'P

= ARN -t .

extrémité 5'P

m Macromolécule simple
brin (ARNm) mais peut

ETr'e dOUble br'|n phosphodiester =
(voir plus loin....)

liaison i

phosphodiester

m Squelette ribo-
phosphate




Les Acides Nucléiques

1) Structure de 'ADN

Polante

Liaison du 5’ du dNTP
au 3’ du nucléotide précédent




Les Acides Nucléiques

1) Structure de 'ADN

Ce qui explique I'antiparallélisme
ADENINE-THYMINE BASE PAIR

Adenine Thymine

laison H

C-1' of
deoxyribose

deoxyribose

GUANINE CYTOSINE BASE PAIR

Guanine g) Cytosing

"A }/fo Jae .(H}ﬁ (F()
E_ !(Z‘) (C‘ l—-((ssj
fr;;r ) ool N,{l fE—, =(H)
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C 1 of
daoxyribose i N \:'/H LR '\0) (E_D
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C-1 ()I
deoxyribose




I. Les Acides Nucléiques

= |La double heélice

Diamétre = 2 nm
Pas de I'hélice 3.4 nm
10 pb par tour d'hélice




Les Acides Nucléiques

2) Propriétés de ’ADN

2 forces antagonistes :

Une force déstabilisatrice :

Au pH de la cellule les groupements phosphates sont chargés
négativement

|:> les bords de chaque brin d'ADN se
repoussent




Les Acides Nucléigues

Une force stabilisatrice : Important pour le module
technique (voir plus loin...

Existence de liaisons hydrogénes entre les bases.

Entre A et T : deux liaisons

Hydrogéne

A—T

Entre C et & : trois liaisons

Hydrogéne
C—6

Doprés Gene 8. Lawin




Les Acides Nucléiques

2) Propriétés de ’ADN

Dénaturation, renaturation de I’ ADN

Une propriété, physico-chimique qui découle de la structure
Important pour le moduleTechnique...

-.‘
Renaturation \
(special &

conditiors
h rnquured}

-(.

-
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Single-strandsc denstured state Aeraturcd state




Les Acides Nucléiques

2) Propriétés de ’ADN

La température de fusion (ou dénaturation) Tm (melting temperature)

Important pour le moduleTechnique...

simple brin




Les Acides Nucléiques

2) Propriétés de PADN
Comment doser ’ADN?

Important pour le moduleTechnique...

Bandes d'absorption

Protéine (SAB)

Abs a 82 °C
Absa 25 °C

Abs Rel =
038 |

Absorbance relative

05

04

\_._/ 5 A \
LT 1
Forme native (25°C) Ny

ol 3 g3 1=

0,00 . ! | : 200 220 240 260 280 300
1800 200 Longueur d'onde (nmj)

0.2 |

Une unité d’absorbance a 260 nm correspond a:
- une solution d'ADN double brin a 50 pg/mL
- une solution d'ADN simple brin a 37 pg/mL
- une solution d'ARN a 40 pg/mL

le rapport A260 nm / A280 nm constitue un moyen d'apprécier une éventuelle contamination de la solution d'ADN :
- un rapport compris entre 1,8 et 2 correspond a une solution pure d'ADN ;
- un rapport inférieur a 1,7 est le signe d'une contamination par des protéines ;
- un rapport supérieur a 2 est le signe d'une contamination par I'ARN. (ARN et ADNsb absorbent plus a 260 nm que ADNdb




Les Acides Nucléiques
L" Acide RiboNucléique ou ARN

m Molécules ayant de tres nombreuses fonctions dans
la cellule.

m L ARN transporte |'information génétique des
molécules d" ADN (nhoyau)

aux ribosomes contenus dans le cytoplasme des cellules.

m L ARN est constitué par |'assemblage de
ribonucléotides.

m Tl existe de nombreuses familles d" ARN (ARNr,
ARNm, ARNt, siARN, aptameres, miARN...).
Nouvelles découvertes????2??

Chacune assure une fonction particuliere.



Architecture de I'ADN

Génome nucléaire humain (eucaryote)
1) ADN et chromatine

m L'ADN humain est fortement associe a des
protéines :
- Protéines histones
- Protéines non histones

m ADN nu + protéines = la chromatine



Architecture de 'ADN

Génome nucléaire humain (eucaryote)
1) ADN et chromatine

LA CHROMATINE
Chez les eucaryotes PROBLEME BIOLOGIQUE :

COMMENT LE FILAMENT
D’ADN D’UNE LONGUEUR DE
<2 METRES ENTRENT DANS
UN NOYAU D’UNE CELLULE
EUCARYOTE DONT LE
DIAMETRE EST DE

10 MICROMETRE ?

| ’ADN se présente sous le forme de longues molécules linéaires,
associés a des protéines
| ’ADN est stocké et agencé sous forme de chromosomes ou de

chromatine a différents degrés de condensation.




Architecture de I'ADN

Génome nucléaire humain (eucaryote)
1) ADN et chromatine
bservatlon de LA FIBRE DE CHROMATINE DE 10 NM |

Le collier de perles

Nucleosome core




Architecture de I'ADN

2) Structure de la chromatine

STRUCTURE NUCLEOSOMIQUE

ADN + Histones
\

Structure en "collier de perles"
= fibre nucléosomique : @ 11 nm

Le NUCLEOSOME = un octameére d’histones

FIBRE DE 30 nm

Enroulement des nucléosomes = formation d’une solénoide




Architecture de I'ADN

3) De I'enchdinement nucléotidique au chromosome

Double hélice d’ADN

Histone H1 4 11 nm

S Nucléosome

(a) Nucléosomes (« collier de perles »)
’\*_‘,,I, L

o

]
——

T - 55851 30 nm
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(b) Fibre de chromatine de 30 nm Nucléosome
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(¢) Domaines en boucle

A
l 1400 nm

(d) Chromosome métaphasique



Architecture de I'ADN

3) De I'enchdinement nucléotidique au chromosome

—Télomére

Techniques de BM:

PCR et autres
Préparation de 'ADN
Génomique en éliminant

Toutes les protéines???

Paires de bases

Votre avis??? 7 :
177(.. double hellce ‘e
A C‘/ 1% %
‘\

\ R 3
{ \ 4 e

«L—J



Architecture de I'ADN

ADN des bactéries (procaryote)

m Pas de structure aussi réguliere que chez les
eucaryotes

m Présence de protéines qui ressemble a des
histones : protéines HU

m Structure plus flexible et plus accessible que chez
les eucaryotes

(division cellulaire plus rapide)



Réplication de I'ADN

La réplication procaryote
1) Généralités

Voir chapitre suivant...

. Topoisomérase
(Evrase)

® Protéine S5B

O Heélicase

m Une seule origine de réplication (important
pour le clonage) TECHNIQUES voir plus loin
en génie généetique

Attention figures




Réplication de I'ADN

Réplication : Formation de nouveaux brins d’ADN a partir des 2
brins initiaux.

2) Mécanisme

ADN polymérases (ADN Pol) = complexe enzymatique .

m Synthétisent ADN : polymérisation des nucléotides dans

le sens 5 —— 3

m ne peuvent que rajouter des nucléotides a partir d'une
amorce préexistante voir Techniques PCR et
autres????

m Activité de correction (exonucléase) dans le sens 3' —— 5.

m Production de 2 cellules filles identiques.



Réplication de I'ADN
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Eucaryotes / Procaryotes

m ADN Eucaryote

Structure réguliere
+ Histones > chromatine

Moins accessible
(nucléosomes)

Division cellulaire plus lente

Nombreuses origines de
réplication

Transcription complexe +
maturations

1,5-3 -10 % d'ADN
codant???

= ADN Procaryote

Structure irréguliere
Protéines % histones

Plus flexible et plus
accessible

Division cellulaire rapide

1 seule origine de
réplication

Transcription et traduction
simultanées

ADN codant +++ PAS DE
maturations???



Le génome mitochondries+chloroplastes

Le Génome Des Organites

All human mtDNA is oxpressed - \ l! u .,,
Cyt e B :
o fy S0 A
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ATOCHONDRION

L’ADN des mitochondries chez: | L’ADN des chloroplastes chez:
Une algue verte 16 kb Une algue verte |195 kb
L'Homme 16 kb L'Hépatique 121 kb
La drosophile 19 kb Le riz 136 kb
La levure 75 kb Le tabac 156 kb
Le mais 570 kb Le pois 120 kb
Le melon 2 500 kb




Le génome Humain

m Le génome nucléaire
- Les chromosomes : 24 molécules différentes.
= 22 autosomes
= 2 chromosomes sexuels (X et Y)
- Code pour plus de 30000 geénes.

La taille des génomes

Petit Virus: 3000 nt, soit 1 page de 3000 caractéres

Bactérie: 3x108 nt (moyenne), soit 1 livre de 1000 pages

Homme: 3x10° nt, soit 1000 livres
ou encore, 1 pile de livres de 50
m de haut

1,40-2 m d’ADN dans chaque
cellule
1013 3 10% cellules/ Homme

m Le génome mitochondrial e ——
- Petit ADN circulaire (16,6 Kb) contenu dans la
mitochondrie.

- Code pour 37 genes.
- Plusieurs copies par cellule.
- Transmis par la mere.



géehome Humain

Le Chromosome Eucaryote

(exemple pris chez I'homme) R
Il est linéaire

‘.« téelomere

SAR W . télomeére

o " - & . . 5 ‘
Cet aspect en X est transitoire!! Etat « ordinaire




Le génome Humain
ADN GENIQUE :

ADN codant (exons) code pour ARNm (Protéines)

ADN non codant code pour ARNr et ARNYt
séquences régulatrices

Introns
SiARN et miARN 2?2?22



Le génome Humain

Sequences Uniques, Genes Et
Séquences Repetees

Définition fausse ou ADN non répété : correspond aux génes
y'4 b ADN l‘épété
erronee du gene. - Séquences courtes, 10 3 1000 répétitions, dispersées
(dont transposons)
- Séquences trés courtes (<100pb), plusieurs milliers de

Attentions aux déflnltlons répétitions, souvent en tandem

1 of te human ge

Réussite Matiere

Qu’est-ce qu’un géne?

I als = 3% C’est la totalite dun
Introns = 24% segment de

intergenic DNA chromosome nécessaire
.. pour fabriquer un
Attentions a internet produit fonctionnel

== (protéine ou ARN)




Webogaraphies:

Search engines for journals

i! PmeEd (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

i! GOOQle SChOIar (https://scholar.google.co.uk/)

Biotechology websites
#t | jfe Technologies

(https://www.lifetechnologies.com/uk/en/home.html)

2! Abcam

http://www.abcam.com/

#t New England Biolabs
(NEB) (nttpusmum.neb.uccom)

#! THlumina e mmitumina.comy)

#! Horizon

(http://www.horizondiscovery.com/ )

Publicity
2 Nature (o mww.nature.com)
# New Scientist (s neuscentstcom)
# Naked Scientist (wp:mwmwinenakedscienists.coms)
. LabTube (s mwwisbtubess
Institute websites
# \Wellcome Trust Sanger Company websites
Institute (ttps:/www.sangeracuks # GSK hitpskaskcom
. ENsembl (s ensemblorasindechim cenome | Medimm_une
databases for vertebrates and other eukaryotic species. (https://www.medimmune.com/)
2 Human Genome #t Babraham Research
(httD?://.Www.qenome.q.ovll1006943) p a rk
#* British SOClety of Gene and %tor//www.babraham-co.uk/about/about.ht
Cell Therapy . mmpsoctorgrens M PfiZEr tiosmostiercou)
¥t European Society of Gene and | m OxfordBiomedica
Cell Thera PY (nttp:/wwnw.esget.cu) (http://www.oxfordbiomedica.co.uk/)
# American Society of Gene and

Ce” Therapy (http://www.asgct.org/)



http://www.nature.com/
http://www.newscientist.com/
http://www.thenakedscientists.com/
https://www.labtube.tv/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
https://scholar.google.co.uk/
https://www.lifetechnologies.com/uk/en/home.html
http://www.abcam.com/
http://www.neb.uk.com/
http://www.illumina.com/
http://www.horizondiscovery.com/
http://uk.gsk.com/
https://www.medimmune.com/
http://www.babraham.co.uk/about/about.html
http://www.pfizer.co.uk/
http://www.oxfordbiomedica.co.uk/
https://www.sanger.ac.uk/
http://www.ensembl.org/index.html
https://www.genome.gov/11006943
http://www.bsgct.org/en/
http://www.esgct.eu/
http://www.asgct.org/

Ce qu’il faut retenir

m Synthese du m Architrectures
chapitre génomes;
m Chromatines;
m \Voir cours m Structures
magistral... nucelotides
ADN/ARN

m Mecanisme
replication...



