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Plan séance 3 et 4

Ill- Structure des acides nucléigues:
1.L’ADN

a . Structure primaire et polymérisation des nucléo tides

b. Structure secondaire
. La doubles hélice: modele de Watson et Crick
. Principales caractéristiques des chaines d'ADN
. Les variants conformationnels de la double hélice

c . Structure tertiaire de 'ADN

I\VV- Caractéristiques physicochimiques et fonctionnelles (o [SHWAYB]\
1. Propriétes physicochimiques de 'ADN
a- Nature fibreuse et taille
b- Dénaturation et renaturation thermique
c- Densité, charge et propriétés spectrales
2. Méthodes d’études des ADN
a- Purification et extraction de 'ADN
b- Hydrolyse chimique et enzymatique
c- Action d’autres enzymes
d- Techniques d’analyses de 'ADN: Southern blot, PCR et séguencage
3. Conservation de l'information génétique: Réplica  tion semi-conservative de
WABI\




ACIDES NUCLEIQUES

Taille des ADN

virus : phage | : 48 kb soit 32.10 © Da soit 17 pm

bactérie : E.coli : 4000 kb soit 2600.10 °© Da soit 1,36 mm
La régle de Chargaff (1940)

(A+G)=(C+T) ou (A+G)/(C+T)=1

AT=1
G/IC=1

(A+T)/(C+G) varie beaucoup : il est caracteristique  de
I'espece. Ce coefficient est appelé

_— Bases azotées
Origine 7 &2

de ’ADN
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Structure primaire des Acides Nucléiques

La liaison Phosphodiester

O _,
Base |

comdensation

par liaison ester
—

D’—Iﬁ—ﬂ—él—lg Base

pont
phosphodiester

OH

dinucléotide




Structure primaire des Acides Nucléiques

Tayrime Gy Cuamnine




Structure primaire des Acides Nucléiques

Polymérisation des Acides nucléiques

Enchainement des nucléotides

extrémité 5'- phosphate

extrémits 3'-0OH




Structure primaire des Acides Nucléiques

Representation schematique d'un nucléotide

Le sucre est un trait vertical du C1' (haut)
vers C5' (bas)

La base est notee par son symbole (lice a C1')

Dans le cas d'un désoxy(ribo)nucleotide, le
OH li¢ a C2' est omis et U est remplace par T




la base azotee est relige au C17 du

/ nbose

| v confirme qu il s agit d'un ARN
o

e

7 = 0H 2 - OH ¥ —OH

N _ R
e le 3°-OH du nucléotide G est

e phosphoryle

le 5°-OH nt'est pas
phosphorylé

51




pPApCpGpIpA

ACGTA




Structure Secondaire de I'ADN

Appariements spécifiques des bases

@ Carbon

@ Oxygen

@ Nitrogen

¢ Phosphorus
Hydrogen

® Oxygen
@ Nitrogen
£ Phosphorus




Structure Secondaire de I'ADN




Structure Secondaire de I'ADN

sillon

A Pt < o
BT —
- ’ .."-r - .
liaison ’ " liaison

hydrogéne phosphodiester




Structure Secondaire de I'ADN

Mock /e de Watson et Crick (Proposé en 1953.)

sLes bases s’apparient par 2

pour former des paires de

bases. Elles sont liées l'une a

I'autre par des liaisons H.

sLes 2 chaines sont
orientées en

sle pas de I'hélice = distance sillon
pour un tour de spire

ll y a donc 10 paires de base

en moyenne par tour de spire. Grand
Lediamétre de I'hélice et de [iiuas

Le squelette central est
I'extérieur est

34 nm

3,4 nm




Structure Secondaire de I'ADN

ADN-A ADN-B A




Structure Secondaire de I'ADN

Heélice A Heélice B

Heélice Z

Sens de I'hélice droit droit
Diametre = 2.6 Nnm = 2.0 nm
Résidus par tour 11 10

Ecart entre 2 pb

Pas de I'hélice

Rotation de I'hélice par résidu

Inclinaison normale des bases
vers l'axe de I'hélice

gauche
= 1,8 nm
12 (6 dimeres)
0,37 nm
4,5 nNm
-60° (par dimere)

70




Structure Secondaire de I'ADN

Vues de dessus

A and B Double Helices

{a) B-ChA, end-on view

(b) B-DNA, sicie view (d) A-DNA, side view




Structure Tertiaire de I'ADN

B e e A A

nucléofilament “/
I?is.h:-ne,g_

Fibre en collier de
perle




Structure Tertiaire de I'ADN

» Nucléosome

N Y R

o MU lensomes

Secottalicd
Bl-rum solenaid

L'ensemble des chromosomes
forme la chromatine




Structure Tertiaire de I'ADN

Différents niveaux d'organisation de I' ADN pour former un
chromosome

ADN double  [REANSAN AN AN ZN gk

brin 1A=10"m

Nucléosome e

Fibre de
chromatin

Section d'un
chromosome
en métaphase

Chromosome
entier




Structure Tertiaire de I'ADN

L'’ADN eucaryote est

*sous forme de plusieurs molécules (correspondant au X
chromosomes a I'état condenseé)) inclues dans la chr omatine (a I'état
décondense)

sdouble brin, bicaténaire.

«Séquences répetées nombreuses (40 a 70%) , non coda ntes
*Associé a des protéines : les histones pour former u n complexe
nucléoprotéique.




Structure Tertiaire de I'ADN

5 types dhistones interviennent dans le
chromatine : H ,,, H,g, Hy, Hy, €t H)

Ce sont des proteines tres basiques du fait d’'un
grand nombre de résidus Arg et Lys dans leur
structure. Elles sont riches en charge positive et
pourront etablir des liaisons avec les phosphates




Structure Tertiaire de I'ADN

Ce sont les « sous-unités »de la chromatine. lls sont formés par
I'association histones / ADN selon :

Les histones H ,,, H,5, H;, H, s’associent par paire puis entre eux
pour former un octamere d’histones autour duquel I’ ADN s’enroule
par 1,8 tours (soit 146 pb) en superhélice. (core)

Entre 2 nucleosomes, il y a environ 50 pb correspon  dant a 'ADN de
liaison : partie la plus sensible aux nucléases (= e nzymes de
digestion de 'ADN)

Cette association forme « la fibre en collier de per le de 10 nm » ; qui
correspond a une réduction de longueur de 'ADN d’'u n facteur 6.




Structure Tertiaire de I'ADN

Elle correspond a un compactage de la fibre de coll ier de
perle assuré par les molécules d’histones H | fixées sur I’”ADN
de liaison et qui s’associe a chagque nucléosome. Ce
compactage entraine la formation d'un arrangement
hélicoidal (= solénoide) qui diminue la longueur de la
moléecule d’ADN d’un facteur 50. (la chromatine)

Remarque : pour que la longueur de la chromatine ent  re dans
la longueur des chomosomes, il faut un facteur 7000 , ce
niveau supeérieur d’'organisation est encore mal conn u.




Propri¢ tés physicochimigues de ADN

L'ADN est un dont les sels de sodium sont
solubles dans I'eau en formant des solutions a visc osité
élevée.




Proprie fés physicochimiques de ADN
[ Densité |

1 - Le gradient de densité se forme an Har et & meswre de la
VIEL ae centrifugation

Plannide bactéren awculs =) Gradient continu de C1Cs=s

protémes : -

ARM bactérien . IE/. I, Force centrifuge
A DTH chrornosormique e, *

ADH plasmidique relachs )

Lez particules migrent jusgqu’™a ce
sohdion de CICs gue leny densité soit Egale 4 celle
de la solution les entourant.

S = %

La centrifiigeuse est arrétée gquand
la séparation est suffisante

La densité des molécules

d'ADN est telle qu'on peut

les séparer par

ultracentrifugation dans des Recueillir les frastions par un
. . . orifice percé au fond dua tube

gradients de densité

(chlorure de césium)

L'ARN est plus dense que I'ADN
qui est lui-méme plus dense que
les protéines

densité croissante des
particules




Propri¢ tés physicochimigues de ADN

()

|| .
{:lmf—f_'.l—fl’—f_'.l—{]ﬁf + H

0

La charge de ces molécules a pH physiologique est
négative. Charge dont la contribution est uniquement due
aux groupements phosphates ( a ce pH, les bases ne
portent aucune charge). Cette propriété est utilisée pour
les séparer par électrophorese.




Propri¢ tés physicochimigues de ADN
[Propriétés spectrales |

Spectre d'absorption dans l'ultra-violet

(UV) des b tées & pH 7 Spectre d'absorption d'un acide nucléique
es bases azotées a

-~ Adénine

] Acide
Cytosine ! — nucléique
[ i

\

=== (uanine

Uicile ==jm

== Thyminge

| | | - .
280 0 2 Anm

Coefficients d'absorption molaire des nucléotides a 260 nm




Propri¢ tés physicochimigues de ADN

SP-A T CGT A-30OH
SP-AT CGTA-30H

JOH-TAGCAT-5P
JOH-TAGCAT-5P




JU3| JUaWAssIplolay apidel Juawassiplolay




Propri¢ tés physicochimigues de ADN

SP-A T C G T A-30OH

3OH-TAGCAT-5P

que 260 nm

SP-AT CGTA-30H

3OH-TAGCAT-5P

Tm
Température ( °C)




Proprie fes physicochimigues de ADN
L'effet Hyperchrome

=Y
1609

ADN denatare refroidissement rapide

N

refroidissement lenr
Fely
clhaufface

1O 5e —

| " T F-—
™ m A
2600 [emperature

Spectre d'absorption d' ALN Courbe de fusion d' ADN




Propri¢ tés physicochimigues de ADN

Température de fusion : Tm




Propri¢ tés physicochimigues de ADN
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Interactions de 'ADN

Les ions divalents (Mg 2*, Cu?*) peuvent stabiliser
ou déstabiliser 'ADN.

Le magnésium transforme une répulsion -/- en (+/-)  ,:
- stabilisation de I'héelice (augmentation de la tempeérature de

fusion de I'ADN).

Le cuivre se lie avec les bases (N et O) :
- déstabilisation de 'ADN (diminution de la température de f

de I'’ADN).




Interactions de 'ADN

On a retrouvé de I'eau fortement liée a I'’ADN (cristaux). Pou r qu'une
molécule puisse se lier a un sillon de I'ADN il faudra 'eau.

511

bromure d’éthidium (BET)




Interactions de 'ADN

Certains antibiotigues peuvent s’insérer dans un des sillo ns de
'’ADN (Nétropsine par exemple) et d'autres s’intercalent e ntre les
bases (Daunomycine par exemple).

Nétropsine (rouge) Daunomycine (rouge)




Différents types et état des ADN

L ADN mitochondrial

Les mitochondries des cellules eucaryotes
contiennent

4 a 6 molécules dADN

*bicaténaire et circulaire

ede composition nucleotidique difféerente
de celle du noyau

savec taux de GC faible




Différents types et état des ADN

L ADN baciterien

Il correspond a I’ADN des Procaryotes.

Non contenu dans un noyau pourvu d'une enveloppe
nucléaire.

*/ADN = 1 seule moléecule

«Circulaire

*Bicaténaire

«Structure tres condensee

Exemple : E.coli: ADN=4.10 °pb; 3.109 Da ; 1,36 mm dans
une bacteérie d’environ 5 um de long

Structure en superhélices avec des torsades négativ  es.




Différents types et état des ADN

L ADN des plasmides

Plasmides =  éléments génétiques
extrachromosomiques présents chez de
nombreuses bactéries, porteurs de genes
et capables d’autoreproduction.

ADN = bicaténaire, circulaire et de talille

variable




Différents types et état des ADN
L ADN viral

Les virus ne comportent pas tous de I'ADN
(certains virus portent de 'ARN)
sLa structure la plus courante de 'ADN des virus

a ADN : bicaténaire et circulaire

Mais il existe aussi des virus a

sADN monocaténaire circulaire (phage X174
d’E.coli)

*ADN linéaire (phage T7)

*ADN circulaire ou linéaire selon le stade de son
développement (phage A) car possede des
extremités monocaténaires complémentaires
permettant la cyclisation.




Méthodes détude des acides nucléigues




Extraction d’ADN




Type d'hydrolyse chimique Produits d"hydrolyse

ARN ADN

alcaline Nuclé€osides
monophophate (2' et 3")

acide

- pH 1 + chauffage Pentoses + phosphates + bases

-pH 4 Bases puriques + acides nucléiques apuriniques

- les ADN résistent aux pH basiques : par exemple,a pH 13 eta
37°C on a une dizaine de

coupures de ponts phosphodiester par million de pon ts

- les ARN sont totalement hydrolysés en leurs ribonu cléotides en
guelques minutes a 37 °C

et a pH 11. C'est la présence de I'hydroxyle libre  en 2' qui permet
cette hydrolyse qui donne

un intermeédiaire cyclique 2".3' P, aboutissant a de s nucléotides 2'
Pou3P.




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

Ce sont phosphodiestérases spécifiques appelées

Elles présentent des niveaux de spécificité et sont
par :

- leur mode d'attagque de la chaine : extrémité (exo)
iIntérieur (endo)

- leurs spécificité vis-a-vis du substrat : ADN, ARN
et de la structure, simple ou

double brin

o leur spécificité de reconnaissance des sites : base
enchainement
- le type de coupure de la liaison phosphodiester

classées

0]8

ou les deux

S ou leur




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

» Exonucléases

® Endonucléases

N

o

Exonucléase

Endonucléase

QL

QL

oL

N

Q.

Exonucléase




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

S : simple brin, d : double brin
N : représente n'importe lequel des nucléotides

phosphodiestérase de venin ARN, ADN (s) extrémité 3'
phosphosdiestérase de larate  ARN, ADN (s) extrémité 5'
exonucléase | d' E.Coli ADN (s) extremité 3'
exonucléase 11l d'E.Coli ADN (d) extremité 3

endonucléase S1 d' Aspergillus ARN, ADN (s, d) aléatoire
ARNase T1 d' Aspergillus ARN (s) -G #N
ARNase de pancréas ARN (s) -Pyr # N
ADNase Il de thymus ADN (s) -dPyr # dPur




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

" Origine

= Nomenclature
Escherichia Ealli [R y13

EcoR | : 1¢* enzyme trouvée chez E. coli
EcoR V : 5¢me enzyme trouvée chez E. coli




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

COUPURES ABOUTS COHESIFS  Ex: EcoR |

l

i

COUPURES A BOUTS FRANCS(B LUNT ENDS) ex : Sma |

l
|
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Hydrolyse enzymatique des Acides
Nucléiques
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Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

A
—23,130
Nombre de kb
— 9416 (échelle Log)
— £ RE7
— 4 361
| <
— 238
— 2T

Migration mm



Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

ENZYME Eco RI

CARTE DE RESTRICTION

ENZYMES Eco RI
+Hind Il




Hydrolyse enzymatique des Acides Nucléiques

Enzymes de restriction

Kpnl Kpnl

Kpnl 5Sall/Kpnl

Fragments observés par électrophorese




1- Clivage enzymatique de restriction 3
e

lez fragments zéparés zelon leur taille
” ” | | forment une trainée wizible aprés

LH/ coloration au bromure o éthidim

Southern blot
_ “._f-,.:.\qg— fragments de restrictio

2- Electrophorése sur gel d'agarose [l

T

4- Transfert sur support solide papier absorbant
(membrane de nylon ou

. . ey 2 -I—rnernl:lmne
nitrocellulose) par capillarité gel delectrophorése
(buvardage)

liquide de transtert

A .
5- legflon de | APN sur la membrane membrane, réphque exacts du ge
par cuisson (mb. nitrocellulose) ou '|]F Fagarase

exposition U.V (mb.nylon)

6- Hybridation avec une sonde marquée dén
7- lavages

——filtn radiographique montrant les
fragmentzs d"ADM hybrides

/ﬂ/ spécifiquement 3 [a sonde
8- Autoradiographie




Quantité infime 4"ADN
d'un &chantillon de zang

\ ]
% ]{I
1—digestion enzymmatique par
endonucléase de restriction
- Séquence cible (3 amplifier)
o
3I
Z— dénaturation de ['ADMN 3 34°C

L=
3 préparation de deux sondes

T T T T 7
nucléotidigques complémentaires G
L1 1 11

des extrémités de la séguence cihle +

4— gjout des sondes en excés
& 50-60°C : hybridation

+ dHTP
Taq polymeraze Q

o T T

5 synthése des brine & padir des =
zondes hybridées servant d'amorces
(=primers) & 60-T0°C ;. extension

f— dénaturation des duplex 4
néoformés & 95°C puis retour & 60°C

e o e

Reprize de la polymeénisation du fat de 'excés d'amorces

g N
e

lifier une ADNc a
e ARNm . RT—PCR Répétition de cycks de synthése/danaturgtion réalise une augmentation

exponertielle de la quantké initiale d'#0N @ chaque eycle, le nombre
d'exemplaires de [3 séquence encodée par les deux anomes double 1




Méthode enzymatique

de Séquencage de I'ADN selon Sanger
PRINCIPE : L’UTILISATION D’UNE ADN-POLYMERASE

Domaine déja connu

Domaine a \
3'OH

séquencer

~

f

Domaine
néosynthétisé




Méthode enzymatique

de Séquencage de I'ADN selon Sanger

d'ADN

daTP  etp
dGTP g4GTP
fun peu) ATTP

ADM & séguencer (brin transcrit) e
EATGGTACGTCAACTA

TACCAT @C A @T T G.» |*=nucléntideséwmsine|
TACCAT@C A G \
TACCAT Gu ~_\

synthése du brin

complémentaire

Suere

'

groupement OH absent : groupertent OH présent :
didésoxyribomcléotide désoxyribonucléotide

ddNTP dNTP

*

H ' '"'I ”

) oh #
—_— T arrét de la synthése

2 par utilisation d'un ddGTP

(@) utilisation d'un dGTP -
la synthése continue

Conclusion :
de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
de fragments (de differentes tailles), arrétés au
niveau des Cytosines (complementaires de G)
du brin transcrit de I'ADN (donc des Guanines
du brin codant).




La séquence du brin
néoformé d’ADN se lie
horizontalement :
- de l'anode (+)
(correspondant au coté 5'P)
- vers la cathode (-)
(correspondant au cote
3'OH)

-G-T-C-A-G-G-T-G-A-G-A-C-
T-X-3'OH

Le brin a séquencer est
donc:

P5'-X-A-G-T-C-T-C-A-C-C-
T-G-A-C-3'OH




Conservation de l'information génétique:

Réplication semi-conservative de I'ADN




Réplication semi-conservative de I'ADN

— & -—- T — — A —— T— — A ——- T— — A ——- T—
— & -—- T — — A —— T— — A ——- T— — A ——- T—
— T -—- A— — T —-— A— — T -—-- A— — T —-—- A—
| —_ 5 P, '-Tj."")\'\. _ —_— G_ o o G

6 oo >
6 - o SR A SR o\ G --- C— |—8& - Co—

AN ,f,,'C}"

) o _ T — 1.!;;. Ky . 'r.-"-’l;'\‘-x A ___ T_ — A o _ T —

- -ulh .;:'2'\:‘

S < A\ ﬁ
_T [ a — _‘.{: -l: I'.' -n:_.."" ".I'.. _T [ o — _T _—— n—
e e v ..
— (5 - s — \hll_"_"‘: . "z{'fr:_.,."' —_— 0 === |::— —_— |3 —_— [ —
Maolécule initiale formes de Molécules nouvelles Molécules nouvelles, chacune formée d'un
2 brins complémentaires an cours de formation brin ancien et d'un brin nouvellemeant formé
AP DAT

Les 2 brins d'ADN se séparent. S e P
Des nucléotides présents dans molécules identiques & O - +

le milieu viennent s'apparier aux la molécule de départ NI

nucleohc!es de chacur} des deux Semi-conservaiive
brins de la molécule Replication

3

- Replication

() 2000 Chemis




Réplication semi-conservative de I'ADN

chaine a synthése
continue

origine de réplication

# progression

] de la fourche —
f de réplication A |

fourches de réplication e

chaine a synthése
discontinue

brin a synthése
continue

5

topoisomeérase Il

brin a synthése
discontinue

Schéma montrant I'enroulement de I'ADN
au niveau des nucléosomes




Représentation schématique de la fourche de réplication

Replisome

ADN polymérase

. . chaine néosynthétisée .
Topoisomérases surla chaine précoce

Primeosome

Ligase
[Ty un nouveau fragment (' Okazaki

COMMENCEra 3 Ca niveal) \

DNA polymerases ADN polymérase
tarminant un amorce d'ARN

fragment d'Okazaki ol primase
T . sur la chaina tardive Gya”
l'Jf‘e bulle de réplication A AR protéine de déstabilisation
s'étendant dans les deux VU de I'hélice
directions

matrice da la chaine tardive




Etapes de la réplication de 1°ADN

1.
Synth [Ise des amorces au niveau des origines de réplicatio  n.

a) Reconnaissance de l'origine de réplication par| e complexe
protéique de réplication

b) Ouverture de la chaine par I'hélicase

c) Synthése de I'amorce.

2

Synth.se de 'ADN dans le sens 5’ 3'. Sur le brin € galement d’ou
synth [Jése discontinue

par petits fragments qui seront collés ensuite.

3

Mécanisme encore mal compris. Chez les bactéries de s séquences de
terminaison (ter) sont reconnues par des facteurs s pécifiques (Tus) qui
arrétent la réplication




CBon counagy
LIENS UTILES

Visiter :

l. https://biologie-maroc.com
e Télécharger des cours, TD, TP et examens résolus (PDF
Gratuit)

2. https://[biologie-maroc.com/shop/
* Acheter des cahiers personnalisés + Lexiques et notions.
e Trouver des cadeaux et accessoires pour biologistes et
géologues.
* Trouver des bourses et des écoles privées

3. https://biologie-maroc.com/emploi/
o Télécharger des exemples des CV, lettres de motivation,
demandes de ...

¢ Trouver des offres d'emploi et de stage

inja] f [@lolo]y



https://www.facebook.com/biologiemarocofficiel
https://www.instagram.com/biologiemaroc/
https://www.youtube.com/c/BiologieMaroc?sub_confirmation=1
https://www.pinterest.com/BiologieMaroc/
https://twitter.com/BiologieMaroc
https://web.facebook.com/groups/Biologie.MAROC
https://www.linkedin.com/company/biologie-maroc/
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
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