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La réplication

Il. Réplication de ' ADN
1I-1. Réplication semi-conservative de 'ADN

La réplication semi-conservative est le mécanisme de duplication de I'ADN chez tous les
organismes vivants, qui précede une division cellulaire (mitose): la molécule d'ADN
néoformée contient un brin ancien (meére) et un brin nouveau (molécule fille). A la fin de la
division, les deux chromatides d'un méme chromosome sont parfaitement identiques.

“Il N’a pas échappé a notre attention que 'appariement spéecifique des
bases dans ’ADN, suggére un possible mécanisme de copie du matériel
génétique”

J. Watson et F. Crick

réplication
conservative

réplication
semi-conservative

- Ce mécanisme a été mis en évidence par Meselson et Stahl (1957).

Mise en évidence expérimentale de la réplication semi conservative
chez les bactéries par Meselson et Stahl (1957)

1. culture en milieu N5 /‘\ i P §

ADN marqué « lourd » au N2

2. transfert et culture en milieu N /l\ —
—

ADN « mixte »

3. Poursuite de la culture en milieu N4 T —
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1I-2.Réplication chez les procaryotes

Chez les procaryotes (absence de noyau), il existe un seule chromosome dont I'ADN
est de forme circulaire associé a des protéines non-histones. La réplication est caractérisée
par:

- la présence d'une seule origine de réplication par chromosome (Ori)

- se poursuit simultanément dans les deux sens opposés (réplication
bidirectionnelle) au niveau de fourches de réplication. La synthése de I'ADN se fait
dans la direction 5’ vers 3’ (synthése polarisé) et ainsi le brin matriciel est lu de 3’
vers 5.

- la réplication est rapide (250 a 1000 nucléotides/seconde durant un cycle
cellulaire de 20 a 100 mn selon les espéces).

-> la présence d'une séquence de terminaison

1 fourches de \ e
réplication | 2 fourches de
' | _,-"Jl riplication w, ]

Les éléments nécessaires a la réplication:
. . . . 2
- Matrice formée par un simple brin, lons Mg * dNTP
- Complexe de plusieurs enzymes
2-Etapes de la réplication

- Phase d'initiation

-reconnaissance de la séquence d'origine:

L'initiation de la réplication commence par la reconnaissance du site (Ori C) par la protéine
initiatrice Dna A. L'origine de réplication (Ori C), de 245 paires de bases (pb), est composée
d'une séquence consensus et des sites de fixation de la protéine Dna A.

e
Tandem array of Binding sites for DnaA protein

13-mer sequences

"GATCTNTTNTTTY
cONnsensus
SOqUENce

onC

245 bp
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- formation du primosome (primeosome en anglais): étape spécifique chez les
cellules procaryotes, Elle résulte de |'assemblage de deux enzymes, I'hélicase et la primase.
Elle est suivie par I'ouverture du double brin et leur stabilisation par les protéines SSB.

Topoisomerase

Q
OOO (swivel)
%
Q

Helicase

> 2

Single-strand
binding protein (SSB)

- accrochage de I'ADN polymérase sur les brins parentaux séparés qui servent
comme matrice. Cette enzyme catalyse I'ajout de nucléotides complémentaires formant un
nouveau brin d’ADN (cet endroit est la fourche de réplication).

- syntheése d'une amorce ARN par la primase: C'est une ARN polymérase qui permet
la synthése de courts segments d'ARN qui sont ensuite utilisés comme amorces par
I'ADN polymérase réplicative.

Enzymes impliquées dans la réplication

e Hélicases (ou Dna B): déroulent I'hélice et séparent les deux brins parents au
niveau de la fourche de réplication

e Topoisomérases de type Il (Gyrases): introduction de supertours négatifs a
chaque extrémité de la bulle de réplication pour diminuer le degré de
surenroulement de I'hélice et permettent I'ouverture et la progression de la bulle.

* Protéines SSB (Single Stranded Binding): stabilisent les brins d'ADN simples brins
séparés en empéchant leur réunification.

e Ligase (ADN ligase): est chargée de souder les fragments d'Okazaki sur le brin
retardé.

* Primase (ADN primase ou Dna G) : initie la synthese de I'amorce ARN (syntheése du
nouveau brin).

* ADN polymérases (I, Il et lll): sont chargées d'apparier les nucléotides libres avec
les nucléotides complémentaires du brin parental qui sert comme matrice.
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L'ensemble de l'activité enzymatique localisée au sein d'une fourche de
réplication constitue un réplisome (complexe de protéines impliquées d'une

maniére coordonnée a la réplication de I'ADN).

Topoisomeérases

- Phase d'élongation

Replisome

Helicase

DNA polymerases

- L'ADN polymérase lie des nouveaux nucléotides seulement a I'extrémité 3’ (-OH).

Donc, I'élongation se passe dans la direction 5" a 3’

- Sur le brin complémentaire, I'élongation doit aussi se passer dans la direction 5’ a
3’ mais et géneére ainsi brin discontinu. L’ADN polymérase forme des fragments d’Okazaki.

Principales enzymes polymérases impliquées dans la réplication des procaryotes*.

ADN polymérase |

ADN polymérase Il

ADN polymérase Il

Structure Monomérique + de 4 sous unités + de 10 sous unités
Réle Elimine les amorces | Réparation des erreurs | Réplication de I'ADN
durant la réplication | de I'ADN lors de la | génomique
et répare I'ADN réplication
Polymérisation Oui Oui Oui
(5'>3)
Vitesse 16 a 20 bases/sec 15 a3 10 bases/sec 250 a 1000 bases/sec
(de polymérisation)

(*: il existe d'autres enzymes polymérases chez les procaryotes comme Pol VI et Pol V)
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L ’élongation est mono directionnelle 5’ — 3’ sur chacun des
brins : la synthése est continue sur le brin « avancé » et
discontinue sur le brin « retardé »

brin avancé

i A
/ 4_ = \Fourchez
5 : 3
3 t : '7 e
Fourche 1 o sl o 5->-T->3
v brin avancé
3!
ADN
polymérase llI

—
Brin | Double hélice d’ADN
avance 5!

Fragment

d’Okazaki 3

Brin retardé
Amorce

\ |
5\, /

N

|Formation de fragments d'Okazaki au niveau d'une fourche de réplication|
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Elongation réplication

— Brin direct (précoce) :
progression fourche
dans le méme sens que
la réplication du brin

— Brin retardé (tardif) :
réplication discontinue
par courts fragments :
fragment d’okazaki

— Amorces ARN éliminé
par RNAse et fragments
liés par ADN ligase

Flagment  Amorce
d'ARN

d'Okazaki

ADN polymérase |

3
5

Modble du brin avancéd

Ban avancé

Modéle du brin retardé

i
<=

Premiére sous-unité
de I'ADN polymérase Ill

Protéines de liaison

Seconde sous-unité
de I'ADN polymérase |l

aux brins monocaténaires

Hélica d'ADN

© De Boeck Université, 2007

Processus détaillé de la réplication au niveau d'une fourche: Etapes d'initiation et

d'élongation.

Pr. Noureddine ELMTILI




Département de Biologie
Faculté des Sciences
Biologie Moléculaire
SVI-S5 2020/2021

—4»> finition du brin

o \__—> - — >

l digestion des amorces ARN (RNAse H, ADN pol I)

l « reconstruction » par ADN Pol | (5= 3')

5’ . -

> -

1 ligation des fragments (ligase + ATP )

- Terminaison

Chez certaines bactéries, il existe une protéine dite TUS (Terminator Utilisation
Substance) qui se fixe sur la séquence terminale de I'ADN en voie de réplication appelée
séquence Ter (Terminateurs de la fourche 1: Ter E, D, A et Ter C, B de la fourche 2). L'ADN
bactérien étant circulaire, les deux réplisomes continuent a répliquer les doubles brins
d'ADN en sens opposé jusqu'a ce qu'ils rencontrent la protéine TUS. A partir de ce moment,
le réplisome en progressant, peut en effet déloger la protéine TUS dans son avancée, mais il
sera bloqué lorsqu'il arrive de I'autre c6té. La séparation des deux nouvelles molécules filles
(deux chromosomes bactériens identiques) est catalysée par l'intervention de la
topoisomérase IV. Elles s’enroulent automatiquement dans leur structure hélicoidale.

Point ile renconire des denx foarches de réplicaizen

v B DG A eermdmatEnrs O s fomrche 1 .T
.*"_-_.. .t_}':':-.
; )
w0,
L

= Tire C, B tirminsteurs de b foarche 2

74
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1I-3. Réplication de I’ADN chez les eucaryotes

Le mécanisme général de réplication chez les eucaryotes est pratiquement le méme
gue celui des procaryotes.

Cependant, chez les cellules eucaryotes plusieurs origines de réplication (ceils de
réplication) sont observées sur la méme molécule d'ADN. Chez I'Homme, on en compte
entre 20 a 30 000 unités de réplication ou réplicons de 100 a 200 kp. Ces réplicons sont
séparés par 30 a 300 Kb. Le nombre élevé de ces oeils favorise I'amplification de la vitesse
de réplication. Par comparaison aux procaryotes, la vitesse de réplication est de :

Homme : Environ 50 nucléotides/seconde en moyenne
Procaryotes : Environ 500 nucléotides/seconde en moyenne

Parental (template) strand
Origin of replication Daughter (new) strand

Bubble Replication fork

ﬂ\_//—\v 2y SR SO
4
(2
Two daughter DNA molecules
(a) In eukaryotes, DNA replication begins at many sites (b) In this micrograph, three replication
along the giant DNA molecule of each chromosome. bubbles are visible along the DNA

of a cultured Chinese hamster cell
(TEM).

Copyrigh © 2005 Pearson Eucation, Inc. PUIENING a6 Foarson Banamn Cummings. Al Tights ssensd

Egalement, on note:

- la présence de 5 différentes ADN polymérases autre que les Pol |, Il et Il présentes chez
les procaryotes.

- L'intervention de topo-isomérases de type | (A, B) et Il.

-L'absence d'un mécanisme équivalent de séquence Ter (Terminator) et de la protéine TUS
des procaryotes
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1ll. Réparation de ’ADN lors de la réplication.

Les erreurs dans une molécule d’ADN compléte (chromosome bactérien
entier) sont estimées a environ: 1 pour 1 milliard.
e lors de la réplication, ce taux est de 1 pour 10000 bases.
e Les cellules possedent un mécanisme de correction lorsque I’ADN est en cous de
réplication.

¢ Chez les procaryotes, I'ADN polymérase vérifie si chaque nucléotide était correctement
copié et ceci durant tout le processus de réplication. Lorsqu’un nucléotide est
incorrectement lié, I'ADN polymérase élimine le mauvais nucléotide et le remplace par le
bon avant de continuer la synthése.

¢ Chez les Eucaryotes, le systéme enzymatique de réparation est multi-protéique (complexe
multienzymatique). Il peut se positionner sur le mésappariement et détecter le brin méthylé.
Il a une activité endonucléasique : il peut cliver les liaisons phosphodiester a I'intérieur d’'une
chaine. Ce complexe excise le fragment d’ADN simple brin qui contient le mésappariement
(donc sur le brin non méthylé). Cela entraine la formation d’une lacune qui doit étre
comblée. L'ADN Pol lll se positionne alors en 3'OH en synthétise ’ADN complémentaire et
antiparallele. La derniere liaison phosphodiester est effectuée par I’ADN ligase

ADN initial Appariement incorrect

Lors de la réplication, il peut arriver qu'une base puisse étre appariée avec une autre qui n'est lui
pas complémentaire (dans le présent cas G avec T).
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Thymine dimer distorts DNA molecule

1 DNA ligase seals the remaining nick

La réparation consiste a détecter I'erreur, puis exciser le fragment d’ADN simple brin qui contient le
mésappariement et le réparer par I'ADN polymérase.

En dehors d'erreurs survenues au cours de la réplication, I'ADN des cellules est
soumis continuellement a des facteurs environnementaux portant atteinte a son intégrité.
Ces facteurs environnementaux sont le plus souvent de nature physicochimique (agents
chimiques, émissions radioactives, radiations ultraviolettes,....). On estime entre mille et plus
d'un million le nombre de Iésions par cellule et par jour™ Beaucoup de ces lésions
provoquent de tels dommages que la cellule elle-méme ne pourrait se reproduire ou
donnerait naissance a des cellules-filles non viables si n'intervenaient les différents
processus de réparation.

Les altérations de I’ADN peuvent conduire a I’arrét du cycle cellulaire, afin de laisser
le temps a la cellule de réparer les dommages, par soucis de transmettre aux cellules filles
un patrimoine le plus integre possible.
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