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1. Définition et contexte géenéral

Duplication du patrimoine génétique
— étape nécessaire a la survie et a la prolifération cellulaire
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q
O Précede la division cellulaire qui donnera 2 cellules filles identiques

O
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La survie a court terme d’une cellule dépend de la prévention des modifications de son ADN

N

Fidélité de la réplication Réparation de ’ADN

=>» Taux de mutations des génomes extrémement bas
environ 1 nucléotide modifié pour 10° nucléotides a chaque cycle de réplication (E. coli, nématode, Homme...)



écule dADN mere sert de matrice
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- Chaque brin d’ADN sert de matrice a la synthese
- Complémentarité des bases - fidélité de la réplication !
- Vitesse et précision +++ :
- Exemple : réplication de ’ADN d’une cellule humaine
— équivalent du recopiage de 1000 livres de 900 pages en 8h environ
- seulement quelques fautes sur la totalité des copies !
- Ensemble de protéines formant la machinerie cellulaire de réplication



es de réplication

Différents mode

Prix Nobel de Médecine et de Physiologie en 1962

« pour leurs découvertes sur la structure moléculaire des acides
nucléiques et sa signification pour la transmission de l'information pour
la matiere vivante »



« Il n’a pas échappé a notre attention que l'appariement spécifique des bases dans 'ADN, suggere un possible mécanisme
de copie du matériel génétique » J. Watson et F. Crick
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La réplication est donc « semi-conservative »
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2. Les acteurs de la réplication

@ LUADN parental : la matrice @ Les nucléotides (dNTP)
Désoxyribonucléosides triphosphates

dATP : Désoxyadénosine triphosphate

template S strand dCTP : Désoxycytidine triphosphate
5 3 ’ . Js .
/ B E ' ' ERBEERE dTTP : Désoxythymidine triphosphate
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Enzymes modifiant I’état d’enroulement de 'ADN

@ Topoisomérases

- Deux classes d’enzymes :

@® Topoisomérase |
@ Topoisomérase |l
Ex : gyrase bactérienne

- Introduction ou suppression du nombre d’enlacements

Meécanisme d’action :

@ Coupure transitoire de 'ADN
@ Libre rotation de '’ADN
® Ressoudure
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DNA helicase

leading-strand
template

3. T e
W%w_bg/

lagging-strand
template

(A) in the absence of topoisomerase, the DNA cannot (B) some torsional stress is relieved by

rapidly rotate, and torsional stress builds up

DNA supercoiling

DMNA topoisomerase creates transient
single-strand break I
g,

Y
site of
free rotation

(C) torsional stress ahead of the helicase relieved by free rotation of DNA around the
phosphodiester bond opposite the single-strand break; the same DNA topoisomerase
that produced the break reseals it

DNA supercoil

one end of the DNA

double helix cannot

rotate relative to the
other end

___— type | DNA
topoisomerase

with tyrosine at
the active site

{Ho Résidu tyrosine

DNA topoisomerase covalently
attaches to a DNA phosphate,
CH; thereby breaking a phosphodiester

l linkage in one DNA strand
OH

the two ends of the DNA double
helix can now rotate relative to
each other, relieving accumulated
strain

the original phosphodiester bond
energy is stored in the phosphotyrosine
linkage, making the reaction reversible

spontaneous re-formation
of the phosphodiester bond
regenerates both the DNA
helix and the DNA
topoisomerase



- Utilisation du brin d’ADN parental comme modele

@ ADN polymérases
- Utilisation de desoxyribonucléosides triPhosphates

- Synthese d’ADN dans le sens 5’23’
- Synthése par polymérisation

- Nécessite une amorce de nucléotides
- complémentaire et

—> amorce d’ARN
- role de la primase (ARN polymérase) - anti-paralléle
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Hydrolyse de la liaison

5
new
strand 3,( .
D © 0 60 TR _© 0 6 o
| T pyrophosphate | . chain growth
L1 ! i
PP P P PV

phosphoanhydride

3 P P P P P P PY 3 P P
template
strand
(A)
template \ by 5 \ | gl
A pr kS
strzind o v ‘\\
3." . = A = ’l a
|| | kfr"; - | J’.; - | [] ?f,!,p.
g | 3 A | LA, |
new
strand PP
DNA— g
polymerase INCOMING DNA POLYMERASE
NUCLEOSIDE CATALYZES COVALENT
TRIPHOSPHATE PAIRS LINKAGE OF NUCLEOSIDE
nucleoside WITH A BASE IN THE TRIPHOSPHATE INTO
TEMPLATE STRAND GROWING NEW STRAND
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La haute fidélité de la réplication nécessite plusieurs mécanismes de vérification par ’ADN
polymérase

mPremiere étape de vérification (avant addition covalente du nucléotide)
o Transconformation de I'enzyme pour vérifier la géométrie de la pb

« Doigts » « Pouce »
nf'-\/
\ Désoxyrubonucléoside
% triphosphate
., ,entrant
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DU DEPLACEMENT DE LADN
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|~ POSITIONNEMENT 1

Brin DU DESOXYNUCLEOSIDE
amorce TRIPHOSPHATE

®m Apres addition covalente du nucléotide: Activité exonucléasique
o Exonucléase 3" 55’
o = fonction de correction ou d’« édition »
o P fidélité de la réplication

POLYMERISATION EDITION

D’aprés Alberts , 5eme édition,2011



@ Primase

- ARN polymérase ADN dépendante

- Synthétise les amorces d’ARN

- Caractéristiques de I'amorce différentes
chez les procaryotes et les eucaryotes

incoming ribonucleoside
triphosphates

[ N | [ A | ni | |
5." / 3F
template
DMNA strand PRIMASE JOINS TOGETHER

TWO RIBONUCLEOTIDES

3" HO
| I_ﬂll

| I | | |
5’ 3
PRIMASE SYNTHESIZES
IN 5'-to-3" DIRECTION
RNA primer primase

5' 3’



3. Mécanismes de la réplication procaryote

3.1. Uinitiation de la réplication
3.1.1 Reconnaissance de l'origine de réplication

3.1.2 Le primosome
3.1.3 Synthese de 'amorce et fixation de 'ADN polymeérase

3.2. L'élongation
3.2.1. Caractéristiques des ADN polymérases procaryotes

3.2.2. La replication des 2 brins d’ADN parentaux
3.2.3. Maintien de I'ADN polymérase |lI

3.3. Terminaison

3.3.1. Finition des brins fils
3.3.2. Séparation des brins et méthylation



3.1. Uinitiation de la réplication
3.1.1 Re_connalssance de Iorlgme de repllcatlon

o ‘. - .‘ ‘ - ...Q'l‘—.-c
< “" 4537 !»,.’ %‘. .

BN

Tandem array of Binding sites for DnaA protein

13-mer sequences

TGATCTNTTINTTTT
consensus
sequence

oriC

o

- Au niveau d’une origine de réplication : oriC
- Une seule origine par chromosome bactérien
- Réplication bidirectionnelle

- Réplication rapide (= 1kb/s ; 20 a 100 min pour le chromosome bactérien)
- 1 séquence de terminaison



3.1. Uinitiation de la réplication
3.1.2 Le primosome

- Primosome = hélicase + primase
- Permet l'ouverture de la double hélice et stabilisation des structures simples brins

- Intervention de topoisomérases | pour éliminer les surenroulements
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Protéines fixatrices
Protéines SSB



3.1. Uinitiation de la réplication
3.1.3 Synthese de 'amorce et fixation de 'ADN polymérase

incoming ribonucleoside
triphosphates

5 / 3
template Amorces d’ARN :
DNA strand PRIMASE JOINS TOGETHER - —=
lTWO RIBONUCLEOTIDES - 4 312 nucléotides

Synthétisées dans le sens 5’ >3’
Complémentaires a ’ADN parental

3" HO
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5!’ 3(
PRIMASE SYNTHESIZES
IN 5'-to-3' DIRECTION
RNA primer primase
3" HO — 5
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3.2.L'é

ongation

3.2.1. Caractéristiques des ADN polymérases procaryotes

ADN polymérase |

ADN polymérase I

ADN polymérase Il

Structure Monomeérique > 4 sous unités > 10 sous unités (core +
clamp + protéines associées)

Role Elimine les amorces lors Réparation de 'ADN Réplication de 'ADN

de la réplication + génomique

réparation
Polymérisation 5 —»3’ Oui Qui Oui (sous-unité o)
Exonucléase 3 —»5° Qui Qui QOui (sous-unité g)
Exonucléase 5 —3' Qui Non Non

Vitesse de polymérisation

16-20 bases |/ sec

5-10 bases | sec

250-1000 bases | sec




3.2. L'élongation
3.2.2. La réplication des 2 brins dADN parentaux

Okazaki fragments

|
, —— <N

3!
L 1) ) L ) 3
5 35 35 N
3’ — m— 5’ , . .
‘ ’élongation est monodirectionnelle 5" = 3’
- direction of fork movement - l
leading-strand template l lagging-strand template La réplication est discontinue sur un des 2
of left-hand fork of right-hand fork . .. .
\ / brins de la fourche de réplication
> most recently - 3 . ) ) ,
- B synthesized DNA 3 La synthese est continue sur le brin « avancé »
‘ et discontinue sur le brin « retardé »
leading-strand template

lagging-strand template

of left-hand fork of right-hand fork
Fragments d’Okazaki procaryotes
=~ 1000 a 2000 nucléotides
= ARN + ADN



3.2. L'élongation
3.2.3. Maintien de I'ADN polymérase Il

Q‘ ]+‘ Maintien de 'ADN polymérase Il sur ’ADN

siiding clamp damp parental par un collier coulissant (« Clamp »)
M Sous-unité 3 du complexe holoenzyme ADN polymérase Il
+
o e 5
ANV NININE

Permet de maintenir une vitesse de réplication élevee
(= 1kb/s ; 20 a 100 min pour le chromosome bactérien)

DNA
polymerase

—§

T
3’

clamped
polymerase



Schéma d’une fourche de réplication procaryote

\
leading- /’\-’\.’\.
strand sliding clamp

template ’\?. DNA polymerase on

leading strand

newly synthesized /

_ =) DNA helix
primase

N

i
RNA primer ///, DNA helicase

new Okazaki fragment /

previous next Okazaki fragment
Okazaki will start here
fragment Iagglng-strand

. template single-strand DNA-
\-' binding protein
“~J /
DNA polymerase on lagging strand
(just finishing an Okazaki fragment)



3.3. Terminaison
3.3.1. Finition des brins fils

previous previous

Okazaki RMNA new RNA primer
fragment  primer synthesized by
| : primase
3! 5F 3!# 5!
5! I 3!
DN':& DMNA POLYMERASE ADDS
lagging- MUCLEQTIDES TO 3" END OF NEW .
ctrand RMA PRIMER TO SYNTHESIZE > Role de |'ADN po| 11
template | OKAZAKI FRAGMENT
3'—5'3'_5’
5 3
DMNA POLYMERASE FINISHES A ,
OKAZAKI FRAGMENT Role de 'ADN pol | :
- Allongement du fragment d’ADN situé en arriere par son
3 I I 5 Ny .
5 3 activité ADN polymérase 5’23’
- Ce fragment a été préalablement synthétisé par I’ADN pol IlI

PREVIOUS RNA PRIMER REMOVED . ..
BY NUCLEASES AND REPLACED WITH - Hydrolyse de 'amorce d’ARN située en aval par son activité

DMA BY REPAIR POLYMERASE P ) )
exonucléase 5’23
3 I < 5
5! 3’
lmcx SEALEDBYDNALIGASE ~ ———  ADN ligase : liaison des fragments d’ADN (liaison phosphodiester)

3' I . S
5 3



3.3. Terminaison 3
3.3.2. Separation des brins et méthylation

, . . . repl?cation
(@ Séparation des 2 brins fils 1b99'"s
— Role de la gyrase bactérienne (topoisomérase Il) &
\:“__:,/
® Méthylation des brins néo-synthétisés
- Ajout d’'un CH3 sur les cytosines ou adénines des brins fils l
- Intervention d’une méthylase /4'—“\
- Reconnaissance de séquences palindromiques

- Méthylation uniguement si le brin parental est méthylé —

- Latence par rapport a la polymérisation
replication
completed

2 circular daughter DNA molecules



4. Mécanismes de la réplication eucaryote
4.1. Les spécificités par rapport aux procaryotes

4.2. Notion de cycle cellulaire
4.3. Les acteurs eucaryotes

4.4. Les nucleosomes
4.5. Cas particulier des télomeres



4.1. Les specificites par rapport aux procaryotes

T Origines de réplication

- Génome eucaryote :

9 Chromosomes Direction de l'ouverture
de la fourche

- Linéaire
- Chromatine

- Vitesse de réplication = 50 nt / secondes

- Plusieurs origines de réplication
par chromosomes
— 20 a 100 000 OR par cellules

- Unité de réplication = activation d’un groupe
de 20a 80 OR




4.2. Notion de cycle cellulaire

Phase G2:
croissance, préparation

e i - Réplication pendant la phase S du cycle cellulaire

Dheee G - Cycle cellulaire :
croissance, préparation

de la réplication Phase M : ® M = Mitose
: division cellullaire @ S= Synthése d’ADN
® G1 +S + G2 = Interphase

Différence de temporalité de réplication :

- La chromatine fortement condensée (hétérochromatine) se réplique tardivement
—> Activation tardive des origines de réplication

La chromatine moins condensée a tendance a se répliquer précocement
- Activation précoce des origines de réplication



4.3. Les acteurs eucaryotes

@ LADN parental : la matrice

@ Les dNTPs
@ Hélicases
@ Topoisomérases
@ ADN polymeérases
@ Primase

Protéines RPA

v

Intervention de topoisomérases de type | (A, B) et de type Il

v

v

Voir diapo suivante



Les principales ADN polymérases eucaryotes

@ ADN polymeérase 6

- Enzyme principale de la réplication des 2 brins fils

- Réplication totale du brin avancé, partielle du brin retardé

- Finition des brins

- Activité polymérasique + fonction d’édition

- Protéine PCNA (proliferating cellular nuclear antigen) : « Clamp »

@ ADN polymeérase a

- Initiation de la réplication sur brin retardé
- Associée a la primase

@ ADN polymérase y

- Réplication de 'ADN mitochondrial



Les principales ADN polymérases eucaryotes

Localisation Equivalent  Activité Activité 3’-5’ Facteurs associées
procaryote exonucléase
o POLA Noyau ADN Pol | Initiation - Primase, RPA
B POLB Noyau Réparation, finition -
Y POLG Mitochondrie Réplication, Réparation +
o POLD1 Noyau ADN Pol I Réplication, finition + PCNA
€ POLE Noyau ADN Pol I Réplication, Réparation +
K POLK Noyau Liaison des cohésines ?
N, POLH,I,Z Noyau Réparation ?
0,A POLQ,L Noyau Réparation ?
o POLS Noyau Cohésion des chromatides ?

- élimination des amorces ARN par RNAse H et I'exonucléase FEN1
- Comblement des lacunes par 'ADN pol 6
—> Action d’une ligase



Schéma d’une fourche de réplication eucaryote

3’
5I
Brin modele avance R RPA ‘
. Hélicase (antigéne T)
5’
Topoisomerase
ADN ligase

& Pol &
—~ 3

5,‘ RNase HI

Brin modeéle retardeé

Fragments d’Okazaki eucaryotes = 100 a 200 nt



eosomes

4.4, Les nuc

(H3H4),

; H2A/H2B
Nucléosome H2A/HOB —

Nucléosomes néo-synthétisés Nucléosomes parentaux

Conséquences : ralentissement de la vitesse de réplication (1/10 de la vitesse de réplication bactérienne)




4.5. Cas particulier des telomeres

lagging strand
5!’

Brﬁ
. X 3
RNA primers 5 ] chromosome

3 5'

end
5!’
g et/ )
leading strand , . —
cading stran Télomeéres = extrémités des chromosomes
REPLICATION FORK REACHES .  res
lEND OF CHROMOSOME - Séquences répétées TTAGGG chez I'homme
lagging strand
[ B B / . JORT . I .
Sans mécanisme de réplication dédié : raccourcissement
I des chromosomes a chaque cycle de réplication

leading strand

RNA PRIMERS REPLACED BY DNA;
GAPS SEALED BY LIGASE

lagging strand

leading strand

LAGGING STRAND
INCOMPLETELY REPLICATED



telomere repeat sequences
| 3r|
——template of lagging strand

™ incomplete, newly synthesized lagging strand

TELOMERASE
BINDS TO
TEMPLATE STRAND 3
:iilrection of Intervention d’une télomérase :
) elomere . , ‘-
" - = DNA synthesis - ribonuléoprotéine
TELOMERASE ADDS . s
- ADN polymérase ARN dépendante
ADDITIONAL TELOMERE telomerase with its bound RNA template , POYY . .. P
REPEATS TO - retro-transcrlptlon
TEMPLATE STRAND . .
3 - ARN = matrice interne de I'enzyme
L P
telomere repeat 3 5
COMPLETION OF LAGGING sequence
STRAND BY DNA
POLYMERASE extended template strand
[ |
3!’

it o) , s e
—eeeeeeeeeeee Extrémité 3’ des chromosomes plus longue que I'extrémité 5

- ) ¢
ADN polymerase o + primase Structure simple brin

}

Enroulement vers 'arriere pour former une boucle-t



Boucle-t a I'extrémité d’'un chromosome de mammifere

Structure de protection contre les enzymes de la dégradation




ée par les cellules et les

La longueur du télomere est régu

organismes

* La longueur des telomeres resulte d’un equilibre entre le raccourcissement a
chaque division cellulaire et I'activité de la télomérase

e Vieillissement cellulaire = raccourcissement des télomeres
= Sénescence

* Culture in vitro
* De cellules normales (activité télomérase faible/diminuée)

—>sénescence réplicative (arrét de la division cellulaire)

e De cellules cancéreuses (télomérase active)
Recherche: Médicaments anti-cancéreux anti-télomérase



4.6. La méthylation

[=] Cytosines = seules bases méthylables par les méthylases chez les eucaryotes

cytosine S-methylcytosine
H. _H

3 BN '
6 1 methylatlon /L
H

[=] Distinction brin fils/brin parental (réparation des mésappariements de ’ADN)

e METHYLATION e
OF NEWLY
- €S 5 syNTHESZED .G C — 2
n n STRAND | | ||
unmethylated ’ )
cytosine \ [|:H3 6 c 6 c °c ¢ |c
i} CG CG y DNA / I'\.\I.- HBC
A N n REPLICATION not recognized recognized by new DNA
- | ‘ | by maintenance maintenance strands
3 cc cc 5 methyltransferase methyltransferase
| :| methylated \ ,-’; (|ZH3
cytosine !
HaC CG CG CG CG
S'ﬂ? 5'#3'
e

3 u N 5 METHYLATION 3 N i 5
G C G C OF NEWLY G C G C
| SYNTHESIZED |
HaC STRAND HaC



5. Exemples d’applications medicales

5.1. La réplication comme cible thérapeutique

5.2. Les acteurs de la réplication comme cause de certaines
maladies génetiques

5.3. Utilisation des polymérases en biologie medicale.



5. Exemples d’applications médicales
5.1. La replication comme cible thérapeutique

N e bléomycine : endommage | 'ADN et
— inhibe la réparation

psoraléne, agents alkylants : _,

lient les 2 brins d 'ADN

«———— novobiocine, acide nalidixique,
ciprofloxacine, podophyllotoxines :
iInhibent la topoisomérase

intercalants : se fixent sur
| ’ADN et bloquent les ADN pol

sarcomycine :
inhibe les ADN pol | & Il

analogues de nucléotides:
5-fluorouracile,
méthotrexate ¢ cytosine arabinosine,
6-mercaptopurine

AZT




5. Exemples d’application medicales

5.2. Les acteurs de la réplication comme cause de certaines
maladies genétiques

@ Variations dans le gene codant le clamp (PCNA) @ Variations dans le gene codant la téelomérase (TERT)

Chromosome 5

B PCNA G H p-arm g-arm
c.683G>T;p.S228I

CACTCAGTATGTC

A\ | \

/ \ i /\ ( \ |

LV VYV VY YY) A ) vsszo  vmsnasus  meme  Jmmemeseise T

Reference TERT promoter [c2s0T|  [cc242/24377] [ c2287| Initiator sequence [TERT coding sequence |
CACTGEGATTATGT G : ~
‘ " ETS ., ETS . ETS
“ 3 ~‘~
(VIR clclc|s|alclelclclrhrlelels|clc|Tinhtlele]lclclcleclcla)clecleclelclihthele]lc|cls|cle

/\ﬁ[\

Mutétign

X a
AR clc|c]lslalclelelelT]elelelelelc|Tlelclelelelc]clclelalelclc]lclclelThclclclcle]|cle

Ataxia telangiectasia like disorder Tumeurs du systeme nerveux central
Baple et al. J Clin Invest. 2014;124(7):3137-46. Hasanau et al. Biomedicines. 2022;10(3):728.



5. Exemples d’application medicales
5.3. Utilisation des polymérases en biologie médicale.

La PCR : Polymerase Chain Reaction

STEP 3
DNA SYNTHESIS
S aaemsammn > 5 3
HEAT TO COOLTO q [ 3-w5-
SEPARATE ANNEAL
DNA pol
. ,  STRANDS PRIMERS T P e oroducts of
[ . |
3’ I * ggpp first cycle
L
region of +dITP . ;
double-stranded e — —;v 3M§}
I
DNA to be
amplified pair of
= o primers

FIRST CYCLE OF AMPLIFICATION



Conclusion

Duplication du patrimoine génétique

La réplication se doit d’étre fidele

ETAPE DE REPLICATION ERREURS PAR NUCLEOTIDE POLYMERISE
Polymérisation 5" vers 3’ 1x10°
Correction exonucléolytique 3" vers 5’ 1% 107

Correction des mésappariements controlée par un brin 1 x 102
Total 1< 10




