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Biologie moléculaire [L’ADN et sa réplication]
Introduction

Au cours de la vie de la cellule (cycle cellulaire), le DNA doit étre dédoublé pour que chaque
cellule fille regoive un génome complet dans son noyau.

Cette synthese se produit a la phase S (eucaryote) grace a I’activité de la DNA-polymérase
Définition:

La réplication est un processus selon lequel un nouveau brin d’ADN est synthétisé a partir d’un brin
matrice d’ADN, dont il est complémentaire.

La réplication est processus extraordinaire, important et complexe, dont toute vie dépend. Nous
présenterons d'abord le mode de synthese de I'ADN dans sa globalité et examinerons ensuite plus en

profondeur, le mécanisme de sa réplication

REPLICATION

e Synthése d'acide désoxyribonucléique
qui reproduit exactement le génome
d'une cellule au cours du cycle
cellulaire afin de préparer la division

de cette cellule.
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.Les caractéristiques de la réplication

La réplication est semi-conservative. Aprés ouverture de la double hélice d’ADN, chacun
des deux brins est utilis¢é comme matrice pour la synthése d’un nouveau brin. Les molécules d’ADN
synthétisées sont alors constituées d’un brin d’origine et d’un néoformé.

La réplication, chez les procaryotes et les eucaryotes, est bi-directionnelle, la synthése d’ADN se

produisant de part et d’autre d’une méme origine de réplication. Deux complexes protéiques se
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Biologie moléculaire [L’ADN et sa réplication]
mettent en place au niveau d’une origine de réplication, formant deux fourches de réplication
progressant dans deux directions opposées.

La réplication est asymétrique. L’un des deux brins est synthétisé de fagcon continue (brin précoce
ou avancé) tandis que 1’autre est synthétis¢ sous forme de fragments connus sous le nom de
fragments d’Okazaki (brin tardif ou retarde).

Mode de réplication ; conservative Semi conservative ou dispersive ?

- Semi conservative : chaque molécule d'ADN répliquée est constituée d'un ancien et d'un
nouveau brin d'ou le nom de réplication semi conservative.

Deux autres modes de réplication reposant sur l'utilisation des brins parentaux comme matrice sont
possibles :

- Dans la réplication conservative, les chaines polynucléotidiques complémentaires sont
synthétisées comme décrit précédemment. Aprés synthese, néanmoins les deux nouveaux brins
s'associent et les deux brins parentaux se réassocient. L'hélice originale est donc conservée.

- Dans le second mode alternatif, appelé réplication dispersive, les brins parentaux sont repartis
entre les deux nouvelles doubles hélices apreés réplication. Par conséquent, chaque brin contient a la
fois de I'ADN parental et de I'ADN nouvellement synthétisé. Ce mode impliquerait le clivage des

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

Ils cultivent E. coli pendant plusieurs générations dans un milieu ayant pour unique source azotee
du ®NH,CL, isotope lourd d'azote (les molécules contenant °N sont plus dense que celles
contenant du **N). Aprés plusieurs générations, toutes les molécules azotées des bactéries, dont les
bases azotées de I'ADN contenaient l'isotope lourd.

Un élément essentiel au succes de cette expérience est la possibilité de distingue L'ADN contenant
>N et de I'ADN contenant *N.
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Le protocole expérimental implique I'utilisation de la technique de sédimentation a I'equilibre par
centrifugation.

L'ADN N atteindra le point d'équilibre plus prés du fond du tube que I'ADN *N.

Dans cette expérience, les E. coli uniformément marquées au >N ont été transférées dans milieu ne
contenant que du **NH,CL. Par conséquent 'ADN néosynthétisé lors de la réplication ne contenait
que lisotope léger *N. Les bactéries s'y sont multipliées sur plusieurs générations au cours
desquelles des échantillons ont été prélevés apres chaque cycle réplicatif. L'ADN a été isolé pour

chaque échantillon et soumis a une sédimentation a I'équilibre par centrifugation.

1. culture en miligu 2 /‘\ — =
W

ADN marqué « lourd » au N'8

LL

S R AT TR, o
ser TR N

Aprés une génération, I'ADN isolé n'était présent qu'en une bande de densité intermédiaire, résultat
attendu pour une réplication semi conservative au cours de laquelle chague molécule répliquée est

composée d'un nouveau brin **N et d'un ancien brin *N.

2. transfert et culture en milieu N \ =
—
J

ADN  mixte »

Ce résultat n'était pas compatible avec I'nypothése de la réplication conservative pour laquelle deux
bandes distinctes auraient dd apparaitre. Ce modele de réplication a donc pu rejeter.
Aprés deux divisions, les échantillons de I'ADN se séparaient en deux bondes de densité différente.

Une bonde intermédiaire et une plus légére corresponds au positon de **N dans le gradient.

3. Poursue de la culture en milleu N*

Des résultats similaires ont été obtenus aprés la troisieme génération, sauf que la proportion de la
bonde légere avait augmenté. Ceci était une fois de plus en accord avec l'interprétation que la

réplication soit semi conservative.
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Les origines, les fourches et les unités de réplication

Pour mieux comprendre la replication semi-conservative, considérons quelques points précis.

Le premier concerne l'origine de réplication. Ou commence la réplication de I'ADN sur un
chromosome ? Y a-t-il une seule origine, ou la synthése d’ADN débute-t-elle en plus d'un site ?

La position de l'origine est-elle aléatoire ou est-elle localisée dans une région spécifique du
chromosome ?

Le second concerne la direction de la synthése. Quand la réplication commence, se propage-t-elle
dans une seule direction ou dans les deux directions ? En d'autres termes, la réplication est-elle
unidirectionnelle ou bidirectionnelle?

Pour répondre a ces questions, il faut introduire deux termes.

Premiérement, quelle que soit la région du chromosome ou la réplication se déroule, les brins de
I'nélice sont déroulés, créant ce qu'on appelle une fourche de réplication. Une telle fourche
apparait au point de départ de la synthese puis se déplace le long du double-brin d'ADN lors du
processus de réplication. Si la réplication est bidirectionnelle, deux fourches seront présentes, qui
migreront dans des directions opposées, s'‘€loignant de l'origine.

Deuxiémement, la longueur d'ADN repliquée a la suite d'une initiation a une origine unique est
nommeée réplicon. Chez E. coli, le réplicon correspond au génome entier de 4,2 Mb (4,2 millions de
paires de bases.

Les réponses a ces questions sont desormais claires. John Cairns a suivi la réplication chez E. coli,
en utilisant des précurseurs radioactifs de I'ADN et l'autoradiographie. Il a pu démontrer qu'il n'y a
qu'une origine de réplication chez cette bactérie, appelée ori C. Puisque la synthése d'ADN chez
les bactériophages et les bactéries ne débute qu'en un seul point le chromosome entier constitue un
réplicon.

La présence d'une origine unique caractérise les bacteries dont le génome n'est qu'un chromosome

circulaire.
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D’autres résultats faisant appel a l'autoradiographie ont démontré que la réplication est
bidirectionnelle, s'éloignant de oriC dans les deux directions. Deux fourches qui migre en sens
inverse sont donc crées. Ces deux fourches finissent par fusionner lorsque la réplication semi
conservative arrive a sa fin au niveau d'une région nommeée ter.

Chez les eucaryotes chaque chromosome contient plusieurs origines de réplication.

oriC ‘.,»,rf‘ﬂ—’f?—”totx_gﬁ FIGURE 11.6 Rephcat!on
& 4 3_% bidirectionnelle du =
& 5 chromosome d'E. coli. Les
S 5?’ fleches fines indiquent la
‘?&g*c, .p’t‘ ter progression des fourches de

réplication. La
microphotographie montre un
chromosome bactérien lors de
sa réplication. Ce chromosome
est comparable a celui

o 5 e schématisé sur la figure
adjacente.

Un chromosome circulaire en cours de réplication

Le réplicon, unité de réplication

Le réplicon est une région du chromosome délimitée par une origine de réplication et une
terminaison.

L’ADN bactérien constitue un seul réplicon, observable en microscopie électronique sous la forme

d’ceil de réplication, tandis que chaque chromosome eucaryote posséde un grand nombre de

réplicons.
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Lorsque les fourches de réplication se déplacent autour du cercle, on obtient une structure qui a la

forme de la lettre grecque théta
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 Les L'ADN polymérases

Les ADN polymérases sont les enzymes responsables de la polymérisation des nucléotides lors de
la réplication de I’ADN.

Les ADN polymérases procaryotes sont de 3 types (I, 11 et 111) et les ADN polymérases eucaryotes
de 5 types (a, B, 9, € et y).

L'ADN polymeérase |

Les premieres études enzymologiques portant sur la réplication de I'ADN sont celles de Komberg et
de ses collégues. lls isolérent une enzyme d' E. Coli capable de diriger la synthese d’ADN dans un
systéme acellulaire (in vitro). L’enzyme est désormais appelée ADN polymérase I, puisqu’ elle a été
la premiére groupe d'enzymes similaires a étre isolée.

Komberg a déterminé gu'il y avait deux conditions majeures pour la synthése d’ADN in vitro par
I'ADN polymérase I:

(1) la présence des quatre désoxyribonucléosides triphosphate (ANTPs) et

(2) la présence d'une matrice d'ADN.

- Si l'un des quatre désoxyribonucléosides triphosphates n'est pas dans le mélange réactionnel,
aucune synthése n'est détectée. Si des dérives de ces précurseurs (nucléotides ou nucléosides
diphosphates) sont utilisés, la synthése n'intervient pas non plus.

- Le dNTP précurseur contient trois groupements phosphate attachés au carbone 5' du
désoxyribose. Lorsque les deux phosphates terminaux sont clivés au cours de la synthese, le
phosphate restant attaché au carbone 5' se lie de fagon covalente au groupement 3'-OH du

désoxyribose auquel il est ajouté

AIGURE 11.8 Démonstration de la synthése de I'ADN dans -
=sens 5' vers 3', :T_:i /E
5" terminal \ 0
|
0
].

5" terminal \ 2 /E \ 2 /

—o—

T e )< | W 7 |
\& / &/ \&/ .

+  5'terminal =k =% + 26
| | |
OH OH L'extrémité 5’ se OH
3" terminal 3" terminal lie a l'extrémité 3 3 terminal

Chaine en cours d'extension Précurseur (nucléoside
triphosphate)

Par conséquent, I'élongation de la chaine se fait dans la direction 5' vers 3' par l'addition, a

I'extrémité 3 d'un nucléotide a la fois. Chaque étape fournit un nouveau groupement 3'-OH
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Biologie moléculaire [L’ADN et sa réplication]
accessible pour participer a la prochaine addition d'un nucléotide tant que la synthése d'ADN se
poursuit.
A ce jours, d'autres ADN polymérases ont été isolées. Le tableau ci-aprés compare plusieurs
caréctéristiques.
Les ADN polymérases nécessitent un certain nombre de conditions d’activités :

« Les 4 désoxy-ribo-nucléotides 5’ tri-phosphate (dATP, dTTP, dCTP et dGTP)

* - Des ions magnésiums (Mg2+) qui stabilisent I’ADN et les protéines.

* - Une matrice d’ADN (mono ou bicaténaire).

* - Une amorce d’ADN ou d’ARN ayant une extrémité 3’OH libre.

- ADN polymérases (activité de copie 9 =3 ) [l >, I

ADN polymérase | ADN polymérase |l ADN polymérase [l

Structure Monomérique * 4 50US unités > 10 sous unités (core +
clamp + protéines associées)

Réle Elimine les amorces lors | Réparation de I'ADN | Réplication de I'ADN

de |a réplication + génomigue

réparation
Polymérisation §—3' | Qui Oui Oui (sous-unité g}
Exonucléase 3'—3§' | Qui Oui Oui (sous-unité g)
Exonucléase § —+3' | Qui Non Non
Vitesse de polymérisation | 16-20 bases | sec 310 bases | sec 230-1000 bases | sec

Tableau récapitulatif des principales polymérases procaryotes (il existe d'autres polymérases ; Pol IV et V)

Nous terminerons cette partie en insistant sur la complexité de I'ADN polymerase Ill. Sa forme
active, appelée holoenzyme, est un dimere contenant 10 sous-unités polypeptidiques différentes
dont le poids moléculaire est de 900 000 Da.

La plus grande sous-unité, a, fait 140 000 Da et, avec les sous-unités ¢ et 0, constitue le cceur de
I'enzyme responsable de l'activite de polymérisation. La sous-unité o est responsable de la
polymérisation nucléotidique sur chaque brin matrice, alors que la sous-unité & posséde l'activité
exonucléase 3'-5.

Un second groupe de cing sous-unités (y, 8, 8°, x et y) forme le complexe dit y, qui est impliqué
dans la liaison de I'enzyme a la matrice au niveau de la fourche de réplication. Cette fonction
enzymatique requiert de I'énergie et dépend de I'hydrolyse d'ATP.

La sous-unité B sert de « collier de serrage » (clamp en anglais) et empéche que le cceur de
I'enzyme ne se détache de la matrice lors de la réplication.
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En fin, la sous unité v entraine la dimérisation du cceur de la polymérase facilitant la synthese
simultanée des deux brins de I'hélice au niveau de la fourche de réplication.

L'holoenzyme et plusieurs autres protéines au niveau de la fourche de réplication forment ensemble
un énorme complexe (presque aussi grand qu'un ribosome) appelé réplisome.

TABLEAU 11.3 SOUS-UNITES
DE L'HOLOENZYME ADN

POLYMERASE Il

Sous-unité Fonction Regroupements
o Polymérisation 5'-3* Ccoeur de I'enzyme :
€ Exonucléase 3'-5’ allonge la chaine

o Assemblage du coeur polynucléotidique

et corrige les erreurs
Fixe I'enzyme sur la
matrice (permet la Complexe y
fixation du clamp)

T €R Qo=

Clamp (facteur de
processivité)
Dimérise le complexe
coeur

a4

REPLICATION DE L'ADN ; PROBLEMES A RESOUDRE

Nous avons déja vu que la réplication est semi-conservative est bidirectionnelle au sein d'un

réplicon au cours de la réplication chez les bactéries. Nous savons également que la synthese est
catalysée par I'ADN polymérase 111 de 5' vers 3'.

La synthese bidirectionnelle crée deux fourches de réplication qui s'éloignent de l'origine de la
synthése selon des directions opposées. Comme nous allons le voir, il reste de nombreux points a
éclaircir pour que notre compréhension de la réplication de I'ADN soit compléte:

1° Un mécanisme déroulant localement I'hélice et la stabilisant dans une configuration « ouverte »
doit exister pour que la synthese puisse avoir lieu sur les deux brins.

2) Au cours de la synthése de I'ADN, l'augmentation de I'enroulement crée des tensions au niveau
de I'hélice, qui doivent étre réduites.

3) Une amorce doit étre synthétisée pour que la synthése par la polymérase 11l puisse débuter. De
maniere surprenante, de I'ARN sert d'amorce, et non de I'ADN.

4) Une fois que les amorces d'ARN ont été synthétisées, I'ADN polymérase 111 débute la synthése
des ADN complémentaires de chaque brin de la molécule parentale. Comme les deux brins sont
antiparalléles, la synthese continue n'est possible que sur I'un des brins, dans la direction prise par la

fourche de réplication. Sur l'autre, la synthese est discontinue et dans la direction opposée.
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5) Les amorces d'ARN doivent étre supprimées avant la fin de la réplication. Les lacunes qui sont
temporairement créées doivent étre comblées par de I'ADN complémentaire & la matrice.
6) Le brin d'ADN néosynthétisé qui comble ces lacunes temporaires doit étre relié au brin d'ADN
adjacent.
7) Si les ADN polymérases inserent fidelement les bases complémentaires lors de la réplication,
elles ne sont pas parfaites et des bases incorrectes sont parfois ajoutées au brin naissant. Un
mécanisme de relecture sur épreuve, capable de corriger les erreurs, intervient lors de la synthése de
I'ADN.

- L. DEROULEMENT DE L'HELICE D'ADN

Comme nous I'avons vu précédemment, il n'y a qu'un seul point de départ de la synthése de I'ADN

sur le chromosome circulaire de la plupart des bactéries. Cette région du chromosome d'
E. coli a été particulierement bien étudiée. Appelée ori C, elle est constituée de 250 paires de bases

caractérisées par la répétition de séquences de 9 et 13 paires de bases (dits 9meres et 13meres).

E. coli “oriC” region (~250 bpi

o e N NNEEN BN
“13-mers’ “9-mers’
GATCTNTTTATTT TGTGGATAA
GATCTNTINTATT TTATACACA
GATCTCTTATTAG TTTGGATAA

TTATCCACA

L'origine de réplication

La réplication commence dans une séquence nucléotidique située
dans une région particuliére nommée l'origine de réplication

1 13 17 29 32 44
P | GATCINTTTATIT T GATCINTTNATTT T GATCICTTATTAG
B | CTAGANAAATAAA ——— CTAGANAANTAAA -——— CTAGAGAATAATC ——
58 66
166 174 201 209 240 248

. ==

Chez E coli, cette région OFiC est une séquence d'environ 250 pb. Elle comporte
3 blocs de 13 pb et 4 blocs de 9 pb. Ces blocs sont des séquences CONSENSUS.
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Copyright © The McGraw-Hill Comp Inc. required for or display.

Tandem array of Binding sites for

GATCTNTTNTTTT Dna A protein: TTATNCANA

Dna A protein
) oy denatures
oriC 117, the double stranded
&,
",,,’ DNA

245 bp long
Recognized by initiator proteins

E. coli genome
which are produced by the dnaA lo¢

ter
La protéine DnaA est responsable de I'étape initiale de I'ouverture de I'hélice, plusieurs sous-unités
de DnaA se lient aux 9meres. Cette étape facilite la liaison des protéines DnaB et DnaC qui ouvrent
et déstabilisent I'nélice. Ces protéines requierent de I'énergie, habituellement fournie par I'hydrolyse
de I'ATP, pour briser les liaisons hydrogénes et dénaturer la double-hélice sont appelées hélicases.
D'autres protéines, les protéines de liaison au simple-brin (SSB pour Single-Stranded Binding),
stabilisent cette conformation ouverte.

Bref:

La protéine Dna a se lie a oriC avec hydrolyse de I'ATP. Ceci amorce le déroulement de la double
hélice au site d’initiation. Ce déroulement se poursuit sous d’autre protéine DnaB et DnaC.

Les hélicases sont responsables du déroulement de I'ADN. Ces enzymes utilisent I'énergie de I'ATP

pour défaire de petites portions de I'hélice juste devant la fourche de réplication.

2. Phase d'initiation

oncc — @ DPmA

1. reconnaissance de la séquence d'origine
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2. Phase d'initiation

onct — O DnaA ?J -
Dna B (hélicase) }y
/ )

primosome +—— Dna G (primase)
: z +— SSB (single strand binding protein)
3 5

1. reconnaissance de la séquence d'origine
2. formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins

Lors du déroulement de I'hélice, une tension d'enroulement est créée devant la fourche de
réplication, produisant souvent un surenroulement. Pour les molécules circulaires, le
surenroulement peut prendre la forme de torsions et de tours supplémentaires un peu comme
I'enroulement que vous pouvez créer en étirant un élastique puis en faisant tourner une de ses
extrémités. Un tel surenroulement peut étre relaxé par une ADN gyrase, un membre du groupe
d'enzymes appelées ADN topoisomérases. Les gyrases peuvent générer des coupures simple-brin ou
double-brin de I'ADN et catalysent également des mouvements locaux ayant pour effet de
supprimer le surenroulement. Les brins sont alors ressoudés. Ces différentes réactions tirent leur

énergie de I'nydrolyse de I'ATP.

L>’ADN doit étre déroulé pour permettre la séparation
des brins et initier la réplication et la transcription.
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Stparation des brins
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« IL. AMORCE ARN : NECESSAIRE A L'INITIATION DE LA SYNTHESE D'ADN

Une fois qu'une petite partie de I'nélice est ouverte, l'initiation de la synthése peut commencer.
Comme nous l'avons vu, I'ADN polymérase Il requiert une amorce portant une extrémité
3'hydroxyle libre pour allonger la chaine polynucléotidique (L'ADN polymérase ne peut pas

commencer une nouvelle copie a partir du rien, elle doit disposer d'un brin préexistant).
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Puisqu'aucune n'est disponible dans un chromosome circulaire, les chercheurs ont essayé de

comprendre comment le premier nucléotide est ajouté. 1l est désormais établi qu'une molécule

d'ARN sert d'amorce pour initier la synthése de I'ADN.

= Un brin d'ADN matrice

- Une amorce oligonucléotidique

- Une synthése du brin nouveau 5'9 3'

3'(OH) 5"
< ' |
T
[T T
1 3'
- _ -
57 a
3/ -
—— S 3/
ey s
s = 1
——
Brin retarqes  T— "i 3
BTN PVECOCE e ——— 57
e p——
JERANAS 2 pm—
B 1
,7\&\”""6“5@ discontinge

Fragments alsl;;\’idk S —
i

—
_— T e
p——nthese continyt

Légende :
; Initiation
S Amorce d'ARN
37 e Synthése du brin d'ADN

Un petit segment d'ARN (long d'environ 5 a 15 nucléotides), complémentaire a la matrice d'ADN,
est tout d'abord synthétisé sur cette matrice d'’ADN. La synthese de I'ARN est effectuée par une
ARN polymérase appelée primase. Elle n'a pas besoin d'une extrémité 3' libre pour initier la
synthese. C'est a partir de ce court fragment d'ARN que I'ADN polymeérase Il commence a ajouter
des 5 "-désoxyribonucléotides

Plus tard, I'amorce ARN doit étre éliminée et remplacée par de I'ADN. Cette étape serait contrblée
par I'ADN polymérase |. observée chez les virus, chez les bactéries et chez plusieurs eucaryotes,
l'utilisation d'amorces d'’ARN est un phénomene universel lors de l'initiation de la synthése de

I'’ADN.
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2. Phase d'initiation

-— O Dna A

Dna B (hélicase)

<—— Dna G (primase)

polymérase

«— SSB

3 5

reconnaissance de la séquence d'origine

formation du primosome, ouverture du double brin et stabilisation des brins
accrochage de I'ADN polymérase

synthése d’'une amorce ARN par la primase

BN

IIIl. BRINS ANTIPARALLELES : NECESSITE D'UNE SYNTHESE D'ADN CONTINUE ET

DISCONTINUE

Nous devons maintenant reconsidérer le fait que les deux brins de la double-hélice sont
antiparalléles - c'est-a-dire que I'un va de 5' vers 3" alors que l'autre présente une polarité 3'-5'
opposée. Comme I'ADN polymeérase 11 synthétise I'ADN uniquement de 5' vers 3', la synthese au
sein d'une fourche de réplication se fait dans une direction sur un brin et dans la direction opposée
sur l'autre. Par conséquent, seul un brin peut servir de matrice pour une synthese d’ADN continue

lors de la progression de la fourche. Ce brin d'ADN néosynthétisé est appelé brin

3

§  Lasynthese du brin avancé ou précoce est continue
dans le sens 5> 3",

Avance de la fourche

Leading strand
Aucune ADN polymérase ne
5 Synthesis of Okazaki fragment fonctionne dans le sens 3’ 5’
5 Previous Okazaki fragment U

\\ (~1000 nucleotides}

¥ Lasynthése du brin retardée ou tardif est discontinue

p s danslesens 553,
precoce.

Alors que la fourche progresse, de nombreux points d'initiation sont nécessaires sur la matrice
d’ADN opposee, entrainant une synthése d’ADN discontinue du brin retardé (ou tardif).

BREF; le brin retardé ne peut pas étre allonge dans la méme direction parce que ceci demanderait
une synthése dans la direction 3'5', ce qui n'est pas possible.par conséquent, la copie du brins retardé
est synthétisé de facon discontinue dans la direction 5'3', en une série de fragments, ceux-ci sont

ensuite reliés pour former une copie complete.
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Des arguments indiquant I'existence d'une synthese discontinue de I'ADN ont tout d'abord été
fournis par Reiji et Okazaki. lls découvrirent que lorsque I'ADN d'un bactériophage est répliqué
chez E. coli, une partie de I'ADN formé qui est fixée par des liaisons hydrogénes au brin matrice est
faite de petits fragments de 1 000 a 2 000 nucléotides.

Des amorces d'ARN font partie de chacun de ces fragments, désormais nommes fragments
d'Okazaki. Ceux-ci sont convertis en brins d'ADN de plus en plus longs, de poids moléculaire de
plus en plus élevé, au fur et a mesure que la synthese se poursuit.

La synthese discontinue de I'ADN nécessite des enzymes capables a la fois de supprimer les
amorces d'’ARN et de relier les fragments d'Okazaki au niveau du brin retardé. Comme nous l'avons
indiqué, I'ADN polymérase | supprime les amorces et remplace les nucléotides manquants. Relier
les fragments semble étre le travail d'une ADN ligase capable de catalyser la formation de liaisons

phosphodiesters pour relier les brins synthétisés de maniére discontinue.

VI. SYNTHESE SIMULTANEE SUR LES BRINS PRECOCE ET RETARDE

Comment I'ADN polymérase 111 synthétise-t-elle 'ADN a la fois sur les brins précoce et retardé ?
Les deux brins sont-ils répliqués simultanéement sur une méme fourche de réplication ou ces
événements sont-ils distincts, impliquant deux copies séparées de I'enzyme ?

Des données suggerent que les deux brins peuvent étre répliqués simultanément. Si le brin retardé
forme une boucle, la polymeérisation nucléotidique peut se dérouler sur les deux brins matrice grace
a un dimere de I'enzyme.

Apres la synthése de 100 a 200 paires de bases, le monomere de I'enzyme sur le brin retardé
rencontrera un fragment d'Okazaki complet, et relachera le brin retardé. Une nouvelle boucle est

alors formée avec le brin retardé, et ce processus est répéte.

Brin retardé

51

Brin précoce

AN —>
polymeérase Il
(dimére)
La formation de boucle inverse l'orientation de la matrice, mais pas le sens de la synthese sur le
brin retardé, qui va toujours de 5' vers 3.
Une autre caractéristique importante de I'holoenzyme qui facilite la synthese au niveau de la
fourche de réplication est le dimére de sous-unités B qui forme comme un collier de serrage (clamp

en anglais) autour du duplex d’/ADN néoforme. Cette sous-unité B empéche le cceur de I'enzyme de
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se détacher de la matrice au cours de la polymérisation. Comme I'holoenzyme compléte se déplace

le long du duplex parental, le dimére de sous-unités [ est souvent appelé le clamp glissant.

V. RELECTURE SUR EPREUVE ET CORRECTION D'ERREURS

Le but de la réplication est de synthétiser un nouveau brin d'ADN qui soit exactement

complémentaire au brin matrice pour chaque nucléotide. Méme si les ADN polymérases sont
extrémement fidéles, la synthese n'est pas parfaite et un nucléotide non complémentaire est
occasionnellement inséré par erreur. Pour corriger de telles erreurs, toutes les ADN polymérases
possedent une activité exonucléase de 3' vers 5'. Cette propriété leur confere la capacité de détecter
et d'exciser les nucléotides qui ne sont pas appariés (dans le sens 3'-5).

Une fois que ces nucléotides sont supprimés, la synthese de 5' vers 3' reprend. Ce processus, appelé
relecture sur épreuve, accroit la fidélité de la synthese d'un facteur 100 environ. Dans le cas de la
polymérase 111, la sous-unité epsilon (e) est directement impliquée dans I'étape de relecture.

o=
Brin matnice

7 5 .
TITITIT I A) ahg e rrrreres poynanaaion b S
: b ?

/et

N U

s

7

||||||I|§‘lll' ......... Rdlecture - excision
(Exonuciéase 3"+ 5
.

R

N

{
(N U

Reprise de la

polymensaton

&
¢

N
~N

MODELE COHERENT POUR RESUMER LA REPLICATION DE L'ADN

Nous pouvons maintenant regrouper les différents aspects de ce qui se déroule au niveau d'une

fourche de réplication en un modele cohérent. L'initiation implique la reconnaissance de la
séquence d'origine et I'ouverture de la double-hélice, dans une région généralement riche en AT.

Le complexe réplicatif « primosome » s'assemble séquentiellement, par type d'activité; hélicases
DnaA (ouverture), DnaB (séparation des brins), topoisomérase (réduction des surenroulements) et
primase (synthese de I'amorce ribonucléotidique).sans oublier le role des protéines SSB (maintenir

I'ADN sous forme monocaténaire)
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Ensuite, la fourche progresse en répétant le cycle synthétique. Selon que le brin est antisens ou sens,
la synthése implique ou non la formation de fragments d'Okazaki.

La processivité du complexe varie de 500 a 1000 incorporations nucléotidiques par seconde.

Au niveau de la fourche en mouvement, une hélicase déroule la double-hélice. Une fois la double-
hélice deroulée, les protéines se liant au simple-brin SSB s'associent avec I'ADN, empéchant la
reformation de I'hélice.

A Tlavant de la fourche de réplication, 'ADN gyrase diminue les tensions créées par le
surenroulement de I'hélice. Chaque moitié de la polymérase dimérique est un coeur de I'enzyme lié
a I'un des brins matrice par une sous-unité B.

La synthese est continue sur le brin précoce, alors que le brin retardé doit former une boucle pour
que la polymérisation puisse se dérouler simultanément sur chacun des deux brins.

L'ADN polymérase | et I'ADN ligase sont essentielles a la réplication du brin retardé. La premiére
remplace le amorces d'’ARN par de I'ADN ; la deuxiéme relie les fragments d'Okazaki.

La terminaison survient lorsque les fourches se rejoignent. Une topoisomérase IV dotée d'une
activité ligase connecte les brins néoformés en une molécule circulaire. Ce site de terminaison
diamétralement opposé a ORI, couvre 450 kb et se caractérise par une séquence de reconnaissance
et de fixation pour la protéine Tus qui inhibe la fixation de I'hélicase dnaB.

Les deux chromosomes sont ensuite ségrégés par la double action de topo IV et 11,

Chez les Eucaryotes, la réplication s’arréte lorsque les fourches de réplication atteignent I’extrémité

des chromosomes.

4. Terminaison
<+ Présence de séquences « terminator » pour chacune des deux fourches
Point de rencontre des deux fourches de réplication

P e S

Ter E.D. A, terminatenrs de Ia fou

<+ La protéine Tus (terminator utilisation substance) reconnait les séquences d’'arrét de
réplication et bloaue DnaB

Source : Mulugu et coll. PNAS 2001

<+ Intervention d'une topoisomérase IV pour catalyser la séparation des 2 chromosomes
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£ col movement of couner. gl of clockwise
Girciilar OWA - clockwise replication fork replication fark

Termiradion
reqion
Tus prateing Tus proteing

Clamp de la sous-unité R FIGURE 11.13 Résumé de la

synthése de 'ADN au niveau
Protéines de liaison 3 IADN simple-brin & 'une fourche de réplication.
Diverses enzymes et protéines
essentielles a ce processus sont
indiquées.

Matrice du brin précoce

Hélicase (DnaB/DnaC)

g ) ; ADN gyrase
Matrice du brin retardé
(2) Chacun des brins se (30 L'ADN polymérase synthétise le brin
sépare et est stabilise directeur en continue dans le sens 5—=3'
par les protéines a partir de la matrice.

fixatrices d"ADN
monocaténaire.

(1)) La double hélice
est déroulée par
les hélicases. \

L'amorce d'’ARN est synthétise
par 'ADN primase. Un fragment
d’ADN est synthétisé par I'ADN
polymeérase a partir de cette
amorce d'ARN. Le brin est
ADN parental < synthétisé de facon discontinue.

Fragment
d'Okazaki

@ Lorsque I'ADN polmérase a remplace
I'amorce dARN, le fragment d'Okazaki
estlié au brin en formation par I'ADN ligase.

ADN ligase

Sens general de la réplication

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 »

origine de la réplication

5 3
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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 /A\
e > N

- 5 - 2

3 s : / : 5
Fourche 1
brinretardé ¥

—4> L ‘¢longation est mono directionnelle 5'— 3" sur chacun des
brins : la synthése est continue sur le brin « avancé » et
discontinue sur le brin « retardé »

amorces ARN
brin avancé A
[ H - Fourche 2
-5 -5
5 <= H - 3
¥ . ) 5
Fourche 1 == =+ T
brin avancé

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

Fourche 2

gr—Lg > .
Fourche 1 i """ S
v brin avancé

L 'élongation est mono directionnelle 5'— 3 " sur chacun des
brins : la synthése est continue sur le brin « avanceé » et
discontinue sur le brin « retardé »

fourche de réplication n® 1 fourche de réplication n® 2
s__ /L ] * NG
3 ﬂ‘-fﬁ > —s
—
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—4> finition du brin
5/ +
3'_\ -

1 digestion des amorces ARN (RNAse H, ADN pol 1)

SN

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

s/
3’ “ . .

1 ligation des fragments (ligase + ATP )
5/ ° *
3 _\ o o >

5 /%
AN

SYNTHESE D'ADN EUCARYOTE: SIMILAIRE A& CELLE DES PROCARYOTES, MAIS PLUS
COMPLEXE
L'ADN eucaryote est répliqué de maniére similaire a 'ADN des bactéries. Dans les deux systémes,
I'ADN double-brin est déroulé aux origines de réplication, des fourches de réplication sont formées
et une synthese bidirectionnelle par une ADN polymérase crée des brins précoce et retardé a partir
de brins matrice. Les polymérases eucaryotes ont les mémes besoins pour la synthese d'’ADN que
leurs homologues bactériens; quatre désoxyribonucléosides triphosphates, une matrice et une
amorce. Néanmoins, comme les cellules eucaryotes contiennent plus d'’ADN, que celui-ci est sous
forme linéaire plutét que circulaire et qu'il est associé et forme des complexes avec des protéines,
les eucaryotes font face a une sophistication accrue par rapport aux bactéries. Par conséquent, le
processus de synthése d'’ADN est plus complexe chez les eucaryotes et plus difficile a étudier.

Néanmoins, les connaissances sur les mécanismes mis en jeu ont déja fortement progressé.

1. DES ORIGINES DE REPLICATION MULTIPLES

La différence la plus frappante entre réplication de I'ADN chez les procaryotes et chez les
eucaryotes est I'existence d'origines de réplication multiples sur les chromosomes eucaryotes, par
opposition au site unique du chromosome d'E. Coli. Les origines multiples, visibles au microscope
électronique sous formes de « bulles de réplication » qui se forment lorsque I'hélice s'ouvre, peuvent

chacune fournir deux fourches de réplication.
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.JRE 11.14 Démonstration des origines multiples de
ication le long d'un chromosome eucaryote. Chaque origine
arait sous forme d'une boucle de réplication le long de I'axe

hromosome. Des fleches indiquent certaines de ces bulles de
ication.

La multiplicité des origines est essentielle des lors que la réplication du génome d'un eucaryote
typique doit étre complete en un temps raisonnable. Rappelez-vous que;

(1) les eucaryotes contiennent plus d’ADN que les bactéries - par exemple, les levures ont gquatre
fois plus d'ADN qu'E. Coli et la drosophile 100 fois plus (2) la vitesse de synthése de I'ADN chez
les eucaryotes est bien plus lente - seulement de I'ordre de 75 nucléotides par seconde, soit 25 fois
moins rapide que chez les bactéries. Dans ces conditions, la réplication d'un chromosome eucaryote
typique a partir d'une seule origine prendrait des jours. Or, cette réplication est généralement
accomplie en quelques heures.

La plupart des informations ont été obtenues a la suite de travaux chez la levure qui compte de 250
a 400 réplicons par génome. Par la suite, des études chez des cellules de mammiféres ont permis de
dénombrer jusqu'a 25 000 réplicons.

Chez la levure, les origines de réplication ont été isolées et nommées séquences de réplication
autonome (ARS pour Autonomously Replicating Sequences).

La synthése de I'ADN est restreinte a la phase S du cycle cellulaire eucaryote. Des études ont
montré I'ensemble des origines n'étaient pas activées au méme moment. Au contraire, des groupes
de 20 a 80 replicons adjcents sont activés séquentiellement au cours de la phase S jusqu'a ce que
I'’ADN entier soit réplique.

Il. LES ADN POLYMERASES EUCARYOTES

L'aspect le plus complexe de la réplication eucaryote est I'ensemble des ADN polymérases
impliquées dans le déroulement de la synthése de I'ADN. De nombreuses formes différentes de
I'enzyme ont été isolées et étudiées. Néanmoins, seules quatre sont vraiment impliquées dans la
réplication de I'ADN alors que les autres participent mécanismes de sa réparation.

Pour que les polymérases aient accés a I'ADN, la topologie de I'nélice doit d'abord étre modifiée.

Lorsque la synthese est déclenchée, les doubles-brin sont ouverts, au niveau de chaque origine de
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réplication, au sein des régions riche en A et T pour permettre I'entrée d'une hélicase qui déroulera
encore plus les doubles-brins d'/ADN. Avant que les polymérases puissent initier la synthese, les
histones complexées a I'ADN doivent étre retirées ou modifiées. Au cours de la synthése, les
histones se réassocient avec les duplex néoformés, rétablissant le profil de répartition habituel des
nucléosomes.

Chez les eucaryotes, la synthése de nouvelles histones est finement couplée a la synthése d'ADN
lors de la phase S du cycle cellulaire

La nomenclature et les caractéristiques des six polymérases sont résumées dans le tableau ci

dessous

UETURIRY Prosmerts ogs ADN POLYMERASES EUCARYOTES

Polymérase  Polymerase Polymérase  Polymérase Polymérase  Polymerase
0 b ) ¢ | (

Localisation Noyau Noyau Noyau Noyau  Mitochondries  Noyau
Activité
exonucléase 3-5' Non Non Qui '
Ui ‘
Essentielle aa . = -
réplication nucléaire?  uj Non Qui Oui Non N
on

Trois d'entre elles (Pol a, 6 et €) sont essentielles a la réplication de 'ADN nucléaire des cellules
eucaryotes. Deux (Pol B et {) semblent impliquées dans la réparation de I'ADN.

La sixieéme forme (Pol y) est impliquée dans la synthése de I'ADN mitochondrial. Il semble que son
activité réplicative soit restreinte a cet organite.

Cinq des six formes de l'enzyme (I'exception étant Pof) sont constituées de plusieurs sous-unités
qui assurent différentes fonctions lors de la réplication .

Nous nous concentrerons sur Pol a, et 6 qui sont les formes majeures de I'enzyme impliquées dans
I'initiation et I'élongation lors de la synthése de I'ADN nucléaire.

En réalité, ici, I’amorce est créée au départ par une RNA polymérase particuliére qui peut
commencer sur environ 10 nucléotides la synthése d’un RNA hybridé avec le DNA modele.

Au bout de 10 ribonucléotides, une DNA polymérase a prend le relai et poursuit la condensation de

20 désoxyribonucléotides.
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» L’amorce sera donc constituée d’un brin mixte comprenant RNA puis DNA sur 30 nucléotides
environ. Le dernier désoxyribonucléotide de 1’amorce, 1ié avec le brin de DNA qui sert de modéle,
servira de point d’initiation a I’activité de la DNA polymérase o.

En effet, Pola a a une faible processivité, un terme qui refléte essentiellement la longueur d'ADN
synthétisée par une enzyme avant qu'elle se détache de la matrice. Une fois que l'amorce est en
place, un événement connu sous le nom de remplacement de polymérase intervient lorsque Pola se
dissocie de l'amorce et est remplacée par Pol 6. Cette forme de I'enzyme est hautement processive et
allonge les brins précoce et retardé. Elle posséde également une activité exonucléase de 3' vers 5',
qui fournit la capacité de relecture.

Pol ¢, la troisieme forme essentielle, posséde les mémes caractéristiques générales que la Pol 6 ,
mais semble intervenir dans des conditions cellulaires différentes ) ou étre restreinte a la synthése
du brin retardé. Chez la levure, les mutations qui inactivent Pol € sont 1étales, ce qui atteste de la
fonction essentielle dans la réplication.

Le processus décrit est le méme pour la synthése des brins. Sur chaque brin, des amorces ARN
doivent étre remplacees par de I'ADN. Sur le brin retardé, les fragments 'Okazaki, qui sont 10 fois
plus petits (100 a 150 nucléotides) que chez les procaryotes, doivent étre liés entre eux.

Pour s'adapter au nombre accru de réplicons, les cellules eucaryotes contiennent bien plus de
molécules d'ADN polymérases que les bactéries. Alors qu'E. Coli compte environ 15 copies de
I'ADN polymérase Il par cellule, on peut trouver jusqu'a 50000 copies d'ADN polymérase o dans
les cellules animales. Comme on l'a déja indiqué, le grand nombre réplicons trouvé chez les
eucaryotes par rapport aux procaryotes compense la lenteur de la synthése de I'ADN. E. Coli a
besoin de 20 a 40 minutes pour répliquer son génome, alors que la drosophile, qui possede 40 fois
plus d’ADN accomplit la méme tache en 3 minutes seulement.

Les amorces d’ARN sont progressivement dégradées par I’action combinée de la RNAse H1 et de
la nucléase Fenl.

L'ADN polymérase & permet de combler les lacunes et I’ADN ligase I de relier les fragments entre
eux.

Pas d'équivalent de séquence ter et de protéine tus des procaryotes.

EXTREMITES DES CHROMOSOMES LINEAIRES ET REPLICATION

Une derniere différence entre procaryotes et eucaryotes concernant la synthese de I'ADN implique
la nature des chromosomes. Contrairement au chromosome circulaire fermé des bactéries, les
chromosomes eucaryotes sont linéaires. Lors de la réplication, ils font face a un probléme au niveau
de leurs extrémités appelées télomeére.

Il est nécessaire de présenter plusieurs caractéristiques de ces télomeéres. Ces structures sont de

longues séries d'une courte séquence répétée d'ADN, liées a des protéines spécifiques, les protéines
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associees aux télomeres. Les télomeres comportent des répétitions en tandem de motifs
({TTAGGG] chez I'homme).

Les télomeres préservent l'intégrité et la stabilité des chromosomes, lls sont essentiels car les
extrémités doubles-brins des molécules d'ADN ressemblent a ce que I'on appelle des cassures
double-brin (CDB) qui apparaissent lorsqu'un chromosome est fragmenté .

De telles extrémités doubles-brins peuvent fusionner avec d'autres extrémités, favorisant des
réarrangements chromosomiques, mais sont susceptibles d'étre dégradées si elles ne fusionnent pas.
I1 semble donc que les télomeéres protegent les extrémités des chromosomes intacts d'un tel destin.
Les téloméres sont extrémement conservés chez les eucaryotes et leur raccourcissement progressif,
qu'il soit normal ou pathologique, est considéré comme un signe majeur de sénescence cellulaire.
Considérons maintenant la réplication semi-conservative aux extrémités d'une molécule d'ADN
double-brin. Alors que la synthese du brin précoce se poursuit jusqu'a I'extrémité du chromosome
tout a fait normalement, une difficulté se pose pour le brin retardé une fois que I'amorce d'ARN est
éliminée.

Normalement, la lacune nouvellement créée devrait étre comblée par addition de nucléotides sur le
groupement 3'-OH fourni par la synthése discontinue. Néanmoins, puisqu'il s'agit de I'extrémité de
la molécule d’ADN, il n'y a pas de brin présent pour fournir un groupement 3'-OH.

Par conséquent, une lacune se maintient sur le brin retardé a chaque cycle de synthése, ce qui
raccourcit théoriquement la fin du chromosome de la longueur de I'amorce d’ARN.

(Matrice du brin retardé)

= : ; 5
(Matrice du brin précoce)
Syntheése d'’ADN
discontinue et continue
( &= w0 % = amorce ARN)
37
5 = S S . 57
= 3
5~
Les amorces ARN sont
supprimées du brin retardé,
créant les lacunes (--a--) et (--b--)
37
== e e . m(---b--2)
5

La lacune (--a--) peut étre remplie
La lacune (—-b--) ne peut étre remplie

37

= - G---b---
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Une unique enzyme eucaryote appelée télomérase ou encore télomere terminale transférase, a
permis de comprendre la solution & ce probleme. Avant de regarder comment cette enzyme
fonctionne en réalité, regardons ce qu'elle accomplit. Comme cela a été indiqué précédemment,
I'ADN telomérique des eucaryotes est toujours constitué de nombreuses répétitions d'une courte
séquence nucléotidique .Par exemple, la matrice produisant le brin retardé a l'extrémité des
chromosomes de Tetrahymena contient de nombreuses répétitions de la séquence 5 '-TTGGGG-3.

La figure illustre la capacité de la télomérase a ajouter plusieurs répétitions de la séquence de six
nucléotides a I'extrémité 3' du brin retardé (par synthese de 5' vers 3'), ce qui empéche le
raccourcissement du chromosome. Ces répétitions se replient sur elles-mémes pour former une
«boucle en épingle a cheveux» stabilisée par des liaisons hydrogene non orthodoxes entre guanines
opposées (G=G), créant ainsi un groupement 3'-OH a I'extrémité de I'épingle a cheveux qui peut
servir de substrat a I'ADN polymérase .Cela rend ensuite possible le remplissage de la lacune. La
boucle en épingle a cheveux peut alors étre clivée a son extrémité et la perte potentielle d'/ADN a

chaque cycle réplicatif est évitée.

(Matrice du brin retarde) T T GGG G C

La 8 lomdcrase e ate
des réEpetitions oe 1.
SECQUIeTIce GGG ana
FOrement e Gpainegte
A chewe e

TT GG OGGOGTTGCGGGG

BEEEED )

GG oo
La facuirns
extensio
i

i
AACCCCA

La lacune est
combiée L"ADN télomerique est

5

3

[

=T

-
sl ()

| A
awrll ()

o (

<
|
-y

— pemt® -

]

0
0

Fépingle est clivée répliqué avec succes

TTGCGGG TTGGGG

HMEEAEREEERERD

AACCCCAAGGGGCG

Une étude détaillée, sur la maniere dont la telomérase de Tetrahymena accomplit cette synthese,
conduisit a une découverte extraordinaire. L'enzyme est tout a fait inhabituelle puisque c'est une
ribonucléoprotéine, contenant un petit morceau d'ARN essentiel a son activité catalytique.

Le composant ARN sert de matrice pour la synthése de son ADN complémentaire, un processus
nomme transcription inverse. Chez Tetrahymena, I'ARN contient plusieurs répétitions de la
séquence 5-CCCCAA-3', complémentaire de la séquence d'’ADN télomérique qui doit étre
synthétisée (5-TTGGGG-3'.

Chez la levure, des protéines spécifiques sont responsables de la terminaison de la synthése,

déterminant ainsi le nombre de répétitions d'unités ajoutées a I'extrémité d brin retardé.
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Des fonctions enzymatiques analogues ont maintenant été décrites chez tous les eucaryotes étudiés.
Chez I'homme Le télomere est une sequence 5’-TTAGGG-3’ répétée quelques centaines de fois
avant le 3’OH final (ne difféere donc de la séquence trouvée chez Tetrahymena que d'un
nucléotide).

La télomérase peut continuer la synthé¢se d’un DNA simple brin.

Cette enzyme comprend un RNA de 450 nucléotides dont I’extrémité 5° terminale est 5°-
CUAACCCUAAC... Cette extrémité sert de modele pour I’enzyme en vue de la synthése de
quelques unités de la répétition TTAGGG.

L *extrémité 3° du brin mode¢le ainsi allongée peut server a la pose d’une amorce nouvelle.
I’extrémité 3’-OH de cette amorce sert alors de point de départ pour la DNA polymérase & pour

synthétiser 1’autre brin.

--GGGTTAGGG(TTAGGG), TTAGGGTT 3’
--CCCAATCCC (AATCCC) AATCCCAA o'

Ielomerase

+» télomérase a ARN possédant
une activité réverse-transcriptase N
DNA r ; <
\.:A \o ‘\\ \\G
& d

Nucleotide

5 1. Appariement de | 'ARN de la
__________ télomérase avec | 'extémité 3’
1
------- S QAAUCCCAAP
3 5
5’ ! 1. Appariement de | '"ARN de la
------------ GGGTTAG GTT 3 télomérase avec | 'extémité 3’
_______ 5 2. Elongation
(AAUCCCAA 3. Translocation
3!
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Nucleotide:

1. Appariement de | 'ARN de la
télomérase avec | 'extrémité 3’
2. Elongation
3. Translocation
4. Formation d 'une structure |
permettant la fixation de
ADN pol . I 'ADN nol
Le prix Nobel de Médecine et Physiologie 2009 est décerné a Elizabeth H Blackburn,
Carol W Greider, Jack W Szostak pour « la découverte du mécanisme de protection
des chromosomes par les téloméres et la télomérase »
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