La réplication de ’ADN
De la molécule au chromosome : assurer la transmission fidele de
I'information génétique

(Belin, Ed.2019,p.20)

1869 o1 isole du noyau des cellules
- une substance appelée nucléine.

: La nucléine est un mélange d‘acide
Années 1900 nucléique et de protéines.

Années 1920

0. Avery montre que cest I'ADN
et non les protéines qui portent
Iinformation génétique.

montre que l'acide nucléique,
ou ADN, est constitué de quatre types
de nucléotides différents.

nargall établit la proportion
des différents nucléotides dans I'ADN :

k'

eA~T et C=G
................................................................ A+T
Années 1930 montre que I'ADN C+G 21
est associé aux chromosomes.
1 I'ADN est une succession de
répétitions du méme tétranucléotide
—A-T=C=G+-A-T-C~=G~A-T-C-G+— |. Watson et r. Crick montrent que

I’ADN a une structure en double hélice.
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2 Dans les chromosomes, ce sont les protéines
qui portent I'information génétique




En1958, Matthew Meselson et Franklin Stahl essayent de comprendre les modalités de la réplication de |’ADN.

Ces deux chercheurs W X X

veulent connaitre O 0 0

le mécanisme qui 0 0 0

permet de doubler L O % " 4 O\ v O N

la quantité d’ADN E) 2 > R . N (\ - g

dans une cellule | ) \ \" \

se préparant a Q \ \’ \’ \2 \

se divisertout en Q ‘\: '\} \} (\ \}

maintenant!’intégrité

de l'information Modele conservatif Modele semi-conservatif Modele dispersif

contenue dans la Ladouble hélice parentale reste ~ Les 2 brins de la double hélice parentale ~ Chaque brin des deux nouvelles

molécule d’ADN. intacte et une seconde copie se séparent et chacun d’eux sert de molécules d’ADN contiendrait un
entierement nouvelle estcréée  modele pour lasynthése d’'unnouveau  mélange de parties préexistantes et

brin complémentaire de parties nouvellement synthétisées

A Les trois hypotheses formulées.

Document 1a : les hypothéses de Meselson et Stahl sur la réplication de 'ADN
{Mannard Fd 2019 n 24\




M. Meselson et F. Stahl réalisent une série d’expériences sur des bactéries, ils utilisent les isotopes lourd (*N) et Iéger (**N)

de I'azote, atome présent dans les nucléotides.
Ainsi, ils peuvent différencier une molécule d’ADN lourde (densité =1,724) de la molécule d’ADN légere (d =1,71)
selon I'isotope incorporé en les placant dans une solution de chlorure de césium de densité moyenne (d=1,72).

o densité
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Document 1b : les expériences de Meselson et Stahl
(Magnard, Ed.2019, p.24)
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Document 2 : résultats des expériences de Meselson et Stahl

Meselson-stahl diagramme d’expérience (DameDeChapeaux)




& Molecule
radioactive

Document 3 : Expérience de Taylor, Wood et Hughes (1957)
(Magnard, Ed.2019, p.25)

schéma d'interprétation 1 schéma d'interprétation 2 schéma d'interprétation 3



Fourches de réplication

FARAE.

S ™

polymeétase
(ADN pal)

ADN
polymesase
(ADN pol)

Sens de progression

de fa séparation
des deux chaines

DDD. chaine nouvellement synthétisée

e chaine de 13 molécule ’ADN de dépant

(Belin, Ed.2019,p.24)

1 Action de I'ADN polymérase
au niveau d'une fourche de
réplication. Les deux chaines de la
double hélice sont séparées. Une enzyme,
IADN polymérase, positionne en face
de chaque nucléotide d'un brinde la
molécule d’ADN a répliquer, le nucléotide
complémentaire. Puis, elle permet d'établir
une liaison covalente entre ce nouveau
nuctéotide et le nucléotide précédent sur
le brin d'ADN en cours de synthése, Les
deux molécules d'ADN synthétisées ont
ainsi la méme séquence que la molécule
de départ. Les deux cellules issues de
la mitose sont donc génétiquement
identiques a la cellule-mére dont elles sont
issues. Elles forment des clones.



Source chaude
dans le parc national de
Yellowstone aux Etats-Unis.
C'est 14, dans des eaux a plus de
70 °C, qu'a été isolée la bactérie
Thermus aquaticus. En 1976, des
scientifiques ont isolé son ADN
polymérase: la Taq polymérase.
Alors que I'ADN polymérase de
la plupart des étres vivants est
détruite au-dessus de 45 “C environ,
la Tag polymérase supporte
une température de 100 °C. La
découverte de cette enzyme a
permis, a la fin des années 1980, la
mise au point d'une technique qui
a révolutionné la biologie: la PCR
(Polymerase Chain Reaction),

Origine et intérét de la PCR :

(Belin, Ed.2019, p.25)
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! tycie
de PR

synthése de 'ADN
par la Taq polymeérase

(Belin, Ed.2019, p.25)

chaque copie
subit un nouveau
cycle de PCR

Le principe de
la PCR. La PCR est fondée
sur le fait quiau-dela d'une
certaine température, qul
dépend notamment de la
longueur de la molécule,
les deux chaines de
['ADN se séparent. Si la
température diminue, elles
s‘associent a nouveau,
Une PCR comprend de 10
a 30 cycles. Pour amplifier
la séquence d'’ADN, on
utilise des fragments
d’ADN dont la séquence
ast connue: les amorces.
Elles permettent de
délimiter la zone amplifiée
et elles sont indispensables
a la polymérase pour
commencer la synthése,
Cette « photocopleuse» a
ADN permet d'obtenir un
grand nombre de copies de
la portion d’ADN comprise
entre les amorces. Elle est
utilisée en routine dans les
laboratoires de biologie et
de police scientifique.
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un cycle : de l'ordre d'une minute
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Les OGM : des organismes trés courants en agronomie.

Un OGM est un organisme dont le patrimoine génétique o
été modifié par transgenése, c'est-g-dire par I'ojout d'un ou
plusieurs génes permettont a l'organisme d’acquérir de nou-
velles caractéristiques (par exemple, le géne de resistance ¢
un herbicide ou @ un parasite). Ces génes ojoutés sont appelés
des transgénes et ont des séquences différentes de I'ADN ce
I'orgenisme receveur.

PRINCIPE

......................................................................................................

P On se propose de détecter la présence
d'un transgéne connu de 750 pb permettant
une résistance @ un antibiotique
chez les plantes.

£ Extraire I'ADN de I'aliment dans lequel
on recherche la présence du transgéne.

#J Réaliser une PCR de cet ADN en utilisant
des amorces spécifiques du transgéene.

£1 Réaliser I'électrophorése des fragments

ADN garanti OGM Aliment  Marqueur
sans OGM certifié atester  de poids
‘ { ' moléculaire

i

clonés par PCR et les comparer a des témoins
positif et negatif.

(Nathan, Ed.2019,p.50)

[
o o )

—|1000pb

<LE® . —| 750.pb

——| 600 pb

4>
Sens de
migration

Résultats de I'électrophorése



La détection d'une mutation par PCR

La mucoviscidose” est une maladie génétique grave due a une
mulation d'un géne bien dentifié ; cette mutation correspond a
une deélétion de trois nucléotides successifs. Un test génétique a
été mis au point permettant de détecter si TADN d'un individu est
porteur ou non de cette mutation :

- on commence par amplifier par PCR le fragment dADN qui
contient |a séquence génétique concernée ;

- les fragments dADN amplifiés sont ensuite dénaturés, ¢'est-a-
dire soumis @ un traitement qui sépare les deux brins de chaque
molécule, Il se reforme ensuite des molécules double brin par
hybridation spontanée. Il peut alors se former des molécules JADN
associant deux brins strictement complémentaires : c'est ce qu'on
appelle des homoduplex. Mais il peut également se former des
molécules dADN constituées d'un brin portant la mutation et d'un
brin ne portant pas la mutation : ce sont des hétéroduplex (A).

Par electrophorése, on peut facilement distinguer les homo-
duplex des hétéroduplex, car ces derniers migrent nettement
moins vite (8).

Trois cas sont possibles :

1: individu homozygote portant ['alléle normal ;

2 : individu homozygote portant l'alléle muté ;

3 : individu hétérozygote.
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allele normal *ﬁq{q mute
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hétdrodupiox
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Mutations de I’ADN et variabilité génétique

Forme tautomere
rare et temporaire

Guanine

a. Complémentarité entre la
cytosine et la guanine

Z

= \“| ADN pafental Sauva e
T Adénine 9
| N
. — ey
| (\f e
‘ ~
| T H"'\N N A
| fFormerare © L [ ) L @ Sauvage
i. de la cytosine Ny i
) G -, Premiére génératlon Deuxiéme génération J
b. Complémentarité entre la forme e e e S ;
tautomere de la cytosine et 'adénine c. Consequences de l apparmon d'une forme tautomere

] I Sauvage

I Muté

Hachette, Ed.2019,p.34)



Schematisation d'un dimére de thymine

Le rayonnement UV peut aussi induire des modifi-
cations de I'’ADN avec la formation de diméres de
thymines par établissement d’une liaison chimique
entre les deux bases de deux thymines adjacentes
sur le méme brin. Un dimere de thymine provoque
I'incorporation d'une guanine a la place de deux
adénines lors de la réplication.

Altération de '’ADN par les rayonnements UV

(Hachette, Ed.2019,p.35)



Les mutations sont a l'origine de la diversité des alleles

mutation

rrrere )

M"-LLI

c

(Bordas, Ed.2019, p.57)

substitution
d'une paire
de nucléotides

délétion
d'une paire
de nucléotides

addition
d'une paire
de nucléotides

1

4

plusieurs alléles

' d'un méme géne



Le systéme de correction des mésapparie-

ments ou MMR (pour « MisMatch Repair »)

répare des mésappariements présents dans
une molécule d'ADN en dehors des périodes
de réplication. Il agit en quatre étapes :

1. Reconnaissance d’'un mésappariement
sur le brin néosynthétisé d'une molécule
d’ADN par la protéine MUT S ;

2. Formation d'un complexe de trois proté-
ines (MUT S, MUT L et MUT H), qui recon-
nait le brin néosynthétisé et le coupe de
part et d'autre du nucléotide mal apparié ;

3. Départ de la portion coupée du brin conte-
nant le nucléotide mal apparié ;

4. Re-synthése de la portion du brin man-
quant par une ADN polymérase.

Mutations et réparation

o Le toux d'erreur global fors de lo réplication de I'ADN et
de lo division celluloire est de I'ordre de 10°° (1 nucléotide
erroné pour 10” copigs), On estime par oitleurs que I'ADN
d'une cellule subit jusqu’a 10° dommages motéculoires
por jour, Or, le toux finol de mutation est bien inférieur.
Il existe donc, dons les cellules, des mécanismes de répa-
ration de I'ADN.

o Ces méconismes reposent sur des enzymes copables de
se fixer 0 'ADN endommagé ¢t de cotalyser les réactions
de réporation

Zoom sur la modélisation
moléculaire de la reconnaissance
par la protéine MUT S (en vert

et bleu) d’'un mésappariement
présent dans une molécule
d’ADN (en rouge)

Source : Nature, 407 (2000)

l crT
| GAAQCACAG

'R&pomton d'une substitution,

(Nathan,Ed.2019, p.73)




Mutation

@

Nouveaux alléles

-+ Maladies
génétiques

-» Nouveaux
caracteres

Lignée germinale

Population cellulaire mutée

-» Mosaique
= Tumeur

Lignée somatique

(Nathan, Ed.2019,p.74)

Mort cellulaire
Ceilule somatique
mulée

| mmk
mutée (ex : spermatozoide)

Ovule

Cellule aeul mutée
} 4’

(Hachette, Ed.2019,p.41)

dans toutes ses cellules

} Mutation non-héréditaire

Mutation
héréditaire



L’histoire humaine lue dans son génome

Premiéres discussions SEESISIstItil Publication de la derniére (€1 (oo ] o1y 11K LA RO I Séquencage du génome
sur le séquencage carte génétique humaine _genes chez I'Homme PEEINEEEIECE RO  Séquencage complet
i 1¢ carte physique du genome
o 1fcarte humaine 1¢ carte physique Début du séquencage Séquencage du @ Sequencage du SEEUINEIRETEEY
génétique humaine | (chromosomesY et21)| humaine compléte du genome humain chromosome 22 B chromosome 21 e

1985 1988 1992 1 995 1 996 1997 1998 1999 2004

Espéces Séquenqage Sequengage Séquencage Sequencage
mopdéles Haemophllus du génome du génome énome Seg)‘lerl\);gge du i?elnome
influenzae de la levure d'un nématode de Ia rosophile rabidopsis thaliana |

Source : ipubli INSERM, 17 (2001)
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Systéme de copie

X Sd L

Nuciéotides non bloquonts : A, T, G, C

u La méthode de Sanger.

Nuciéotide copable
de bloguer I"élongation

Lo synthése de brins
complémentaires des
brins & séquencer
s'effectue dans
chaque tube.

Les brins synthétisés
sont plus ou moins
longs.

Exemple
ovecCetC*

22008

—

Lorsque le nucléotide incorporé est C, I'élongation

continue. Par contre, si c'est le nucléotide C* qui
est incorporé, I'élongation s‘arréte,

(Nathan, Ed.2019,p.84)

Séparation des

électrophorése

Du plus grand

fragments paor

et lecture
de la séquence

v
au plus petit

Nucléotide bloquant
introduit dans le tube

ACGT
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Principe du séquencage "SMRT" A:.schéma du puits enfermant la molécule d'ADN liée a la polymerase;
B: incorporation des bases , illumination et detection du signal ZMW

(https://science.sciencemag.org/content/323/5910/133)
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~—(owant oique  membrane

Séquencage de troisieme génération par nanopore
(Encyclopaedia Universalis France)




La transmission des mutations et l'établissement de parentés

mutation

Somathue
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(Bordas, Ed.2019,p.79)



Le génome d’Homo sapiens révele son origine et les étapes de son histoire

Dénisoviens  mutations + sélections
" "
Néandertaliens ‘

L8
oA
X ¢ 8

h i 1 1 hybridations
migrations ! !+ mutations

Origine ¥y | +sélections
commune > h
africaine migrations hybridations } § | '
Homo sapiens ¥ Ly y '
iR + sélections f
* Origine d'Homo sapiens : africaine hybridations / / /
. . L
ily a 200 000 ans, en Afrique : - '
mutations + selections

» Migrations hors d’Afrique :
a partir de - 100 000 ans environ Humains actuels :
(Bordas, Ed.2019,p.79) 0'1 % de différence



Le génome de chaque individu est une mosaique qui garde les traces de son histoire

s - Apports de
Origine africaine : . ) e s
_ Néandertaliens  Apports de populations sibériennes
100 000 ans
- 50000 ans - 10000 ans

(Moyen-Orient)
route de la soie) -10000 ans

Apports d'Asie .
- 1000 ans \ Apports de populations du Levant
(Huns, Mongols,

Sélection d'alleles avantageux

Apports d’Afrique il e
(lactase = 5 000 ans)

- 1500 ans
(Traites des esclaves, - épidémies
empire musulman) (peste = 1 000 ans)

Exemple de quelques origines possibles des principales composantes d'un génome « Européen »

(Bordas, Ed.2019,p.79)
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