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Avant-propos

La biochimie est la discipline a I’interface de la biologie et de la chimie. Méme si
le terme « biochimie » est apparu au xix® siecle avec la découverte des enzymes par
Anselme Payen ou la description de processus comme la fermentation alcoolique
(Eduard Buchner), on préte a Carl Neuberg sa définition en 1903 ce qui a permis
de placer la biochimie comme une science a part entiere. Carl Neuberg est ainsi
souvent désigné comme le pere de la biochimie moderne. La biochimie est la
discipline scientifique qui étudie la composition de la mati¢re vivante ainsi que
les réactions chimiques permettant le maintien de la vie. Cette discipline peut étre
divisée en trois spécialités qui, combinées les unes avec les autres, permettent de
mieux comprendre les caractéristiques extraordinaires du vivant :

1) la biochimie structurale est consacrée a 1’étude des structures chimiques des
molécules (acides nucléiques, protéines, glucides, lipides, vitamines, ions...) qui
constituent les étres vivants ainsi que leurs fonctions et interactions ;

2) la biochimie génétique (souvent nommée biologie moléculaire) s’intéresse plus
particulierement aux molécules et aux réactions chimiques permettant la transmission
et ’expression du message génétique responsable du maintien des caractéristiques
des organismes au cours du temps et des générations ;

3) la biochimie métabolique, qui inclut la thermodynamique et I’enzymologie, étudie
quant a elle les réactions chimiques aboutissant a la synthese, par les organismes
vivants, des molécules qui les constituent ainsi qu’a la production d’énergie nécessaire
ala vie.

La biochimie est nécessaire dans plusieurs domaines comme la médecine, la diététique
ou I’agronomie, ainsi que I’industrie avec le développement des entreprises de
biotechnologies et leurs apports dans de nombreux secteurs.

Ce manuel développe les concepts fondamentaux de la biochimie a destination des
étudiants au début de leur cursus universitaire. Les trois spécialités de la biochimie
y sont illustrées tout au long des sept chapitres. Les bases de la biochimie structurale
sont illustrées dans les premiers chapitres portant sur les acides nucléiques (chapitre 1),
les protéines (chapitre 2), les glucides (chapitre 3) et les lipides (chapitre 4). Le
chapitre 5 décrit, quant a lui, les bases de la biologie moléculaire. Enfin, les deux
derniers chapitres se focalisent sur la biochimie métabolique : le chapitre 6 apporte
les grands concepts de thermodynamique et d’enzymologie et le chapitre 7 introduit
les grands concepts du métabolisme et de sa régulation.

Ce livre est congu de maniére a vous guider au mieux dans vos apprentissages
(illustrations en couleurs, définitions, focus illustrant des exemples concrets, QCM
et exercices variés avec leurs corrections détaillées).

Cette nouvelle édition de I’ouvrage est enrichie en focus, figures et exercices. Elle
comporte également quelques précisions supplémentaires, notamment sur les
agrégats lipidiques et les coenzymes.

Passionnés par I’enseignement et la biochimie, nous espérons, avec ce livre, vous
transmettre notre passion et vous aider a acquérir des bases solides dans le domaine
de la biochimie qui vous permettront de réussir votre cursus universitaire.
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Mode d’emploi

Ouverture de chapitre

B QCM pour se tester sur les
prérequis de Terminale.

B Un exemple concret pour
introduire le sujet du
chapitre.

B Ce que l'on maitrisera
a la fin du chapitre.

Le cours

M Le cours estillustré par des
figures et de nombreux exemples.

B Les focus développent un sujet
de recherche, une application,
un theme d’actualité.

W Des repéres historiques.

CHAPITRE

Les protéines

Pour bien démarrer

L es mres: 4

Objectifs de ce chapitre

propriétés des chaines latérales des acides a-aminés.
~Savoir calculer e pl (point soélectrique) d'un acide aminé.

états d
fonisables des acides -aminés en fonction du pH,
P .

secondaire, tertiaire, quatenaire).

«
secondare (helces,feuilets boucles, coudes).

CHAPITREZ |

Hlices et autres structures hélicoidales

Figure 2.3

CHAPITRE? | Les protéines

Brins et feuilets b plissés

Figure2.15
B

Boucles et coudes

[2.3] Lasstructure tertiaire des protéines

ain oyt corspond s eplemeon s space

231 Interactions impliquées dansle repliement des protéines
L




En fin de chapitre Exercices

Conigésp. 186
b1
o2

B Unrésumé de ce qu’il faut retenir.

M Les QCM et exercices permettent
de vérifier ses connaissances
et de s’entrainer aux examens.

B Les corrigés sont détaillés
alafindulivre.

Testez-vous

E
dctriqu

Corrigés

6 Masedes ADN e ARN

En fin d’ouvrage

B Une bibliographie.

M Unindex pour retrouver
rapidement les notions
principales.

Bibliographie

Index

Les + en ligne

Retrouvez sur la page dédiée a l'ouvrage sur le site dunod.com :

B Pour les enseignants : une sélection de figures de 'ouvrage pour
projection en cours.




Les acides

nucléiques

Pour bien démarrer

1. Quelle molécule est le support de
l'information génétique chez la
plupart des organismes ?

[a.L’ADN;
[1b. UARN;
[c. Les protéines.

2. Quel autre nom est fréiquemment
attribué a PADN dans les médias ?
[Ja. Le transcriptome ;

[Jb. La double hélice;
[Jc. Les génes.

3. Quesignifie ’'acronyme ADN ?
[T a. Acide désoribonucléique ;
[Ob. Acide désanaribonucléique ;
[ c. Acide désoxyribonucléique.

Objectifs de ce chapitre

Quel processus cellulaire se
déroule de maniére concomitante
alaréplication de ’ADN ?

[Ja. La transcription;

[Jb. La phase S de 'interphase;
[Tc. La phase M de la mitose.
Quelles cellules humaines ne
contiennent plus d’ADN ?

[Ja. Les hématies ;

[b. Les lymphocytes;

[Jc. Les neurones.

Réponses page 185

- Connaitre les propriétés des constituants des acides nucléiques
notamment des nucléotides, ainsi que de la structure de ’ADN et

de ’ARN, et leur diversité.

- Comprendre l'architecture des génomes procaryotes et eucaryotes

ainsi que de la chromatine.

- Savoir distinguer les processus de réplication chez les virus, les
procaryotes et les eucaryotes ainsi que les mécanismes de réparation.
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L’ADN est souvent désigné sur la base de ses caractéristiques ultra-structurales sous le terme
de « double hélice ». Cette structure lui confére une résistance a la dégradation. La double
hélice se caractérise par deux brins complémentaires. Cette complémentarité est aussi a
lorigine des propriétés réplicatives de ’ADN. Elle permet, en effet, une mise en place efficace

de sa réplication, essentielle au cours de la division cellulaire.




CHAPITRE 1 | Les acides nucléiques

E¥ Les acides nucléiques : des polyméres
de nucléotides

Les acides nucléiques portent I’information génétique. Ils sont divisés en deux
grandes familles : les acides désoxyribonucléiques (ou ADN, constitués de dé-
soxyribonucléotides) et les acides ribonucléiques (ou ARN, constitués de ribo-
nucléotides). La prédominance actuelle de ’ADN dans le vivant serait liée a ses
propriétés physicochimiques parmi lesquelles une grande stabilité. Ces polymeres
constitués de monomeres ou nucléotides, eux-mémes constitués de nucléosides,
adoptent des structures 3D particulieres, simple ou double brin.

W James Watson et ’ . , .

Framess crick fment | | 1.1] Nucléosides et nucléotides
les premiers a propo-
ser un modeéle en 3D
de ’ADN en 1953. Sa
structure hélicoidale Les nucléosides sont constitués d’une base azotée et d’un pentose (un sucre, voir chapitre 3).

Définitions

e\xpliq ue sa capacité Les nucléotides sont des nucléosides portant un, deux ou trois groupes phosphate (nucléoside
;’ se repllfquert di I3 ?lr mono-, di- ou tri-phosphate). IIs jouent un role essentiel dans 1’assemblage de polymeres
a comprementartie ¢e d’acide nucléique. Le squelette phosphate chargé négativement permet également une in-

ses brins antisens. Ils ) i d & de la ch i les hist hareé i ;
utilisérent pour par- eraction avec des protéines de la chromatine comme les histones (chargées positivement).

tie les travaux menés
par Maurice Wilkins
(également prix Nobel
en 1962) et Rosalind
Franklin

1.1.1 Les bases azotées

Les acides nucléiques contiennent cinq types de bases azotées réparties en deux

grandes catégories : les purines et les pyrimidines (Figure 1.1) :

o les molécules d’ADN contiennent I’adénine et la guanine (des purines) ainsi que
la cytosine et la thymine (des pyrimidines) ;

o les molécules d’ARN contiennent 1’adénine, la guanine, la cytosine et 1’uracile
(une pyrimidine).

Les bases azotées, les nucléosides et les nucléotides sont synthétisés par la cellule

au cours de processus métaboliques complexes.

(0} (e}
4
NH, |5 3 NH | NH
i K /&
N N O N (0]
NN
</87 | Adénine H H
2
HNg 4 ,C\il/) A) Thymine Uracile
M W O
(0}

Figure 1.1 /N e . | XN Oytosine
Structure des bases g | )\ Guegune /g ©
azotées. A G, CetT N M (@) r:' o
pour ADN; A G, C et

U pour les ARN

’T‘

Purines Pyrimidines
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Figure 1.2

Les structures des
deux pentoses
retrouvés dans les
acides nucléiques

(¢ gauche) et

un exemple de
nucléoside, la
cytidine, association
de la cytosine et
d’un ribose (a droite)

Figure 1.3

Trois
représentations

de nucléotides (en
fonction du nombre
de phosphate)

[} Les acides nucléiques : des polyméres de nucléotides

1.1.2 Structure des nucléosides

Les nucléosides sont constitués d’une base azotée liée de maniere covalente via une

liaison N-osidique (voir chapitre 3) entre 1’'un de ses azotes (N1 pour les pyrimidines

et N9 pour les purines) (Figure 1.1) et le carbone 1” d’un pentose. Il s’agit d’un ribose

cyclisé pour les ARN et d’un 2’-désoxyribose cyclisé pour les ADN (Figure 1.2).
HO— OH exemple de nucléoside

° O. NH.

4 L B-D-ribofuranose
3 2 XN

OH OH Q
HO, !
on N 0
HO:
o o N
p-D-2'-désoxy- Liaison N-osidique
ribofuranose \ OH OH )

OH cytidine

cytosine

1.1.3 Structure des nucléotides

Les nucléotides sont des nucléosides phosphorylés en position 5” du pentose
(Figure 1.3). Trois groupements phosphoryles (-H,PO;) peuvent étre fixés suc-
cessivement. Le premier, le phosphate o, est 1ié¢ au (désoxy)ribose par une liaison
phosphoester, ce qui donne un (désoxy)nucléoside monophosphate (Tableau 1.1). Les
deux suivants, les phosphates 3 ety, sont liés au phosphate précédent par une liaison
phosphoanhydre (liaison entre deux acides avec départ d’une molécule d’eau) ce qui
produit successivement un (désoxy)nucléoside diphosphate et un (désoxy)nucléoside
triphosphate (Tableau 1.1).

N.
O o NH
o g la </ |
’O—ﬁ—O—F‘—O _
o o
o NH
| o | GDP
-0—P—O0,
N 0

8 o NH.
o o o N XN
OH Iy IR la </ | )

-0 —P-—0—P—0—P—0, P

N N
o

1l
dTMP 0

ATP
OH OH

Ces groupements phosphate jouent un role essentiel dans le métabolisme :

o I’ATP ou adénosine triphosphate (Figure 1.3) est la molécule centrale du métabolisme
énergétique. Produite en grande quantité par la glycolyse et la phosphorylation
oxydative mitochondriale (voir chapitre 7), son hydrolyse produit de I’énergie utilisée
lors d’un tres grand nombre de processus cellulaires (transports, traduction...) ;

Un cycle qui change tout

Certains nucléotides peuvent jouer un réle de signalisation. Ainsi 'ATP est
transformé en AMP cyclique (ou AMPc) par les adénylate cyclases. LAMPc lie

la protéine kinase A (un tétramére, donc composé de quatre sous-unités) au o )
niveau de ses deux sous-unités régulatrices ce qui provoque la libération et 0\
l’activation de deux sous-unités catalytiques a l'origine d’un grand nombre o=P—0 OH
de cascades de phosphorylation. b




CHAPITRE 1 |

La thymidine n’exis-
tant dans la nature
que sous la forme
désoxy, on omet tres
souvent cette préci-
sion (thymidine =
désoxythymidine).

Les acides nucléiques

o la polymérisation des molécules d’acides nucléiques (au cours de la réplication ou
de la transcription) est rendue possible par la rupture des liaisons phosphoanhydres
des nucléosides triphosphates.

En résumé, le tableau 1.1 présente les correspondances entre base azotée, nucléo-
side et nucléotide.

Tableau 1.1 Correspondances entre bases azotées, nucléosides et nucléotides

Base azotée Nucléoside (base azotée Nucléotides = nucléosides

+ (désoxy)ribose) 5’-mono-, di- et tri-phosphates
ADN (Acide DésoxyriboNucléique)

Adénine (A) Désoxyadénosine dAMP, dADP, dATP

Guanine (G) Désoxyguanosine dGMP, dGDP, dGTP

Cytosine (C) Désoxycytidine dCMP, dCDP, dCTP

Thymine (T) Désoxythymidine dTMP, dTDP, dTTP

ARN (Acide RiboNucléique)

Adénine (A) Adénosine AMP, ADP, ATP

Guanine (G) Guanosine GMP, GDP, GTP

Cytosine (C) Cytidine CMP, CDP, CTP

Uracile (U) Uridine UMP, UDP, UTP

Structure générale des acides nucléiques

La structure des acides nucléiques repose sur deux types de liaisons essentielles :
1. la liaison phosphodiester qui permet la formation des polynucléotides ;

2. pour les formes double brin, les liaisons d’appariement entre bases azotées
des deux brins (liaisons hydrogene).

1.2.1 Laliaison phosphodiester et l'orientation
des polynucléotides

La liaison phosphodiester relie deux nucléotides successifs dans un polymere de
nucléotides, c’est-a-dire un polynucléotide. Ainsi, le groupement hydroxyle en posi-
tion 3" du pentose d’un nucléotide n est relié au groupement hydroxyle en position 5’
du pentose d’un nucléotide 7 + 1 via un groupement phosphate (Figure 1.4). On parle
alors de polynucléotide qui posséde une orientation repérée a I’aide des extrémités
5’-phosphate et 3’-hydroxyle libres. Par convention, 1’écriture de la séquence des
acides nucléiques ou polynucléotides se fait dans le sens 5 — 3’. Au cours de la
synthese des polynucléotides, le squelette phosphate-ose se forme par polymérisation
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Figure 1.4
Positionnement

de la liaison
phosphodiester
(fleches vertes) dans
un polynucléotide
(ADN). En jaune,

les positions
5’-phosphate
et3’-OH libres.

Les phosphates
sont chargés
négativement au pH
physiologique

Figure 1.5

Les appariements
Watson-Crick ou
paires de bases de
[ADN A-T et G-C

[} Les acides nucléiques : des polyméres de nucléotides

de dNTP (désoxynucléosides triphosphates) ou NTP (nucléosides triphosphates) qui
apportent 1’énergie de liaison grace a I’hydrolyse des liaisons phosphoanhydres de
leur queue triphosphatée, réactions respectivement catalysées par des ADN ou ARN
polymérases (voir § 3 et chapitre 5).
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1.2.2 Lappariement des bases dans [’ADN double brin

L’ADN est majoritairement rencontré dans la nature sous la forme d’une molécule
double brin. L’ association des deux brins permet la formation d’une double hélice
par des « appariements Watson-Crick » entre adénine et thymine (deux liaisons
hydrogene) et entre guanine et cytosine (trois liaisons hydrogene) (Figure 1.5).
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Définition

La liaison hydrogene est une force entre un atome d’hydrogéne et un atome électronégatif
(oxygene, azote). Son énergie d’interaction est plus faible que celle d’une liaison covalente.
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Les acides nucléiques

Exemple d’application — Quelle est la séquence d’ADN complémentaire de
ACGACGTA ?

Raisonnement. On sait que, par convention d’écriture, cela correspond a :

5’ -ACGACGTA-3’ (brin 1)
Du fait de la complémentarité des bases, en face d’une adénine (A) se trouvera une thymine
(T), en face d’une guanine (G) se trouvera une cytosine (C). De plus, les deux brins d’une
molécule d’ADN double brin sont anti-paralleles, ¢’est-a-dire que I’extrémité 5’ d’un brin
fait face a I'extrémité 3’ de I’autre brin. Le brin 2 complémentaire au brin 1 aura pour
séquence et orientation :
Séquence du brin 1 : 5’ -ACGACGTA-3"
Séquence complémentaire, brin 2: 3’ -TGCTGCAT-5"
C’est-a-dire, écrit de maniére conventionnelle : 5’ =TACGTCGT-3 ", soit TACGTCGT

Réponse : la séquence complémentaire de ACGACGTA est TACGTCGT

Pourrait-on recréer des dinosaures grace a de ’ADN fossile comme dans
Jurassic Park ?

A la fin des années 1980, des chercheurs ont utilisé la technique de la PCR (Polymerase
Chain Reaction) pour amplifier des ADN fossiles. A 'époque, les premiers échantillons
analysés provenaient d’hominidés (momies, néanderthaliens). Un grand nombre d’études
menées sur ’ADN fossile se sont toutefois avérées décevantes du fait de problémes de
contamination. De nouvelles techniques de séquencage ont permis de limiter ces risques et
ont par exemple démontré la présence d’ADN néanderthalien dans ’ADN d’Homo sapiens,
accréditant la these de croisements entre ces deux genres. Ces techniques d’analyse de
’ADN interpellent le grand public sur la possibilité de « recréer » des dinosaures. Ceci est
toutefois impossible car les derniers dinosaures ont disparu a la fin du Crétacé (66 millions
d’années), date trop lointaine pour que leur ADN ait pu étre conservé.

1.2.3 Ladouble hélice d’ADN

Les appariements Watson et Crick permettent la formation d’une structure par-
ticuliere antiparalléle (un brin dans le sens 5 — 3’ avec un brin 3" — 5), la
double hélice. I existe différentes formes d’ADN appelées A, B et Z. La forme
B est la forme la plus abondante dans la nature. Dans cette forme, les deux brins
s’enroulent autour d’un axe et forment une hélice en partie irréguliere car consti-
tuée de petit et de grand sillons (Figure 1.6). Le grand sillon est plus accessible
aux protéines qui interagissent avec ’ADN comme les facteurs de transcription.
Dans cette structure, les désoxyriboses phosphates sont exposés a I’extérieur de
la molécule lui conférant une certaine polarité et une charge négative (propriété
utilisée lors d’une électrophorese, technique permettant de séparer des molécules
dans un champ électrique). Les bases azotées appariées sont a I’intérieur de la
double hélice et les paires de bases (pb) sont perpendiculaires a I’axe de I’hélice
(10 paires par tour environ).
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Figure 1.6

La double hélice
dADN (forme B) avec
les appariements
complémentaires
de type Watson-
Crick entre les
brins antiparalléles
laissant apparaitre
les petit et grand
sillons

Figure 1.7

Un exemple de
repliement d’une
molécule d’ARN
simple brin sous

la forme d’une
structure a boucles
multiples

[} Les acides nucléiques : des polyméres de nucléotides

Axe de symétrie

pas de I'hélice
340 nm

ADN double-brin

La double hélice peut étre dénaturée, c’est-a-dire que les liaisons hydrogene entre
ses deux brins peuvent étre rompues, par des traitements chimiques (soude) ou par
la chaleur. La dénaturation thermique peut étre réversible. Cette derniére propriété
est d’ailleurs mise a profit lors des réactions de polymérisation en chaine (ou PCR,
Polymerase Chain Reaction).

1.2.4 |esARN

Les acides ribonucléiques existent sous forme mono- ou bi-caténaire (un ou deux
brins). Les exemples les plus classiques d’ARN monocaténaires sont les ARN
messagers, ribosomiques ou de transfert (voir plus loin). Le matériel génétique des
virus, comme les rétrovirus, est parfois un ARN simple brin (en nombre d’exem-
plaires variable). Les ARN bicaténaires se rencontrent par exemple chez les virus
comme les rotavirus a I’origine des gastro-entérites.

La forme simple brin n’empéche toutefois pas une structuration tridimensionnelle.
En effet, la présence de séquences répétées inversées au sein d’un brin d’ARN
conduit a des appariements de type Watson-Crick (A-U ; G-C) localisés et ainsi
a des repliements du monobrin d’ARN sous la forme d’une structure a boucles
multiples (Figure 1.7). Ces repliements conferent des propriétés particulieres a
ces ARN et contribuent a leur stabilité dans la cellule ainsi qu’au processus de
traduction (utilisation d’ARN ribosomique et d’ARN de transfert, voir chapitre 5).

Boucle terminale

Séquences répétées inversées Boucle terminale

—!:l—:l—:l—:j!;l:l—t:lj!j—_l—!:l—:l— |:: Boucle multiple

Hernie

Boucle interne

Il existe différentes catégories d’ARN :

o les ARN ribosomiques (ARNr) représentent environ 80 % des ARN totaux
cellulaires. D’une longue durée de vie et d’une taille comprise entre 120 et

m
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5 000 bases, ils interviennent principalement dans la structure du ribosome (voir
chapitre 5). Chez les eucaryotes, quatre types d’ARNr sont synthétisés dans le
noyau. L’ARNT 58S est synthétisé par ’ARN polymérase III. Les trois autres ARNr
(28S, 18S et 8S) sont synthétisés dans le nucléole (un sous-compartiment du
noyau) par ’ARN polymérase I. Chez les procaryotes, les équivalents sont les
ARNr 23S, 16S et 5S synthétisés a partir d’un pré-ARNr unique ;

les ARN de transfert (ARNt) représentent 10 a 15 % des ARN totaux cellulaires.
Leur taille est assez courte (entre 74 et 95 bases) et ils forment tous une structure
3D caractéristique (Figure 1.8) avec un certain nombre de bases modifiées (pseudo-
uridine, méthyl-guanine...) qui résultent de modifications post-transcriptionnelles
(c’est-a-dire ayant lieu apres la synthese de ’ARNt). L’ARNt se caractérise par son
anticodon ainsi que par son association avec un seul acide aminé (par exemple, la
méthionine dans la figure 1.8 : codon AUG et anticodon CAU). Ils interviennent
dans le processus de traduction en apportant au ribosome les acides aminés a
polymériser en chaine polypeptidique en fonction du code génétique (voir chapitre 5) ;

@

ARNt & Bras «T» 3
méthionine c -
5 A N
G-C s
G-C 4
a - NH
U-A - A
A-U Bras «T» Bras « D » _ Adénosine
Bras«D» C°€ « terminale N o
45U URa </ |
poa, &7 HEeEe” —o g
LT O NN
AGAGCH U
DD C*GGC‘;‘JG
& O O OH
Cc-G
Aiq’ I
g tGAA 4 HN R Acide aminé
aciCp U Anticodon ——
. Structure 2D Structure 3D
Figure 1.8
Structure d’un ARN Modifications post-transcriptionnelles présentées :
de transfert en forme ¥ : pseudouridine ac4C : acétylcytidine  t6A : thréonylcarbamoyladénosine
de tréfle mG : méthylguanosine  4sU : thiouridine

o les ARN messagers (ARNm), peu abondants en proportion (5 % des ARN

Contrairement 2
I’ADN, I’ARN se
dégrade facilement
lors de sa purifica-
tion a partir de cel-
lules ou de tissus. I1
est donc nécessaire
pour le préparateur
de porter des gants
car la peau est cou-
verte de RNAses
(ribonucléases,
enzymes qui hy-
drolysent les ARN).

m

cellulaires), sont le produit de la transcription d’un géne a partir de ’ADN. Leur
variété est donc immense. Leur durée de vie est extrémement variable (quelques
minutes a plusieurs jours). Certains ARNm ne s’expriment que dans un seul type
cellulaire. Chaque ARNm comporte trois régions : en 5’ et en 3, deux régions
non traduites (5'- et 3-UTR, UnTranslated Region), encadrant le cadre ouvert
de lecture (Open Reading Frame ou ORF, voir chapitre 5) ;

o d’autres catégories d’ARN représentent une faible proportion des ARN totaux

(< 1%). Certains jouent pourtant un role crucial pour la cellule. Ainsi, les
microARN régulent négativement la traduction des ARN messagers. Les SnARN
(small nuclear ARN) sont essentiels a 1’épissage en formant notamment le
splicéosome (voir chapitre 5). Il existe également des ARN jouant des rdles
régulateurs (comme les microARN précités ou les IncARN, long non coding).
Certains ARN jouent aussi un role catalytique.
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B} Larchitecture des génomes procaryotes et eucaryotes

Les ribozymes : les premiéres enzymes ?

Les ribozymes sont des acides ribonucléiques qui sont capables de cataly-
ser des réactions chimiques comme les enzymes (d’ou leur nom, mot-valise
suggérant une fusion entre acide ribonucléique et enzyme). Cette capacité
catalytique (impliquant donc une préservation de l'intégrité de la molécule
d’ARN apres réaction) est intimement liée au repliement de ces acides ribo-
nucléiques particuliers, conduisant a une structure en trois dimensions dans
l’espace. Leur découverte remonte aux années 1980 par Sidney Altman et
Tom Cech. Il existe des ribozymes particuliers comme le ribosome dont la partie catalytique est compo-
sée uniquement d’ARN ou le splicéosome. Leur découverte a soulevé ’hypothése du « monde a ARN ».

B] Larchitecture des génomes procaryotes
et eucaryotes

[2.1] Le nucléoide bactérien

Le nucléoide est une région du cytoplasme des bactéries contenant le chromosome bactérien
(ADN en général circulaire double brin chez une majorité de procaryotes) compacté par
I’action de protéines. Cette région n’est pas délimitée par une membrane (contrairement aux
eucaryotes qui possedent un noyau). Cet ADN est toutefois rendu compact par un mécanisme
dit de super-enroulement ; sa longueur varie en fonction du type de bactéries mais atteint
souvent plusieurs millions de paires de bases. Certaines bactéries présentent parfois plusieurs
copies. Il peut parfois étre appelé génophore.

[2.2] Lachromatine eucaryote - organisation
du génome nucléaire

Définitions
La chromatine est une structure nucléaire spécifique des eucaryotes qui peut étre sous forme

compactée (Figure 1.9) ou décompactée. Deux catégories de protéines participent a la com-
paction de ’ADN : les histones et les non-histones.

L’ADN eucaryote est associé a des histones sous forme de nucléosomes. Le nucléosome est
un complexe globulaire composé de quatre paires d’histones (2A, 2B, 3, 4) autour duquel
s’enroulent 146 paires de bases d’ADN. Il constitue le premier niveau de compaction de la
chromatine et se répartit sur I’ensemble de I’ADN (a I’exception de ’ADN mitochondrial).
Des niveaux de compaction supérieurs existent (§ 2.2.2).

Des protéines structurales (NAP ou Nucleoid-Associated Proteins) s’associent au
nucléoide et le compactent en formant des super-enroulements. Les machineries
protéiques de réplication et de transcription contribuent aussi a cette compaction.

H
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Figure 1.9
Schéma illustrant
l'architecture d’un
chromosome

Les acides nucléiques

La chromatine forme des chromosomes compacts lors de la mitose. Ceux-ci
comportent des télomeres (ou extrémités protectrices) et un centre appelé centro-
mere (Figure 1.9). Apres réplication, un chromosome est ainsi constitué de deux
chromatides associées entre elles par un centromére constitué de nombreuses
séquences répétées.

Chromatide_2 (ﬂomatide 1

Télomeres Centromére

2.2.1 Lesséquences répétées

Le génome humain (3 milliards de paires de bases ou pb) ne contient que 2 % de
séquences codant des protéines. La majorité des génomes contiennent en effet des
séquences répétées, classées en différentes catégories :

o les séquences hautement répétées (10 % du génome) ou satellites, réparties en
microsatellites (1-4 pb), mini-satellites (5-16 pb) ou satellites (171 pb). Micro- et
mini-satellites constituent des marqueurs utiles en criminologie ;

o les séquences moyennement répétées qui couvrent 50 % du génome humain ;

o les génes multi-copies dont le nombre de copies peut aller jusqu’a 1 000 par
cellule. Les plus connus sont les génes des histones répétés plus de 10 fois
chacun et les genes des ARN ribosomiques et de transfert (disposés en tandem).

Lutilisation de ’ADN dans les enquétes

La nature des séquences répétées fait que ’ADN polymérase (§ 3.1) commet des erreurs
de réplication, créant de fortes variations interindividuelles ou polymorphismes vis-
a-vis du nombre de répétitions de chaque satellite. Chaque individu se caractérise donc,
pour chaque satellite, par un nombre de répétitions donné : c’est son empreinte ADN.

A laide de prélévements biologiques (salive, sperme), la détermination d’une carte
génétique par individu (donnant un nombre de répétitions spécifique par satellites) est
possible. En France, on mesure la taille de 13 régions (ou loci). Quand deux empreintes
ADN correspondent, la probabilité de se tromper est de 1 sur 108,

m

2.2.2 Hétérochromatine et euchromatine

La chromatine peut aussi se définir structurellement du fait de sa coloration plus
ou moins sombre lorsqu’elle est visualisée au microscope. Ainsi, on distingue :

o une hétérochromatine foncée, qui correspond a des régions chromosomiques
fortement condensées et, par conséquent, peu actives sur le plan transcriptionnel.
Elle se caractérise souvent par une méthylation de ’ADN au niveau des cytosines.
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EJ La réplication

Elle peut étre constitutive (c’est-a-dire constante, par exemple dans les zones
centromériques et télomériques) ou facultative (c’est a dire transitoire et donc
susceptible de devenir de I’euchromatine) ;

¢ une euchromatine correspondant aux zones de chromatine peu compactes
et actives sur le plan transcriptionnel. Elle se caractérise par un niveau de
méthylation de ’ADN faible.

2.2,.3 Super-enroulements du génome eucaryote

Du fait de sa compaction, ’ADN génomique nucléaire forme des enroulements
(Figure 1.10), par exemple lors des processus de réplication et de transcription,
qui nécessitent parfois 1’intervention d’enzymes permettant le relachement des
tensions : les topoisomérases.

Figure 1.10
Quelgues exemples
de super-
enroulements de
[ADN (attention, chez
['étre humain [ADN

génomique n'est pas QRN
circulaire) Relaché Surenroulement Caténation Neeud

2.2.4 Lesgénomes mitochondriaux et chloroplastiques

Le noyau n’est pas le seul compartiment cellulaire contenant de ’ADN. A titre
d’exemple, la mitochondrie possede, chez 1’étre humain un ADN fonctionnel cir-
culaire de 16 kpb (kilo paires de bases) codant certaines des protéines de la chaine
respiratoire, des ARNr et ARNt (ce qui permet de réaliser une traduction intra-
mitochondriale). Dans les chloroplastes des végétaux, I’ADN, lui aussi circulaire,
fait environ 150 kpb et code de nombreuses protéines photosynthétiques.

EJ La réplication

La division cellulaire est un processus qui permet d’assurer la prolifération des
cellules en vue de la formation d’un organisme ou du renouvellement d’un tissu.
Elle est intimement associée a la réplication de ’ADN qui se déroule au cours de
la phase S (synthése) de I'interphase.

Mécanismes moléculaires

La réplication de I’ADN est la formation, a partir d’'une molécule double brin,
de deux molécules double brin identiques. Au cours du processus, ’ADN subit
une séparation des deux brins. Ceci permet la synthése, sur chaque brin séparé,
d’un brin de séquence complémentaire et d’orientation antiparalléle, dans le
sens 5 — 3. On parle ainsi de mode de réplication semi-conservatif (démon-
tré en 1958 par Meselson et Stahl). L’enzyme clé de la réplication est I’ADN

m




CHAPITRE 1 |

Figure 1.11
Réaction catalysée
par [ADN
polymérase
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W Structure du
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Figure 1.12
Représentation de
['ceil de réplication

avec les deux
fourches de
réplication

’7‘

Les acides nucléiques

polymérase qui synthétise le brin complémentaire au brin matrice par 1’incor-
poration de dNTPs : ainsi, I’extrémité 5’-triphosphate de chaque nouveau dNTP
incorporé forme une liaison phosphodiester avec 1’extrémité 3’~OH du brin en
cours de synthese (Figures 1.4 et 1.11). Le dNTP complémentaire a la base en
regard du brin matrice est incorporé grace a I’énergie apportée par 1’hydrolyse
des liaisons phosphoanhydres (le ANTP incorporé perd ainsi deux groupements
phosphate). Cette activité nécessite la présence d’ions Mg** comme cofacteurs
qui se fixent sur les groupes phosphate des dNTP en cours d’incorporation et de
’ADN comme matrice.

Brin matrice
3 i i 5

o g]»o@ o-®

-

Dans le cas ou le nucléoside triphosphate est didésoxy en position 2’ et 3°, son
incorporation bloque la poursuite de la réplication. Il n’y a plus de fonction alcool
libre en position 3’ pour fixer un nouveau nucléotide. Cette propriété est utilisée
dans certaines méthodes de séquencage de I’ADN.

La direction de I’incorporation se fait dans le sens 5" — 3’ du brin néosynthétisé.
Celle-ci nécessite une décondensation initiale de ’ADN qui permet a ’ADN
polymérase d’accéder au brin matrice, lu dans le sens 3" — 5" (Figure 1.12). Cette
zone de décondensation est appelée il de réplication eu égard a sa structure
particuliere.

Origine

Fourche
de réplication

Fourche
de réplication

Lors de I’ouverture de 1’ceil de réplication, un des brins matrice peut étre lu sans
discontinuité et produire en continu le brin néosynthétisé d’ADN. En revanche le
second brin matrice est découvert au fur et a mesure de I’ouverture de la fourche
de réplication, et conduit a une synthese alternant pauses et polymérisations
fragmentées (Figure 1.13). Au niveau de chaque fourche, sont donc observées
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Figure 1.13
Représentation
détaillée d’une

fourche de
réplication montrant
a la fois la synthese
continue (brin rapide)
et discontinue (brin
lent impliquant
plusieurs fragments)

EJ La réplication

une synthese continue (brin rapide) et une synthese discontinue (brin lent) aussi
appelée fragments d’Okazaki. Un autre élément essentiel a prendre en compte est
la synthése d’amorces ARN qui fournit les 3’~OH libres nécessaires au démarrage
de ’ADN polymérase pour les synthéses continue et discontinue (Figure 1.13). Les
amorces ARN sont éliminées avant liaison des différents fragments, par I’activité
exonucléasique de ’ADN polymérase.

3" Brin rapide

Fourche

de réplication #£7" " "ADN néosynthétisé

Amorces ARN
K‘/synthétisées par la
$ primase
Fragment

O\, d'Okazaki
5

ADN matrice T

Progression
de la réplication

Brin lent/retardé

Les réplications procaryotes et eucaryotes partagent donc des mécanismes généraux
communs (utilisés dans la technique de séquencage qui permet de déterminer la
séquence de molécules d’ADN) mais compte tenu de leur organisation génomique
particulicre, des différences marquées existent.

La réplication procaryote

L’organisme procaryote modele est Escherichia coli. Son génome comprend
une seule molécule d’ADN double brin circulaire : le chromosome bactérien. La
réplication débute au niveau de sites particuliers de 245 pb appelés Ori (pour
Origine de réplication) dont le nombre est variable (un seul site chez E. coli). Un
complexe multi-protéique, le réplisome, s’organise au niveau de 1’Ori autour d’une
protéine appelée chargeur de clamp : il comprend 1) une hélicase qui rompt les
liaisons hydrogene entre les deux brins d’ADN et crée la fourche de réplication,
2) une primase qui synthétise les amorces ARN, 3) deux ADN polymérases (une
pour chaque synthese continue et discontinue) associées a des clamps stabilisateurs
(Figure 1.14).

Les bactéries expriment jusqu’a cinqg ADN polymérases (I-V) aux fonctions plus
ou moins redondantes. La principale enzyme chez les procaryotes, I’ADN poly-
mérase III posseéde aussi une activité de correction (ou exonucléasique 3" — 5')
permettant d’éliminer un nucléotide mal incorporé, ce qui arrive environ une fois
tous les 100 000 nucléotides. Avec cette correction, le niveau d’erreur est limité
a 1 nucléotide tous les 10 millions. Sa vitesse de réplication (processivité) est de
I’ordre de 1000 nucléotides par seconde.

m
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Figure 1.14
Le réplisome

ADN néosynthétisé ADN polymérase

Chargeur de clamp _— Réplisome

Clamp ouvert Il

Amorce ARN ADN matrice

Hélicase

< Primase

Fragments d’Okazaki

Enfin, les fragments discontinus sont transformés en un unique fragment continu :
les amorces ARN sont dégradées par ’ADN polymérase I dans le sens 5" — 3" qui
les remplace par des fragments d’ADN complémentaires a la matrice. Les fragments
d’ADN discontinus sont ensuite liés entre eux par une ligase.

13.3] Laréplication eucaryote

Quelques caractéristiques la distinguent de la réplication procaryote :

¢ le nombre d’Ori est beaucoup plus grand car les chromosomes eucaryotes
sont plus grands que le chromosome bactérien. Les complexes ORC (Origin
Recognition Complex) fixent et ouvrent les Ori ;

e contrairement a la réplication bactérienne, les processus de synthese continue et
discontinue sont assurés par des complexes différents (mais se déroulent quand
méme en méme temps) ;

 trois ADN polymérases interviennent : y (dans la mitochondrie), 8 et €. Ces deux
derniéres enzymes possédent une activité correctrice exonucléasique 5" — 3" ;

o des mécanismes particuliers se mettent en place pour répliquer les extrémités
(ou télomeres) ainsi que pour assembler les fragments d’Okazaki successifs.

La réplication virale

La réplication virale suit les mémes mécanismes que les réplications bactérienne
et eucaryote. Le virus utilise en général la machinerie de la cellule qu’il infecte.
Le génome viral est constitué d’ADN ou d’ARN : ainsi pour le VIH, virus 8 ARN
simple brin, le virus se lie a ses cellules cibles par le biais d’un récepteur exprimé
a la membrane de ces dernicres. Internalisé, il libére son génome viral qui subit
une transcription inverse (ou rétrotranscription) en ADN double brin puis est
intégré au génome de I’hote (et peut ainsi s’y répliquer si la cellule se divise). La
transcription de cet insert fournit de nouvelles molécules d’ARN, alors utilisées en
tant que génome viral (Figure 1.15).
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Le mécanisme de transcription inverse a été détourné en biotechnologie pour pro-
duire de ’ADN complémentaire (ADNCc) a partir d’ARN, utilisé dans nombreuses
applications (PCR, séquencgage...).

[3.5] Mécanismes de réparation

L’ADN est fréquemment endommagé, par exemple au cours de la réplication ou
par des attaques de natures diverses comme la production d’especes réactives de
I’oxygene, des polluants, des rayonnements ultra-violets ou ionisants. .. En fonction
de la nature de la 1ésion, le mécanisme de réparation n’est pas le méme et n’implique
pas la méme batterie de protéines. Le tableau 1.2 rassemble de maniere synthétique
ces correspondances.

Tableau 1.2 Correspondances entre nature de la lésion et de la réparation

Nature de la lesion Nature de la réparation
Réparation directe Diméres de T, 6-O-méthyl-G Réversion de la lésion
Réparation par excision de base Base anormale (U, T-glycol...) F;Zﬂ‘ﬂgfggg 2 t
Réparation par excision de nucléotides Lésions étendues sur un brin Segment de brin
Réparation des mésappariements Erreurs de réplication Segment de brin
Réparation par recombinaison Cassures double-brin Flosiaplie o1l

chromosome intact

Jonction d’extrémitées non homologues Cassures double-brin Suture du chromosome






