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“ e Réplication de I’ADN et cycle cellulaire
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“ e Réplication de I’ADN et cycle cellulaire

La réplication Intervient dans la phase S du cycle cellulaire
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= reeicaton - Nature du mécanisme

Depuis Watson et Crick (1953), on sait que I'’ADN est une molécule formée de deux brins antiparalléles,
formant une double hélice. Des leur publication originale sur la structure de I’'ADN, Watson et Crick ont
proposé que cette double hélice puisse s‘ouvrir, permettant ainsi la synthese de nouveaux brins,
complémentaires des brins originaux.

I. PRINCIPES
GENERAUX

LADN peut ainsi servir de matrice a sa propre réplication, étape essentielle du cycle cellulaire. Cette
duplication de 'ADN (et donc des chromatides) permet de passer de chromosomes a une chromatide a
des chromosomes possédant deux chromatides identiques, portant la méme information génétique.
Lors de la mitose, ces deux chromatides sont réparties, chaque cellule-fille héritant d’'une chromatide de
chaque chromosome. On obtient ainsi deux cellules possédant la méme information génétique que la
cellule-mere.

Le probleme qui se posait était alors de comprendre comment se réalisait cette réplication :
selon quelles modalités passe-t-on d’une molécule d’ADN formée de deux brins a deux
molécules d’ADN bicaténaires identiques ?

N. DUBOIS
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_ Plusieurs hypothéses sur le processus de doublement de la quantité d’ADN

Dans les années 1940-1950, on s'est demandé comment fonctionnait la réplication.

De maniére évidente, la production de deux molécules filles d’ADN identiques

supposait l'utilisation de la molécule mére comme matrice mais trois modéles

pouvaient alors étre envisagés

* Soit la molécule mére est intégralement conservée et une molécule fille est
complétement néosynthétisée : c'est le modéle conservatif.

INTRODUCTION

I. PRINCIPES * Soit chaque molécule fille comprend un brin hérité de la molécule mére et un
GENERAUX brin néoformé : c'est le modéle semi-conservatif.

* Soit chaque molécule fille comprend aléatoirement des trongons hérités de la

molécule mére et des trongons néoformés : c'est le modéle dispersif.
II. LES ACTEURS
DE LA Modéle conservatif Modéle semi-conservatif Modéle dispersif
REPLICATION
ADN de la ADN de la
cellule initiale ADN de la g

1. LES collule initiale cellule initiale

MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION
A

7\ N\ "
3 B

A, B, C ADN des cellules filles | ApN parental ADN néosynthétisé

N. DUBOIS



La réplication
de '’ADN

INTRODUCTION

I. PRINCIPES
GENERAUX

Il. LES ACTEURS
DE LA
REPLICATION

Il. LES
MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION

N. DUBOIS

Nature du mécanisme

Les Américains Matthew S. MESELSON (1930) et Franklin W. STaHL (1929)
cherchent a trancher entre ces trois modéles en 1958.

Matthew MESELSON & Frank STaHL en 1957 et quelques décennies plus tard.

http://html.rincondelvago.com/replicacion-de-adn_1.html et

https://densitymattersblog. wordpress.com/matthew-meselson-franklin-stahl/
(consultation décembre 2016)
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Cette expérience a pu étre réalisée grace a plusieurs mises au point techniques :

INTRODUCTION

I. PRINCIPES

GENERAUX o Meselson et Stahl mettent au point une technique dobtention d'un gradient de
densité par centrifugation.

Il. LES ACTEURS En utilisant du chlorure de césium de densité moyenne 1,72, ils obtiennent, apres

DE LA 24 h de centrifugation a grande vitesse, un gradient de densité d’environ 1,70 & 1,75.

REPLICATION Cette gamme englobe la densite de 'ADN (1,710).

Il. LES o lls cultivent les bactéries dans un milieu dont les substances organiques utilisées

comme source d'azote contiennent de l'azote lourd ('°N). Au cours de la culture,

MECANISMES DE
LA REPLICATION

toutes les molécules azotées et en particulier 'ADN contiennent une forte proportion
d'azote "°N.

CONCLUSION L'ADN « lourd » a une densité de 1,724 et peut étre distingué de I'ADN « léger » (1,710).

o [ls mettent au point une methode qui permet de synchroniser pendant quelgues

générations la division des bactéries.

N. DUBOIS
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Des bactéries cultivées depuis longtemps en présence de molécules azotées N sont

repiquées sur un milieu contenant des molécules azotées N et permettant la
synchronisation des divisions. Des fractions sont prélevees apres difféerents temps
correspondant a 1, 2, 3... divisions. LUADN est extrait, place dans la solution de chlorure de
césium et centrifuge 24 h a 100 000 g. La position des ADN est repérée par une mesure de

la densite optique.
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Figure b - Représentation schématique de la population de fragments d’ADN au cours des générations

A

Au début de I'expérience tout 'ADN des bactéries est formé de deux brins d'ADN lourd (rouge).

A la premiére génération, aprés une réplication en milieu contenant "N, tout 'ADN est « hybride » et constitué
d’un ancien brin « lourd » ("°N, ici en rouge) et d’un nouveau brin « léger » (**N, ici en bleu).

A la deuxiéme génération la moitié des fragments d’ADN est hybride (un ancien brin rouge et un nouveau brin
bleu) et I'autre moitié de I'ADN est constitue de deux nouveaux brins légers (deux brins bleus).

En conclusion, seul le modele semi-conservatif permet d’aboutir a une concordance entre résultats
attendus et résultats observés. Lexpérience de Meselson et Stahl permet donc de mettre en évidence
le fait que la réplication de I'ADN se réalise selon un mode semi-conservatif.

Cette conclusion a été depuis confirmée par des études plus précises, pour aboutir au modele actuel de
fonctionnement de la réplication.
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La réplication est un mécanisme

John Carns. http//library cshl.eduloralhistoryitopic/cshljohn-caims/
(consultation décembre 2016)

Pour visualiser au microscope électronique a transmission le déroulement de la
réplication de I"ADN, CarRns (1963) cultive des Bactéries sur un milieu contenant de
la thymidine tritiée pendant le temps de deux réplications. || observe, aprés
éclatement des cellules, les chromosomes bactériens par autoradiographie. Les
brins d'ADN =sont nettement nolrcis lorsqu'ils sont radicactifs, ¢'est-a-dire lorsgu'ils
sont néosynthétisés avec les nucléotides radioactifs.
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Reéplication du chromosome bactérien

1. Autoradiographie de la réplication de I'ADN d'E. coli. L’ADN bicaténa
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Résultats et interprétation de I'expérience de Cairns.
Chez E. coli, la durée maximale d'une réplication est de 40 minutes. Elle est ici suivie par
utilisation de 'H-thymidine et autoradiographie. Les stades 4 5, 12 et 28 minutes corres-
pondent donc 3 une premiére réplication en cours. Le stade 3 48 minutes correspond 3
la réplication suivante. Les schémas d'interprétation sont représentés & droite.
FIGURE 9. H D'aprés PevCru et al. (2010a)
Sur cette figure, seuls les brins radioactifs apparaissent.

idirectionnel
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La réplication est un mécanisme bidirectionnel

Raffinement du protocole de Cairns

(¢) Cells were incubated for 150 min in the absence of re-
quired amino acids. This allowed termination of replication
eycles, but did not allow initiation of new cycles (7, 10).

(t¢) Cells were next transferred to medium containing the
required amino acids and [*H]thymine (1.8 ug/ml). New
replication cycles are initiated under these conditions, and the
newly synthesized DNA at the replication origin becomes
labeled with [*H Jthymine (7).

(#22) After 13, 16, and 19 min of incubation, 1 ml was re-
moved from the main culture and incubated with [*H Jthymi-
dine (0.5 ug/ml) for 2.5 min. This procedure labelad the DNA
near the replication forks with a higher specific activity than
the DNA already labeled with [*H Jthymine alone.

(iv) DNA synthesis was stopped by addition of 10 volumes
of ice-cold TrissEDTA-NaCN. Spheroplasts were prepared
and lysed, the chromosomes were spread, and autoradiographs
were prepared.

If replication were unidirectional, the autoradiographs
should show grain tracks with a much higher grain density at
one end. If replication were bidirectional, the grain tracks
should have a much higher density at both ends.
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F1c. 1. (4)Incorporation of [*H]thymine and [*H]thymidine
into acid-insoluble material. Cells (about 108/ml) incubated
150 min in the absence of the required amino acids arginine, pro-
line, and tryptophan were transferred to complete medium eon-
taining [*H]thymine (1.8 ug/ml, 10 Ci/mmol). The abscissa shows
the mi of incubation in this medi At 13, 16, and 19 min,
1-ml les were d and incubated with [*H]thymidine
(0.5 pg/ml, 52 Ci/mmol) for 2.5 min. Autoradiographs were pre-
pared from these samples. (@——®) [*H]thymine incorporated.
(@—a) [*H]thymine and [*H]thymidine incorporated. (B) Rate
of incorporation of [*H]thymine. The rate of incorporation over
1-min intervals was determined from the curve in Fig. 14.
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F1a. 3. Three grain tracks produced by E. coli chromosomes
from cells labeled for 16 min with [*H]thymine, followed by
labeling for 2.5 min with [*H]thymine and [*H]thymidine.

'110',14_."

F16.4. A grain track produced by an E. coli chromosome from
cells labeled for 19 min with [*H]thymine, followed by labeling
for 2.5 min with [*H]thymine and [*H]thymidine.

S
BRIl s

Fic. 6. A grain pattern produced by E. coli chromosomes from
cells labeled with [*H]thymidine for 16 min after release from
amino-acid starvation. The two daughter duplexes are sep-
arated throughout most of their lengths.




" La réplication est un mécanisme bidirectionnel

NrRobueTion Résultats et interprétation : confirmation de la semi-conservativité de la

replication et illustration de |'origine unique de replication chez les

I. PRINCIPES
GENERAUX Bactéries ol .
i ADN Répliqué

La présence d'un brin en cours de formation et marqué radloactivement tranche St i
1. LES ACTEURS avec |e brin hérité non radioactlf, confirmant la semi-conservativité du processus réplication
DE LA réplicatif
REPLICATION L'observation du chromosome au cours des quelque 30 minutes que dure |a réplication

révéle

1. LES - l'existence d'una seuls origine de réplication appelée OrC sur laguelle sa fixent |es pro- :
MECANISMES DE teines a l'origine du démarrage de la réplication ; ADN

double brin

LA REPLICATION - l'ouverture progressive d'un oell de réplication qui grandit progressivement par ses

deux fourches ;

- |a présence da deux fourches de réplication qul Incorporent chacune la thymidine tritiée ;

- la progression de ces fourches en deux sens opposés |

= la rencontre de ces deux fourches en un point appelé fer situé & 'opposé d'0nC.
D'aprés Breui {2007)

Site Ter
CONCLUSION
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Un probléme constaté pour la réplication des ADN circulaires...
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La réplication est un mécanisme bidirectionnel

When Chinese hamster cells were briefly exposed to [PH}thymidine, then imme-
diately lysed and the released DNA subjected to autoradiography, tandem arrays of
DNA autoradiograms, similar to those reported by Cairns (10668), were sometimes
found (Plate I). In order to prove that these tandem arrays were the result of separate
replication sections in single DNA fibers and not the result of side-by-side aggregation
of several separate DNA fibers, each containing a single replication section, we
performed the following experiments.

We reasoned that if all the DNA fihers were completely labeled by growing the
cells in high specific activity [*H]thymidine for 24 hours, then side-by-side aggregates
could be distinguished by their higher grain density; we also reasoned that if, during
the 24-hour period, we exposed the cells to [*H]thymidine of a lower specific activity
for a short interval, we could distinguish the autoradiograms of DNA replicated during
that short interval by their lower grain density.

If each DNA fiber contained just one replication section, then after a cold pulse
experiment of the type described here, one would expect to find no more than one low
grain density (cold) region in any long DNA autoradiogram. On the other hand, if
each DNA fiber could contain several replication sections, then after a cold pulse
experiment one would expect to find some single long DNA autoradiograms containing
several eold regions.

The actual labeling sequences used in these experiments are summarized in Fig. 1.
When the stripping films were exposed for sufficient time to bring out the low specific
activity regions (three months or more), long DNA autoradiograms containing several
regions of low grain density were frequently found for cold-pulsed DNA but not
for control DNA (Plate IT). Thus Cairns’ (1966) hypothesis that the long DNA fibers
ate composed of many tandemly joined replication sections is proved.

Pratr 1. Tandem arrayvs of autoradiograms,

{ells of Chiness hamsier fibrohlast strain BI4FAF28 (o @mft from Dr T. C. Hau) were grown
as monolayer eultures on plastic Petri dishes in Eagle's medium supplemented with 109, calf
serum, After a 12-hr pretreatment with FUAR (0-1 ggfml.), [*H]thymidine (18 ¢/m-mole, Nuclear
Chieago) was added to 0-5pg/ml. 30 min later the cells were harvested by trypsinization and diluted
to L x 10% cells/ml. in isotonic saline. The solutions used for trypsinization and dilution contained
FUAR (01 pgjml.). The cells were diluted tenfold into lysis medium (1-0 M-sucrose—0-05 m-Na('l-
0-01 M-EDTA, pH 80), lysed by dialysis against 1%, sodium dodecyl sulfate in lysis medium, then
dinlyzed further against dialysis medium (0-05 M-NaCl-0-005 m»-EDTA, pH 8-0). The release:|
DXA was trapped on Millipore VM filters which had served as dialysis membranes. Tt was then
subjected to autoradiography.

Exposure time with Kodak AR10 sutoradiographic stripping film (Eastman Kaodak o) was
4 months, Picture taken by dark-field microscopy.

FUdR = 5-fluorouracyl deoxyriboside

Inhibiteur de la biosynthese de la thymidine
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1 (A, B and control) and their DNA was

t ribed in Fig
subjected to autoradiography. Exposure time was 6 months. Dark field

FI{dR
No thymidine 0-S pg/mi. thymidine
R s A
INTRODUCTION A
B
I. PRINCIPES i C
GENERAUX o Control
_____ ———
m (8 ¢/m-mole ~ w6 C/m-mole
lI. LES ACTEURS -7 -8 4 0 4 6 12 16 20 24
DE LA Time after addition of [H Jthymidine (hr)
Fi6. 1. Labeling schedule for cold pulse experiments.
REPLICATION Chinese hamster cells were grown as desoribed in the legend to Plate I. After & 12-hr pretreat-
ment with FUAR (01 pg/mL), [*Hlthymidine (18 c/m-mole; 0-5 ug/ml.) waa added to 4 separate
Petri plates (A, B, C and control). At various times after the initial addition of [*H]thymidine, A B Control
as indicated in the Figure, the medium containing [*H]thymidine at 18 o/m-mole was removed
1. LES from the plates and replaced, for 1hr, by medium containing [*H]thymidine (0-5 pg/ml.) at T T ‘ T
: 6 c[m:m:;zn A!t;r 24 hr ;ho eel::d::m hinlrveat,ed ;gf tryp;nizationh:llld dﬂ;t.ad 10 400 cells/ml. in 0201 A (Early DNA synthesis)
isotonic . Lysis and autoradiography were ormed a8 in t to Plate L.
MECANISMES DE ogen
LA REPLICATION o, L
(iii) Distribution of replicating DN A g. o B (Middle DNA synthesis) |
CONCLUSION In @d pulse experimenta A. a-nd_B, Ppproﬁmntdy 129, of the total length of "; 010 .
autoradiograms was of low grain density; in experiment C, regions of low grain density g )
contributed about 7%, of the total length. However, in experiments A and B about o20f ' ‘ ' . R
two-thirds of the autoradiograms contained no regions of low grain density at all; in C (Late DNA synthesis)
experiment C four-fifths of the autoradiograms contained no regions of low grain o1, i
density. S .
Thus, during any one-hour period, regions of DNA synthesis are not distributed 0 100 Ei):]glh G 300 o
equidistantly along the DNA fibers in chromosomes. The non-uniform distribution Fro. 2. Distribation of of Tow arain domsiby regions in cold ,
of regions of DNA synthesis is apparent in Plate IT. Chinese hamster oemm labelsdusdes:imlfig. ﬁa,“%‘ﬁ‘&*.ﬁd&?ﬁ”nﬁ’mmmm
autoradiography. The autoradiograms were examined by dark-field microscopy at & magnification
N D U BO I S of 100. Tho contours of low grain density wginmwmtruad_with_acmm lucida, and the longths
° of the tracings were then measured and corrected for magnification.
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L’élongation
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INTRODUCTION . . + \r/_._\ - Formation d'un oeil de réplication
I. PRINCIPES — N e, Démarrage de la réplication d'un second réplicon
GENERAUX
II. LES ACTEURS e -
usi ux I K
Fusion des 2 yeux de réplication
v
DE LA Fie. 7. Summary of the bidirectional model for DNA replication. \r—-—l’/_
REPLICATION o bl o ol o o bl el T, i o
short. vertical lines represont positions of origing (0) and termini (T). The diagrams represent O : origine de réplication.
differvnt stages in the replicution of two sd jeceent replivetion units: = X z
(a) Prior to replication; (b) replication started in right-hand unit; (¢) replication started in loft- s pomt de terminaison
hand unit and completed at termini of right-hand unit; (d) replication eompleted in both units;
| I I . I_ ES aigter double helices separated at the common terminus.

MECANISMES DE

LA REPLICATION .. e
La terminaison de la réplication

CONCLUSION

La terminaison de la réplication est réalisée par un complexe de protéines et d'enzymes dont la protéine Tus. Cette protéine
s'associe a l/ADN, au niveau de région ter et inhibe l'activité de I'hélicase.

La fixation de Tus sur la séquence engendre également la dislocation du complexe enzymatique de réplication.

La topoisomérase |l intervient alors pour séparer les molécules filles.

N. DUBOIS
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REPLICATION

Il. LES
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LA REPLICATION

CONCLUSION

N. DUBOIS

Notion de réplicon et origines de réplication

Unité de réplication: le réplicon
— Origine

— Terminus

Eucaryotes: réplicons multiples. Procaryotes: un seul réplicon
génomique + un réplicon par plasmide

La réplication est bidirectionnelle

— Génome mitochondrial: monodirectionnelle. Un origine pour chaque brin
Etapes:
— Initiation
— Elongation
— Terminaison

Recognition

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
A. Stenlund, 2003



= Notion de réplicon et origines de réplication

2
Le chromosome bactérien est un unique réplicon ZN
'K o, . . Vé . . n ’// ~ .'\ i
dont l'initiation de la réplication est sous le contrdle R T TR
1
\f

de la région OriC.
13rf§ers

INTRODUCTION

Tandem array of Binding sites for

GATCTNTTNTTTT Dna A protein: TTATNCANA

011 HRRRN CRRRRY RN 14111911001001100010000GHRRD 1110111600 111 GRRRY 11

o}

I. PRINCIPES

Dna A protein
GENERAUX reconnaissance de I'or‘iginel :EEE?J:; strandsd
Il. LES ACTEURS
D E LA 245 bp long )
REPLICATION e e ] = o0
ouverture de la double-hélice
[1l. LES

MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION

recrutement de la
machinerie de réplication

|:| 13-mers, riches en A/T

[] 9-mers ou «itérons »

N. DUBOIS



= Notion de réplicon et origines de réplication

Levure :

Séquences ARS (séquences de replication autonome)
< 200pb, 4 sous domaines : A, B1, B2, B3

INTRODUCTION

= pom——— . I — ]

B3 B2 B1 A

- Recohhalésance de l'origine.
I. PRINCIPES \/ Liaison ATP dépendantegdu
GENERAUX Lidi§on de ABH i complexe ORC (ori recognition
Torsion hélice complex). Stable.
Il. LES ACTEURS
JELA Les origines de réplication ou ARS (pour Séquence a Réplication Autonome) sont des
REPLICATION séquences d’environ 150 nucléotides permettant une réplication autonome a partir de
plusieurs sites sur les chromosomes eucaryotes. Elles sont constituées de plusieurs
II. LES motifs riches en A et T (quatre pour l'origine de réplication chez la levure)sur lesquels

MECANISMES DE
LA REPLICATION

vont se fixer les protéines formant le complexe d'initiation de la réplication (ORC)
(plusieurs dizaines de milliers par chromosome)

CONCLUSION
Structure d’'une origine de réplication chez la levure

1 10 27 56 67 93 105 114 128
+{ AATTTCGTCAAAAATGCT |/ ATTTAAGTATTG |/~ | TGAAAAGCAAGCA —{ CTAAACATAAAATCT }——#4~—
B, B, B, A

Régions A et B, reconnues par le complexe ORC indispensable pour une réplication efficace

N. DUBOIS



" Notion de réplicon et origine de réplication

L'initiation de la réplication

Chez les eucaryotes, la réplication démarre en plusieurs

INTRODUCTION sites.

unlicensed
I. PRINCIPES ﬂ Shiemain Chez 'homme 30 000 origines de réplication.
GENERAUX @ Icher " L'initiation de la réplication chez les eucaryotes se fait de

B Lrconss maniére séquentielle.
IIl. LES ACTEURS / Q/ RS
DE LA (gﬂb loading of
REPLICATION ORC 4 first Mcm2-7 orce RSN
ORCRM dC%stgbilizes SN A
C NZNPAR X

Il. LES Cdc6 |

MECANISMES DE

. “opSe B
LA REPLICATION Cdke-cyciin £ & S sonononono NSIBR
recruitment \ activation Mcma-7 ; i Origin DNA
;_-_/ Cdt1 1.2
CONCLUSION - talled fork << .;‘(‘vﬁ
stalled for . 33
» DNA RHG'IQ&SG a2 y |
N replication i T
1 2"{\‘3 )
Helicase )
Loading . ;
N S » 3 § 700000000

N. DUBOIS



" Notion de réplicon et origine de réplication

» Multiplicite

Procaryotes Mammiferes
INTRODUCTION

Taille de ’ADN génomique 10° pb 3.10° pb
l. PRINCIPES
GENERAUX

Nombre d’origines de réplication une seule plusieurs milliers

Il. LES ACTEURS
DE LA

REPLICATION » Diversité

(71 Ehase S (72

Il. LES
MECANISMES DE

—_— —_—
LA REPLICATION B e
CONCLUSION origines precoces origines tardives

|

Localisées plutdt :
- dans l'euchromatine
- dans ou a proximité de génes activement transcrits

N. DUBOIS



" Notion de réplicon et origine de réplication

w
o

untreated ,:] ® @

49.02 + 1.58 kb

200 uM HU
24.74 + 0.74 kb

N
o
1

INTRODUCTION g
: )8
o
I. PRINCIPES = 10-
GENERAUX l
. O )
lI. LES ACTEURS 00 o0 | 40 60 | 80 . 100 & Délai dans la phase $
DE LA origin-to-origin distance (kb)
REPLICATION
en Ce 83— e
, 5

o

1 1 A 1 Initiation passive au niveau

Inhibe la ribonucléotide reductase gl aaenli
CONCLUSION o !
Diminue le pool de dNTP pools Unfired, licensed origin
! . -
: N —@— Fired origin
Inhibe la synthese d’ADN d
(induit un stress réplicatif) —O— Passively replicated origin

N. DUBOIS



et Un processus semi-discontinu

INTRODUCTION

I. PRINCIPES

GENERAUX AT Fﬂl.l”.‘-hE' de
DE LA Directionde la

HEPLICATION fourche de réplication

I1l. LES 5'

MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION La synthése d’ADN se fait le long d’'une matrice lue dans le sens 3’-OH - 5’-P

NG

Le nouveau brin est synthétisé dans le sens 5’-3’

N. DUBOIS
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INTRODUCTION
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GENERAUX

Il. LES ACTEURS
DE LA
REPLICATION

Il. LES
MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION

N. DUBOIS

Un processus semi-discontinu

L’élongation

Synthése simultané du brin avancé et du brin retardé.

Lagging strand
with Okazaki a5
fragments 5 .
5- 3
3
5
3
5

Most recently
synthesized
DNA

La fourche de réplication et la progression de la réplication sont dans le méme sens

sur le brin avancé, mais pas sur le brin retardé.
Réplication continu vs discontinu.

Les courts fragments sont appelés fragments d’Okazaki.



“ewon UN PROCESSUS SEMI-DISCONTINU

Vue générale : La réplication de ’ADN se fait dans les deux directions a partir
des origines de réplication.

opEron Le complexe DNA primase (RNA Pol primase + DNA Pol alpha) synthétise les

I. PRINCIPES amorces aux origines de réplication pour les 2 brins.
GENERAUX
| LEe ACTEURS Il constitue le primosome en s’associant a
| « I’hélicase,
DE LA : . .
REPLICATION * RPA (replication protein A)

+ topoisomérase
IIl. LES
MECANISMES DE

A REPLICATION - Sur le brin précoce (Bleu) les amorces (ARN/ADN) sont allongées de 5’ vers 3’

par 'addition des nucléotides par 'ADN Pol & jusqu'a l'origine de réplication
suivante.

CONCLUSION

- Sur le brin tardif (rouge) 'ADN est synthétisé en plusieurs fragments (Okazaki) a
partir de nombreuses amorces entre 2 origines de réplication.

N. DUBOIS



La réplication
de I’ADN

INTRODUCTION

I. PRINCIPES
GENERAUX

Il. LES ACTEURS
DE LA
REPLICATION
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LA REPLICATION
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UN PROCESSUS SEMI-DISCONTINU

Okazaki

fragments rigin

l

1 3 Direction of
fork movement — . a
’\ /Lagging Leading

Direction of
fork movement

) Réplication =\ oo >
< Dans les 2 directioﬁs e - . LAAL T A S AT TS #. ..... - 3’
/ Leading Lagging [

»  Amorce brin tardif

* Amorce du brin précoce 1 Okazaki
Origin fragments

Sur le brin précoce (Bleu) les amorces (ARN/ADN) sont allongées de 5’ vers 3’
par I'addition des nucléotides par I'ADN Pol & jusqu'a l'origine de réplication
suivante.

Sur le brin tardif (rouge) 'ADN est synthétisé en plusieurs fragments (Okazaki) a
partir de nombreuses amorces entre 2 origines de réplication.

Les amorces seront détruites par des endonucléases (RNAse H, FEN 1) car les
DNA Pol eucaryotes n'ont pas d'activité 5-3° exonucléase. Les fragments
d'Okazaki sont ensuite reliés entre eux par la DNA ligase |.
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e DEROULEMENT/OUVERTURE DE LADN

Ouverture de I'ADN : hélicases
Désenroulement : topoisomérase (gyrase chez E. coli)

INTRODUCTION

I. PRINCIPES
GENERAUX

ONA
- COPOMOManrase >

TR T

Il. LES ACTEURS
DE LA
REPLICATION

« .
%7 \? N DnaB hebcase
NN

” Topoisomerase S

. ok

Il. LES
MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION

N. DUBOIS



“ewen LA REACTION DE POLYMERISATION

Deoxy-ATP

(deoxyadenosine Adenine
triphosphate) NH; 5' end
Phosphate groups NA/"\
mromnsegrom (I T 0
o o o sy
INTRODUCTION i1 7_%_-0‘” %__0_4 'Iilo , Sk Adenine (A)
o~ o- o~ Deoxy- '
I. PRINCIPES ———_ribose
GENERAUX S
AL
DNA phospho- / ,
::I).ELII-E: ACTEURS polymerase Iclirﬁster Cytosine (C)
Deoxy-CTP NH,
REPLICATION (deoxycytosine é
triphosphate N*
IIl. LES .3
N
MECANISMES DE AN = H
LA REPLICATION j L Yvousine 3 end
cn;;"
CONCLUSION H H Deoxy-
H H .
———_ ribose
W @ sugar

N. DUBOIS

Activité DNA-polymérase:
+ Liaison phosphodiester entre 3'-OH et 5’-P (direction 5 vers 3')
+ Libération de pyrophosphate

5’




plication ANMORCAGE PAR UNE PRIMASE ET REACTION DE SYNTHESE

INTRODUCTION

I. PRINCIPES
GENERAUX

Il. LES ACTEURS
DE LA
REPLICATION

Il. LES
MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION

h h
. 0 o
Pycopheshale
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“ewen LAJONCTION AMORCE:MATRICE

INTRODUCTION

. PRINCIPES
GENERAUX @Jﬂ(u’— W‘w
::I).ELII-E:ACTEURS 2 ol q?:: o tekendl on trLveowce
REPLICATION LAt B T 7§ e )

Fan- AN LE VR R Y E ] _@6
11l LES \ | T s S
MECANISMES DE PN %
LA REPLICATION Sk

o B
CONCLUSION AR e b s e Wi
b Wﬁ; Ce

De maniére générale, 'amorce est de nature ARN ou ADN.
LUADN polymérase de la réplication (la réplicase) utilise des amorces ARN.

N. DUBOIS



“remon . LES ENZYMES PROCARYOTES : LADN POL | (E. coli)

de 'ADN

L'ADN polymérase de E.col posséde 3 activités enzymatiques

1) Polymérisation 5' =pp 3

: . [Froofreading =
2) Exonucléase 3" wfpe 5 i e i)

Klenow Fragment

Il. LES ACTEURS 1) Exenucléase S° e 37 (elimanation des portons d'ADN endommagd)

DE LA

REPLICATION | a3 Klenow Fragment AA. 928
5'to 3' Exo. 5'to3"Pol & 3" to 5" Exo

Une protéclyse menagee(subtilisine outryp sme) coupe la
polymerase I en dewx fragments biologquement actifs.

Fréquence des erreurs de Poll de E. coli= lllO’bp

N. DUBOIS

la. Eramglabion de Coupure
(wiek trawebabou)

g 3/
Y g
5' oM P 3'
y k"
5 2° 3
y s §°

ADN pol’ww ;

v loupure whente” 20w (d ¢'p)
o doue aptdie d'atN oulille
Yow S'P
v Qﬂagcm" du Atfwment a' AN
’ th‘\n‘oh fac des Wutleass
de Yavtien L



“emon . LES ENZYMES PROCARYOTES : LADN POL llI (E. coli)

Keplicaron : RDON Yol

. ’ ’
*‘“z“ Sq.u“‘ ufl.h 5“'\*“&‘(« d' QD“ W I
v OV AW " (" \ " ' |‘ 'l
INTRODUCTION Siv Pretoce hetacde wamter d'd norek: mgou
s’ -oﬂ$'“/
l. PRINCIPES ) 5
GENERAUX bhosatiths
o - . PuP
Il. LES ACTEURS ¢ ‘%“ 7
DE LA y ‘ , L
REPLICATION . ‘
. '
Correehon : 345" yowuelease
II. LES ’ P .7,
g ~OM 3
MECANISMES DE ry '
LA REPLICATION Y. T S
..ngﬂ
CONCLUSION U "
¥ T~ e
- PN " J' A | l\‘
T manben dv dimére o e Py

N. DUBOIS



“ewen LES ENZYMES EUCARYOTES

Enzymes : 3 ADN Polymérases « principales » chez les eucaryotes

INTRODUCTION o o .
Delta : enzyme principale de la réplication chez les eucaryotes

'GEI\'T'E':%)E(S Alpha : enzyme qui allonge les amorces ARN synthétisées par la primase
Gamma : enzyme de la réplication de '’ADN mitochondrial

II. LES ACTEURS Beta: enzyme de la réparation de 'ADN

DE LA Epsilon: méme fonction que Delta

REPLICATION

1. LES Rappel : chez les bactéries ADN Pol | et Pol lll (1 a V)

MECANISMES DE

A REPLICATION Substrats : les désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP)

CONCLUSION
-desoxy-adenosine triphosphate (dATP)
-desoxy-guanosine triphosphate (dGTP)
-desoxy-cytidine triphosphate (dCTP)
-desoxy-thymidine triphosphate (dTTP)

N. DUBOIS



farpieaton SYNTHESE DES FRAGMENTS D’OKAZAKI ET LEUR ELIMINATION

Leehure 3-8’
L SR ‘I ‘ —— o

ﬁ____i/ - . ,
Synthes  RON S=53/ st ot M - \nw
Precoce

bew metdd; 4. Primase : tynt gu d'A0N = awpre

INTRODUCTION

. PRINCIPES by
GENERAUX -
Il. LES ACTEURS = .
DE LA 2. 000 Pod W cqulh. fragment d'okazak
REPLICATION = 5 —_

B — o
IIl. LES .
MECANISMES DE
LA REPLICATION

<— ———e- o i R
4../_ ———

CONCLUSION

3, ADN Pol T : Gamdahow de toupure
B > AoN L. Ligase

‘7 A\_.
——

N. DUBOIS
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“ewon INITIATION DE LA REPLICATION PROCARYOTE

INTRODUCTION

I. PRINCIPES
GENERAUX

Il. LES ACTEURS
DE LA
REPLICATION

ll. LES
MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION
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“wewon REPLICATION DE LADN ET CYCLE CELLULAIRE

s OQverall direction of replication

Leading Lagging
@) Helicase unwinds the strand Origin of replication strand
parental double helix. % -~
INTRODUCTION © Molecules of single- - € The leading strand is T~ X
2:;‘:)’;?22'?&"3"&'8&3 synthesized continuously in the =
I. PRINCIPES skt ivaiite 5'— 3' direction by DNA pol III. Lagging Leading
stand  OVERVIEW strand
GENERAUX DNA pol I
Il. LES ACTEURS i
DE LA \
REPLICATION o ; Replication fork DNA pol | DNA ligase
Bri
IIl. LES Parental DNA "m:;er DNApollll  Lagging N - n",'n', \
strand (203
MECANISMES DE O Primase begins synthesis - '
LA REPLICATION of RNA primer for fifth 5
Okazaki fragment.
CONCLUSION

—
© DNA pol lll is completing synthesis of @ DNA pol | removes the primer fromthe 5’ end @ DNA ligase bonds

the fourth fragment, when it reaches the  of the second fragment, replacing it with DNA the 3’ end of the
RNA primer on the third fragment, it will  nucleotides that it adds one by one to the 3" end  second fragment to
dissociate, move to the replication fork, of the third fragment. The replacement of the the 5’ end of the first

and add DNA nucleotides to the 3' end last RNA nucleotide with DNA leaves the sugar-  fragment.
N. DUBOIS of the fifth fragment primer. phosphate backbone with a free 3’ end.



“emon PROGRESSION DE LA FOURCHE DE REPLICATION

1) DNA pol lll elongates
DNA strands only in the

5" — 3’ direction. 3 0 _
! I One new strand, the leading strand,
Parental DNA > can elongate continuously 5’ o 1
INTRODUCTION P I as the replication fork progresses.
5 ‘ . ‘
3 Y " Okazaki
I. PRINCIPES " fragments 0The other new strand, the
GENERAUX lagging strand must grow in an overall
3'=" 5’ direction by addition of short
segments, Okazaki fragments, that grow
Il. LES ACTEURS 5" 3" (numbered here in the order
DEL h )
A DNA pol i they were made)
REPLICATION
Template
l1l. LES
MECANISMES DE o
DNA ligase joins Okazaki
LA REPLICATION , fragments by forming a bond between
B . Leat?am% strand their free ends. This results in a
CONCLUSION gk 2 A SNy Suan continuous strand.

Template
strand DNA ligase

% Qverall direction of replication

N. DUBOIS
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REPLICATION DE LADN ET CYCLE CELLULAIRE

o Primase joins RNA nucleotides
into a primer. \ -

5 Y
I;;n n'::ate DNA pol lll adds DNA nucleotides to the
l primer, forming an Okazaki fragment.
3 RNA primer / —
* 9 <
‘ & 5mah %
After reaching the next l

RNA primer (not shown),
DNA pol lll falls off. M . ace..
AT Okazakl .'.. %
¥ N fragment . 5
K | A .
S
o After the second fragment is
primed. DNA pol lll adds DNA
nucleotides until it reaches the
first primer and falls off. \

N i

!
5

DNA pol 1 replaces the

RNA with DNA, adding to l
the 3" end of fragment 2.
g, y
I o
'y, el
) t
DNA ligase forms a bond 0 The lagging strand
between the newest DNA l in this region is now
and the adjacent DNA of complete.
fragment 1. 5 "

3

s Overall direction of FEQICILON e
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LE REPLISOME PROCARYOTE : MODELE DU TROMBONE

3)

4)

5)

6)

L"hélicase d’une fourche de réplication d’E. coli se déplace dans le sens 5'-3' sur la matrice du
brin discontinu

Une ADN pol Il holoenzyme est mise en place sur le complexe hélicase / jonction amorce /
matrice. Le protéines ADN pol Il et hélicase sont en contact (par Vintermédiaire des deux
protéines tau qui servent aussi & maintenir les deux noyaux de I'ADN pol 11}, Un des noyaux
de Pol Nl est responsable de [a syntheése du brin continu, et Fautre du brin discontinu,

Au fur et a mesure que I'ADNsD est formé par ke déplacement de I'hélicase, celui-ci est
recouvert de SSB.

Périodiquement, la primase rejoint Phélicase et synthétise une amorce ARN complémentaire
de la matrice du brin discontinu. Au fur et 3 mesure que le brin discontinu est copié, il se
forme une boucle d'ADNsb qui grandit : I'ADN est tiré a travers le réplisome.

Quand I'ADN pol lIi du brin discontinu a terminé la synthase d'un fragment d'Okazaki, elle se
separe de 'anneau coulissant et de I'ADN mais reste liée au poseur d’anneaux coulissants.
La région constituée par la matrice du brin discontinu et I'amorce ARN la plus récente
devient la cible du peseur d'anneaux coulissants qui dépose un nouvel anneau coulissant.
L"ADN pol Ill du brin discontinu prend contact avec ce nouvel anneau et commence la
synthése du nouveau fragment d’Okazaki. Pendant ce temps, la synthése du brin & été
rapidement réalisde.



o oo REGULATION DE LINITIATION DE LA REPLICATION PROCARYOTE

agn43

CH; CH, CH, [—>

N

CH, CH, CH,

: Methylation,
Dam) no switch
Methylation CH. CH. CH,

INTRODUCTION

I. PRINCIPES
GENERAUX
Il. LES ACTEURS e
DE LA SegA SeqA SegA
REPLICATION or
CH, CH, CH,

#
. LES
MECANISMES DE B o: B
LA REPLICATION

CONCLUSION

OFF —/rorr

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
N. DUBOIS Nature Reviews | Microbiology




“ewen INITIATION DE LA REPLICATION EUCARYOTE

G1 : Formation du complexe pré-réplicatif et son activation sur les origines de réplication

post-M

Le complexe ORC (complexe de
INTRODUCTION reconnaissance de l'origine de

réplication) est fixé sur ARS au niveau
I. PRINCIPES de A et B1 (ORC=DnaA chez bactéries) pre-license
GENERAUX early G1
Il. LES ACTEURS Fixation de deux complexes :
DE LA Cdc6p et Cdt1 qui vont servir
REPLICATION G1 | d'ancrage pour les protéines du

complexe MCM (activité hélicase)

Complexe

Ill. LES mid-G1 pré-réplicatif
MECANISMES DE
LA REPLICATION

MCM « autorise » l'initiation de la
CONCLUSION réplication : le complexe pré-replicatif est

« licencié »

licensed

Pas de réinitiation possible avant le Complexe pré-'r'éplicatif
retour en G1. Contrdle de la ploidie licencie

N. DUBOIS
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INITIATION DE LA REPLICATION EUCARYOTE

G1/S

Des Kinases
1) activent le complexe pré-réplicatif par \
phosphorylation de MCM (ouverture de la Y \,

double hélice) '

-initiation de la réplication : Recrutement
des DNA polymérases alpha puis delta
et la RNA primase: Réplication

licensed

2) désactivent le complexe ORC par
phosphorylation de Cdt1 et Cdc6p qui

entraine leur dégradation EoEa
Complexe pre-replicatif

licencié



“ewen LES AMORCES CHEZ LES EUCARYOTES

DNA polymerase has entry site available

PPR,
‘ }
*

a) Synthése des amorces en 2 temps

OH

RNA polymérase : Cutnas Pm o3 e
synthése d’'une amorce ARN 800 ol .y
DNA pol a : allongement des amorces RNA Soevun M 5

INTRODUCTION
activité 5’-3’ DNA Pol

pas d’activité 3'-5’ exonucléase (risque d’erreurs)

. PRINCIPES
GENERAUX iRt 23 OH
b) Allongement des amorces : DNA pol § U ’vl O ¢ ’vl g 0 o ¢
Il. LES ACTEURS e pPBER pREES |
DE LA (enzyme principale de la réplication)
REPLICATION activité 5'-3' DNA Pol Enzymo advancos 1 nuclootide
activité 3'-5’'exonucléase
Il. LES : S (R ;
MECANISMES DE c) Digestion des amorces ARN et de leur ’ Wa =
rolongement synthétisé par la DNA Pol ui &M
LA REPLICATION S y P a(q Ty Lo

a fait des erreurs) par des endonucléases
CONCLUSION (RNAse H gt/ou Flap endonucléase). DNA pol B
ou 0 remplit les espaces

d) Ligation des fragments (5'P-3'OH) par
DNA ligase.

Procaryotes : Pol lll équivalent de pol delta eucaryote
Pol | détruit les amorces ARN et termine réplication

N. DUBOIS
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LE PROBLEME DES TELOMERES / TELOMERASE
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End of parental
DNA strands

51
31
Primer removed but

cannot be replaced
with DNA because

no 3' end available
for DNA polymerase

3:

Lagging strand

New leading

5'//”—
< === Leading strand
= : Lagging strand

Last fragment Previous fragment

A

AL A

RNA primer

Removal of pnmers and
replacement with DNA
where a 3' end is available

l Second round

of replication

51 e =
strand 3 iebetalefnhfood il

e i IO

3'

Further rounds
of replication

Shorter and shorter
daughter molecules

Les extremités sont raccourcies a
chaque cycle de réplication

Les téloméres sont ajoutés pour
limiter I'érosion
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3! CCCAATCCCAAT..‘S’sy

5' SN SN S S S —

2 i — e i, il
GGGTTAQGGTTA.....3'

Tel

Bleu: brins parentaux
Noir : brins néosynthétisés

Téloméres: répétitions groupées du motif GGGTTA aux extrémités de la double hélice sur le brin
parental

ll. LES
MECANISMES DE
LA REPLICATION

N. DUBOIS
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LA TELOMERASE

Télomérase sur I'extrémité 3’
du brin « parental » par
hybridation d’un petit ARN

5I
Allongement du télomére

o

Complexe Télomérase: transcriptase reverse (TERT) + petit ARN (TERC)

~RAAUCCCAAU
F N g

Telomerase

;GGTTAGGGITA| 3'

//—Z'\/‘-.U CCCaAUT\ &

ALGGITA 3

51

Déplacement de la télomérase

-

‘ J,/“AAUC‘C‘CAAU"'\\ 5

GG, AGGGITAGGGTTA| 3

v

Allongement du télomére

@UG‘: CRAUTN #

Internal RNA template

DN A synthesis

Telomerase translocation

DNA synthesis
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Formation d’une boucle sur I'extrémité 3’ du brin parental

v

INTRODUCTION

TTGGG
3 amorce,, l 3 GG ]
5 TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA

I. PRINCIPES = o ) - - Télomeres ajoutés
GENERAUX L'extrémité 3'OH du brin parental s’hybride sur elle-méme et
sert d’amorce a la polymérase delta
II. LES ACTEURS Pol denug‘} 5
DE LA GGATTC
REPLICATION 3 < DRENS Appariemments G/G
5 TTAGGGTTATTAGGGTTA
Ill. LES i
MECANISMES DE S — . Digestion de la boucle
LA REPLICATION ﬁj" TTAGGGTTAGGG 3  — Digestion de I'amorce

CONCLUSION

« L'amorce ARN/ADN (verte) est déplacee par la polymérase,
digérée par des nucléases

- (RNAse H/ Flap_endonucléase)

« Les extremités des 2 brins sont liees par une ligase

« Les nucléotides de la boucle sont digérés par la nucléase S1

» Les extremités sont reconstituées

N. DUBOIS
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MECANISME ALTERNATIF

Alternative: sans formation de boucle
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LE PROBLEME DES TELOMERES

Télomeéres et maladie

Vieillissement de la cellule: arrét de la division et/ou apoptose
« Perte d’information génétique
+ Recombinaison entre chromosomes (instabilité, aneuploidie)
* Phénotype cancéreux
Explique le "Hayflick limit” : nombre de divisions des cellules
en culture
Telomeérase: active dans certains types cellulaires: souches,
syst. Immunitaire
Télomérase: tres active en cellules cancereuses (immortalite,
aberrations chromosomiques). Inhibiteurs: agents
therapeutiques

Mutations de TERT et TERC: dyskératose congénitale,
anémie aplasique, fibrose pulmonaire, cirrhose hépathique

Mécanisme alternatif (ALT, alternative lengthening of
telomeres). transfert de télomeres entre chromatides

The Scientist. Ma1 2012
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Chromosome > 8
©Ccll
. © &
Les téloméres se raccourcissent (&)
au cours des divisions car TADN e O ' 8
INTRODUCTION n'est pas circulaire et TADN ©c.u I~ 8
polymérase ne peut faire qu’une
I. PRINCIPES synthese de 5-3 - X X .
G NN

Telomeres
Il. LES ACTEURS
DE LA CEN
REPLICATION P ol E
el ’ A i
Nl LES " Les télome tégent les extrémités d
es télomeres protégent les extrémités des
MECANISMES DE ( ) PROPOSED. o8 chromosomes en empéchant qu'ils soient
LA REPLICATION (—\' TLoop reconnus comme une cassure double brin.

‘;R G-RICH STRAND Pour cela, 1l y a formation d’une D-loop.

CONCLUSION

C-RICH STRAND

ARRANGEMENT
OF TRF1 AND
TRF2 ON T-LOOP

A

DUPLEX DNA BINDING PROTEINS
TRF1

TELOMERE BINDING PROTEINS
TRF2

N. DUBOIS
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Fig. 2.13. Fonctionnement de la
télomérase de Tetrahymena.
INTRODUCTION L'enzyme comporte une sous-unité
A AccmA c structurale, constituée par une molécule
. d'’ARN, et une sous-unité catalytique,
Sequenee
. PRINCIPES EAPI. i possédant une activité de
rétrotranscriptase. Trois régions de 'ARN
GENERAUX 5 = | Frocee? s'associent par appariement de bases
ADN VYN ) — pour former un pseudonceud. Tout prés de
: Appariement I'extrémité 5 de la molécule, se trouve une
Il. LES ACTEURS " ARN sequence de neuf bases (CAACCCCAA),
\ . que la sous-unité catalytique utilise pour
DE LA ( Ao ajouter des unités de répétition (TTGGGG)
<~ a I'extrémité sb de I'ADN. Alternativement,
REPLICATION I'enzyme apparie son ARN avec 'ADN
chromosomique, y ajoute une série de
\ AACCCCAAC i bases, et se déplace en appariant son
. LES '}'j TTGGGGTTG ARN avec la séquence qu'il vient d'ajouter.
Translocation| (D'aprés Kelleher C et al. Trends Biochem
MECANISMES DE _ Sci 2002 ; 27 : 572-9, modifié)
LA REPLICATION ” e S
<« — ST
£ ation
CONCLUSION o TR
{¢ TTGGGGTTGGGGTTG
—

Les téloméres sont riches en séquence répétées.

L'expression de la télomérase (fonctionne comme une rerverse transcriptase) limite le raccourcissement des télomeres
en permettant une élongation de ces derniers. Elle est exprimée a partir du géne TERT fortement régulé.

C’est un complexe ribonucléoprotéique contenant des protéines et un ARN complémentaire des séquences répétées au

N. DUBOIS niveau des télomeéres.
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1- Initiation de la réplication (phase G1)
-Plusieurs origines de réplication sur la fibre de chromatine chez les eucaryotes
-Formation d'un complexe de pré-initiation de la réplication et « licenciement » de ce

complexe pendant la phase G1 de l'interphase

INTRODUCTION

'G';\'T'E':i'gf(s -Initiation de la réplication par des kinase (G1/S) : ouverture de la double hélice (entrée
en phase S) et inactivation du complexe.
Il. LES ACTEURS
DE LA 2- Réplication de I’'ADN (phase S)
REPLICATION - En continu sur le brin précoce et en discontinu sur le brin « retardé »
- Fait appel a difféerents enzymes. Chez les eucaryotes:
II. LES

-Primase associée a DNA polymérase a : synthése d'une amorce ARN puis ADN

-DNA polymeérase 3, enzyme principale de la réplication de 'ADN nucléaire avec
une activité polymérase et 3'-5’'exonucléase

-Endonucléases : RNAse H et FEN (Flap endonucléase) : destruction des amorces

-DNA ligase : jonction des fragments d'Okazaki

MECANISMES DE
LA REPLICATION

CONCLUSION

3- Réplication de I'extrémité des double-hélices
-Télomérase : addition des télomeéres en 3’ des extrémités des brins parentaux

N. DUBOIS
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Génome circulaire dont la réplication est indépendante du cycle cellulaire. Deux origines de
réplication (une pour les brins H et L). Réplication du brin H démarre sur la boucle D et

nécessite une amorce ARN
INTRODUCTION

-synthése de I'amorce ARN par transcription d'un ARN complémentaire au brin L a partir

. PRINCIPES

GENERAUX du promoteur L juste en amont. Cet ARN va étre ensuite maturé par une endonucléase

II. LES ACTEURS -un fragment ARN sert d 'amorce pour la synthése du début du nouveau brin H, déplacement
DELA du brin H, formation de la boucle D et arrét de I'élongation.

REPLICATION

L. LES -Déclenchement de la réplication et allongement du fragment ARN/ADN de la boucle D par

MECANISMES DE DNA Pol y)

LA REPLICATION
-Déplacement du brin H et libération de I'origine de réplication (oL) sur le brin L. Une amorce

CONCLUSION ARN synthétisée par une DNA primase (ARN polymérase) se fixe.

-synthése d’'un nouveau brin L par allongement de 'amorce ARN par |la DNA pol y en copiant
le brin H déplacé. -séparation des deux génomes, destruction des amorces ARN permet la
circularisation des deux brins.

N. DUBOIS
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