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Bref historique

® 1871 : Miescher Mises une substance riche en phosphore qu'il a appele
"nucléine«

e 1882-1940 : Kossel et Levene : détermination de la nature de cette
substance et sa composition

® Preuves que I’ADN constitue de materiel génétique

® 1950 : Chargaft : Quantites A+T et C+G rapports A/ T et C/G sont

constants, ¢gaux et proches de 1.

® 1952 : dimensions modele helicoidale de la molecule d’ADN proposes
par Franklin et Wilkins

® 1953 :Watson et Crick construisent le modele la double héelice d'ADN
et proposent un modele de la replication de la molécule d'ADN

® 1975 : nouvel age d'or de la génetique: le genie genetique.
® 2001-2004: Sequengage complet du genome humain par 20 laboratoires
a travers le monde (USA, Angleterre, France, Allemagne, Japon)
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Miescher 1871

Mise en évidence d'une substance riche en
phosphore appelée "nucléine”, dans les noyaux de
leucocytes de pus.

nucléine




Kossel et Levene 1882-1940

ADN
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Composition de 'ADN
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Griffith 1928
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Chargaff 1950

Chargaff's rules
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Rosalind Franklin
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Clicheés de Diffraction au
Rayons X d’ADN cristallisé

Structure hélicoidale de I'ADN avec les bases
azotées a Vlintérieur et le squelette sucre-
phosphate a I'extérieur.
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Découverte de la structure physique
de I'ADN : la double hélice d’ADN

double hélice dans la revue
« Nature », 1953 et Crick, 1962




Acides

nUC éiqUeS Information géné?ique

(développement, fonctionnement)

Acides
|| désoxyribonucléiques Reproduction (réplication)

(ADN ou DNA)

\ J

g L Determination &t transmission des
B 2 caracteres

Acides ribonucleiques
(ARN ou RNA)




|.Composition des Acides Nucléiques
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|.Composition des Acides Nucléiques

1. Phosphates

1 T 70
I
HO—F"—OH ‘O—FID—OH ‘O—F"—O—FI’—O -
OH -0 O- O~

Forme majoritaire a pH
physiologique 7.4

Acide phosphorique Phosphate pyrophosphate




|.Composition des Acides Nucléiques

2. Sucres

Le sucre est un pentose (5C)

SCH,OH
o OH
Fy 1
H H
B 4

CH OH

g-D-Ribose

Dans I'ARN

5'CH,OH

o

4' 1

= H
<) 2'

OH H

OH

p-D-2" desoxyribose

Dans 'ADN




|.Composition des Acides Nucléiques

3. Bases azotes

NI
C

. N Hy 2
Bases puriques | N7 “\, 77\ e
N *'C c\ /

Dérivent de lapurine | 2 of \ o
(deux cycles) S HL\,,/L,{CH ]

H
Purine H Guanine
_ Adénine
Bases H
Pyrimidiques " ’S\cu
Dérivent de la pyrimidine . 3
{un cycle) HC ,; ',‘ /‘CH .C
l'l Thvmi
Pyrimidine Cytosine Uracile ymine




|.Composition des Acides Nucléiques

4. Nucléoside

. o
B~y
2]

cytosine

HOH,C OH

-

OH OH

base azotée + sucre

NH

4

2 CH
0” nT

HOH,C &=
1. )
.

H
OH OH

= Nucléoside

Liaison N-B osidique
entre carbone 1' du
pentose et I'azote N9
des purines ou N1
des pyrimidines




|.Composition des Acides Nucléiques
4. Nucléotide

base azotée - sucre - Phosphate = Nucléotide monophostate

Ligison ester

Cette licison s'effectue par estérification (condensation alcool-acide) du
carbone 5' du pentose par un groupement phosphate.

/




|.Composition des Acides Nucléiques
4. Nucléotide

Base
|
N
0" o 0"
= I I 5
O—P—O—P-—O—P—O—CHZ
| Il Il
o~ o o=
H H
1 ' J H H
OH OH
Sucre
Phosphates
Nucléoside

Nucléofide




™~

|. Composition des Acides Nucléiques

5.Nomenclature
NH3
NH
é L A N)s\cn
N"\C’N\ |, i C
I I (CH S
HC\N/C\N/ o !
HOH, &
.
H
OH OH
OH OH
Adénosine
"osine" pour les "idine" pour les
nucléosides puriques nucléosides pyrimidiques
Adénosine Cytidine
Guanosine Uridine




|. Composition des Acides Nucléiques

5.Nomenclature

Nomenclature: on ajoute osine au nom des purines et idine a
celui des pyrimidines

bases

adenine
guanine

cytosine
thymine
uracile

ribonucléosides

adenosine
guanosine

cytidine
thymidine
uridine

desoxyribonucleosides

désoxyadenosine
désoxyguanosine

désoxycytidine
désoxythymidine
désoxyuridine




|. Composition des Acides Nucléiques

5.Nomenclature

OH OH

Nucléotide §’
monophosphote'

||
Nucléotide 5' diphosphate

\

T
Nucléotide 5’ Triphosphosphate

™~
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. Composition des Acides Nucléiques

Ribonucléotides 5'  Ribonucléotidess’  Ribonucléotides 5'

Ribonucleosides ncachambats diphosphate tiphosphate
Adénosine Adénosine Adénosine
Adenine () Adénosine monophosphate (AMP)  diphosphate triphosphate
(ADP} (ATP)
Guanosine Guanosine Guanosine
Guanine () Guanosine monophosphate (GMP)  diphosphate triphosphate
(GOP) (GTP)
| Uridine Uridine diphosphate  Uridine triphosphate
oy bk monophosphate (UMP) (UDP) (UTP)
' Cytidine Cytidine diphosphate Cytidine triphosphate
i HOE nonophosphate W) (con e

/




|. Composition des Acides Nucléiques

ADN

Base azotée

Adénine (1)

Guanine ()

Thymine (T)

Cytosine (.)

Désoxyribonucleosides

Désox}AdénOSine

Désoxﬁuanosine

Désoxythmdine

Désoxy Cytidine

es 5’
monohosphate
Désoxyadénosine
monophosphate
(dAMP)

Désoxyguanosing
monophosphate
(dGMP)
Désoxythymidine
monophosphate
(dTMP)
Désoxycytidine
monophosphate
(dCMP)

5' diphosphate

Désoxyadénosine
diphosphate
(dADP)

Désoxyguanosine
diphosphate
(dGDP)
Désaxythymidine
diphosphate
(dTDP)
Désoxycytidine

diphosphate
(dCDP)

Désoxibonucléotid Désoxyonucléotides Désoxyribonucléotide

s 5’ triphosphate

Désoxyadénosine
triphosphate
(dATP)
Désoxyguanaosine
triphosphate
(dGTP)

Désaxythmidinetripha

sphate
(dTTP)
Désoxycytidine

triphosphate
(dCTP)

™~
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|. Composition des Acides Nucléiques

° Remarque:

Pour les nucleosides di- et triphosphates, il existe une liaison
anhydride d’acide riche en énergie entre les groupements

phosphates.

Ph Ph —Ph{—Ph

~[Liaison | [Liaisons anhydride
ester d'acide




ll. Structure de ’ADN

1. Stucture Primaire

2, Structure secondaire de
'ADN : la double helice




Il. Structure de ’'ADN

1. Structrure primaire

Extrémité 5' Phosphate

Liaison phosphodiester

Extrémité 3' OH




ll. Structure de ’ADN

1. Structrure primaire

® e brin dADN est un polymére de
désoxyribonucléotides monophosphates relies

entre eux par des liaisons 3',5'- phosphodiester

e [’alternance pentose—Phosphate constitue le
squelette de ’ADN sur lequel sont accrochées les

bases azotées

® Le brin d'ADN possede une polarité: il a une

extrémité 5'- phosphate et une extrémité 3'-

OH.




ll. Structure de ’ADN

Chargaff 1950:
e A=T , C=G
* A+T/C+G varie selon espece

Chargaff's rules
OQGGOWOGGWQW
TEHCXCKHATICKNAXCIA

/

AR OO0 0RO

AR OO0 000 0OF

Purines = Pyrimidines

-

Pourcentage

E. coli

Levure

Rat

Homme

329

284

303

179

1,33

1,52




ll. Structure de ’ADN

2. Structure secondaire

® La molécule d’ADN est constituée de deux i = T34k
chailnes d’ADN (ou brins d'ADN) /< /
Sillon /.
* Conformation hélicoidale appelée double mineur &/ -
hélice d'ADN. | J
* les deux chaines sont antiparalleles Sillon 34A
majeur f; )
e [’hélice tourne a droite // :
¢ Deux sillons inégaux - le grand sillon

~ 3 =

(sillon majeur) et le petit sillon ou sillon f 5 0A

mineure)




Send

- Les deux chaines sont stabilisées par des liaisons hydrogénes entre les bases
- Il existe une complémentarité des bases : A-Tet C-G




Il. Structure de ’'ADN

2. Structure secondaire
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Dans la double hélice les bases azotées compiémentaires sont
* al'intérieur de I'hélice
* situées sur le méme plan

* perpendiculaires a l'axe de I'hélice
Le plan des oses est perpendiculaire a celul des bases




Il. Structure de ’'ADN

Variant structuraux de la molécule d’ADN (Formes A, B, Z)

ADN forme A

(forme déshydratée)

Helice droite

grand silion : grand
petit sillon : écrase,
inaccessible

paires de bases
inclinees de 19° par
rapport au plan
perpendiculaire &
Faxe de I'nelice

présence relativement

frequente

Pas de I'hélice 2.8 nm

11 pb par pas

ADNforme B
(forme hydratée)

Helice droite

grand sillon : grand
petit sillon : petit

paires de bases
perpendicuialres au
plande l'axe de
I'nelice

présence trés
fréequente

FPas de I'hélice 3.4
nm

10 pb par pas

ADNforme Z
(zig-zag)

Helice gauche

les 2 sillons sont
equivalents

paires de bases
perpendiculaires au
plande 'axe de
I'neélice

rare

Fas de I'hélice 4.5
nm

12 pb par pas




Il. Structure de ’'ADN

® Chez 'homme, un noyau de 10 Um contient pres

d'lm d'ADN

=>» 11 faut donc un systéme efficace de compaction.




Il. Structure de ’'ADN

e Les différents degrés de compaction de I'ADN

nucléaire humain :

13200

mrrnm

mrm

mrm

mrm

mrm

mrm




3.1, Solubliite

3.2 Poids Moleculalre

3.3. Absorption dans la lumiere
uliraviolette

3.4. Denaturation/Renaturation

3.5. Efet hyperchrome de I'ADN

3.6. Densite

3.7. Hydrolyse des Acides nucléiques




I1l. Propriétés physico-chimique
1. Solubiliteé:

e Sont chargés négativement en raison des groupements

phosphate
e solubles dans 1’eau sous forme de sels de sodium
® viscosite elevée dans 1’ eau.

® precipitent dans I’e¢thanol en presence de sel de sodium(

neutralise charges -)

bt R 4

ot “t . Nat

‘—’n_:b S z\_,.“ | —5 Pelote d’ADN
;S-..__\/_x_/ csn\_/ Ethanol (Ou méduse)




I1l. Propriétés physico-chimique
] ) __ Poids moléculaire

2. Poids moléculaire: e

i‘%":{";;f": O

* La taille de ’ADN peut étre determinee I Al

par ¢lectrophorese sur gel d’agarose ou l | |

i |
gel de polyacrylamide. Gu omuon Bl e
= :':r- a0 : ' ) {.sz‘. ;' !::'ﬂr‘

AT P

=E Bz |ES255|

E=Zs ===

=== —Z==

R =S==

. |ZS&2

r‘ | onre S5 J




I1l. Propriétés physico-chimique

3. Absorption dans ’ultraviolet

Détecteur Prisme mobile permettant la
diffraction de la lumiére

/




I1l. Propriétés physico-chimique

3. Absorption dans ’ultraviolet

o Loi de Beer-Lambert : DO e
proportionelle a la seiuté do
concentration L] concentroton ¢

inteasite
transmise I

DO=log(l,//)=¢.1.C

E Joperd (5000

¢ = coefficient d'extinction ou T
d'absorbance (8ui dépend de
la longueur d'onde)

EvenMl.cm sic enen M moles,

- coefficient
d'extinction molaire




I1l. Propriétés physico-chimique
4, Dénaturation/ Renaturation

‘ JAVAVAVAVAV

Chaleuvur

it BNONANAVAVAV

: Dénaturation

Sh g’ ADN double brin ADN simple brin

' : Fusion ;
ADN bicaténaire ADN monocaténaire
4 .4 ADN duplex ADN simplex
Y :
F DO a 260nm Refroidissement
o
. Progressive

-
e
. '~ '

£ TAVAVAVAVAV/

. LI | > Temp T

Renaturation
Hybridation




I1l. Propriétés physico-chimique
5. Effet hyperchrome

® On appelle température de fusion (Tf) fa

ou melting point (Tm) de I'ADN Ia /\ I
' Effet fiyperchrome

temperature pour laquelle 50 % de | |......[. ... A

I'ADN est monobrin.

e Elle est caractéristique d'un ADN,
AU SR o

augmente avec la longueur du \
fragment, le pourcentage de GC x

N goubde brin

Absorbarce

b4 up P Y




I1l. Propriétés physico-chimique

6. Hydrolyse acide

ADN dépourvu
ADN = ;
HCI faible concentration de purine
ADN apvurique

g .8 :°J\"' ’ Clivage de la liaison N-osidique
°‘Z“°‘Z‘°‘Z'°'°%§ - Entre les purines (N9) et le
i I 2'désoxyribose (C1')
o §NI N‘)‘
O=p—0—CH,
0 (o}
‘;’ ,.J:I:M A cette conc.
o=po—cw, pas d’effet sur
7 Ny I’ARN




I1l. Propriétés physico-chimique
7. Hydrolyse alcaline

Hydrolyse rapide et

ARN > totale
pH11 37°C Due a la présence
du 2'0OH
0 O—lll=0
. o—s%—o 'c’;‘:m';'? €H, O [Base, ] H0 Mélange de Nucléotides
. H H 2' et 3' monophosphate
O il -
H | " H Hydrolyse /F\
=N alcaline 0 o
j O—H “OH
"O—P=0 2 .
&2 o L'ADN est résistant au
| - = IH o= [y traitement basique
’H = ’H " (pas de 2'OH)
H H H H
('l) OH (') OoH
ARN O—l;=0 °—'|"=° ARN plus court




I1l. Propriétés physico-chimique
8. Hydrolyse enzymatique

Type de coupures

T A T c A A
; y ¥
0 0 o 0 0 0
ot |[To_s %\ ¢ _[To_ s Ko\ ¢ [To s
P P P P P P
4 O / o % /' ™o Y . / So
O Ng 0 N N O N O N O




I1l. Propriétés physico-chimique
8. Hydrolyse enzymathue

Endonucléases

Enzymes Substrat | Type de Spécificité
coupure coupure

Endonucléases S1

Ribonuciéase de
T1
(RNAse T1)

RNase T2

RNase

pancréatique

ARN, ADN
sb et db
ARN sb 5’
ARN sb 5°
ARN sb 5

aléatoire

Lorsque gqu‘une G est du
coté 3’ de la liaison

Phosphodiester

Lorsque qu'une A est du
coté 3’ de la liaison
Phosphodiester
Lorsque qu'une
Pyrimidine est du coté 3’
de la liaison

Phosphodiester

5'-NMP-
oligonucléotide 5'-P,
S5'-dNMP+
oligodesoxynucieotid
es’P

3’-
NMP+oligonuclétide

3'p

3-NMP
oligonuciéotides 3'P

——




I1l. Propriétés physico-chimique

Enzyme de restriction:

/ . ) /
® Endonucleases: recomnnaissance d une unce sequence

spécifique d’une molecule d’ADN et de la couper.
® Mise en évidence chez certaines bacteries.
e Plus de 500 enzymes de restriction

Enzyme de restriction: Source:
Eco RI Escherichia coli

o

+ NNNNNNNGAATTCNNNNUNNN
q+* * *NNNNNNNCTTA AIGNNNNNNN

:




IV. Métabolisme des acides nucleiques:
IV.1. biosynthése

[V. 2. catabolisme
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IV. Métabolisme des acides nucléiques
1. BIOSYNTHESE DES NUCLEOTIDES

2 voies
1. Synthése « de novo » : a partir de précurseurs et par

une voie métabolique tres consommatrice d'énergie.

2. Synthése de récupération T a partir de bases ou de
nucléotides provenant de l'alimentation ou du catabolisme

intracellulaire (économie d’énergie).
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IV. Métabolisme des acides nucléiques
2.CATABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES

® Le catabolisme et le recyclage des acides nucleiques a lieu de
manicre quasi-exclusive dans le foie et l'intestin gréle,
qu'ils soient endogenes (renouvellement ou lyse cellulaire)

ou provenant de I'alimentation.
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IV. Métabolisme des acides nucléiques

2.CATABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES: a
bases puriques

Nucléotidase :
la liaison P

Nucléosidase :
la ligison
glycosidique

coupe

coupe
N-

ACIDES NUCLEIQUES
l Nucléases
NUCLEOTIDES PURIQUES
AMP W’ IMP GMP
Désaminase
Nucléotidase Nucléotidase
Adenosine
Désaminose
ADENOSINE | — INOSINE GUANOSINE
Nucléosidase Nucléosidase
Adénase Xanthine Oxydase uanase
ADENINE ———=| HYPOXANTHINE —'I XANTHINE l"— GUANINE

Xanthine bnydase

ACIDE URIQUE

|




V. Métabolisme des acides nucléiques

® Chez 'homme, I'acide urique est le produit terminal
de la dégradation des bases puriques.

® J] est quasiment insoluble dans 1'eau.

* A pH physiologique, il est trouve majoritairement sous
forme d'urate de sodium (sel sodique d'acide urique), peu
soluble mais plus que l'acide urique.

® Il est ¢limine par voie rénale (majoritaire) et
intestinale (transformation en allantoine par la tlore
bactérienne via une uricase )

Acide urique Urate
2,6,8-oxopurine (= 8-oxoxanthine)

& N/‘T\“‘ N Hn N

A L sl@ S N He
N N © Tn N -
H H H H
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IV. Métabolisme des acides nucléiques

e |'uricémie est le dosage de l'acide urique qui doit éetre présent

en concentration faible dans la circulation (se precipite facilement).

* Dans I'hyper-uricemie, les taux seriques depassent la limite de solubilite

etil y a cristallisation de |’urate de sodium :
® Dans les tissus et articulations (mains, pieds) : crise de goutte

e Dans les urines si elles sont trop acides : Coliques néphrétiques
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IV. Métabolisme des acides nucléiques

3. Catabolisme des acides nucléiques a base pyrimidique

® Les produits du catabolisme des bases pyrimidiques sont tres
hydrosolubles :

- CO2 : expire

- NH3 : ¢limination urinaire ou utilisation dans la synthese hepatique de
I'urée

- B-alanine et 3-amino-isobutyrate : élimination urinaire ou transformés en

acétyl—coA ou succinyl-coA

/
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IV. Métabolisme des acides nucléiques

3. Catabolisme des acides nucléiques a base pyrimidique
= La surproduction de bases pyrimidiques ne donne donc
pas d'anomalies en clinique contrairement aux bases

puriques.




Conclusion

® [ e meétabolisme des nucléotides puriques et pyrimidiques
differe au niveau de la biosynthése comme du

catabolisme.

® (Ces voies sont la cible de nombreuses thérapies anti-

virales ou anti-cancéreuses.




Conclusion
Exemple du 5-FU

® Le 5-FU est un anti-meétabolite de la famille des anti—pyrimidines utilisé en

chimiothérapie anti-cancéreuse contre la prolifération des cellules cancéreuses.
® Le 5-FU est metabolisé en :

5-FUMP incorpore dans les differents types d'ARN et donne donc une

transcription erronée

5-FAUMP qui se lie a thymidilate synthetase pour bloquer son action (methylation

de I'uracile en thymine) et bloque ainsi la prolifération de la cellule

O
® ®

CH3dans T C LCH;
HN ( ) H?’f‘,gu il
o/* H @ @

N '




Conclusion

Exemple de l'azidothymidine (AZT) :

e ['AZT est un analogue de la désoxythymidine qui entre en competition
avec les nucleosides naturels au niveau du site actif de la transcriptase
inverse virale, bloquant ainsi la replication virale et donc la proliferation

virale.

o (Cette molécule est utilisee pour le traitement des infections rétrovirales

comme le SIDA.

® L'AZT est constitue d'un groupement azoture (N3) en C3’ de l'ose.




conclusion

Exemple de l’allopurinol:

® L'hyper-uricémie est traitée par l'allopurinol, analogue structural
de I'hypoxanthine inhibant la xanthine oxydase et reduisant la
synthese de novo des bases puriques.
'hypoxanthine et la xanthine sont tres solubles et donc facilement

eliminés par voie rénale




Conclusion

XEANTRIN=
QXYDASE OA N)

L ==

HYPOXANTHINE

I—

ALLOPURINOL

PANTHING
—_—

QAYDASE

N en 8 et non
en’v

XANTHINE

"
H

l
H

ALLOXANTHINE

KﬂNl"ﬂ\t

"lXYL‘ASE

e

o)\ «ko

ACIDE URIQUE




Merci

pour votre attention




