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Coeff. Module/UE =2,5/7  Coeff. CM-TD/Module = 1,5/2,5  Coeff. TD-TP/Module = 1/2,5

EY
Enseignant | nombre | heure | Total Thémes/ Mots clefs
Xavier Latour s 2 [ 16 Biochimie métabolique
Annabell
nnabelle 6 15 | 9 Biologie moléculaire -
Merieau

Biologie Moléculaire ™

2 1 03 Enseignant | nombre | heure [ Total iptic lefs
M TD1: exercices d'application

TD2 : exercices d'application

Biochimie et Biologie Moléculaire Yovertaour | 4|15 |6 oy s dapption

TD4 : exercices d'application

TD1: exercices d'application
Annabelle

Merieau 3 15 4,5 | TD2 : exercices d'application
TD3 : exercices dapplication
-QCM Contréle
Annabelle Merieau Ie 02/03 Enseignant | nombre | heure | Total Description (% note)
annabelle.merieau@univ- sur les cours fomavele 11 fosn | 1 oshetn

Epreuve de CM/TD en amphis : 1 sujet de 2 heures)

rouen.fr -Controle final | e | + | 2| -
|e 16/03 3 - - Comptes-Rendus de TPs

LABORATORY OF MICROBIOLOGY SIGNALS AND MICROENVIRONMENT

Enseignant | nombre | heure | Total

LMSM EA 431 2 Andréa Chane 1 4 4 Extraction et électrophorése de I'ADN plasmidique
University of Rouen — Evreux, France M“"”;"* 1 4 4 | sDs-PAGE
Bouteiller
www.Imsm.fr AndréaChane |1 7| 2| Excraction et dosage des ADNs 2

LM Biologie moléculaire

QCM de Biologie Moléculaire
Janvier 2017

M213 Discipline de la biochimie métabolique

Annabelle Merieau

Nom: Etude des réactions chimiques des cellules

Prénoms:

Entourez Ia bonne réponse: Maintien de Augmentation de la  Doublement des composés

-1 par mauvaise réponse

1 par bonne réponse I’ intégrité cellulaire  masse cellulaire pour former 2 cellules

-0,5 par je ne sais pas ou absence de réponse

Un brin ADN est toujours synthétisé de 3' vers 5'
Vrai Faux Je ne sais pas

Une séquence d ADN s'écrit toujours de 3' vers 5'
Vrai Faux Je ne sais pas

Un oeil de réplication contient 2 réplisomes
Vrai Faux Je ne sais pas

La protéine DNA A se fixe sur 'ADN
Vrai Faux Je ne sais pas

La primasc synthétise de I'ARN de §' vers 3'
Vrai Faux Je ne sais pas
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Convention pour I’ ADN

PETIT SILLON

Squelette Sucre-phosphate

1 r rr°@
e A T (e} G A
Thymine (T) b i GRAND SILLON T A G C T
[A T Adénine(A) 3 I I I I I 5’
7Y Cytosine (C)
[ 6 { Guanine(©) . .
dessin écrit

N TOUR D'HELICE

— Phosphate 3
P = 3,4 NANOMETRES 5 &

DIAMETRE = 2 NANOMETRES

---------- Liaison hydrogéne = 10 PAIRES DE BASES

La mise en évidence

Griffith 1928

Dawson et Sia




1943 Alloway

1944 Mac Leod, Avery et Mac Carty

Gholenghi et Nighingle 1969

Transcription Traduction
AR

ADN Proteines

m (mesagers)
s (small)
t (transfert)

Réplication
Molécules actives

Evolution du dogme

Transcription Traduction
ADN Proteines
Rétrotranscription
Reverse transcription o o
(virus) Pseudoréplication Pseudoréplication
Réplication (Virus) (Prion) 1

17/01/20



17/01/20

La réplication

ADN E.coli: modéle d’ étude
Régles générales ADN

-

Réplication

We——O
+
O — W

Meselson et Stahl
35 35 35
5 3 5 3 5 3
I e T ol [ & e ——1Néosynthétisé
3’5 35 35 35 3A 5 :i 5 (dNTPs disponibles I
dans le cytoplasme de la
Premiére bactérie)
réplication | I | I | l LL
v
53|53 5 3| |5 3 53| |53 3535|3535 3 5|5 3(35]35 | |35)|35|3 535 ruve s somger
35353505 35]5 33535 | |35]35][3s535 |||||I|I | I||I|| ” H ”]
|||||| | ||| l ]l ]l]l 53| 535353 5 3|3 5 (53|53 | |5 3|53 |53]53 El
53 535 353 5335|5353 | 5% 5 3|5 %5 3 LL oo Il L Il LL>densite>ll
—— Néosynthétisé seconde réplication 1 Extraction d’ ADN apreés 2 divisions en milieu léger




S R
oo, 9

22

M:mitose :division cellulaire
G1:repos de I’ ADN
S:réplication ADN
G2:compaction ADN

Durée totale du cycle cellulaire
fixe selon la durée de G1 dont
entrée en GO

= Pour un type cellulaire donné, durée du cycle fixe
Cellule embryonnaire <12h
Cellule cutanée: 21j

Cycle cellulaire

——  CEil de réplication

00000

Origine de Réplication: O.R. Fourche de réplication "
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Levure: Saccharomyces cerevisiae 500 réplicons
Homme: 50 000 réplicons

Chromosome eucaryote Chromosome procaryote

enol- OH Guanine 0O keto-
N, H N, Changement d’appariement
N ‘ > ‘_) N | \> g PP
H JQ N H., JQ N AT
NN ) N A* tautomére -C
H H H H G-C
enol OH thymine O keto G* tautomere-T
C-G
CH H CH
N~ | o X | ? C *tautomére-A
A = TA
o N o N T* tautomere G
H H
’ ’ 5' 3’
° I 1 1rr° T
A T C G A T C G A
T A G cC T A G cC T
34 I I I I I 5 3’ I I I I I 5

Modéle doit expliquer les propriétés générales de la réplication:
Semi-conservative, Fidéle , Controlée dans le temps, Contrélée dans I’ espace

Modéle doit intégrer les propriétés des enzymes centrales de la réplication:
ADN polymérases ADN dépendantes (ou DNA pol DNA dep, DNA pol)
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OriC: 245 pdb

Région AT

5 PPP 5 PPP 5 PPP P ,
OH 3’ OH 3’ OH3
* >
29
chromosome
chromosome

REPLISOME

P> DNA hélicase: sépare les 2 brins d” ADN en cassant les liaisons H (consommation d’ ATP)

DNA topoisomérase ou gyrase: coupe I' ADN et le relie au fur
et a mesure de I avancée de la réplication : baisse de la tension de I’ ADN

Primase: RNA pol DNAdep e >
synthétise des amorces d’ ARN de 5’ vers 3’ :matrice ADN de 3’ vers 5’

Single Strands Binding Proteins:SSBPs .
Forte affinité pour ADN simple brin

Empéchent la réassociation des brins

Départ de DNAA
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........ »  Amorces ARN de la primase _
(200 bases) gyrase

@ SSPBs P>  hélicase
Fourches de réplication

) - —— , , p ,
5 3 5'PPP P P OH 3" 5'PPP OH 3
3 m——— 5 OH 2'}— OH 2’ OH 2’ OH2 4
Départ de DNAA CEil de réplication ARN NTP dNTP
5 + Pyrophosphate
5'PPP P P P OH 3’ (ppi)
OH 2’ OH 2’ OH 2 OH 2’ pyrophosphatase Z
P+P
3 3

Amorces ARN de la primase

(200 bases) ======= > gyrase —— ADN pol lll
. SSPBs hélicase <4 . —— ADN pol lll . .

Fragment d’ Okasaki:alternance ARN/ADN Ajout d’ amorces ARN & 3000 pdb avec SSBP

Synthése ADN a partir de I'extrémité des
amorces par la DNA pol llI

Décrochage de Pol lll dés rencontre avec ARN suivant
Départ des SSBP

Brin retardataire (lagging) Brin meneur( leading) 35 * %




Fragment Okasaki

5 N

- U
ARN (primase) ADN DNA pol 111
(P ) par po Absence

DNA pol | pont phophodiester

=

ADN par DNA pol |

Ligase: pont phosphodiester
5

Proof reading: relecture

- ADN néosynthétisé¢
™

o
o
/ E< |—4 \ L( - —
—© dCTP 00—
O dGTP ' o0 —
L dATP L — '
—% dCTP < O —
ol
Pol I ou llI A

Le modéle répond aux contraintes de la réplication:
Comment la bactérie sent-elle qu’ il est temps de répliquer I’ ADN?:

Comment sont séparés les deux brins d” ADN?
Non réassociation des brins :

Comment la réplication continue-t-elle malgré I’ augmentation de la
tension de I’ ADN au niveau de la fourche de réplication?

Comment est fournie I’ énergie de liaison?

Fidélité incompatible avec la chimie des bases?
Qui commence le travail?
Réplication du brin libéré de 5’ vers 3’ :

Bidirectionnelle

Réplication chez les Eucaryotes

17/01/20
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EX: chromosome eucaryote moyen 150 108 pdb
Vitesse de progression fourche : 50 pdb/s

Temps de réplication si une seule OR?

Nombre d’ OR par chromosome?

Dernier réplicon

Pas de problémes \

5
3 3
, 5
Probléme car amorce non située a I’ extrémité 3’
42
Eucaryotes Procaryotes

Synthése ADN

Retrait amorce
ARN

17/01/20
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ADN

La transcription

ARN
traduction
ARNmM
ARNt
ARNr Molécules stables, réle biologique

ARNs

Protéines

Propriétés générales

Réplication

Transcription

Réplication Transcription
_ ~—
ARN CEil de transcription
Role et mécanisme
Réplication Transcription

Substrats: dNTP: dATP, dCTP,dGTP, dTTP

5'PPP OH 3

Substrats: INTP: rATP, rCTP,rGTP, rUTP

uridine
5'PPP
OH 3’ T U
OH2' ADN ARN

uracile

Pas de T durant la transcription

OO0 4>
OO >»C

ADN ARN 48

17/01/20
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Réplication

Transcription

Enzymes

Réplication

Produit

Transcription

L’ enzyme

stabilité Liaison avec ADN

Liaison avec INTP stabilité

Basique, se lie avec ADN
Couvre 50-100 pdb

51

Structure des unités de transcription: U.T
uT

holoenzyme

Promoteur Zone de transcription

STT

ADN

+ 1 de transcription

(signal de terminaison
de transcription)

ARN

17/01/20

13



Séquence et fonction des promoteurs

Séquence consensus pour ¢ 54

Brip T : Promoteur
rin !
H 17b 5-9 bases :
muet @ _ 10 :
F o8 s
5 TTGACA TATATT “RGGARAT 3
3. inacTeT ATATAA TCCTTTA . °.
Brin :
= ‘AGGAAAU
transcrit
PR ARN
53
P STT
| L1 L |
O | core core core ADN
I = I I W I I = I
ARN
55

Initiation de la transcription

-55 +20
+1
~
-10 AG
core AG
)
_J
54
Terminaison
56

17/01/20
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ADN
ARN GCGCGGGXXXCCCGCGCAAAA
CGCGCCCLYYYGGGCGCGUUUU

GCGCGGGXXXCCCGUGCAAAA
Uuuu

YYY

0009090
GGGCGC

L’ enzyme et les unités de transcription

Régions promotrices: plus complexes

- 25: TATA box (ouverture de I’ ceil)
- 50 CAT box

- 70 GC box Accrochage RNA pol Il

initiation élongation terminaison
i A A
oy core core core ADN
/ core
ARN
58
Maturation des ARN m
AAUAAA

Coupe aprés AAUAAA et ajout d’ une queue polyA
par activité RNA pol DNA indep

4
ARGARAY,

[ L 3’
AAUAAAAAAAA Queue polyA

ARNmM

17/01/20
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intron

ARNmM

Cap
5..‘Exon1 ‘Exon2|Exon3|Exon4 HAAAA ‘ 3’

3
5’ PPP P ARN
orz Phosphatase coupe en 5’ PPP
5' PPP OH 3
5'PP P Guanylyltransférase: RNA pol OH 2
OH 2’ qui incorpore le rGTP, travaille
en 5 PP
rGTP
v . ]
Méthyltransférase
Coiffq: P y
CAP — OH2 Protection exonucléase
Signal de traduction o
5@ Exon1 55 intg)m - Exon2 AAAA 3> @ Snurp 1
Cap ©® Snurp 2
@ Snurp 4/6

5@ Exon1 Exon2 | AAAA 3

‘intron‘

5..\ Exon1| Exon2  AAAA | 5

Endonucléase
ligase

000)
intron1

Splicéosome
La traduction
Traduction
ARNm protéines
Acides Acides aminés
nucléiques

17/01/20
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Les acides aminés: aa NH,-CH-COOH
]

(chaine latérale variable selon les aa) R

Enchainement peptidique: protéine
NH2-(I3H-COOH +NH2-?H-COOH + NHZ-CI:H-COOH

Deuxiéme lettre
G Table en ARN
Tyr | UGU Cys U
Tyr | UGC Cys C
U Stop| UGA Stop A
stop| UGG Trp G
= His |€u Arg U 3
1 H]is (cec Arg\lc &
o GIn | CGA Arg A o
8 & GIn \CGG Ard G 3
o — —
£ =
A AUU Tle| ACU Thr|AAU Asn [(AGU Ser U g
v AUC Tle|ACC Thr|AAC Asn | AGC Ser/C .~
@ A AUA Tle|ACA Thr|AAA Lys | AGA ATG. A &
£ AUG Met | ACG Thr|AAG Lys |(AGG Arg )G o
= N /,/ w
GUU val|GCU Ala|GAU Asp |GGU Gly U
GUC val|GcC Ala|GAC Asp | GGC Gly C
G Gua val|Gca Ala|GAA Glu | GGA Gly A
GUG Vval|GCG Ala|GAG Glu |GGG Gly G
codon d'initiation codon de terminaison 65
Les ARNt
I: inosine, H: hypoxanthine,
R :ribothymine, W: pseudouracile, 3 s
DHU: dihydroxyuracile i—?
5
(3) (t
1 1
'o-s__,'- \.--f'"*‘
I 1
s - - 7
YT RS e
NN
N’
)
Vs N
1
LA}
\~-¢
_ .

R1 R2 R3
NH, terminale NHZ-CI:H-CI%- NH-CIH-(I:I- NH-CI-Il-COOH COOH terminale
R10O R2 O R3 .
ARNTtY": ARNt qui lie la tyrosine en 3
5 5’
3 3’

17/01/20
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Les ARNm
5P 3’ OH
. ARNm
Traduction
Protéine 1 Protéine 2 Protéine 3
| L | ORF1 III ORF2 III ORF3 | T
5P 3"OH

Les ribosomes

Ribosome 70S

Le mécanisme de la traduction

Séquence de Shine -Dalgarno: RBS: ribosome binding site:
AGGAGG située environ 7 bases en amont d’ un AUG

i
|AUG AUUACU CCU......UGA |

5 p AGG.AGG
ORF1
&_ A/

UAC
5 ’ I F-met
3 ’
F-Met

|AUG AUUACU CCU......UGA |

ORF1

17/01/20
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UGA |

5P

UGA |

lle

AGG AGG

UGA |

|  AGGAGG |AMG AUUACU CCD, ... UGA |

5P
L
ARNt i vide

5.PI AGG AGG |AMG AUU ACU CC.... UGA |
. | |

thr

17/01/20
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5p ] AGGAGG lade Al LAactl ool ucal
L iORF
lade ALlLLACLL 2CL uca 1

ueal

L _AGGAGG lAUG AUUAC

(010)

5P

Les ARNm
Cap
5@ AUG stop AAAA 3
NH2 COOH

protéine

Le mécanisme

Procaryotes

RBS et AUG

Initiation
-30S et ARNm
-F-Met et ARNIi
dans logette P
-Arrivée 50S

Eucaryotes

17/01/20
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Bilan transcription et traduction

procaryote
Promoteur STT, ADN
ATG TGA ATG TAA muet
TAC ACT TAC ATT ADN lu
= transcrit
leader ) UGA _AUG  UAA, ARNm
NHF——00H Protéines
Opéron

Régulation de I’ expression des génes

Un géne

Exemple: géne codant la 3-galactosidase: lacZ
p-galactosidase:LacZ

17/01/20
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Le métabolisme du lactose chez E.coli

Bactérie

Structure de |’ opéron lactose

Opéron lactose

A__A
|P|L|Iac| ?%Promoteur |O|L |IaCZ |IacY |IacA |ADN
)

Transcription
—

Traduction
Lacl ——

=
)
A

7| Région intergénique

ARNmM

LacZ LacY LacA

B-galactosidase ., transacétylase
B-galactoside

perméase

El opérateur

17/01/20

|E| Promoteurconstitutif leader

Régulation par Ie IaCtose (Présence de g|ucose)
Régions régulatrices Génes structuraux
A A
|P | L Ilacl ?éj Promoteur |O |L |IacZ |IacY |IacA | ADN
)
a)
A

22



Régions régulatrices

Geénes structuraux

A /A
[P|L]iacl |//]Promdteur

| lacZ

| lacY | lacA

| ADN

acl

Reglons regulatrlces Geénes structuraux

[P]L]saci %Pmmqﬁeu\— |O|L llacz ~ [iacy [laca | ADN

ARNmM
LacZ LacY LacA
fixation
Lacl
Iactose

17/01/20

Régulation par le glucose

fixation

CAP AMPc

Protéine CAP : Catabolic Activator Protein

CAP

Absence de glucose et présence de lactose

D

[P[L]rac %Pomeur}l@lLHlaoZ liacy |iacA | ADN
VAV AV

Lacl Beaucoup de RNA pol
ARNM
LacZ LacY LacA

23



Régions régulatrices Geénes structuraux

|P|L|trpR %Promot:ur |O |L|trpE |trpD |trpC |trpB |trpA IADN
=

m Site de liaison a TrpR
A Site de liaison a la RNA polymérase

Transcription ARNmM

Traduction
TrpR

TrpE TrpD TrpC TrpB TrpA -

A\
P|L|trpR %P(rorﬁpteur (0] thrpE |trpD |trpC |trpB |trpA |ADN

=
dail
TIrp
@
tryptophane
fixation
TrpR

17/01/20

Régulation par le tryptophane

P|L|torR %Promq&t:u)r |o|L]tmE [troD |[troC [troB [trpA | ADN
o

Trp

Transcription ARNm

Traduction
TrpR

TrpE TrpD TrpC TrpB TrpA

Structure de |’ opéron arabinose

Régions régulatrices Geénes structuraux

|P|L|araC IaraO |ara| |P‘r‘<l)moteur |L|araB |araA IaraD | ADN
o

\ B Site de liaison a AraC

J  Site de liaison a AraC
M A Site de liaison faible
pour la RNA polymérase

24



En absence d’ arabinose

|P| IaraC IaraO |ara| |Pr‘glmoteur | |araB |araA IaraD | ADN
Promoteur | |araB |araA IaraD |
AraC

ie | oee]q]d]

ADN P PPN TR I e T T

i 1
\L anscription itranscr\pt\ﬂﬂ \Ln'anscr\pt\m

LB T ey AR _ @
i & |
dés gu'il y 3 excés de protéines r par

pmbemes r QSL\;‘/ rapport aux ARNr, la synthése des

(ribosomales) protéines est réprimée
pas de traduction

17/01/20

En présence d’ arabinose

|P| IaraCIaraO |ara| |Prgmoteur | |araB |araA IaraD |

—» AraC
arablnose

P|L|araC JaraO |aral |Pro oteiaur ]lLlaraB |araA IaraD |

AraB AraA AraD

|| Forte affinit¢ RNA pol

AraC ARNmM

o Environnement

Membrane bactérienne

Cytoplasme

GacS: senseur
(activé par LadS et inhibé par RetS):

i S TR .ff;. + .~~~ peut phosphoryler une prot: GacA

RsmAs”

* S GacA-P permet la transcription de

Biofilm T3sS
o RsmX,Y et Z

¢ infectio

RsmX, Y,Z, petits ARN non codants qui peuvent séquestrer RsmA

RsmA: prot qui se lie a certains ARNm, pas de traduction

T3SS : systéeme de sécrétion de type 3
T6SS: systeme de sécrétion de type 6

100
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ARNmM

Pr1

Pr2

Pr3

Epissage Al al S Pré -ARNM

— Nca ryote

ARNmM dans différents types cellulaires

102

17/01/20

26



