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Biochimie structurale et fonctionnelle

Etude des interactions protéine-ADN



Les polynucléotides

5' end
Phosphate >’
0]
, )
4'® Sugar Base On0
nucleotide
h 2'
3' end3
nucleotide
5l
o\ ..
4'€ Sugar Base nucleoside
HEE
R /. GDilll‘Bh‘,
3 end nucleosidetriphosphate
nucleoside

NH,

< end
phosphate

deoxynbose

HOCH, OH

H

HO OH
ribose (in RNA)

0O
H\(\N’ H
N/LO
H
uracil (in RNA)

adenine

,H

N/ NH;

guanine

cytos:ne

» purine bases

pyrimidine
>
bases

thymine
(in DNA)

—

© 2015 Encyclopzedia Britannica, Inc.



Synthese de ’ADN
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Appariements de bases

Adenine-Thymine base pair
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Structure de ’ADN
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La compaction de I’/ADN
chez les eucarvotes
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Differentes conformations
de la double hélice d’ADN

_ Minor Groove
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transitoire majoritaire a forte [sel]



Surfaces d’interaction
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Squelette sucre-phosphate
Petit sillon

Squelette sucre-phosphate

Grand sillon

Squelette sucre-phosphate
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Des sites donneurs et accepteurs de liaison H



Reconnaissance spécifique
uniquement
dans le grand sillon

4 sites dans le grand sillon

Major gr
The shaded atoms are RiRtAove

available for hydrogen
bonding to other molecules./l\ I l

3 sites dans le petit sillon



Spécificité d’interactions
dans le grand sillon
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Purification des protéines
fixant I’ADN

Chromatographie d’affinité a I’héparine

Polymere d’héparine (5-30 kDa)

Molécule
biomimeétique

Interactions ¢électrostatiques
avec les régions basiques
des proteines fixant I’ADN.

—> Elution par gradient de sel




Principaux motifs
d’interactions
protéine/ADN

Leucine zipper

Leucme
Helix-turn-helix
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Motif Helix-Turn-Helix (HTH)

Motif le plus courant.
Trouve chez les protéines de la régulation génique

(A) B) |

Fixation de 1’hélice
de reconnaissance
dans le grand sillon

Nonpolar contacts
between these helices
stabilize the motif.

Turnc Recognition helix  — ¢

"\ Residues on this side
form hydrogen bonds with
bases in the major groove.



Differentes familles
de domaines HTH

Le motif HTH est associ¢ a différents ¢léments
pour former le domaine de fixation a ’ADN
(environ 60 résidus)
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Chaque type de domaine HTH est caractérise
par une s€quence consensus

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm ¥ B ¢ KR 8 2 g3 £ 8 © %
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm



Dimeérisation des HTH

Dimerization

domain \

Dimerization
domain

P -

G
C

Qe

c CAGTGG
G GTICACC

<

Pseudosymmetrical
Two-fold symmetry

Le domaine HTH de fixation a ’ADN
est associ€ a un domaine de dimérisation variable



Interaction HTH-ADN
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Motif Basic Leucine Zipper

Grande famille de facteurs de transcription eucaryotes

Domaine Leucine zipper
de dimérisation

Leucine-zipper domain

—

Domaine basique
d’interaction avec ’ADN

DNA-binding domain

DNA-binding region (Chain E)
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Doigts de zinc 2-Cys/2-His
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Doigts de zinc 4-Cys

B o-helical ragions

GMN—

Base-specific contacts

Motif d’environ 70 résidus constitué de 2 €léments boucle-hélice
qui fixent chacun un ion Zinc.
Coordination par 4 cystéines.

Ce double motif se f1Xe dans le grand sillon d’une séquence
ADN symétrique.




Doigts de Zinc 6-Cys
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Domaine coiled-coil
de dimérisation

Séquence ADN palindromique



Motif Beta-ribbon

Methionine represseur
Met] d’E. coli

met repressor (TBP)
TATA box-binding protein

Forte déformation
de ’ADN
qui se courbe
sous la TBP




Changement de
conformation

La protéine et/ou I’ADN se déforment au cours de
I’interaction.

Dans le cas de la
protéine Cro, les
brins du feuillet 3
a ’interface du
dimere se vrillent,
entrainant une
rotation de 40° des
sous-unités

La fixation de Cro tord la conformation B de I’ADN.
La région centrale de 1’opérateur est surenroulée.

Ce qui se traduit par une distance réduite entre les
squelettes sucre-phosphate du petit sillon



Interactions spécifiques
et non spécifiques

Exemple de I’endonucléase BamH 1
(enzyme de restriction)

Fixation fonctionnelle
de BamHI
sur un site spécifique

5-G"GATCC-3'
3'-CCTA G"G-5'

Fixation non
fonctionnelle de
BamHI
sur un site non
spécifique




Processus biologiques
impliquant des
interactions protéine-ADN



La réplication

"brin retardé"

DNA primase
RNA primer

DNA ligase
DNA Polymerase (Pola)

Laggmg
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DNA Polymerase (Pold)

"bI’iIl aVaIlce Helicase

Single strand,
Binding proteins

Topoisomerase

*Ajout de nucléotides a l'extrémité 3’

*Synthese bidirectionnelle, simultanée pour les
deux brins, avec fourche de réplication

eSynthese continue sur 1'un des brins et
discontinue sur 1'autre

*Chaque "fragment d'Okasaki" est précédé d'une

amorce d'ARN, qui devra €tre remplacée par une
séquence d'ADN



Le complexe d’initiation

Boite TATA




Transcription = Traduction

- TRANSCRIPTION o )
RNA is transcribed from 7 .
a DNA template. @ g
2 v ®
RNA PROCESSING ®

e In eukaryotes, the RNA transcript
(pre-mRNA) is spliced and modified
to produce mRNA, which moves
from the nucleus to the cytoplasm.

NUCLEUS

CYTOPLASM

€) mRNA leaves the
nucleus and attaches
to the ribosome.

@

o
Aminoacyl-tRNA _
synthetase

<

AMINO ACID ACTIVATION

@) Each amino acid
attaches to its proper
tRNA with the help of
a specific enzyme
and ATP.

TRANSLATION

6 A succession of tRNAs add
their amino acids to the
polypeptide chain as the
mRNA moves through the
ribosome, one codon at a

4 time. (When complet-ed, the
7 poly-peptide is released
from the ribosome.)

| Ribosomal
subunits

Ribosome
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Réparation de I’ADN

Le dommage oDB1| XPE Sa reconnaissance

Reparation globale du géenome

RNA POL Deéspuralisation
CSACSB

Repa:auon et transcnptions couplées

Stabilisation du complexe
hautement specifique

Coupure en 3" et 5" de la A‘n\ 1
zone endommagée et q
h_‘ (.fa'_:s—'—

excision de 27 a 29 nucléotides

Synthése du fragment
a remplacer

Ligation



Les enzymes de restriction
EcoRl et BamHI

5"GAAATT C-3'
EcoRl 3. cTTAA”G-5

BamHI 5.GrgaTCC3
3.C CTA GAG-5'



