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Historique

1869 Miescher

— Etude des constituants des cellules végétales: lipides,
carbohydrates, acides nucléiques. Début de purification des
constituants cellulaires.

1928 Griffith
— Existence d’un principe transformant
1944 Avery

— Premieres expériences de transformation. Démontrent que le
« principe transformant » est I’ADN.



Expérience de Griffith (1928)

Pneumococcus pneumoniae (responsable de pneumonies)
— Souche infectieuse: smooth (S) capsule gélatineuse

— Souche mutante: rough (R) dépourvue de la capsule
gélatineuse




Expérience de Avery (1944)

Isoler I’ADN des bactéries S et le mélanger avec
des bactéries R

Apres culture sur boite, on obtient des bactéries
RetS.

— Les bactéries S sont dites transformées

— Le principe transformant est ’ADN
(L’expérience ne fonctionne ni avec les sucres o
ni avec les protéines)

Pneumocoques souche S

//_’7\:&{!85

Pﬂfyﬁaﬂﬂhaﬂdes Protéines nuc[éiques

o e e
Prnieumocoques souche R



Historique

1950 Chargaff & Todd

— Chimie de ’ADN. Les « regles de Chargaff »: quantité identique de
A et T d’une part, G et C d’autre part. -> notion d’appariement.

1953 Watson & Crick

— Structure en double hélice de ’ADN. Franklin/Wilkins: étude aux
rayons X de fibres d’ADN.



Structure “0-p=0

0 ds

chimique de e 0
’ADN -

Le squelette

Les bases désoxyribose

phosphate




Les sucres de ’ADN et de I’ARN

— Connaitre la numérotation des carbones (1’ a 5')!

— Conformation 3 sur le carbone anomérique (1'),
énantiomere D

— Dans I’ADN |’évolution a sélectionné le déoxyribose pour
transmettre l'information

2’ H moins attaquable que OH.
En 3’ la position sera bloquée par la liaison phosphodiester

A

OH

BD ribose (ARN) BD déesoxyribose (ADN)
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| es bases

Base puriques

Base pyrimidiques

cytosine thymine

¢

0

?\»/3 TNH

9/ \3/LNH2

guanine

uracil
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De |la base au nucléotide

NH, N ‘\
L 7

\N
et G N
/ T~
Nucléoside = NG §A0
Base sucre + base OH H
NH»
O
\ N /\N
O/pfo ~
N ( /“ y
N 5 N \N
/ T
H H
Nucléotide = H &
OH H

sucre + base + phosphate 3



Et la Structure?

Le modele de Pauling
publié en 1953, avec les
phosphates au centre
d’une triple hélice.

Farooq Hussain, Wikipedia

Linus Pauling
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La double
hélice

James Watson et
Francis Crick




La liaison hydrogene

Liaison électrostatique entre:
— Atome riche en électrons (nucléophile)
— Atome n’ayant que des protons (électrophile)

Par exemple:
— N et O possedent des électrons libres
— lls sont nucléophiles

Liaison faible

— Différent de liaison covalente

\
N - H=N
/4

=0 H-N

Accepteur

Donneur

15



| es tautomeres

Tautomeérie céto-énolique (thymine)

c\)\\ o OHk Forme énol

Forme céto “\ /\o I N)\OH )\OH

H

Tautomérie amino-imino (adenine)

N\HZ\ N“H\ Forme imino
N\/ N\/ H

\a/ \
7 M7

Forme amino /\
N N
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Selon le
tautomere, les
bases peuvent
former des
liaisons
hydrogenes
différentes




Les paires de bases de
Watson et Crick
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Les donnees de diffraction de
rayons X

Rosalind Frankin
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Structure de I’ADN

Bases au centre
2 chaines antiparalleles

P

3’Sucre-Base ------ Bau%e-Sucrle5
p p
Slucre—Base ------ Base-Sucrle
% %
Sucre-Base -----. Base-Sucre
p p
5’S:ucre-Base ...... Base-Sucrle

3

P
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La double
hélice

—
Q]




La
publication
de 1953

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Mucleic Acid

E wish to sugresl & structure for the salt

of decxyribose macleic acid [DN.A).  This
atructure his novel fenturas which are of sonaidarakls
bislogival interest.

A siructure for nnokeds acid has alroady  been
proposed by Pauling and Corey!. They kindly made
thair mamuseript  availabls to us in advancs _nf
publication. Their model consiste of throo intoer-
twined chaing, with the phosphates near the fbre
axie, ael the bases on the ootside. In our opinon,
thie strusture i unsatisfactory for two ressona :
(1} Wo believe that the material which gives the
XN-ray disgramas is the salt, not the froe acid. Withoaot
the acidic hydrogen atoms it s not olear what forees
would hold the structure together, cspocially sa the
nagatively charged phosphates near the axis will
repel ench other. (2] Some of the van der Waals
distances appenr to be oo amaell,

Ancther three-chain structure hes also been sug-
geated by Fraser (in the press). In his model the
phosphates are on the outside and the bases on the
mnaide, linked together by hydrogen bonda.  This
strueture a8 described is rather ill-defined, and for
this reason wa shall not eommant
o it

We wish to put forward a
radically different structure for
the salt of deoxyribose nuoleie
giid,  The astructure haa two
helieal chains each coiled round
the seme axis (see dingran), We
have mwade the wsas] chommiesl
assumpiions, namely, that esach
chain conaiste of phosphata di-
BELET ErOUpS jni.n'ing_; Bep-dooxy-
ribofuranose residuss with 375
linkages. The twoe chains (but
nit their hases) are related by &
alyad ]'mpcmi'im:]ur tn the fibre
axis. Both chams follow right-
haeded  helioes, but owing to
the dysd the sequences of the
ntoms in the two chains mn
in oppasite  directions.  Eash
chain  loosely  resembles Fur-
berg's® model Mo, 1; that is,
the bases are on the inside of
the helix and the phosphates on
31'|'1¥Emﬁ“#.‘£i1-!‘rﬂ.'é‘?}5 the outzide., The configurstion
o s of the wipe sod o pioo

i noar it is closn to Furberg's
ﬂ:m‘mﬂr‘th?&fg* ‘standard configuration”, the
basm belding e chalne  gupar being roughly  parpendi-

ﬁ:ﬂh mfnmﬂ““i;l eulur to tha sttached bsse, Thare

T e
The nowvel fosiura of the structure is the manner
in which tho two chaing are held together by the
purine and pyronidine bases, The planes of the basess
are porpenddicular to the fibee axis. They are joined
thor in pairs, & single bage from one chain being
hydrogon-bonded to o single base feom the other
ahain, so that the two lie side by eide witl identical
z-pg-ordinates. Ons of the pair must b a purine and
the sther a pyrimidine for bending to ecour.  Tha
hydrogen honds nee made aa follows : purine position
1 to pyrimidine poaition 1; purine positon 6 bo
pyrimidine position 8.

If it is assumed that the basas only cssur in the
structure in the most plausible tautomerie forma
{Ehat ig, with the keto rather than the enol con-
figarations) it & found that only speoific pairs of
bases ean bond together. Thess pairs aro : wdenine
I:|'.ﬂ.FI.T'jI'IrE] with T-h:.'m:'n.e 1_m.r|.‘|n:|||3irm}. ancd  Eusnine
{purine) with cytosine q]J:lrrjmtdjne.L

In other . if an adening forms one member of
a palr, on elther chain, then on these assumptions
the other member must ba thymine ; similacly for
guanine and ortosine, The sequenca of bases on &
single chain doss not appear to be roestricted in sy
way., However, it only specific pairs of bases can be
formed, it follows that if the ssquenes of bassa on
one chain is given, then the sequence on the other
ahain is subometioally dotermined.,

It haa been found experimentally® that the ratio
of the amommnits of sdonine to thymine, and the ratio
of guaning to eytosing, ars alwaye very olose to unity
for decoxyribose mualeic acid.

It ie probably impossible to build this strosture
with m ribose suger in place of the desxyriboes, as
tho extra oxygon atom wonld meke too eloss 8 vin
der Waals sontact.

The previcusly published MNeray dotat* on deoxy-
ribose nucleie acid aro insufficient for a rigorous test
of oar structure, So far as we can tell, it is rooghly
nampitikls with tha axperimantal dets, bat it st
he regarded as unproved until it has been cheoloed
againet more exeet peemits,  Some of thess are given
in the following communications. We ware not awaro
of the detatls of the results presented there when we
dewised our structure, which reats mainly theugh not
entively on published experimental data and sterso-
chemicsl arguments,

It has not 1m;m! our nobice thet the u]:.uci:l':lr‘
padring we have postulsted immediatoly suggeste a
pogeible copying mechaniem for the genstic material.

Full datails of the structure, inchuding the con-
ditions sssumed in building it, together with s set
of co-ordinates for the atoms, will be published
elaewheare,

We nre much indebted to Dr. Jerry Donohue for
ronstant advios and eriticism, (‘Ejmi;l.”;'; or. imter-
atornic distanoes, We have also been stimulated by
a knowladgs of the general nature of the unpubliahed
exparimental results and idess of Dre. M. H. F.
Wilkins, Dr. R, E. Franklin and thoir co-workers at
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Pourquoi la découverte est-elle
si importante?

Un modeéle qui « explique la vie »

It has not escaped our notice that the specific
pairing we have postulated immediately suggests a
possible copying mechanism for the genetic material.
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Historique (suite)

1953 Watson & Crick
— Rayons X sur fibres d’ADN.

1970 Dickerson & Rich

— Premiers cristaux d’ADN (oligonucléotide). Rayons X sur cristaux:
meilleure résolution.
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Les differentes formes d’hélices

Des changements de conformation des sucres et
de la base produisent différentes formes
d’hélices

25



(o]
(Q\

La double
hélice de
forme B



Conformation du sucre
dans les hélices de type A et B

base base

C2' endo C3' endo

Hélice de type B Hélice de type A

27



Conformation de la base par
rapport au sucre

Anti
H Base éloignée du
{ sucre

\ Rotation autour de la
liaison C1’-N9

Base proche du sucre syn




| es sillons

Axe de
I'hélice

><\ sillon

mineur
sillon
majeur

Axe de pseudo-
symeétrie
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Les configurations de la double hélice:

la forme B

Double hélice droite

Groupes phosphate a I'extérieur

Chaines antiparalleles

Diametre : 20 A

Nombre de paires de base par tour: 10,5
Angle entre 2 plateaux de pb successifs: 36°
Conformation des sucres :twist, C2’ endo
Liaison base-sucre: anti

Distance entre 2 plateaux: 3,4 A

Axe de la double hélice centré sur le plateau de paire de
bases

Les sillons majeur et mineur ont la méme profondeur

Vue transversale: les groupes phosphate sont autour, les
bases en anneau au milieu
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Helice A
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Position de I'axe dans les 3
types d’hélice

A%) majeur
Y2 ‘_-/ =
7/ \By \\,___.<
> < ......... /
...

K%Z mineur
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Caracterigues des hélices

A, BetZ

A B Z
ADN/ARN ADN ADN/ARN
Nt/tour 11 10 12
Sens hélice droit droit gauche
Confo sucre 3’ endo 2’endo e (o)
Diamétre 26 A 20 A 18 A
Liaison glycosidique anti anti o o)
Déplacement bp/axe 4 A aucun
Sillon maieur largeur 3A 12 A plat
J prof 13,5 A 9A
Sillon mineur largeur 11 A 6 A étroit
prof 3A 75 A profond




Propriétés physiques de '’ADN

35



L’ADN est chargé négativement

Electrophorese sur gel d’acrylamide:




L’ADN absorbe la lumiere a 260nm (UV)

Le chauffage des solutions d'ADN produit une
augmentation d'absorbance a 260 nm. Ce phénomene
correspond a la dénaturation de 'ADN bicaténaire en 2
brins d’ADN monocaténaires, d’ou le doublement de
densité optique.

On peut caracteriser la température
de fusion de ’ADN notée Tm qui
correspond a la température a la DO 2260 nm
moitié du phénomene. A
DO24

simple brin

DO1 4
double brin

- Température
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Les brins d’ADN s’hybrident

Hybridation = Association spontanée, spécifique et
réversible de deux brins d’ADN complémentaires (formant
des paires WC)

L’hybridation est :

— spécifique : une séquence d’ADN monobrin s’apparie a la séguence
qui lui est complémentaire.

— réversible : En jouant sur les conditions expérimentales (température)
on peut entrainer ou briser (dissociation) I’hybridation de deux
molécules d’ADN.

Ce passage se visualise en mesurant la DO a 260nm.

Hybridations non
spécifiques

PR o eep——
T>Tm T<Tm T<<Tm
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