SVF — Génomique structurale et fonctionnelle

Chapitre 3 - L’expression génétique
et son controle

Source : https.//www.pourlascience.fr



L’expression génétique

Constitutive

Régulée selon :

- le type cellulaire

- activité et I’état de la cellule
- I’environnement...



1. La transcription et son controle

1.1. Un processus enzymatique



Divers ARN sont synthétisés

Transcription = synthése d’ARN par copie d’un brin d’ADN

Traduction
ARNmM protéine

Transcription ARNt
ADN ARNr

ARNsnN
ARNu...



Séparation des ARN pol I, Il et lll par

Les ARN polymérases

chromatographie

(élution par hausse de la concentration saline).
Ligne pleine sans a-amanitine et ligne pointillée avec a-

amanitine a 0,1 ug.I".

Copies Inhibition par

Enzyme Localisation géniques I'a-amanitine

|

i1

Nucléole ARN Insensible
18S et 28S
Nucléoplasme mARN Sensible a de
faibles con-

centrations

Nucléoplasme tARN, ARN Sensible a des
5S concentra-
tions élevées

Synthése de 'ARN
Concentration saline

La ligne pointillée
montre la disparition du pic |l

Propriétés et fonctions des ARN
polymérases eucaryotes

Source : Biologie cellulaire et moléculaire, De Robertis



L’ARN pol Il

12 sous-unités

515 kDa

Site actif a 3 substrats
brin d’ADN matrice
e ARN

nucléotide triphosphate

Source : Kornberg, Cell Death and Differenciation, 2006



Un cortege important d’acteurs

Protéines m Masse moléculaire

ARN pol I

Facteurs généraux de
transcription

Facteurs de pré-initiation

Facteurs de régulation

1

26

58

21

515 kDa

1560 kDa en tout

3080 kDa en tout

1005 kDa en tout

Source : Kornberg, Cell Death and Differenciation, 2006



1. La transcription et son controle

1.2. La bulle de transcription



L’ARN pol Il en cours de transcription

1
P
o
<
)
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>
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()
()
e
>
L,
o
C
0
0
C
()

polymérase

(en vert : sous-unité qui fait

avancer I'ADN dans l'enzyme)

en bleu et vert : double hélice

en rouge : ARN en cours de

formation

Source : Kornberg, Cell Death and Differenciation, 2006
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La bulle de transcription

-
e

T S—

/br/l/n/ RNA polymerase - -y

DNA i o DNA is
rewolusnd | codant hélicase unwound
topoisomérase
brin Matching nucleotide
is added

matrice _ff!

p ‘(] e
H | ©
| U

' B
T

RNA DNA hybrid region

Source :https://limbiclab.files.wordpress.com/2012/12/limbic_lab_dna_transcription_diagram1.png
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La synthese d’ARN de 5’ vers 3’

Brin codant = brin sens = non transcrit

ADN ouvert sur 17 paires de bases = bulle de transcription
Hybridation ADN - ARN sur 8 a 12 nucléotides
Complexe protéique (ARN pol Il + facteurs) recouvrant ’ADN sur 60 pb

Source : https://planet-vie.ens.fr



L’ARN pol Il et son cortege

ARN Pol |l

Facteurs de
polyadénylation

Facteurs
Facteurs de d’épissage

la coiffe

L’extrémité C-terminale de ’ARN polymérase Il est
escortée par des facteurs de traitement de I’ARN.
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Source : https://c.21-bal.com
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La coiffe en 5’, une protection

Des la transcription de 30 nt d’ARNmM
Fixation en 5’ d’une coiffe = cap

Coiffe non reconnue par les exonucléases

Coiffe nécessaire pour |'exportation hors du noyau
Coiffe nécessaire pour le début de la traduction

méthyl 7 - guanosine triphosphate

Source : https://planet-vie.ens.fr



Facteursde  ggpissage

la coiffe

Fixation précoce de la coiffe

ARN Pol Il

ADN

Facteurs de
polyadénylation

Facteurs

14

Source : https://c.21-bal.com
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Terminaison et queue poly A

site PolyA signal de terminaison

ARN pol i

facteurs protéiques

clivage
ajout de nucléotides A

site PolyA

AAAAAAAAAAAAA' 3’

© C. Escuyer



La terminaison par des facteurs du cortege de I’ARN pol Il

ARN polymérase II

9

Source : https://planet-vie.ens.fr/



1. La transcription et son controle

1.3. LU'initiation, étape-clé de I'expression génétique
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Le footprint

region of DNA protected
by DNA-binding protain

*= | clivage aléatoire de ’ADN par une nucléase
*——. puis séparation des brins par chauffage

F,amllleslde mole_cules  mm—
d’ADN simple brin ;‘é_
marqués en 5’ »

e

2%

family of single-stranded DNA molecules labeled at the 5° end

_ . | Séparation des brins d’ADN par électrophorese
«footprint» ou aucun
clivage n’est observé LTI [
— , f

“footprint,”
whare no cleavage is top of gol
obsorved
(8)

R
i z?ilfl&‘n‘mt '

—_—
footprint

sans protéine
avec protéine
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Footprint avec I’ARN pol Il

M DNA  complex

20 Upgﬁqam Transcription
iy " bubble: =16 nt
Rear Rear "H
ey {5 From
| A8 +18
-9 — o
g : 7 ' -
- *
-1 8 | == '
+1 E
== =
s_ 4
- Active site
+23 LT ——
Front| S B —
A

Source : Saeki & Svejstrup, Mol. Cell. 2009



20

Les séquences promotrices

-80 -50 -25 I
+1 .

- boite TATA = TAT box riche en T et A, la plus importante, est située vers -25 a -30
nucléotides du site de démarrage de la transcription (noté +1) ;

- éléments proximaux facultatifs :

* boite CAAT
* boite GC

Source : https://planet-vie.ens.fr
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Le complexe d’initiation

Les facteurs de transcription
généraux (FTG) ouvrent ’ADN
et positionnent I’ARN pol Il sur
le site +1 du brin matrice

domaine carboxy-terminal
de I'ARN pol Il

: : >
™ ~~ #{ UNITE DE TRANSCRIPTION :
- PROMOTEUR " séquence transcrite en ARN

FiGure 18.1 Promoteur et complexe d’initiation des eucaryotes.

Facteurs généraux de transcription numérotés (1, 2, 3...) selon leur ordre d’intervention.

Coding
e Strand

5' - - - E 3
3 ‘ TIITEETIIIIT | =
2 £ 5 Template
Strand

Source : Peycru, Dunod 2014



1. La transcription et son controle

1.4. La régulation de la transcription

22



Sous l'effet de I’environnement

Exemple de I'apport d’hormones

8 Pupe témoin
-
- —
L)
b Ecdysone : 6 jours ¢ ] Ecdysone : 10 jours
2
-
- -4
Brre = o
> S~
PM ®
I Pas encore de cuticule adulte Formation de la cuticule adulte

. pHi



Sous l'effet de facteurs internes

Détermination Differentiation Fusion

mesoderm —— myoblast —> myocyle ——=> myoltube

day1-4 day 5-7 day 9 day 12
day 0 day 2 day 4
RA
‘ »  Myf5

\‘ Pax3
0,

Ogo /

MyoD => M;:g
T :

@ J
&
» ’()(’)
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Source : Chen & al, Nature, 2015



Les niveaux de régulation

* L’accessibilité de I’ADN
Des facteurs régulateurs recrutent des protéines rendant ’ADN
plus ou moins accessible aux facteurs de transcription généraux.

* Laformation du complexe d’initiation
Des facteurs de transcription spécifique favorisent ou défavorisent
la formation du complexe d’initiation.
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Le remodelage de la chromatine

Euchromatine
avec
compaction
modulable

« Chromatine
N leosome état ouvert

Hétérochromatine

Chromatine
état condense

Tronscription Transcrlptlon
inactive //" I K\ active
Méthylation de I’ADN

Modifications des histones
Action des facteurs SWI

Source : Zwiller, Médecine-Sciences, 2015



Le remodelage de la chromatine

Exemple : les facteurs SWI

Les facteurs SWI
dégagent 'acces de
I’ADN pour les enzymes.

ADN repoussé
~ m du nucléosome

Formation
de diméres de
A nucléosomes

27

Source : Raven



Les facteurs de remodelage

Les histones ou ’ADN peuvent étre modifiés et
rendre I’accés plus ou moins facile aux enzymes

TRANSCRIPTION FACILITEE TRANSCRIPTION BLOQUEE
Acétylation des histones par HAT =>  Désacétylation des histones par DHAT
nucléofilament relaché Phosphorylation des histones H2

=> promoteur accessible Méthylation de ’ADN sur des cytosines
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Le remodelage de la chromatine

] SWI
SWI recrute

Facteur d'activation / L ]

Nucléosome remodelé

TRANSCRIPTION
FAVORISEE

TATA HAT /::

IR

HAT acétylant les
histones

Source : Molecular Biologt of the Cell, Garland, 2008 Histones a CEtYI €es
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Les modifications des histones

gene inactif

- @\S ADN

Activation Répression
‘ l:iAT : HDAC
Histone acétyltransférase Histone déacétylase
Ac

Source : Dabernat, Université de Bordeaux



Les facteurs de transcription spécifiques

Facteur de  ARN polymérase

activateur  transcription 0

, promoteur
séquence enhancer

31

Source : http://biocadmin.otago.ac.nz



Un exemple de répression

Site de liaison
Site de liaison activateur

répresseur —_—
’___y
‘ activateur
[ | répresseur o
i
TATA

Le répresseur lié sur la séquence silencer empéche la formation du complexe
d’initiation complet => pas de recrutement de I’ARN polymérase.

32

Source : Dabernat, Université de Bordeaux
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Activateurs et répresseurs sont en compétition

activateur . w.~— Domaine d'activation
\LI répresseur
Compétition pour la
liaison a 'ADN TATA
Sl're de liaison
Site de Ilalson répresseur

activateur

Source : Dabernat, Université de Bordeaux
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Exemple des hormones lipophiles (cortisol)

Hormone

membrane
cellulaire

Hormone

) ‘o Complexe
recepteur ‘ hormone

récepteur

récepteur

HRE

Hormone
Response Noyau
Element

Activation ou répression selon le gene

Source : Dabernat, Université de Bordeaux
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Des niveaux de controle possibles

Activateur & adaptateur se lient a chromatine

/' Complexe de remodelage de la chromatine

Remodelage de la chromatine

/‘ Enzymes de modification des histones
v
Modifications covalentes des histones
/‘ Autres protéines activatrices

\{
Addition d'activateurs sur la région régulatrice

( F. généraux de transcription et ARN polymérases

Assemblage du complexe de pré-initiation sur le
promoteur

Autres protéines activatrices

Réarrangement des protéines dans le complexe de pré-initiation
Début de la transcription

Source : Dabernat, Université de Bordeaux
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Les facteurs régulateurs se lient a ’ADN
Motif HLH = domaine de liaison a I’ADN

_ Domaine
........... basique

Source : Dabernat, Université de Bordeaux



- 80

BILAN

ADN

37

terminateur
" n
enhancer

cadre de lecture ouverte ("ORF") "silencer"

CAAT = TATA n m Intron Intron

-25,

A

promoteurs

Coiffe §'

Début
traduction

r—%

Transcription puis
épissage - maturation

Région
non
traduite

non
traduite

AUG Exons : séquence codante

ARN

AAAAAA 3
queue

poly-A

STOP
E. Jaspard (2019)

Source : https.//biochimej.univ-angers.fr



Pre-mRNA

5" capping

Capping -
enzyme

BILAN

DNA

Splicing

: |
Spliceosome

mRNA PABPC

Translation

Transcription

3’ cleavage and
polyadenylation

PABPN

S
r\/\o/\/%"ummm@*‘
m’G "CPSF

Nuclear export

R @

e /

~

Nucleus

Cytoplasm

Deadenylation

NN g

Degradation

38

Source : Passmore & Coller, Nature, 2021



BILAN

La transcription de ’ADN en ARN est assurée par des ARN
polymérases.

Elle se déroule en trois étapes (initiation, élongation, terminaison)
et génere plusieurs types d’ARN : ARNm, ARNt, ARNTr et petits
ARN.

La transcription est initiée au niveau d’un promoteur reconnu par
un complexe d’initiation et modulée positivement ou
négativement par des facteurs de transcription.

Source : BO, programme BCPST



Exercice « vernalisation »

A )

Winter annual Winter annual
w/0 vernalization w/ vernalization

Plant d’Arabidopsis vernalisé (a gauche) ou non vernalisé (a droite)

Source : Sung et coll., NATURE | VOL427 | 8JANUARY2004
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Exercice « vernalisation »

De gauche a droite (les mutants ont leur gene désactivé) :
* mutant flc vernalisé ou non

 mutant avec flc surexprimé, vernalisé ou non

* mutant vin3 vernalisé

* mutant vin3 non vernalisé
Source : Sung et coll., NATURE | VOL427 | 8JANUARY2004
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Exercice « vernalisation »

FLC

VIN3

o DN G PO R @
¢ ~". RN .'A RSt RS B VR A 2
RS R o e Jef e 2
& - T K
N ¢ 5
P h

Piste 1 (O jours V) : les plantules n’ont pas été
exposés au froid.

Piste 2 (10 jours V-TO) : les plantules ont été exposés
au froid pendant 10 jours et I’ARN a été isolé
immédiatement apres.

Pistes 3 et 4 : comme piste 2, sauf que les plantules
ont exposés au froid pendant 20 et 40 jours.

Piste 5 (40 jours V-T10), apres 40 jours d’exposition
au froid, les plantules en vernalisation ont été
exposés pendant 10 jours a des températures de
22°C avant d’étre récoltées pour extraire I’ARN.
L’ARNmM de VIN3 est impossible a repérer apres 3
jours de croissance a des températures de 22°C.
UBQ = ARNm de l'ubiquitine.

Analyses RT-PCR des niveaux d’ARNm VIN3 et FLC pendant un traitement au
froid a 2-4°C

Source : Sung et coll., NATURE | VOL427 | 8JANUARY2004



Exercice « vernalisation »

40 4 VTO NV 40 d VTO

A Arae

o “ o

40d VTO

FLC-GUS
in vin3-1

Source : Sung et coll., NATURE | VOL427 | 8JANUARY2004
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Exercice « vernalisation »

SLN

— [} —@D>—]

l

— 100 amino acids

Site actif de méthylation des histones

PHD = Plant HomeoDomain

Source : Sung et coll., NATURE | VOL427 | 8JANUARY2004
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Exercice : floraison et vernalisation

.= FLC = inhibiteur de floraison
le gene est acétylé : il est actif

VIN3 est exprimé suite au froid
VIN 3 désacétyle le gene flc donc bloque son expression

Me Me Me

Floraison
La répression du gene fic est renforcée par le systeme
de méthylation de VIN3 (PHD-PRC2)

Source : Proutot et Colot, Médecine-Sciences,2005



2. La maturation des ARN et la
diversification des messages

2.1. Du transcrit primaire a I’ARN mature

46



Les ARN eucaryotes sont maturés

Au cours de la transcription : modifications co-transcriptionnelles

 Ajout de la coiffeen 5’
* Polyadénylation en 3’

e Elimination des introns

Les séquences GU et AG qui bordent l'intron sont les séquences de
Chambon, médaille d’or du CNRS en 1979 et prix Gairdner en 2010, a
Strasbourg, fondateur de I'lGBMC et 'ESBS.

47
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L’excision-épissage

D 5PN i P ™ 3| | 1) Attaque nucléophile du OH
du A sur le groupement

phosphate de G => lasso et
Q_.M libération de I'exon 1
.
Lasso

@ % Exon 2
3

2) 'extrémité 3‘OH de I'exon
5.,\_/ 1 procede a une attaque

Exon 1 nucléophile sur le G en 3’ de

I'intron => lasso libéré et les
® Q_“ ™| |2 exOns sont lies
.

Exon 1 Exon 2
Lasso

Source : https://planet-vie.ens.fr



Des splicéosomes catalysent I’excision et épissage "

site d'épissage 5’ snRNP U1 snRNP U2 site d'épissage 3'
exon §' s intron NGSR exon 3'
" e “EiEE 3 précurseur de la
S \ 4 molécule d'ARNm
US. V46, etc. ASSEMBLAGE DU
COMPLEXE D'EPISSAGE
ETAPE 1:
FORMATION D'UN
LASSO ET CLIVAGE

DU SITE D'EPISSAGE 5'

ETAPE 2
CLIVAGE DU SITE
D'EPISSAGE 3'
ET LIGATURE
DE L'EXON

I'intron excisé sous la forme
d'un lasso sera dégradé
dans le noyau

ARNmM matures
g—— -———IKj}
5 3" (exons
ligaturés)

Splicéosome

= snRNP (small nuclear
RiboNucleoParticle)

= assemblage de protéines et
d’ARNsn

Source : http://rssf.i2bc.paris-saclay.fr/gautheret/cours/L2-6.pdf
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Le mécanisme d’excision et épissage

Splicéosome Intron
G
A
H07
5‘4‘ P_ 3:
Exon 1 Exon 2

l

Intron en lasso
A

Source : http://rssf.i2bc.paris- P7
saclay.fr/gautheret/cours/L2-6.pdf HO3
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Les modifications : bilan
g géne >
exons

5 --AG GUA/GAGU-—-—-A-—-PyPyPyPyAG GC --- 3’

2 intron >

excision des introns et épissage des exons

\

ARNm G A AAAAAA

ARNmM mature : coiffe + queue polyA + exons seulement




2. La maturation des ARN et la
diversification des messages

2.2. Un gene pour plusieurs polypeptides

52



Deux hormones pour un géne

Calcitonine

peptide de 32 acides aminés
hormone de régulation du
taux de Ca%* sanguin
produite par la thyroide

CGRP

- peptide de 37 acides aminés

neuromédiateur (impliqué

dans la migraine)

- produit par certaines
neurones

CGRP = calcitonin-gene-related-

peptide



D’aprés Lehninger,
Principes de Biochimie,
1994

Exon 1 non traduit
AUG sur I'exon 2

54

L’épissage alternatif

Cellules de la
glande thyroide

ARNm

(1244 4] <

TRADUCTION

NEDECIECESE] I

ADN (gene)

TRANSCRIPTION

ARNpm

DRFDEEERR

\,Excision & épissage alternatif

TRADUCTION

Certaines cellules
du cerveau

ARNmM

Préhormone =exons2+3 +4 Préhormone =exons2+3+5

l Protéase l Protéase

Hormone = exon 4 = calcitonine Hormone = exon 5 = CGRP



Bilan de la maturation des ARN eucaryotes

Modification Role Catégorie

Protection contre les exonucléases

Ajout de la , ) Co-
Signal pour I'export hors du noyau

coiffeen 5’ transcriptionnelle
Repere pour le début de la traduction
Polyadénylation Augmentation de la durée de Post-
en 3’ demi-vie de ’ARN transcriptionnelle
Elimination des Permet la traduction de plusieurs Co-

introns polypeptides a partir du méme gene | transcriptionnelle




BILAN

Transcriptome = ensemble des ARN d’une cellule a un moment
donné.

L’ARN est transcrit et maturé avant sa sortie du noyau.

Les ARNsn ne sont pas exportés.

Un gene peut donner plusieurs polypeptides, selon le type
cellulaire.

Existence de I’édition = modification de la séquence de nucléotides
de I’ARN par des éditosomes, assemblages d’ARNg (guides) ciblant
un ARNm précis et d’enzymes modifiant la séquence



3. La traduction et son controle

3.1. Une coopération entre ARN

57



Les acteurs

L’ARNm porte le message a traduire
L’ARNt porte les acides aminés

L’ARNTr constitue les ribosomes, cadres de lecture

58



Le message : un code a 3 lettres

Hypothese intuitive 4 pases azotées pour 20 acides aminés
intuition d’un code a 3 lettres

Expérience de Crick

Etude sur le bactériophage T4, provoquant la lyse d’E. coli K.
- utilisation de proflavine, un agent mutagene induisant des délétions ou

insertions courtes
- analyse de mutations +1, +2, +3... ou -1, -2, -3... et observation des

conséquences sur la virulence

Seules les mutations multiples de 3 n’alterent pas la virulence du virus
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Une lecture sans chevauchement

substitution

AAGCCTATG

3 hypotheses

1 seul aa modifié

> AAGCATATG

aa1.'aa2.'aa3

AAGCATATG
—

H
aal oao 2asd aa4

2 aa modifiés

AAGCATATG aa’/
— aab 3 aamodifies



Bilan

origine
Codon1 Codon2 Codon3
< — —

686684888805 4

Traduétion

Protéine

= 1 acide aminé est codé par 3 nucléotides successifs =1 codon
= Lecture non chevauchante
= Point de départ fixe : 1 unique cadre de lecture
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La découverte du code génétique

U Uy yuy
ARNm W
polyU

—

phénylalanine %
Systéme acellulaire O
(extrait bactérien
d’E coli) sans ADN
ni ARNm avec
enzymes et
ribosomes
- 37°C- Mg ; —— 20 échantillons —p
énergie (ATP, GTP) différents

S
n°1
RESULTATS O

Autres expériences : avec

Polypeptide : polyphénylalanine

yuy

ARNm polyU

o9
valine ..‘

y

Pas de polypeptide

ARNm polypeptide obtenu

polyA polymére de lysine

polymére de proline
polyC w

yu uuy

W

ARNm Y poiyU
00,

alanine ”
O

n°3

.

Pas de polypeptide

Source : svt-academie.dijon.fr



Le code génétique

Deuxieme nucléotide

C) hydrophobes
C) plutét hydrophobes

U (o] A G

UuU [ phény- ) ucu UAU . ueu . U

| uuC : UAC | trrosine | sn | cystéine :

U Kipins ucc sérine — c

' UUA Giiioa UCA UAA STOP UGA STOP A

9 | vue uce UAG UGG | tryptophane )| ©

= | cuu ccu CAUY . .. CGU v

o) _ cac  Nistidine \

% C gg: leucine ggg proline CAA : ggg arginine :

= | cue cCG CAG | dlutamine | cgg G

L AuU ACU AAU [ Y AGU - u

Q A AUC || isoleucine || ACC thréonine | AAC asparagine | ye~n sérine c
= | AUA ACA

£ PR, ARA lysine AGA arginine :

o AUG [\_méthionine /| ACG AAG AGG G

o GUU GCU GAU acide | GGU u

G st valine BOCI uiniie: |os| soartique JGGC lycine &

Y | gua GCA GAA| acde |GGA| 9 A

GUG GCG GAG | glutamique J GGG G

C) hydrophiles

Troisiéme nucléotide

C) plutdt hydrophiles
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Les propriétés du code génétique
Universel sauf existence de variants (Paramécie, mitochondries)
Non ambigu : 1 codon pour 1 seul AA

Dégenéré = redondant
- 1 acide aminé pour plusieurs codons
- variation de la 3°™® base = base oscillante

Non aléatoire : comportement de I'aa vis a vis de I'eau
souvent proche en modifiant 1 unique nt

Codons particuliers : START : AUG
STOP UAG, UGA, UAA

64
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Les ARNt, connecteurs

Charge de I'acide &

Site de liaison

aminé a ce niveau de l'acide aminé Site de liaison

de l'acide aminé

@ nucléotides

> petite taille
} Anticodon

Anticodon
(a) (b) Source : Campbell, 1995
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La fixation de I’acide aminé sur ’ARNt
@ @

Acide aminé —OJ Enzyme
(aminoacvIl-ARNLt

ooo—o/ synthétase)
ATP % /
\ MI)
@ o \'

oo*
Pyrophosphate
O

-
Pho<pha te fro

Aminoacyl-ARNt
(un acide aminé
«active »)
ﬂ S La liaison entre acide aminé et ARNt
ARNt contient une énergie potentielle.

Source : Campbell, 1995
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L’amino-acyl-ARNt-synthétase

Fidélité de 'enzyme
Taux d’erreur de 1 acide
aminé sur 100.

aminoacyl-ARNt synthétase
ATP -

acide aminé-

Source : Lunardi, medatice-grenoble.fr



Les ribosomes, associations ARN-protéines
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Elément ARNr |protéines| _'2lll€
globale

petite sous-unité 30S 16 S 21

Procaryote 70 S
grande sous-unité 50S | 23S+ 5S 31
petite sous-unité 40S 18 S 33

Eucaryote 80S
grande sous-unité 60S O LABE 49

+58S




La structure du ribosome, prix Nobel 2009

le ribosome est constitué de plusieurs chaines d’ARNr et de nombreuses protéines

petite sous-unité

Source : https://ressources.unisciel.fr



70

Le ribosome en action

Ribosome
Structure and Function
in Protein Synthesis

Subunit

Ribosome
Subunit

Figure 1

—3’ Messenger RNA
Terminus

5’ Messenger RNA- Nucleotide
Terminus Unit

Large
ribosomal
subunit

= Liaisons faibles (complémentarité structurale)

= ARNmM dans un sillon externe

= 2 sites de liaison ARNt et un site de libération de ’ARNt

Source : https.//micro.magnet.fsu.edu/cells/ribosomes/ribosomes.htm|



Les polysomes
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ARN circularisé

Source : Université de Bordeaux
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L’initiation

Petite sous-unité du ribosome .

coiffe elF = facteurs d’initiation

NG

A

IFAA Qe ) . . s
A raa) aran ARNm circularisé
queue polyA @a@aem,

............
T T
.......................................................

Source : Tarun & coll. EMBO Journal, 1996
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L’initiation

Met 1)

ARNLt initiateur

facteurs d'initiation liés a
la petite sous-unité ribosomale

2)
Met LIAISON DE L'ARNm
3)
ARNmM
z .13‘
UG
RECONNAISSANCE
Vot]| DU CODON
D'INITIATION
PAR UN ARNt
INITIATEUR

La petite sous-unité du ribosome avec
I’ARNt correspondant au codon AUG se lie a
la coiffe d’'un ARNm circularisé.

La petite sous-unité longe ’ARNm grace a
I’ARNr 18S et s’arréte sur AUG par
complémentarité.

La grande sous-unité s’assemble.

DISSOCIATION
DES FACTEURS
D'INITIATION

LIAISON DE

ARNt LA GRANDE
initiateur SOUS-UNITE
sur le site P 1 RIBOSOMALE
5t , L_. 3

Source : Alberts
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’élongation

Liaison peptidique formée |
grace a ’ARN 28S

>—_ACC NS,

\ ' GCACUGUUCUGGCAGAGA

GCACUGUUCU GGCAGACA 5 EEmm e A BRE,
ﬂ_ﬂ p e _/-'

sm 3

L’avancée du ribosome nécessite

Un facteur d elongatlon contrlle un GTP et un facteur d’élongation
la bonne association moyennant un GTP Source : Campbell
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La transpeptidation

HoN~G ™ Enzyme = ARNr 28S
(__} al laa, |
- \ 2 VN .
g Ribozyme "
'a.\.‘_' - ~ H2N \P
H (ag, ) H R
O/ l\\\f_qyk IRS H \ R C\ 4
- /
N e 400
¥) 5*0,& C\-:o C‘O
CG\y O o) " /
A A i
C C '
_ c C { ¢
tRNA, o P site A site o .\ aartRNA;
leaving ‘o™ / /'@ arriving
\ /
k Unb=l) © AmGaCa /
o] (558 S T L |
5 11 L L] | IS 1| | | 03
mRNA GGGAAAUCGGUC

Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon Movement of ribosomes
aaq aap aas aay aas aag aay - S
Source : these de M. Vignes, 2007
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Le wobble et |a base oscillante

Wobble rules
5' end of anticodon|— can pair with — |3' end of codon

G — can pair with — UorC
Leu’ C — can pair with — G
3| 5 Identical A — can pair W%th — U

leucine U — can pair with — AorG

tRNAs I — can pair with—| U, C,or A
¢AR N I ¢AN Wobbl
| : orma B obble . : .

_\A C U C paifing C U U pairing La traduction ,a lieu avec 30 a
40 sortes d’ARNt dans le

B/ ees e 3 5 s e 3
cytosol eucaryote, 22 dans les

mitochondries.

Source : https.//www.mun.ca/biology/scarr/MGA2_03-22.html



LIAISON D'UN
FACTEUR

DE LIBERATION
A UN CODON

La terminaison

5

TERMINAISON
COOH

|
PR

AUGAACUGGUAGCGAUCG

3

B
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Source : Campbell



Bilan : coopération des ARN

L’ARNm porte le message a traduire

L’ARNt véhicule les acides aminés énergétiquement activés et
assure la lecture de I’ARNm

L’ARNr permet la catalyse des liaisons peptidiques et |'avancée
du cadre de lecture

78
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Bilan énergétique

ribosome L :
/) ‘hﬁ :

ARN de
tra

anticodon

Colt énergétique

- 1 ATP pour charger chaque
acide aminé sur un ARNt

- 2GTPet1ATP pour
I'initiation

- 2 GTP par acide aminé
(élongation) dont 1 GTP

A A AUA A

QOOB00 pour I'avancée d’un codon

7 - 2 GTP pour la terminaison

TOTAL pour un peptide de 100 acides aminés ?

Source : https://www.supagro.fr



3. La traduction et son controle

3.2. L’adressage et la localisation de la traduction

80



Une traduction co-transcriptionnelle chez les Bactéries

A UT = unité de transcription

L{ -
sens de \\ s [120,:%:: | Bacteries
transcription\\ 7 pas de compartimentation cellulaire
S0 o oo L’ARNm est traduit au fur et a
DNA- .g‘.vfs —
g mesure de la transcription.
UT L FER
| - Eucaryotes
f’ Transcription et maturation des ARN

Yo
. dans le noyau.

MET Rouises Traduction dans le cytosol puis...



Les protéines et I'adressage

La traduction de I’ARN par le ribosome dans le cytosol fait
apparaitre une chaine d’acides aminés.

ARN

Source : tiré de Jaspard



Les adresses en séquences d’acides aminés

Signal de localisation nucléaire = SLN

Signal d’adressage pour les mitochondries et chloroplastes =
peptide de destination

Peptide signal pour le REG : protéines membranaires,
secrétées et destinées aux lysosomes, vacuole, péroxysomes...
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Translocation vers le REG

ARNm ’ A ; hyaloplasme
. particule de reconnaisance
3 Lo Q / du signal (PRS) Ty
c L @ PRS recyclée ’

4

5 O

site A m —_ m /

vide \ —— 9 £ Wk
chaine polypeptnduque 2

naissante avec x N
son peptide-signal

[ - - | -
Lt
} e N\
récgptou_r du récepteur de la PRS
peptide-signal

reprise de la synthése de la

membrane du réticulum chaine polypeptidique

endoplasmique rugueux

lumiére du réticulum
endoplasmique rugueux

SRP = ribonucléoparticule ayant 6 protéines et 1 ARN

Source : http://biologie.univ-mrs.fr/index.html|




Les adresses sous forme de chaines de sucres

Le REG et les dictyosomes glycosylent de facon spécifique des
sequences d’acides aminés. La chaine osidique est une adresse.
Exemple : mannose 6P pour le lysosome

Transport récepteur-
dépendant
Liaison au
g “  récepteur M6P

Glycoprotéine e
avec signal M6P = S

\1‘ manteau

manteau

\@.,

Recyclage des
récepteurs

Golgi

T

DISSOCIATION
ATACIDICPH @
—,

Récepteur M6P

ADP_ + P,
LN

Ly

Elimination des
phosphates

Précurseur
d’hydrolase

Endosome (proenzyme)

précoce

Source : d’apreés Alberts



Bilan : 'adressage des protéines

Traduction dans le cytosol

Peptide de destination ] Signal de localisation nucléaire
Mitochondrie Translocation _SLN
Chloroplaste ide si Passage

P Peptide signal sélectif Noyau

- )
[ REG ]
1 Transport \ /
Lysosome, vacuole... \

vésiculaire
Sécrétion

Membrane plasmique .Oligoside adresse

Golgi

© C. Escuyer



Le repliement progressif a I’aide de chaperonnes

Disorder mss sy QOrder

, transient

i compact  molten disordered %

xtended sestcr:'c‘t‘:;? globule  globule loop /
Protéine

Compaction

3" ARNm

Source : Stratmann, Institut Pierre et Marie Curie



Les chaperonines favorisent le repliement
- 7,

nascent/unfolded
protein

I %
L4

chaperones/\

N\

chaperones

energy

" intermediates
native (kinetically trapped)

——> promoted by ATP-dependent chaperones
——> inhibited by chaperones aggregates

Le repliement conduit a la forme la plus stable, celle d’énergie interne minimale.
Source : Balchin et al, FEBS Letters 2020



Les chaperonines catalysent le repliement

Rotel
Synt l:esls @ Eﬁ"“g’:&
\ / Aggreﬁa‘l:e /“
S T
(slow) @

Urfolded Folded

_— Systemes Hsp ou Gro

Source : https://physicallensonthecell.org/molecular-machinery



Les modifications post-traductionnelles

» Glycosylations
» Phosphorylations

» Clivages de la protéine : cas des proenzymes



Roles de la glycosylation

e participe au repliement et a la maturation des protéines ;

e renforce la résistance a la protéolyse ;

e permet |a reconnaissance entre cellules ;

e permet I'adhérence cellulaire ;

e permet I’"hydratation ou la gélification du milieu externe a la

cellule (role de protection).
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Les protéoglycanes : rappel

protéine portant les glycosaminoglycanes sulfatés

Oses  constitutifs  du  motif :
i tétrasaccharidique initiant le processus :
i de glycosylation des protéoglycanes: :

Q Galactose

Acide glucuronique

GAG sulfatés

& . - O

Sesopaaiaasapet chondroitine-sulfate

v =l = 1o

dermatane-sulfate
GAG = glycosaminoglycanes

0080008 e)e

“sssssssscssssans héparane-su"ate

kératane-sulfate

Source : https://rnbio.sorbonne-universite.fr/polysaccharides_matrice_extracellulaire



La phosphorylation des protéines

- Enzyme non phosphorylée ATP
phosphate Forme inactive
Protéine Protéine
phosphatase kinase
. ADP
Enzyme phosphorylée

Forme active

La phosphorylation augmente I’efficacité
enzymatique d’un facteur 100.

Exemples : la glycogene phosphorylase, les kinases...

(AUGERE B., “ Les enzymes, biocatalyseurs protéiques ”, Ellipses Ed., 2001).



Les précurseurs inactifs d’enzymes

La coupure d’'une séquence par une peptidase
Induit I'activation de 'enzyme

QNCREAS

épithélium I
intestinal __|
V —> enzymes inactives T enzymes actives
lumiére intestinale - 5 :
. — trypSInogene T) tryps|ne
peptidase — ‘*

membranaire I I I




3. La traduction et son controle

3.3. L’'interférence, un controle quantitatif

95



Lien vidéo

http://www.info-nbt.fr/ ¢ Gene pésial ARNmi®>

Des ARNi

expression-genes.html Trnserpton e

WV
ARN Ll

Repliement Pri-microARN
N4 /
Longue épingle & cheveux
{environ 1000 nt)

8 Coupure
E .5 Q"”"“Q Endonucléase
"'"]i'"' g L premicroarn
' Courte épingle & cheveux
NOYAU /‘/ \ (environ 100 nt)

CYTOPLASME | &
Endonucléase Dicer Complexe RISC
@ E-BE
MicroARN

Codon Stop

de L'ARNm
Régions codantes Région 3'UTR
de 'ARNm cible de 'ARNm cible

Coupure de la molécule d'’ARNm ou inhibition de la traduction

Source

96

: https://planet-vie.ens.fr
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L’interférence

" NOYAU géne cible géne d’ ARNi )
/\/\/1\/\/ l
ARN rém - ’ i
L p précurseur,d’ARNI )
CYTOSOL
ANAN\AN/
ARNm ANAAN/

\ 1 modifications
appariem?nt//\/\/ ARNi

AN

/ou\

bloque la traduction provoque la digestion de FARNm

PAS DE PROTEINE

© C. Escuyer




BILAN

Bilan de I’expression génétique
* Transcription => ARN prémessager ou transcrit primaire
* Maturation en ARNm
 Traduction en polypeptide
 Modifications des protéines, repliement jusqu’a une
protéine fonctionnelle

Controles qualitatifs Controles quantitatifs
- régulation de I’acces a ’ADN - taux de transcription
- contrble de l'initiation au niveau - durée de vie de ’'ARNm (queue
du promoteur polyA)
- épissage alternatif - interférence




Les virus : un détournement de I'expression génétique

Les étapes du cycle viral

1
2
3
.
5
6
7

Attachement
Pénétration
Décapsidation
Réplication

. Synthese des protéines de la capside

Assemblage
Libération

détournement

99
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Exemple d’un adénovirus humain

Famille de virus de bronchite, conjonctivite, cystite, gastro-entérite...

DViralZone 2015
Swiss Institute of Bioinformatics

Va2? " T=25

ADN double-brin de 36 kb

Source : https.//viralzone.expasy.org/4?outline=all_by_species
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Exemple d’un adénovirus humain

Entrée du virus dans le cytosol

Adenovirus

cytosol

Clathrin Coated

o“' s
5 .
L
5 Vesicle
—
o
2
‘r (,‘
L v

pit

noyau

F_‘%

Translocation de I’ADN vers le noyau
par les pores nucléaires (le cas ici) ou
a la faveur d’une mitose

s

£

ticle escape

(ate endosome (pH 6.0) i
lysis Tt

Source : https.//viralzone.expasy.org/4?outline=all_by_species
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Exemple d’un adénovirus humain

Transcription de genes précoces par I’ARN pol |
ARNm traité comme des genes eucaryotes (coiffe, queue polyA,
excision-épissage)
Genes précoces codant pour :

- des facteurs favorisant la transcription des genes précoces

- une enzyme de réplication de I’ADN viral

- des facteurs altérant le cycle cellulaire ou I'expression du

génome de |I'hote
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Réplication de I’ADN viral

ADN polymérase virale a fonctionnement différent : brin par brin
Synthese continue pour tous les brins

single strand binding protein

T 1T
S LU
& _
'TT A

AL L L LU e

{

maintenu en sb &I

ST T I T T T T I T T I T I T P

| }

ST T T T T T T T T T T T T T T T T

S AU L DL LU L e

5

TITTTTIT TITTTTTTTTTTIT T T

1 LU 111L-
ST T T T T TT T T T
LU

AT T I T TIT T T T T Ty o
GLULLL L O g

ﬁLLLﬂLU.UJJJ.LLLlLLUJ.LLLUllLUJJJJlUlLLJJJ.* maintenu en sb

v

‘Il”lllllll'l.'lll"lllllllll:'ﬂllllllllll'lll'll'”’
P RN RnARnIRaanannnNRniny! lllg‘

siﬂil IBRRRRARBER AR RR RN R0 001NN
3 '

Source : http://www.microbiologybook.org/mhunt/dnal.htm
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Synthese des protéines virales

L1 L2 L3 L4 LS

EE)EDE) B L = génes tardifs
E1 E3

= 2

5
3

@ E = génes précoces
E4

; g

E2B E2A

| | | |
I I | |

10000 20000 30000 36000

O  w—p—

Expression des genes tardifs => protéines de la capside

Puis assemblage des virions et lyse de la cellule hote

Source : Milavetz, Methods in Molecular Biology, 2015



Les virus détournent la
machinerie cellulaire de
I"hote :

- copie du génome viral

- synthese des constituants

du virion

Bilan
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Attachment
) Endocytosis
78 —
AN N2,
Y I N
Cell membrane =
/ N
Release of QN \ ‘)
virion (‘ ,“‘?»' ] =~
Endosome
\ ‘ J
v 5:3 Nucleus Early gene
oo == ==X 4 expression
Nuclear <  Early phase R K PN
import WA AN AAA
AROVDGN w— o pap )" SR
/ e TV aN AAA ‘

/ Late phase

Late gene T
expression o ARA

NN\ AAA
"-" 7 AAA X
‘/\ 7 AAA

\_

\ f x '\ 7z
- \j,_’_
o — 7?-

DNA rephcatlon

/

/ .
Cell |
7 ell lysis

<
Mm

Assembly )

Source : Charman & al, FEBS Letters, 2019



4. L’épigénetique
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L’épigénétique

Deux plants de Linaire de méme Des souris agouti de méme génotype

génotype mais de phénotypes fort mais de phénotypes différents liés a
différents. une variation d’expression du gene avy

Epigénétique = ensemble des phénomenes transmis héréditairement qui
modulent 'expression du génome sans changer sa séquence.
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Les niveaux de controle de I’épigénétique

Gene-—lm g =

- — | Organisation du noyau
Transcription | |

Dynamique de la chromatine

- ~—
EEE——E
b

ARN 7 ™7

Traduction Degradatnoﬁ )
i . ARN non codants _J
!

M £ O = &+ ® 3 0.0 . M

Protéine

Source : Axel Kahn, Médecine-Sciences
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Une différence de méthylation d’avy

Phénotype dit
« jaune »

Phénotype dit
« agouti »

Gene avy tres exprimeé Gene avy peu exprime
Promoteur du gene peu méthylé Promoteur du gene tres méthylé

Source : Cooney, 1998
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Méthylation du gene avy et alimentation maternelle

Souris gestante dont le régime alimentaire est supplémenté en molécules
impliqguées dans la méthylation (acide folique, bétaine, zinc et méthionine).

They cre what she ate...

SOl,JI’IS gestante | \ . o. D : 59% jaunes
temoin, non 6O / . — M A 25% agoutis
supplementee . 4% ‘ S \ 16% intermédiaires

Souris gestante
supplémentée

L v 35% jaunes
¢°" . 51% agoutis

vi'g \.,J ¢ 14% intermediaires

T ansponee

\-.\ Ant gee
swiched o*

Source : Waterland Mol Cell Biol 2003
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Mode d’action de avy et son controle

avy code pour une protéine sécrétée a action paracrine :
- dans le cerveau : protéine antagoniste de la mélanocortine => faim

- dans la peau : protéine stimulant le stockage de TG

O Unmethylated Meéthylation des promoteurs des genes
@ Hinkinie => blocage de la transcription

'—) Gene Expression
:%: Gene —

I—*-’ Gene Expression Repressed
d%: Gene —

Source : http://acces.ens-lyon.fr



La transmission de I’état méthylé

NH, I NH,

I NN methyltransferase

B
=== 1A

Methyl groups added

y ’ to DNA base cytosine
(“C”) at CpG sites

3'

¢H. Cytosine méthylée
3
5' A T i ¥ (. G A 3«

3 -L 5
RePhcoflon de | ?/ \
AT C G A 3 T

HHH CHER:

Méfhylaﬁonl
CH

|
Méﬂ\ylationl CH,

|3 |CH3
AT'C(—‘,A3. 5 AT CGAs'
Lf y J!'cl'l Ls 3'4’/ , H—!’s

I

CH, CH,

Source : http://acces.ens-lyon.fr
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DNA methylation
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La transmission via la reproduction sexuée

€— Global demethylation
(paternal)
(maternal)

E6.5
Blastocyst

Premiers stades embryonnaires

La fécondation active des agents
déméthylants : tous les genes
sont déméthylés sauf une
centaine, dits a empreinte
parentale (liés a 'asthme, le

diabete...).

Source : http://acces.ens-lyon.fr
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Les modifications des histones sont aussi transmises

Recycling

Leading
9 Nucleosome <€—| Fork movement
=) Parental {(H3-H4) H2A-H2B
b 4 2
A2\ | Old Ha.1-Ha dimer | @ | Parental PTM
2 | New H2.1-Hd dimer | £ | H4K5,K12ac

. New DNA
Lagging

De novo deposition

Source : https.//www.semanticscholar.org/paper/Chromatin-and-DNA-replication.-MacAlpine-Almouzni
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Exercice : floraison et vernalisation

.= FLC = inhibiteur de floraison
le gene est acétylé : il est actif

VIN3 est exprimé suite au froid
VIN 3 désacétyle le gene flc donc bloque son expression

Me Me Me

Floraison
La répression du gene fic est renforcée par le systeme
de méthylation de VIN3 (PHD-PRC2)

Source : Proutot et Colot, Médecine-Sciences,2005
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CONCLUSION



Le gene, une notion bien complexe

Définition du programme

Un gene est une unité de transcription avec ses séquences
régulatrices, c’est-a-dire une séquence d’ADN nécessaire a la
synthese d’'un ARN.

Ce dernier peut ou non conduire a la synthese d'un ou plusieurs
polypeptides.

Gene =  séquence d’ADN pouvant étre transcrite
sequence d’ADN soumise a des pressions évolutives
sequence d’ADN entre un promoteur et un signal de
terminaison
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