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Expression d’ un géene

Processus entier qui décode I information portée
par un gene donné et la traduit en protéines

» Comment se fait le choix des types de
protéines exprimées par les cellules?

» Qui détermine le taux d’ expression de ces

protéines?

» Comment un organisme unicellulaire s’ adapte =
aux différents milieux? Acide RiboNucléique

Facteurs déterminants

- Concentration en ARMm propre a chaque protéine qui dépend
de la nature du géne transcrit et de la vitesse de transcription

- Fréquence a laquelle il est transcrit

C’ est donc principalement la transcription différentielle des génes dans

une cellule qui détermine ses caractéristiques (propriété et fonction)



B- Transcription

Introduction
Les ARN, les ARN polymérases et généralité sur la transcription

I- Transcription chez les bactéries
1- L’ organisation d’ un géne bactérien
2 - Le Promoteur et |" initiation de la transcription
3 - L’ élongation de la transcription
4 - La terminaison de la transcription

5 - Les inhibiteurs spécifiques de la transcription

IT- Transcription chez les Eucaryotes
Introduction : particularités du génome eucaryote
1 - L initiation de la transcription

2 - La régulation post-transcriptionnelle



Introduction :

d Les ARN:
* Polyribonucléotides avec Uracyl (U) a la place de Thymine (T)

« chdlnes monocaténaires qui peuvent former des structures

secondaires en se repliant (épingle a cheveux)

* Molécules plus courtes et plus instables que I ADN

1 0
C CH, H C
H. ~ \C/ \N/ N CH
| ] | |
O/C\N/CH O//C\N/CH
H H
Thymine Uracyl
Certains segments de I’ ARN peuvent
s’ apparier s’ ils sont

complémentaires



Types d” ARN: -

ARN ribosomiques (18 S- 5,85- 83%

28S -5HS)
ARNT 15%
« Produi- ARNm 2%

polymér'ase AUIN depenuarie

* Réle génétique (messager) ou fonctionnel (transfert d’ a.a)

* ARN m est transcrit a un taux plus élevé que I' ARNt et
|” ARNr



0 Généralités/Transcription

1¢re étape de synthése d’ une protéine = copie du géne
(ADN) en une molécule d'ARN

Assurée par |’ ARN polymérase

« Nécessite ADN double brin (matrice), des précurseurs (ribonucléosides
triphosphates: ATP, GTP, UTP et CTP) et pas d” amorce

« Formation des liaisons phosphodiester entre les ribonucléotides dans la
direction 5’ - 3’

 Un seul brin servira a la synthése d” ARN
En trois étapes: BEsaboporspeprrpgs » 558 ]

ouverture de la
molécule dADN

Initiation, élongation, terminaison

[ |
» V4 V4 » ’
« L”ARNm se détache et la molécule d” ADN se referme nuaéoudesprememf. g



Brin sens et anti-sens

 La séquence de I’ ARN synthétisé est identique a celle du brin sens,

avec U a la place de T et orientée dans le méme sens.

* Elle se construit de 5" vers
3" en complémentarité de
celle qui est « lue » sur le

brin antisens.




0 Les ARN polymérases

Chez les procaryotes: une seule ARN polymérase

Le core de I’ enzyme est un complexe protéique multimérique: 4 sous-
unités a,, p, p’ et @ (a,pp’ w).

L" association de o au core = holoenzyme (a,pp’ wo)

e s .. . 15 " ‘ . /,Bsubunit
* La sous unité p assure la liaison a|” ADN. el e
. / ’ \ . . - o \’:\A/, : ;\;r-‘.. ) ‘: \/‘:‘.1 L‘~
* La sous unité p’ possede le site actif de  wwbwis  tate 260 SRS Aph P W
’ o a2 =y N |" d 0\ St -\ \ ‘v‘,.
la polymérase % S

* Les 2 sous unité a permettent
I” assemblage des autres sous unités

* La sous unité w rétablit la fonctionnalité
de I’ ARNp dénaturée in vitro

o subunit YP3 . ‘
pui B' subunit

* Intervention du facteur o pour la

reconnaissance du site d’ initiation. Site de liaison 2 PADN et
polymérisation de ’ARN



0 Les ARN polymérases

Chez les eucaryotes: trois types d” ARN polymérase

v RNA-polymérase I qui synthétise les RNA cytoplasmiques : RNA
ribosomiques (18 S- 5,8 S- 28 S)

v RNA-polymérase IT qui synthétise les RNA messagers certains
des snRNA

v RNA-polymérase III qui synthétise les petits RNA (1RNA,
rRNA 5 S, snRNA, 7SL-RNA).

v RNA-polymérase IV spécialisé dans la transcription de I ADN

mitochondrial et la syntheése de |" hétérochromatine chez les plantes



I- Transcription chez les bactéries

ARN polymérase se fixe a 'ADN au niveau d'une courte
séquence d'ADN placée juste avant le début du gene

= promoteur reconnu par le facteur o

1- Organisation d" un géne bactérien

promoteur

Région transcrite

terminateur

Site d’initiation
de la transcription

Matrice de
synthese de I’ ARN

Séquence signal pour la
libération de I ARN pol




2- Promoteur et initiation de la transcription

promoteur = reégion transcrite

ler site de Boite T
fixation Pribnow Début de la transcription

I Sens de la transcription

Formation du complexe ARNpol/ADN
=) ouverture de la double hélice




Initiation de la polymérisation et facteur sigma :

O Assure la reconnaissance des séquences clé du promoteur
A Positionne I" ARNp sur le promoteur qui I’ oriente dans une direction

d Facilite I’ ouverture de la double hélice

A+ 1 fich | [TTGACAJ=14 bp #=TGNTATAAT|

-35 -10 start

O Association de 7 ou 8 ribonucléotides sous forme d'un

polymére hybridé au brin matrice ADN

d Forte affinité de I" ARNp avec I’ hybride ADN/ARN d’ ou
décrochage du facteur sigma et liaison de la protéine NusA

permettant la stabilisation de | enzyme



Initiation de la transcription e

. v .
3 5
complexe fermé \l\ DNA template
.
3

complexe ouvert

.
3

formation du Primer

5
5

Dissociation du facteur o

XA -

3

Liaison de la protéine Nus




Structure des promoteurs et diversité des facteurs sigma

Fixation de la sous unité O Fixation de la sous unité ¢
| UP element | |-35Region| Spacer |10 Region| Spacer | RNA start
i1
Consensus [.\N;L%“"'j‘g‘:n'rrx.\'.mx\:\'z\' IN[TIGACA| N,; [WATAAT] N, |

sequence

rrnB P1 | AGAAAATTATTTTAAATTTCCT N[ GTGTCA| N, |[TATAAT| N, [ A

trp |TTIGACA| N,; |[TTAACT| N, | A

Tac [TTTACA] N,; [TATGTT| N, [A

recA L JTreATA| N, |TATAAT| N, A
araBAD DN CTGACG]| N, [TACTGT]| N. AT
Chez E.coli, 7 facteurs sigma qui reconnaissent des séquences différentes

- Sigma de la famille 70: 67° standards (reconndit différentes séquences de
promoteurs)

- Sigma de la famille 32: 032 spécifique a la réponse au choc thermique

- Sigma de la famille 54: o4 spécifique a I’ assimilation de |I" azote
-35 -10
5T TGACA TATAA T»~3" Standard promoter

5~TNNCNCNCTTGAA CCCATN T~3" Heat-shock promoter
5~~CTGGGNA TTGC A3 Nitrogen-starvation promoter




3- élongaﬁon de la chdine d’ ARN:

Sens de progression de I'ARN-polymeérase
>
Réassociation des Dissociation des

- deux brins d' ADN deux brins d'ADN

O
ARN- polymé

= o dépendante de I' ADN
= Topoisomérase /

C I S O ,

q | e :

= N '

c i A 4 >

O 3 5'

C 3!

+ —>

Q) il
O
e STTTTTY Oy O
. — ARN en cours la polymérase

< de synthese

>

Hybride ADN-ARN
(local et transitoire)

» assurée par le core de la polymérase a une vitesse d’ environ 30nucl/sec.
*Topoisomérases précedent et suivent la polymérase

»Souvent plusieurs transcrits de la méme matrice

L




Cas des ARNs polycistroniques et notion d’ opéron
site d'initiation
promoteur¢ gene | gene 2 géne 3 terminateur

a0 1 T N

Y

ARN polycistronique

< -

protéine 1 protéine 2 protéine 3

Opéron: Unité d’ expression de genes, codant plusieurs
enzymes apparentées ou des ARNr, sous le contrdle d'un
méme promoteur: co-transcrits générant un long ARNm

> séquences codant plusieurs protéines en méme temps
> séquences codant des ARNr (16S, 23S, 5S) et des ARNt



Géne codant

Promoteur ARNr 55 Terminateur de
G dant Geéne codant Transcription
Géne codant eniéﬁl Tcm ARNr 23S
lARNléS l l

ADN " * Fl
v

ARN ° ’
ARNTt ¢ Transformation

ARN ]

mature ARN16S ARNr 235 ARNr 55

Unité bactérienne de transcription ribosomique de I ARNr
(opéron ARNr) et sa transformation



Comparaison des ribosomes procaryotes et eucaryotes

PropriétésT.

Taille globale 705 805

Petite sous-unité

Taille d” ARN s s

165 (1500pb) 185 (2300pb)

Grande sous-unité 20 e
Taille d’ ARN 235 (2900pb) 285 (4200pb)
5S (120pb) 5,85 (160pb)
5S (120pb)
% ARN 63 50
% Protéines 37 50

Unité Svedberg: unité du coefficient de sédimentation lors d” une force centrifuge



B- Transcription

Les ARN, les ARN polymérases et généralité sur la transcription

Introduction

I- Transcription chez les bactéries
1- L’ organisation d’ un géne bactérien
2 - Le Promoteur et | initiation de la transcription
3 - L’ élongation de la transcription
4 - La régulation de la franscription
5- La terminaison de la transcription

6- Les inhibiteurs spécifiques de la transcription
IT- Transcription chez les Eucaryotes

Introduction : particularités du génome eucaryote
1 - L initiation de la transcription

2 - Les modifications post-transcriptionnelles



Unité de transcription

zone ou la transcription s’ initie et se termine

@ 2 ou plusieurs
genes co-transcrits

Une seule

Résumons molécule
d” ARNm




4- Régulation de la transcription:
protéines allostériques se liant a I’ ADN

Transcription de I’ ARNm d’ un opéron peut étre sous le contrdle d" un
opérateur qui régule le processus transcriptionnel par liaison avec

d’ autres protéines spécifiques

Promoteur |Opérateur| Gene A | Gene B | Géne C

Opéron

> Sens de la transcription

“ Protéines spécifiques

‘ -Répresseur

’ - A .
Corégulateurs ou effecteurs ctivateur

- Inducteur
- Corépresseur



A- Régulation négative de la transcription

1- Fixation d’ un répresseur en aval du promoteur

En se liant a son effecteur (corépresseur), la protéine répresseur

est active et se fixe a |'opérateur  Ex: | opéron arginine

Promoteur  Opérateur
I" arginine arg

Répresseur
inactif

Promoteur  Opérateur
I” arginine arg

argC argB argH

> Transcription se déroule

argC argB argH

9€ > Transcription ne se déroule pas
Répresseur actif

Corépresseur : Arginine



A- Régulation négative
2- Fixation d’ un inducteur sur le répresseur

En absence de son inducteur, la protéine répresseur bloque

la transcription  Ex: |’ opéron lactose

Promoteur  Opérateur

lac lac lacY lacA

lacZ

9¢€ > Transcription est bloquée
Répresseur

Promoteur  Opérateur
lac lac

—> Transcription se déroule
~ Répresseur
Inducteur P




B- Régulation positive
Promoteur posséde des séquences différentes de la séquence
consensus, d ol besoin d” un activateur et d’ un inducteur pour que
I” ARNp reconnaisse le site de fixation malgré le bon facteur sigma

Ex: catabolisme du maltose Génes codant enzymes
de ca’r?bolisme

}
malG

Site de fixation Promoteur
de |’ activateur mal

Pr
!‘gctivafr'icg

Inducteur = maltose

malE malF

> Transcription se déroule

Site de fixation Promoteur

del’ac‘riva‘reur‘ mal ‘ malE ‘ malF ‘ malG’
—“—-> Transcription ne
Pr @ se dér'oullae
. . pas
‘ activatrice




5- Terminaison de la transcription

Processus conduisant a la dissociation des sous unités de

I” ARNp apres la rencontre des signaux de terminaison

Deux mécanismes:

+»Terminaison « rho-indépendante »: terminateurs
intrinseques

+Terminaison « rho-dépendante »: dépend de la
présence d’ une protéine rho



Terminaison rho-indépendante: Terminateur intrinséque
Derniére base transcrite

I |

Brin matrice 3 TAATTTCCGAGGAAAACCTCGGAAPMAAAAA 5 Reédion che

Brinsens 5 ATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTT 3’
N —

| Sens de la Transcrim:cb

Sites spécifiques de terminaison: constitué de 3 segments caractéristiques

- deux séquences répétées inversées particulierement riches en
G et C, séparées par un court segment

- cette région palindromique est terminée par un segment de
bases répétées

* Une série de 6 a 8 bases A sur le brin matrice codant pour un
poly-U (région de faible énergie)



Derniere base transcrite

B Région riche

// en AT

Brinsens 5’ ATTQAAGGCTCCTTTTGGAGCCI|| [TTTT 3’

Sens de la transcriptb

3’ TAA\TTTCCGAGGAAAACCTCGGAA AAAA

y

la région de terminaison

ARNmM i i ﬁ

Structure en tige-boucle ou en épingle a

l Apres transcription de

cheveux, déstabilise le complexe
Séquence ARN se termine par un poly-U

(région de faible énergie) l

Détachement de I’ ARNp Structure en tige boucle



Terminaison rho-dépendante: Facteur Rho:

RNA

' olymerase
. s
* Hélicase ATP dépendante
- Fixation a I’ extrémité 5’
de I” ARNm, migration le

long de I’ ARN, localise le
complexe pol-ARN et le

déroule

Libération de I’ ARN
nouvellement synthétisé

My

Rho

ADP + P,




Saunders College Publishing



6- Les inhibiteurs spécifiques de la transcription

- Groupe Rifamycines: (Rifampicine, rifamycine et
rifabutine). Inhibiteur de I' ARNp en se fixant sur la sous
unite B

- Streptomycines: Inhibiteur de I ARNp en se fixant
sur la sous unité B (site différent des rifamycines)

- Actinomycines: inhibition de I’ élongation en se fixant
al” ARN sur les paires de bases GC



IT- Transcription chez les Eucaryotes

Introduction : Particularités du génome eucaryote
1 - L’ initiation et la terminaison de la transcription

2 - Les modifications post-transcriptionnelles



Introduction:
Particularités du génome des eucaryotes

-Diploide
+Eclaté ou en mosaique: introns et exons
‘Expression compartimentée

*Unité de transcription est monocystronique

A : Brin dADN
Promoteur Signal de polyadénylation Aon tanscrit
5' Exon Intron e
3 5
Sens de la transcription transcription
Coiffe : Queue plaoly-A
5'_ ARNnh
épissage




Génome en mosaique

%p'&' " 0'\‘ X

a RERFLY A \mﬁ

Hybr'lda’rlon ARNm eplsse avec Ie
gene correspondant d'ADN

Introns: A,B,C,D,E,F, G

A




Les ARN polymérases: Rappel

Chez les eucaryotes: quatre types d’ ARN polymérase

v RNA-polymérase I: Transcription des RNA ribosomiques (18 S-
58 5-28S)

v RNA-polymérase II: Transcription des RNA messagers et

certains des snRNA
v RNA-polymérase III: Transcription des tRNA, rRNA 5S

v RNA-polymérase IV spécialisé dans la transcription de I ADN

mitochondrial et la syntheése de |" hétérochromatine chez les plantes



Start site

L’ ARN polymérases IT P

+ Dans le nucléoplasme

+ Plusieurs sous unités polypeptides
(10 chez la levure, RPB1 a RPB10)

+ Nécessite 7 facteurs de
transcription: A, B, D, E, F, H et
séq TATA

Fixation spécifique sur le promoteur

transcription

After Zawel, L. and Reinberg, D., Curr. Opin. Call Biol. 4, 490 (1882).
Copynight 1898 John Wiley and Sons, Inc. All rights reserved.



Chez les Eucaryotes, le mécanisme de base de la transcription
est identique a celui des Procaryotes

Différences l

v’ Structure des promoteurs

v Modifications post-transcriptionnelles des ARN

« ARNr (sauf le 5S): méthylation, bases modifiées et épissage

« ARNt : méthylation, épissage et bases modifiées (U-->%UV)
* ARNr 5S : pas de modification

« ARNm : coiffés, épissés et polyadénylés. Certaines adénines
peuvent également étre meéthylées



1- Initiation de la transcription et terminaison

ADN génomique

CAAT | | TATAA TTATTT

- I - .
——> AG AG AG < >
70p bb 30 pb 100 pb

Signaux moléculaires nécessaires a | initiation:

+ 30 PB: Boite TATA (équivalente de la Pribnow des procaryotes)

+ 70 PB: CAAT ou Enhancer (virus): stabilisation du complexe ADN-ARNp
Signal de terminaison:

+ Séquence de 6 pb a la fin du gene reconnue par ARN-endonucléase

>>> Extrémité 3’ formée est polyadénylée dans le nucléoplasme




2- Modification post-transcriptionnelle:

Transcription
and 5’ capping

DNA 2

IRy

5' EERcTCCTRCTCETRCEGE J
xon Intron
»_Capping
i RNA polymerase
Completion of
, . primary transcript
'PO'YGdC"YIGt'On Primary Noncoding
transeript end sequence
5' X , . J— W— 3'
. L X | Cleavage, :, / o
¢ EDISSClge 5 ' polyadenylation, | 3
) \ ‘. and splicing | ~
Mature - .l . oo




a- Coiffe ou cappingﬂ

méthylé dans CAPO,
CAP1 et CAP2

parfois méthylé dans

Bl signal de
e > o reconnaissance pour
l% nucléotide 2 .
. les ribosomes
_IP_OJ[J_O_
y
méthyl dans CAPL ™ | Derniéere base du
TG messager macciesgble
aux ribonucléeases
méthylé dans CAP2 =~
— \/
COIFFE Augmente
I” efficacité
6 . 14 h II l’ . 14 S\ de la
uanosine méthylée sur I’ azote 7 fixée a traduction

I’ extrémité 5° par une liaison
pyrophasphate 5" -5° a la premiére base de
I” ARN (A ou 6)



b- Polyadénylation

RNA polymerase
Template DNA —

: )
e
5'1- 17V U0 v E——
Cap RNA Fin de transcription
(a) 4?
Enzyme
complex
5'm 13’
I"ARNm est clivée au
(b) endonuclease CT__\H—:;_) hiveau d:une séqu,en.ce
conservée hexamérique
5 m mEsET—-OQH(3') (AAUVAAA) a I’ extrémité
3’
ATP l'
(e) polvadenylate PP;
PAP polymerase Une extrémité
| o poly A est




+ La longueur de la queue poly A varie de 100 a 200 nuc.

+ Absente chez les ARNY, les ARNr et les ARNm codant pour les

protéines histones

+ La queue polyA sera raccourcie dans le cytoplasme

Roles du polyA

«» Attachement du

messager a la membrane
de RE

+ Transfert du
messager au cytoplasme

+ Stabilisation du
messager (demi vie ARN
diminue en son absence)

Noyau

Cytoplasme

Pas de séquence poly T

ADN 5' I

ARNhn 5 —

v transcription

5 ———

5 ———

3'
coupure par une
endonucléase

poly A polymérase

5 ———

Y + ATP
. _'A100-25O

Y poly A raccourci

— A 50-150
3'



c- Splicing ou épissage: Ribonucléo-protéiques

snRNP (U1 a U6)

Exonn Intron Exon n+1
I  —— N UUNGIWVNe Y&
Site 5' Site d Site 3' A, . ' V7 .
d'ég;:sage branclztl?ergent d’é[ﬁ:sage U]' r‘econna”‘ |e S|T€ 5 d eplssage
1 I:@_UACUAAc— AG NI ~
oI U2 reconndit le site de branchement

I

U4/U5/U6 se lie et U5
reconndit le site 5' d'épissage

v

U1 se dissocie suivi de U4 et U5
se déplace de I'exon a |'intron

U6 catalyse la trans-
esterification et le site 5
d'épissage est coupé et le lasso
est formé.

V1

VII 5 A A i

Le site 3" d'épissage est coupé
et les deux exons ligaturés.
A6 L'ARN épissé est libéré.

VIII GU UACUAAC




Récapitulatif
Extrémité 5’ Extrémité 3’
ADN génomique
CAAT | | TATAA TTATTT

¢ — >

70 PB 30PB 100 PB

v

ARN ftfranscrit primaire (UGA, UAA ou UAG)

Codon initiateur traduction Codon stop traduction
TATAAcap  AUG

CAAT

AAUAAA

e 70 PB 30 PB

Signal de

olyadén la‘rioné
CAP poly Y

GU: site 5’ d’ épissage ARN messager
AG: site 3’ d’ épissage




v’ Chez les eucaryotes, seulement 3% de |"ADN code pour des
protéines ou des ARNr ou ARNY, 97% non codant (entre les génes
et a l'intérieur des genes)

v Les introns: séquences d'ADNs non codantes situées a
I'intérieur des génes qui peuvent étre:

Microsatellites
Pseudogénes Minisatellites

Transposons Satellites

Rétrotransposons
v Dans certains cas, un méme gene peut €tre épissé de différentes
fagons pour donner différentes protéines.

v' Une protéine peut aussi étre découpée, apres sa synthese,
de différentes fagons pour donner différentes protéines.



Combien de genes ?

Selon les équipes qui ont séquencé |'ensemble du génome humain il
y aurait entre 30 000 et 60 000 geénes dans le génome humain mais
plus de 100 000 protéines différentes.

* Arabidopsis thaliana (une petite plante) contient
25 000 genes

« C. elegans (un nématode) en contient 19 000

* Drosophile: 13 600

Arabidopsis thaliana

C. elegans



