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1.Introduction
1.1.Pourquoi il y a régulation de |'expression des genes?

Pour répondre aux conditions changeantes de

I'environnement immédiat

La question posée dans ce chapitre est celle du choix des
portions du génome devant étre exprimées a un moment

donné dans un environnement donné.



1.2. Qu'est-ce-que la REGULATION GENETIQUE ?

=Un moyen pour la cellule de développer des mécanismes
qui lui permettent de réprimer les genes qui codent pour
des protéines inutiles et de les activer au moment o ils
deviennent nécessaires
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Deux classes de mécanismes de régulation :
1- mécanismes opportunistes

2- mécanismes généraux

Deux modes de régulation de |'expression d'un gene cible

par une molécule régulatrice :

1- d'une fagon positive : linteraction déclenche la

transcription du géene
2- dune fagon négative : linteraction empéche la

transcription du gene



1.3.Niveaux de régulation
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Sites possibles de Régulation
des Genes chez les bactéries

Sept mécanismes susceptibles de
modifier la concentration a /équilibre
dune protéine ;

1- synthése du transcrit primaire

2- maturation post-transcriptionnelle
de 'ARNm

3- dégradation de 'ARNm

4- synthese protéique

5- modifications post-traductionnelles
6- ciblage et transport des protéines

7- dégradation des protéines
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Quelgues constats

1. Un organisme unicellulaire, avec un temps de génération tres court,

doit pouvoir répondre rapidement a des changements de son

environnement.
2. Les demi-vies de la plupart des ARNm sont courtes (de l'ordre de

quelques minutes).
3. La transcription et la traduction sont couplées et se réalisent dans

le méme compartiment cellulaire.

La régulation génique doit prendre effet tot

effectivement

LE POINT DE CONTROLE MAJEUR
L'INITIATION DE LA TRANSCRIPTION.




2 .Régulation de la transcription

2.1.Stratégies de controle de l'initiation

de la transcription

2 modes distincts de controle de linitiation de la

transcription

1- un controle constitutif qui dépend de la structure du

promoteur

2- un controle de régulation qui est sous la dépendance de

protéines régulatrices
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CONTROAOI E CONSTTITUTTE

¥niveau de base de linitiation de la franscription
déterminé par la structure du promoteur.
¥variabilité dans la séquence consensus du promoteur :

modification de l'efficacité du promoteur.
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Expression Constitutive
—Expression en tout temps de
protéines nécessaires a la
survie/croissance
— Généralement servant a:
* synthese de 'ADN et de 'ARN
* Synthese des Protéines
* Transport des électons

* Enzymes du métabolisme
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Les bactéries expriment seulement un sous-

ensemble de leurs genes a un temps donné
— L'expression de tous les génes constitutivement dans les
bactéries serait énergétiquement inefficace.

e Ce n'est pas tous les promoteurs qui sont
constamment accessible a 'ARN polymérase
— Les genes qui sont exprimés sont essentiels pour traiter
les conditions environnementales courantes, telles que le
type de source disponible de nourriture.

* Quels genes sont transcrits dépend de quelles
molécules spécifiques sont présentes dans le milieu (et
dans la cellule)

* L'expression des enzymes spécifiques exigées
pour le métabolisme des molécules particulieres peut étre

induite ou réprimée sur demande




CONTRAI E de PEGILI ATTON

Principe de base de la régulation de la transcription :
_a ligison d'une protéine spécifique a un site donné de

'ADN influence l'ensemble des évenements composant

‘assemblage du complexe d'initiation et\ou l'initiation d'une

synthese productive d'’ARN par I'ARN polymérase.



Régulation métabolique

— De facon générale, plus il y a de la nourriture, plus les genes sont transcrits.

— Beaucoup de nourriture donne beaucoup d’ATP.

e Beaucoup d’enzymes utilisent I’ATP comme source d’énergie

o IATP est le nucléotide initiateur

o Laffinité pour un ATP initiateur est moins grande que pour un ATP

d’élongation
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Quelgues définitions

®Facteur de transcription: protéine de régulation
transcriptionnelle.

®Activateur: protéine qui stimule [l'initiation de la
transcription favorise |'expression d'un gene.
®Répresseur : protéine qui inhibe la transcription et
empéche I'expression d'un géne.

®Opérateur : site cible de la protéine répresseur

(souvent proche du site d'initiation de la transcription)
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Quelgues définitions...

©Gene de structure : code une protéine structurale, une

enzyme ou une protéine régulatrice.

©Gene de régulation : code une protéine impliquée dans

la régulation d'expression d'autre gene.
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2.2.Controles positif-négatif
LORSQUE LE CONTROLE DE LA TRANSCRIPTION EST NEGATIF:

INDUCTION |

En vert : gene régulateur l 4

En bleu : géne structural
Cas du répresseur

. N . lac avec I'IPTG p.e.

repressens '. . : :
répressens inactif

inducteur

IREPRDE > I00NDUIT, >

Lorsque la protéine répresseur se fixe a I'opérateur, I'ARN polymérase ne peut plus

initier la transcription ce qui empéche I'expression du géne.



LORSQUE LE CONTROLE DE LA TRANSCRIPTION EST NEGATIF:

REPRESSION

represseur actif

Feépresseur mactif
COrépressent

[ 1NDUIT IJLIIM>

Lorsque le co-répresseur se fixe a la protéine répresseur cette dérniere s'active et

I’ARN polymérase ne peut plus initier la transcription ce qui

se fixe a I'opérateur
19
empéche |'expression du gene.



LORSQUE LE CONTROLE DE LA TRANSCRIPTION EST POSITIF:
INDUCTION

l N polymerase

Cas de la CRP associée a ’'AMPc

activateur mactif .
mnducteur

0

activateur actif

I0(REERIE > I0CNDUIT, >

Un facteur de transcription doit assister 'ARN polymérase pour l'initiation au
niveau du promoteur.
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LORSQUE LE CONTROLE DE LA TRANSCRIPTION EST POSITIF:

REPRESSION
L ] *

L

9 0

activateur actif activateny mmactif
coteprassent
[ mouIT > |[|REPRIME

» Un corépresseur va inactiver I'activateur - pas de fixation de ’ARN polymérase
au niveau du promoteur - pas de transcription.



En résumeé

Controle négatif : le répresseur inactive la transcription

Controle positif : |'activateur active la transcription

Opéron inductible: Opéron répressible:
avec inducteur: avec corépresseur:

activation de la transcription inhibition de la transcription
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2.3.Notion d'opéron

@généralement trouvés chez les procaryotes, avec quelques exemples
maintenant connus chez les eucaryotes (Némathelmintes , Plathelminthes).
@chez les bactéries, quand un promoteur sert une série de geénes
groupés, I'ensemble de génes s appelle un opéron.

Opérateur

N Structure d’un opéron simple:

s ™ Terminateur

Promoteur RBS 1 EBS 2 RBS 3

Opérateur : contrdle de la transcription

Promoteur : fixation de I'ARN polymérase

+1: début de la transcription

RBS (‘ribosome binding site’) : fixation du ribosome

CDS (‘coding sequence’): séquence codant pour une protéine
s Terminateur : fin de la transcription



Promoteur

— E D C B A
I:I]]EII]]:__]II Chromosome

Opérateur l
[ T ARNm

S S T
@] & == 4L ©

>tous ces genes sont transcrits en un ARNm simple

»chaque section de ces ARNm (appelés ARNm polycistronigues) peut
alors étre traduite indépendamment

>|es genes d'un opéron donné codent souvent pour plusieurs enzymes

actives dans une méme voie métaboligue

24



Promoteur

= E D C B A
B B B I Chromosome
Opérateur I

. = ARNm
' } | I
o G e A @

> 'occurrence des genes dans les opérons permet a |'expression des
genes d'étre commandée de fagon coordonnée

*Une situation trés économique (bien que les taux de traduction des
différents genes (cistrons) dans /‘opéron peuvent changer
»|'expression (production d'ARNm) des opérons peut &tre /nduite ou
réprimée par des molécules effectrices spécifigues (par exemple,
produits chimiques, aliments, etc..) un commutateur génétigue

extrémement important chez les bactéries
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Les opérons produisent des ARNm qui codent
pour des protéines fonctionnellement reliés.
Exemple de I'opéron Lac:

ARNmM "Polycistronique”

message
- Kz message
L’ARN polymérase =~ = . ac
lie le promoteur |

message
-‘ -
- lacA

-ﬁ\m

Promoteur Opérateur lacZ lacY JacA
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L'opéron lactose* (chez E£. coli)
un exemple d'opéron catabolique inductible
négativement & positivement régulé

* lactose : disaccharide pouvant étre utilisé comme source de
carbone unique pour la croissance d'E. coli.
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3.1.OPERON LAC: Définition et structure

Andre Lwoff

1961 : Jacob et Monod décrivent comment des genes adjacents
impliqués dans le métabolisme du lactose sont régulés de fagon
coordonnée par un élément génétique localisé a proximité des genes. Il
y a des séquences d'ADN codant pour des produits agissant en frans ou

enscis. (prix Nobel de médecine et de physiologie en 1965)



Quelgues définitions...

®Trans : les produits sont libres de diffuser pour trouver

une cible (activateur, répresseur)

@Cis : pour toute séquence d'ADN non transformée en une
autre molécule, elle agit in situ et fouche I'ADN auquel elle

est liée (promoteur et opérateur)

@ Opéron : ensemble de genes structuraux et d'éléments
controlant leur expression : promoteur, opérateur et un

gene régulateur.
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Régulation de la RNA polymérase

&lém ent
cis-régulateur

DA

facteurs de
transcription

| = boite TATA -

I TRANSCRIFTION

prom ot eur

Les activateurs ou inhibiteurs de la transcription (facteurs tfrans-
régulateurs) sont des protéines produites par d'autres geénes qui
interviennent pour activer ou pour inhiber la RNA polymérase et par
suite induire ou réprimer |'expression du gene a transcrire.

Ces facteurs trans-régulateurs se lient a I'ADN dans la région du géne
située en amont de la partie transcrite. Les sites de fixation de ces
facteurs trans-régulateurs sur le DNA sont des séquences spécifiques

appelées éléments cis-régulateurs.
30



| 'obéron /ac

: oraoanisation

E. roff

CRIoMos0me

Regulalory gene
i - Lactose oparon ‘-I
i Z ¥ a
Repressor [-Galactosidase Permease Acetylase
| 1040 pb 3510 pb 780 pb 825 pb
I CRF sile Operator (35 bo)

promoder Fromoter

3 génes structuraux: z, y & a

>codant pour les enzymes impliquées dans le métabolisme du

lactose

>sont exprimés continuellement a faible taux

»sont induits environ 1000 fois quand le lactose est présent

>sont modulés par le faux de glucose du milieu
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opéeron Lac
M UL LIDIVPVIVG I I OIS

pruTn:eur lacl Promoteur Operateur lacZ lacY lacA
dC

®Le gene /acZ encode /'enzyme p-galactosidase, gui décompose /e

lactose (en galactose et glucose)

®Le gene lacY encode la galactosidase perméase, une protéine de

transport pour le lactose.
®Le gene /acA encode la thiogalactoside acétyltransférase.

®Le gene JacI (géne adjacent nappartenant pas @ lopéron) encode un

répresseur qui blogue la transcription de /opéron lactose.

Les enzymes du métabolisme du lactose sont inductibles

32



Les inducteurs de |'opéron lac
»>Lactose, (substrate de I'opéron), converti en son isomére (par

transglycosylation), I'allolactose.

> Allolactose, inducteur naturel (ou inducteur physiologique, isomere du
lactose).

»Inducteur gratuit : induit 'opéron mais pas métabolisé.

Par exemple : isopropylthiogalactoside (IPTG)

Lactose Allolactose

3 IPTG ou isopropylthiogalactoside



Equation de la réaction catalysée par la p-galactosidase:

CH,0OH CH;0H H.0 CH,0H
HO | o . ; -
OH NoOH \_ + /OH ™\
i :\.| /| [j-Galactosidase !
| OH HO OH
OH OH OH
Lactose Galactose Glucose

Cinétique d'induction de l'activité B-qalactosidase chez E. coli :

Lactose enlevé

T |
S \
'i’ arréts de la synthése de
@ p-galactosidase
=
87
= Ajout de \ La Synth:ése ge f-
4 Laciose galactosidase
& correspond a 6% de la

l synthése protéique totale
| | |
0 30 60 90

Protéines bacteriennes totales (ug)

(croissance cellulaire)

L'augmentation de la synthése de p-galactosidase se produit seulement en
|'absence des sources préférées de carbone/énergie telles que le glucose



3.1.0PERON LAC: Fonctionnement

Glucose/ Pas de Lactose
DNA =TT . CPO——r—" Y A ™

lac Repressor
protein

Genotype: [T 0T ZT¥"

The Lac repressor protein, encoded by the I gene, is expressed in
5 the absence or presence of lactose.



DNA == CP i~z vy A D

Genotype: [T 0T Z7¥"
Lactose: ABSENT

In the absence of lactose, the Lac repressor binds to the lac
operator site.



RMA polymerase —

DNA I« CPL v T a ™

i

Genotype: [T 0T ZTVy"
Lactose: ABSENT

Repressor binding to the operator blocks progression of RNA
polymerase, like a DNA roadblock.
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RMNA polymerase —

DNA I« EP{ Iz v T a D

-

Genotype: [T O ZTy" \::“‘ REPRESSION ——
Lactose: ABSENT a_f//_/\\/\\\f‘
Result: lac operon repressed |

Since RNA polymerase is unable to transcribe the [ac structural
genes, the corresponding proteins are not made.
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Pas de Glucose/ Lactose
DNA BT ««« P O] i i e Y| Y e

Lactose

\

In this conformation, the repressor can no longer bind to the lac
g, Operator site.

(L

b

Genotype: [T 0T ZT Y7
Lactose: PRESENT

When lactose is present in the cell medium, it binds to the allosteric
site of the Lac repressor. This changes the conformation of the
repressor.



8-

DNA T 1T 7T «««CP O Z o e Wy

Lactose 4 ¥ A
\ mRMNA e —

Genotype: [T O Z7y"
Lactose: PRESENT

Without the repressor blocking ils way, RNA polymerase is able to
transcribe the structural genes.
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DNA M LT - P O—X T A T

Lactose z y A
\ MRNA S
l l l Suppression
= de la
wﬂ:" répression
. 1T o ZTy" Structural , ~ |
Genotype: |7 0" £ Y ru.t: I:Jra o Regula‘rlon -
Lactose: PRESENT proteins Néaativ e
Result: lac operon induced made A %\f\\\;

Thus, in the presence of lactose, the lac structural genes are
expressed. The proteins encoded by the £ and Y genes are required
tor the metabolism of lactose.



& s'il y a les 2 | Glucose/ Lactose | . ?I

En général:

{ glucose disponible comme source d'énergie

{ utilisation préférentielle/autres sucres

{ Empéchement de |'expression de plusieurs opérons

( lactose, galactose et arabinose)

=Repression des catabolites

La répression des catabolites fait intervenir une
régulation positive au niveau du promoteur.



COMMENT?

Le glucose entrdine une répression des catabolites en
diminuant la concentration de AMPc.

glicose  Concentration réduite

AMPc en AMPc
CAP active CAP inactive
transcription Pas de transcription

»Peu de glucose => beaucoup d'AMPc => AMPc-CAP active =>
liaison a I' ADN => transcription: utilisation des autres sucres

®beaucoup de glucose => peu d'AMPc => CAP inactive => pas de
transcription => utilisation du glucose
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En effet:

0 O 0
|I II |

e—P—0—PF —-0—>P—0Q—CH, 0

| | |

0 i i 0

o [T —

« [ —
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ATP

NI,

\ _C/N“*T;l-[
7N
N C—

N

/
[-\]\C=N

H
HO

¥ Adenylyl
cyclase

4 Adenylyl
cyclase

OH

ﬁ-

ﬁ-

Cette enzyme est
inhibée par le
glucose

+ AMPc

4 AMPc

CAP ne lie
pas ADN

AMPc + CAP
lient ADN

Pyrophosphate

@@

-

La cellule continue d'utiliser le
Glucose comme source d'énergie

-

La cellule utilise le Lactose
comme source d'énergie si le
Lactose est présent pour agir

comme inducteur



CAP?

La protéine CAP (Catabolite activator protein)

AN

o—

Activateur de la
Transcription

CAP = protéine activatrice des catabolites = facteur de
contréle positif

CAP intferrompt les voies métaboliques alternatives

lorsqu’elles sont rendues superflues par un apport de
glucose.



CAP : ce qu'il faut retenir

1- active la transcription de plus de 100 promoteurs (=facteur de
transcription global).

2- protéine d'environ 45 kDa qui se fixe a 'ADN sous la forme d'un
dimere (2 sous-unités identiques).

3- le 1¢r des activateurs transcriptionnels a avoir été isolé (1970) et le
ler pour lequel la structure 3D a été déterminée.

4- en présence dAMPc, forme un complexe (CRP-AMPc) qui se fixe a
une séquence cible de 22pb, située prés ou au sein du promoteur qu'il
controle

5- active la transcription du fait de contacts protéine-protéine avec
I'ARN polymérase



RECAPITULATIF

3 Scénarios

1- Pas de lactose présent
L'opéron est "éteint”

2- Lactose présent; glucose présent également

La présence du lactose inactive le répresseur — ily a

(Parce que le Glucose est présent > cAMP est faible > CRP ne peut
aider la transcription

3- Lactose présent; pas de glucose

la présence de lactose inactive le répresseur — ilya

(Il n'y a pas de Glucose > [cAMP] est élevée > cAMP se fixe a la CRP
(activation) > CRP se fixe & aide’ la transcription :
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promoteur Y

= R lacZ =

site CAP opérateur

a !
a) m p CAF est un réegulateur positif et 'AMPc la molécule inductrice
réepresseur lac
- lactose
Lglucose == R E lacZ E
faible [AMPc] pas de transcriprion
lactose
'h..,‘
(b] m Le produit du géne | (répresseur lac) est un regulateur negatif,
le lactose ou I'lF TG la molécule inductrice.
+ lactose - S
+ glucose ) lacZ =
faible [AMPc] faible transcription
P N N
(c) AMPc %
™~
+ lactose Ly ST ——
- glucose s = lacZ =
fort [AMPc¢] forte transcripiion

B T A W e T BT T W W W W W

-TO



3.1.0PERON LAC: Mutations
Analyse génétique de |'opéron

Quels sont les éléments essentiels du systéeme de régulation ?

La génétique a joué un role décisif dans la
compréhension du fonctionnement de |'opéron lac.

OBJECTIF:
- évaluer les changements qui se produisent dans

la spécificité de I'un ou l'autre des intervenants du
systeme en réalisant des MUTATIONS.

49



les 3 génes lacZ, lacY et lacA ont une régulation commune

En absence de lactose: p-galactosidase \ En présence de lactose: f-galactosidase /
lactose permeéase \ lactose perméase /
galactoside transacetylase galactoside transacétylase f

f-galactosidase |actose perméase galactoside tcase

-IPTG +IPTG -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG
Génotypes
i*o'z'y*at 0,1 100 1 100 1 100
i*o*z' y*a* 0.01 0.01 1 100 1 100
To'z'ya’ 01 100 0.1 0.1 1 100
ito*zty*a- 0.1 100 1 100 0.01 0,01
i*o*z*y*a* 0,1 100 1 100 1 100
i"o*z*y*a* 100 100 100 100 100 100
itocz*ty*a* 25 95 15 100 10 100

régulation commune des 3 génes sous controle

" de 2 locus regulateurs distincts: i et o



Analyse des mutants et diploides partiels
Opérateur Mutant = Mutation O¢

DNA T CP 22— Y T A T

lac Repressor
protein

Genotype: [t 0t Z*y*
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DNA T T+ TP 2

Genotype: It 0f Z¥y*?




53

Genotype: It 0t Z*y*
Lactose: ABSENT
Result: lac operon induced

Structural
proteins
made



DNA I -« CP T e B 1 =

Lactose E -f A

\\ | MRNA == ==
i

Genotype: [T Q¢ zZ*ty? Structural

Lactose: PRESENT proteins
Result: lac operon induced rmade
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1ot z'vy"?

1T Z7Y”

Lactose Lactose
absent present
operon operon
OFF ON
operon operon
ON ON

=

ot is

constitutive



Lac I Mutant : Mutation I-

DNA e+ sOP O 20 Y A D

!
©

Mutant
lac repressor

Genotype: [~ 07 ZT¥7
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DNA el » « «iC P EE -
w

Genotype: I~ 07 Z7y"
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DNA IS« » «OP O o — - —

Z
MRNA ==

A
Genotype: [~ O Z7y7 Structural
Lactose: ABSENT proteins

Result: lac operon induced made




F'DNA D

DNA TS« « sLP1 AT —TR
EH_%“::

P~

—\
M\ mRNA

Genotype: [~ 0T ZTYy™¥/ FI*
Lactose: ABSENT
Result: lac operon repressed

Mo proteins made
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F' DNA D

DNA IS ¢ + «OP O Y AT

LﬂftﬂﬂE‘ i}m I!'I'IHH.H.
S
th_
Genotype: [~ 0T ZT¥*/ FI? Structural
Lactose: PRESENT proteins
Result: lac operon induced made
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1*ot zty?
"oz y"
"0 " Z Y/ FIY
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Lactose Lactose
absent present
operon operon
OFF ON
operon Operon
OM ON
operon operon
OFF ON is dominant

wl”

IIII
acts in trans
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Lac I Mutant : Mutation IS

DNA IS e ¢ PO 2T Y ' A D

Genotype: ¥ 07 Z7 Y7




DNA (I » o -Eﬁﬁ;’ﬂ:i Y AT

Genotype: [* 07 Z7 Y7
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DNA I « » !P*;*:z: YT AT

Lactose

Genotype: ¥ 07 Z7 Y7
Lactose: PRESENT
Result: loc operon repressed

)

MNo
mRMNA

)

Mo proteins made



' S M i,
F' DNA p—

o o
DNA (CIE) « - -EP’%_ﬁ}é:Z:Z e

Lactose >‘:
. .

No
mRMNA

)

Genotype: % 07 ZT¥™/ FI*| Mo proteins made
Lactose: PRESENT
Result: loc operon repressed
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Genotype: % 07 Z7Y¥7
Lactose: ABSENT
Result: loc operon repressed

mRBMNA

Mo proteins made



1Yot ztvy?

IFo" zZt Yy

67

IFo0" Z* Y'/FIT

Lactose Lactose
absent present
operon operon
OFF ON
Fis

operon operon
OFF oFf ~P| always

repressed
operon operon .
OFF OFF =P| F s

dominant
to I’




RECAPITULATIF

mutations ¥

Les mutations de l'opérateur sont constitutives, car le promoteur est
incapable de fixer la protéine répresseur;

Ceci permet a I'ARN polymérase d'avoir libre acces au promoteur.

Les mutations O° agissent en cis, car elles ne touchent gue les génes

structuraux qui leur sont contigus.

mutations du type lac I

Les mutations qui inactivent le gene /ac I entrainent:

OU BIEN /expression constitutive de l'opéron, car la protéine du répresseur
mutant ne peut plus se fixer sur |'opérateur.

OU BIEN la répression de |'opéron car la protéine du répresseur mutant ne

peut plus étre désactivée par le lactose.
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a-complémentation

Utilisation de souches bactériennes mutantes dans le gene /ac Z :

»synthétisent une p-galactosidase incompléete (dépourvue d'une
séquence appelée peptide a) et inactive.

>La séquence codant le peptide a peut étre apportée en trans par un
plasmide ;

>seul, le peptide a n'a aucune activité enzymatique, mais associé avec la
protéine codée par /ac Z' il restaure /'activité B-galactosidase de la

protéine mutante.
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[I-EEEtide site actif D:-DEEtidE site actif
] |

lacZ délétion de 90pb lacZ (AMI15) lacZ’

M e )

( H ) Protéine dimérique \x‘fmﬁémemal o-peptide
INACTIVE -

Protéine tétramerique

ACTIVE ( H )

—

Protéine ACTIVE
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I'activité de la p-galactosidase en utilisant le X-Gal

CHOM
ML) 0 ] |
i

:I __HlllH u
f O H -~
CHOH A N
a g™
Ho | o507 ’5"’ \\ oz |
LOM

J /L // p-Galactosidase x} — ffhﬁ* Dimérisation
¢l

et oxidation
OH HD spontannee

o

X-Gal

5,5 -Dibromo-4,4 -dichloro-indigo

—_t! [+) on —
' ™
Hon L 2~ 3
o w0 U | Donneuncomposé BLEU
ampicillin lacZ R k _//
| | pBluescript Il KS+ [ MCS x-Gal
51 \, 3.0 kb ~Kpn |
e w I
OH ,-}70- s ch, Se lie sur le répresseur
R TS (lacl) et induit la
\ —— H H transcription (inducteur)
e — H aH
pUC ':'.-rII_ Isopropyl Thiagalactoside {IPTG)

Promoteur lacl Site
lacl CAP

Promoteur Opérateur lacY lacA
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Utilité de I'opéron lactose pour le clonage
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L'opéron Tryptophane* (chez E£. coli)
un exemple d'opéron anabolique répressible

*Tryptophane : acide aminé
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4.1. OPERON trp: Définition et structure

Loopéron trp g PO e ipE  trpD 160G, trpB ipAsy

* L'opéron trp code pour les enzymes reguises pour la synthése du
tryptophane (1rpAE)

* La synthése de I'ARNm de I'opéron est controlée par un répresseur
qui  blogue la transcription lorsqu'il est lié par le tryptophane (co-

répresseur)
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Anthranilate synthase

Phosphoribosyl anthranilae transferase

Phosphoribosyl isomérase/indoleglycerol
phosphate synthase

Tryptophan synthetase o

Tryptophan synthase




Structure of the frp Operon
pH

Pl 2] bpl I | krpE kplD trpC trpB trpA
| H I

N Alttenuator

repressor mRNA element

'
2.

B trp

High levels Low levels
of tryptoph an of tryptophan

j
—= Attenuated mRNA

synthesis

tryptophan | ¥

o R R e e e
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Orqganisation de l'opéron Trp dE. coli

Transcri tluﬂ
pause sit
<150 bp/162 bp/ // turmmatlnn altn |
- - 6800 bp *l
* 0 trpl .: tpE  EDI € tepB pA
I
Promoter | | N Anenuator
Operator :._r_.r Transcription
Leader region
Leader
trp mRNA |} t _ i | 1 |
e @ -
Translation l 1 l l l
Polypeptides  Anthranilate  Anthranilate PRA Tryptophan Tryptophan
synthetase synthetase isomerase- synthetase synthetase
component ] component 1l InGP B o
(PRA synthetase) synthetase L ' J
i |
Enzyme complexes LI, “aPy
J H e
AN
Reactions Chorismate I,r*'ﬂﬂ'll"ll‘ﬂﬂ“&lﬂ ~—=PRA—+CdRP —+InGP g ,—c_c"'z_ﬁ
catalyzed : . ToocC
+ glutamine  + PRPP + serine HC_ v
PRPP = Phosphoribosyl pyrophosphate H

CdRP = 1-(o-carboxyphenylamino)-1-deoxyribulose 5-phosphate
InGP = Indole-3-glycerol phosphate
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4.2. OPERON trp: fonctionnement

Lorsque le tryptophane est absent, la transcription se
produit

ARN polymeérase
= —

Promoteur 5 régions codantes

Lorsque le tryptophane est présent, la transcription est
bloquée.

Tryptophane

: E ~ = = R L3
BT E 151 T AN AT AfcdTh, s, AT A Tl el A5, A JF 8 ol b, ST, AT ARG AT TS i '|i-i"- s R
o N “ s | o | ol Tl YR Nl ey o U )| U ) ) | v A S I L'l X

- Régulation Négative
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Régulation de l'opéron tryptophane chez £. coli

Mécanisme n°1 TInteraction répresseur-opérateur
La fixation du tryptophane au répresseur trp altére sa structure
Un déplacement de 0,8nm des hélices impliqguées dans Ia

reconnaissance permet au répresseur d'interagir avec I'ADN.

romoter . o
a P " debutde la transcription
_ - - -
I

uperateur
répresseur inactif
‘ ARN polymérase

represseur actif
tryptnphane

\ _---

ARNM e



Cependant, en |'absence du répresseur, la synthése de
I'ARNm de Il'opéron trp est encore partiellement
réprimée par la présence de tryptophane

Expression de I’opéron trp dans des souches #rpR" et frpR-

Avec Tryptophane Sans Tryptophane
(%) (%)
(rpR’ 8 100

trpR 33 100
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Mécanisme n°2 Terminaicon de la +rancerintion

>La transcription est également controlée par atténuation, processus

qui aboutit a la traduction d'un petit polypeptide.

*Quand les cellules sont privées de tryptophane, les genes de I'opéron

sont exprimés au taux le plus fort;

»Quand la privation en tryptophane est moins sévére, les genes de

I'opéron s'expriment a un niveau plus faible que le maximum.

> 'atténuation régule le niveau de transcription par un facteur de 8 a
10 et combiné avec le mécanisme 1 (interaction répresseur-opérateur)

il y a diminution de la transcription d'un facteur 560 a 700.
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ipE Il G Irpd tri { I

Région de contrile

Peptide « leader s Atténuateur

Promoteur Opérateur

*
pppN ﬂmmJchmmnmm .a.c:wc:@ AU

Peptide « leader » Terminateur
Rho-indépendant
- A (Aménuaredr)

Met Lys Ala lle Phe Val Leu Lys Gh,r!.rg Thr Ser l? u
AA
1011

* Une petite séquence codante en avant de l|'opéron trp contient deux

codons pour le tryptophane de suite
* Lorsque la quantité de tryptophane dans la cellule est limitée, le ribosome

arréte a ces codons trp
* La capacité du ribosome de lire ces codons régule un choix de tige et

boucle (ferminateur ou anti-terminateur)



Orqganisation de la région leader/atténuateur de l'opéron #rp

Transcription
Pause termination
E g - 3 4
AUG UGGUGG @ | AUG
Start Trp Stop Transcription Start
codon codons codon antitermination codon
- ; ! for trp
Leader peptide coding region mRNA
Structures ARN alternatives : ‘ .
() () L)
.li. \I F '.i Y
1 2 2 3 3 14

Pause Antitermination Termination
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La position du ribosome joue un rodle important dans le
phénomene d'atténuation

m"‘ ...menant a la formation

Les ribosome traduit d’une structure de type
I’ARNmM rapidement tige et boucle qui
quand le tryptophane empéche 'ARN

est abondant,... polymérase et termine

la transcription.

Aftténuateur
Attenuation

Atténuation: mécanisme qui controle la capacité de
I’ARN polymérase de lire un atténuateur, qui est un
terminateur placé au début de Ja transcription




_ Phénomeéne d'atténuation pour des cellules privées de trp

a) Trp-starved: antitermination cGUG, A 100
In tryptophan starvation or at low levels o u
of tryptophan, ribosome translating A A
leader transcript stalls at trp codon gp—¢ c
c c
A A
C U . af GC.
al. 1 Regions 2 and 3 pair,
- 110 preventing formation of 3-4
au—g g pair; transcription continues
B & 140
|
R Juvuuuuy
G-C G
50 60 70 G-C _
| | | G-C G—130 Regions
AGGU UGGUGGCGCACUUCCUGAAAC-G c 23
— c GA
Trp Trp Arg Stop c G
codon u n 1 4
A A7

le tryptophane est absent (ou en quantité insuffisante):

1- les trp-ARNTt sont indisponibles, le ribosome s'arréte aux codons trp ce qui couvre la région
1.
- la région 1 ne peut s'apparier avec la région 2, a la place la région 2 s'apparie a la région 3.
3- la région 3 ne peut donc s'apparier a la région 4.
4- ' ARN polymérase continue a transcrire I'ensemble de la séquence codante ce qui permet la

synthése compléte de I'ARNm.



_ Phénomene d'atténuation pour des cellules
non-privées de trp

b) Nonstarved: termination cGUG,
G~ G-—100
u U
A A
90 —C Cc
G Cc
A A
c C
u u - hG
60 70 g0 A-U
| | | U A—110
UGGUGGrACACUUCCUGAAACGGGCAGUG - C 1 2
L e e B e e I B c 140
Trp Trp Arg Thr Ser Stop c |
codon A-UUUUUULUU 3 4
Uy g Regions 3 and 4 pair;
g "o ‘transcription terminates
C - G—130
G:-C
cC-G
c.ch
u uU
A A

le tryptophane est abondant:

1- le ribosome ne s'arréte pas au niveau des codons trp; il continue a traduire la
séquence leader, s'arrétant au niveau de la région 2

2- la région 2 ne peut s'apparier avec la région 3; cette derniére s'apparie alors
avec la région 4.

3- cet appariement 3-4 constitue la séquence « atténuateur » et fonctionne
comme signal de terminaison

4- la transcription s'achéve avant que I'ARN polymérase atteigne les génes
permettant la synthése du tryptophane




RECAPITULATIF

=
|
U E Formation de
G o Panti-terminateur (2-3)
Codons G -
trp u -
Arrét de la -
=% transcription J
-
Uuuuuuu : 2 =3 ., Synthése de 'ARNm
Formation du E de I'opéron trp
terminateur (3-4] =
:
En présence de Tryptophane En absence de Tryptophane

Le ribosome arréte

Le ribosome avance aux codons trp

rapidement jusqu’a la fin RRRm

La transcription

du peptide « leader » Codona tip continue
Codons trp 3 4
T r
AR .'p cha_rges Formation du domaine 2-3
_ La formation du domaine pas disponibles {Anti-terminateur) prévient
34 (Terminateur) termine la formation du terminateur

la transcription

ARNt™ chargés
disponibles
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