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Genomique structurale et
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Partie B :

L’expression du géenome: la
transcription et son controle
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Test de Brachet

sur des cellules de racine d’Oignon (M.O.)
Le vert de méthyle colore en vert 'ADN,
la pyronine colore en rouge 'ARN.



Mise en évidence de la
synthese et du devenir de
I’ARN.

Les cellules sont mises en
culture pendant quelques
minutes sur un milieu
contenant de lI'uridine tritiée,
nucléotide spécifique des
ARN.

En haut : autoradiographie
réalisée apres 12 h de chasse
(MET x 13 000).

En bas : autoradiographie
réalisée apres trois jours de
chasse (MET x 28 000).

(* SVT 1°S ” programme 2001, Nathan Ed.)




en blanc : ARN-polymérase L ’ARN polymérase II
en bleu : double hélice d'ADN

en rouge : ARN en cours de formation

en vert : structure qui fait avancer le brin SRR CES RS i 10 el el
d'ADN dans I'enzyme Nobel Lecture 2006 & Cell Death and Differentiation 14

constituée de 12 sous-unités

L'ARN polymeérase de type li
realise la synthese de tous les ARN messagers

nucléaires qui seront traduits en protéines
Elle nécessite plusieurs facteurs de transcription (TFII).



% de transcription par rapport au promoteur non mute
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depart de la transcription

Document 10. Identification du role de certaines séquences du site

promoteur.

| 'effet de mutations ponctuelles introduites a presque chaque position sur les 100 pb en
amont du site de début de transcription est étudié pour le géne de la globine.

Pour certaines localisations, les mutations affectent de fagon tres importante la
transcription. http://genet.univ-tours.fr/gen000600_fichiers/chap5-2.htm




depart de la transcription
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TATA

Document 11.
Formation du

complexe
d’initiation.

alymerase 11

http://genet.univ-tours.fr/gen000600 _fichiers/chap5-2.htm



Brin codant ou brin sens
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Document 12. Phase d’elongation
et formation d’'une bulle de transcription.

(http://www.snv.jussieu.fr)
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Mise en place de la coiffe en 5’
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Transcrit
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dans les cellules C de la thyroide : I dans de nombreux neurones : ] :
Epissage alternatif

ARNm mature

Traduction

calcitonine {"#I e CGRP polypeptides

Document 13. Un épissage alternatif tissu dependant :
I'’épissage alternatif calcitonine / CGRP.




Le gene DSCAM

(Down Syndrom Cell Adhesion Molecule)

de la Drosophile peut
coder jusqu’'a 38 016
ARNmM différents

1 2 3 4 5 &6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

IR & 4 4 4 &V 45 o 4

I '

12 variants 48 varants 33 vardants 2 variants

38016 possible protein isoforms

Les protéines codees sont des proteines membranaires
iIntervenant dans le guidage des axones
durant le développement post-embryonnaire.



log n (n: nombre de bactéries)

temps

Mise en évidence du
phénomene de diauxie.

Souches d’E. coli :
(a) souche lac* sur lactose

(b) souche lac* sur glucose limitant et
lactose

(c) souche lac sur glucose limitant et
lactose

B-galactosidase

- 10
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I
o
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T
o
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Document 14. Mise en
évidence expérimentale
du controle de I'opéron
lactose.

(WILSON J. et HUNT T., “ Biologie moléculaire de la cellule — livre
d’exercices ”, 3¢ edition, Médecine-Sciences - Flammarion Ed., 1995).




Expression des genes de I'operon
lactose en presence de lactose
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Animation : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/operonlactose/




Régulation de 'opéron lactose

_ site opératear
gine de régulation I/

ARNm \L

L

Répressenr (1étramere)
4 hante aflfinité pour
I'ospératenr

Animation : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/operonlactose/




Régulation de I'opéron lactose

site d'initiation de
I transcription

Document 15.
Controle de

Les genes Sirncliirauy ne sonl pas cxprimes

I’expression

r o ra= L'ARN polvimérase peit s¢ lier au promoteilr mils
genethue dans,le_ elle est hloguee an nivean de Fopératenr ef ne pent
cas des eu baCterleS- pits afiendre le site d'initiaton de §a trinseription

8

Inhibition de l'expression
des genes structuraux de 'opéron lactose

=

Animation : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/operonlactose/




Regulation de 'operon lactose en
présence de lactose

senes de structure

\I/ transcription
ARNm polycistronigue

ARNm \L \L traduction
| N/

protéine inhibitrice . : : v .
rEEEs p-galactosidase thiogalactoside transacétylase
allolactose lactose

répresseur (tétramere)
forme active

represseur lie
a l'allolactose
forme inactive

X3

Animation : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/operonlactose/




Régulation de 1'opéron lactose

mélange de
lactose + glucose

site d'initiation de
la transcription
gene de
régulation genes de structure

ARNm | —

En présence d'un mélange de glucose et de
lactose, le répresseur est inactivé maisiln'y a
pas d'expression des genes de 1'opéron lactose.
L'expression de ces genes n'est indispensable
qu'en absence de glucose.

répresseur
forme active

&— O lactose

allolactose

i
1

répresseur
forme inactive

Animation : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/operonlactose/




Lorsque le glucose vient a manquer...

Régulation de 1'opéron lactose

mélange de
lactose + glucose

site d'initiation de
la transcription
site promoteur

gene de

régulation genes de structure

LacZ | LacY | LacA

Py ARN polymérase

l glUCOSE - T AMPc L'interaction du complexe CAP-AMPc avec
I' ADN permet d'augmenter l'affinité de I' ARN

(signal de | ’
carence polymérase pour le promoteur de I'opéron. La
alimentaire) transcription est alors fortement augmentée.

Répression catabolique :
régulation positive par le CAP et ' AMPc




Mise en evidence du corpuscule de Barr
par immunofluorescence

Les cellules utilisées sont des
fibroblastes humains au
caryotype atypique, contenant un
nombre variable de
chromosomes X :

A : 46 chromosomes dont XY, O cb;
B : 46 chromosomes dont XX, 1 cb;
C : 47 chromosomes dont XXX, 2 cb;
D : 48 chromosomes dont XXXX, 3
cb;

E : 49 chromosomes dont XXXXX, 4
cb.

Présent dans le noyau des cellules des femelles de Mammiferes, le corpuscule de Barr
a été découvert en 1948 par le Docteur Barr. Il est localisé contre la face interne de
I'enveloppe nucléaire. C’est de I'héterochromatine qui correspond a I'un des deux
chromosomes X inactivé, indifferemment d'origine maternelle ou paternelle.

http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/kx/kx.htm
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Les modifications post-traductionnelles des histones

La lysine 9 de 'histone H3 peut étre soit acétylée, soit méthylée.
N. Lacoste, J. Cété, M/S : médecine sciences Vol 19, n°10, oct 2003, p. 955-959
http://www.erudit.org/revue/ms/2003/v19/n10/007166ar.html
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Effets de I'absence de methylation CG

Effets de I’'absence de méthylation CG sur
des fleurs d’Arabidopsis thaliana.
A gauche : fleur sauvage.

Effets de I’'absence de méthylation CG
sur la structure de noyaux de cellules
de feuille d’A. thaliana.

A gauche :architecture habituelle, les
séquences hétérochromatiques (en
rouge) sont compactées.

A droite : forte relaxation de
I’'nétérochromatine consécutive a
I'absence de méthylation CG pendant
plusieurs générations successives.

Au milieu : 'absence de la méthylation CG
conduit notamment a la formation d’étamines
supplémentaires toutefois ces plantes restent
fertiles.

A droite : dans des mutants déficients pour
les mécanismes de sauvetage déclenchés
en I'absence de méthylation CG,
I'organisation florale est profondément

bouleversée et ces plantes sont totalement  nttp:/www.cnrs.fr/iinsb/recherche/parutions/articles07/oli
stériles . vier-mathieu.htm




La méthylation de | ’ADN est controlee

Comment ['abeille devient reine

On comprend pourquoi la gelée royale fait que certaines larves deviennent des reines et d'autres des ouvriéres.
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Document 17. Technigue de Northern blot

-~ ou transfert dARN

\LRHA Extraction

Labeled  w—s .

v_\ probes — =

\I/Electrnphuresis

RHA separated by size
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| /ﬁualizaﬁun of

labeled RHA on X-ray

flm

Horthern blotting
(transfer of RHA to
I

membrane) : _—
/ Membrane h}!'hridizEd
RHA fixed to with labeled probes
membrane with UV

or heat

Elle consiste a transférer les molécules a analyser sur un support solide
(par exemple, une membrane de nitrocellulose ou de nylon)
puis a utiliser une sonde specifigue ARN de la cible recherchée.



Définition de I'hybridation /n situ

= revélation s sifu d'une s€q. d'acide nucléigue dans une cellule

L'HIS consiste a repérer donc identifier et localiser une portion + grande d'un
acide nucléique.

Chromosomes
Interphasiques
(FISH)
RN = Un organisme entier de petite taille
o T o vl PO
. # . - = 1.
SRS Y preparation «i. % cellulesen
vVt histologique { culture
. & ":é“"'r i ¥ ' g .{;
: - v,
'J i J 5 A

) Présence d ARNm témoignant de la transcription
du géne correspondant

http://www.snv.jussieu.fr/~wboudier/ens/cours/cours-HIS.pdf



Principe de 'HIS:

- Repose sur la proprieté quont 2 séquences nucléiques
complémentaires de s'apparier de fagon spécifique avec une
affinité extrémement forte.

- acide nucléeique marqué : « sonde »

- acide nucléique recherché : « séquence-cible »

Sequence-cible
. A L A VY P S A A K X VWY K 4 X _

Sonde B DGL G A 5O

- ARNm = structure monocaténaire
enchainement de 4 ribonucléotides monophosphate

(adénosine, guanosine, uridine et cytidine)

http://www.snv.jussieu.fr/~wboudier/ens/cours/cours-HIS.pdf



séquence promotrice géne rapporteur

séquence a

transcrire du
du géne étudié gine studié
ADN
- ARNm
produit de I'expression du
Localisation et résultats . géne rapporteur = protéine
de I'expression d'un facilement quantifiable
géne rapporteur (fluorescence ou activité
enzymatique détectable)

Lucie, souris transgénique

exprimant le gene de la GFP.
Laboratoire de Biologie Animale, (Université

de Limoges http://www.unilim.fr)

Analyse de la
transcription a
I'aide des genes
rapporteurs

Floral stage 8
Fleur d’A. thaliana en cours de développement.
Le gene GUS a été inséré apres le promoteur du gene
dont on étudie le réle. Barre d’échelle = 100 pm.

(http://www.biomedsearch.com/nih/Arabidopsis-bZIP-transcription-
factors-TGA9/20805327.html)




Fabrication des puces a ADN

Lames de verre
recouvertes de polylysine
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Analyses des résultats

Le principe de la puce a ADN

hiare Le-Crom EME 2003



Document 16. Technigue de retardement sur gel

Protéine + ++
Un complexe ADN- ADN + + .

proteine ou ARN-
protéine migre moins
vite sur un gel qu’un
ADN ou un ARN nu. |
Ce retard de — ——
migration permet de — —

juger au premier
coup d'oeil si une

séqguence - = —_— * #
particuliere d’ADN © M.C. Serre (2005)
ou d'ARN a eté Dans le cas présent, le fragment d’ADN
reconnue et liée par  porte deux sites de fixation de la méme

une proteine. protéine. Selon la concentration en
hittp:/AWWW.igmors. u- protéine de la solution, le second complexe

psud.fr/enseignement/mcserre/Cour

s-IPAN/cours-IPAN. html apparait ou pas.
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Document 19. Séquences insulateurs et
domaines de transcription.

L’'insulateur X

« protege » un @ @ [
géne (en noir) de Insulateur

'action d’un P e N

uniquement s’il
Insulateur

=
est situé entre ce
géne et = W
I'enhancer. @ h
http://www.jle.com/e-docs/00/02/24/49/article.phtml?fichier=images.htm
looping of DMA

en_hancer ) @ @
—
v

Insulateur

= S Les insulateurs
%\%’;_—_ _-:1_ delimitent des
( [ | _ ) domaines de

InsulatorEnhancer Genes Insulator transcription.



Quelques motifs communs des protéines
qui se lient a 'ADN (voir document 20).

A gauche : domaine de liaison a
motif hélice — boucle — hélice
Au centre : domaine de liaison a
motif en doigts de zinc

A droite : domaine de liaison a
motif fermeture a glissiere de
leucines.

http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/2c.html et CAMPBELL N., “ Biologie 7, ERPI Ed., 1995




Mise en evidence de I'importation dans le noyau
d'un récepteur nucléaire suite a la liaison avec
une hormone stéroidienne.

http://www.u-picardie.fr/servlet/com.univ.utils.LectureFichierdoint? CODE=1225182978501 &LANGUE=0
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Régulation de la transcription via un facteur de
transcription ligand dépendant :
le recepteur nucleaire au hormones steroides.

http://www.u-picardie.fr/servlet/com.univ.utils.LectureFichierdoint? CODE=1225182978501 & LANGUE=0



g&z{ﬁi:}; riine ; Résultat attendu L e S A R N
. interferents
S

ﬂfﬁ //\ Résultat observe HiStOrique de Ia

S découverte
., ~_/
mRNA mRNA
Deux % .
V4 ] nsc ‘}
mecan Ismes Homologie Homologie
partielle

http://www.u-

~ parfaite

de controle A

> Vidéo ARN interférents L C/LJ@J
e

picardie.fr/servlet/com.univ.utils.Lectu

reFichierdoint?CODE=12251829785

01&LANGUE=0 Dégradation ARN Blocage traduction



Mécanisme de I'inhibition des ARNm € Géne spécial ARNmi->
par les ARNmi
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ADN

(1) Transcription
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