SV-F:
Génomique structurale
et fonctionnelle ‘

SV—-F-2et3:
L’expression du génome
et son controle

Noyau

SRSRENEE Acide aminé
< Protéine en
®e, coursde ARNt
. : £ synthese

/ Traduction

Protéine Ribosome ellue




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 I'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 l'uridine tritiée,
nucléotide spécifique des
ARN.

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

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

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




en blanc : ARN-polymeérase 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 SN EIULIES & R RE il it
d'ADN dans I'enzyme Nobel Lecture 2006 & Cell Death and Differentiation 14

constituée de 12 sous-unités

L'ARN polymérase de type Il
realise la synthese de tous les ARN messagers

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


http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2006/kornberg-lecture.html
http://www.nature.com/cdd/journal/v14/n12/full/4402251a.html

T de transcription par rapport au promoteur non mute
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position des mutations ponctuelles T

depart de la transcription

Document 1. Identification du réle de certaines séquences du site

promoteur.
L'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 facon tres importante la
transcription. http://genet.univ-tours.fr/gen000600_fichiers/chap5-2.htm




depart de la transcription

-48 -38 -28 -18 18 Zh £
5!! THTH

Formation du
complexe

3!!
, | | | ] | ] | |
‘ d’initiation
mérm "
http://genet.univ-tours.fr/gen000600 _fichiers/chap5-2.htm




Bulle de transcription

Brin codant ou ~ AN
brin non transcrit

T T T ADN
T 1T T ARN

Brin transcrit = brin matrice

Document 2. Phase d’élongation
et formation d’'une bulle de transcription.

(http://www.snv.jussieu.fr)




liaison 5'-5'

O triphosphate NH;
0 P// N S
— » N
0 A o—F. O </ | Adénine
O I\ 4 ' )
| G e S 0 O % :
L& ~- J o
7-méthyl guanosine H H
0 -+ N NH,
\ CH;,
i N .
8 l /&Cy‘rosme
0 N 0
2|
H )X H
0
7 NCH,
Nucléotide
suivant E. Jaspard (2011)

Mise en place de la coiffe en 5

http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/1SyntheseProteines/1SyntheseProt.htm
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e Géne —— ADN

Transcription

El E6

Transcrit
primaire
. =
v
dans les cellules C de la thyroide : I I dans de nombreux neurones : ) 9
+ + Epissage alternatif

El | D E3 E4 El B2 E3 ES E6
| | | ! ARNm mature

Traduction

calcitonine ® CGRP polypeptides

Document 3. 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

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

R & 4o 4 A A e

oy '

12 variants 48 variants 33 varants 2 variants

38016 possible protein isoforms

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



Expérience de Nirenberg, 1961

suyyuuyyy gy suy pyuu sy yyu YUy
ARNm Y W W
polyU ARNm polyU ARNm polyU

00 o0
phénylalanine QS) valine .' alanine .6
Systéme acellulaire O @ @
(extrait bactérien
d'E coli) sans ADN
ni ARNm avec
enzymes et
ribosomes
- 37°C- Mg ; — 20 échantillons —g»
énergie (ATP, GTP) différents
R .
n“1 \T n°2 \f n®3 \_vl/
RESULTATS W Pas de polypeptide Pas de polypeptide
Polypeptide : polyphénylalanine
Autres expériences : avec ARNm polypeptide obtenu
polyA polymére de lysine w
polymére de proline hitp://svt.ac-
polyC w dijon.fr/schemassvt/article.php3?id_art
icle=2984




DEUXIEME BASE

U 5 A G
vuuu UCU; UAU U(';U] % U
l Phe Tyr | Cys
UuC UCC UAC UGC! &
U Ser
UUA UCA UAA UGA A
Leu
uuG UCG UAG UGG Trp |G
CUU CCU CAU; H; CGU, U
1is
CUC CCC CAC* CGC &
& Leu Pro Arg ,
| |CUA CCA CAA; = CGA Als
'f<- Gin ,C
= |CUG CCG! CAG CGG G|
: :
Z| |AUU; ACU AAU AGU;  |u|Z
E Asn Ser =
AUC|Ille ACC AAC AGC of |3,
A Thr
AUA’ ACA AAA AGA; Al
R Lys Arg
AUG départ| ACG? AAG! AGG G
GUU; GCU GAU GGU U
Asp
GUC GCC GAC GGC C
G Val Ala Gly
GUA GCA GAA, _ GGA A
(nlll J :
GUG GCG GAG GGG G

e Unité de base : le codon

* Universel

* Non chevauchant

* Non ponctué

* Redondant (=« dégenere »)
* Pas ambigu

« 3 codons stop :
UAG UGA UAA

1 codon initiateur : AUG

Document 4.
Le code
génétique.
(CAMPBELL N., “ Biologie ”,
ERPI Ed., 1995).




La charge de

| ’acide aminé
se realise a ce
niveau, le site
est toujours le
méme

(a)

Anticodon

31 ARNt différents

Site de liaison

de l'acide aminé Site de liaison
de I'acide aminé

s } Anticodon

Triplet de nucléotides
complémentaire du codon

(b)

70a 90
nucléotides

- petite taille,
donc tres
nombreux

Document 5. Structure de ’ARN de transfert.

a. Structure bidimensionnelle en “ feuille de trefle ”.

b.Structure tridimensionnelle en L.
(CAMPBELL N., “ Biologie ”, ERPI Ed., 1995).



Pyrx -p.".u\;\h.s te
N
Q

l'husph.\l\'

\
|}

&
Acide amine @ -
o
OO0
ATP _
o oy

- ™
N ‘\lJ'
Enzvme

\ (aminoacvi-ARN!
synthétase)

/ \J\I

g

(un acide aming \___/

Amimnoacyi-ARN!

«active =)

Document 6. Fixation de

’acide aminé sur ’ARNt
correspondant par

I’aminoacyl-ARNt synthétase.
(CAMPBELL N., “ Biologie ”, ERPI Ed., 1995).



Présents en 605

Document /. grand nombre :
plusieurs millions

StrUCture dU dans la cellule EK
rilbosome des
cellules .48

eucaryotes. . N\

Les composants
rilbosomaux sont

géneralement |
déS|gnéS par Ieur L S ” PM28000OO\ PM 1 400 000
qui représente leur / \ /

) Siﬂr 28S ARNr 5,8S ARNr 18S ARNr
vitesse de S | == =
sedimentation par oot iég tiotes | 10
ultracentrifugation. ArN sswanserit | GOl ARN 5o trancorit dans
(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire  dans chromatine nucléole puis clive

de la cellule ?, 3¢ edition, Médecine-Sciences
- Flammarion Ed., 1998). RIBOSOME EUCARYOTE



Premier
modele
moléculaire
du ribosome
de ’'Homme.
Ce complexe
macromolé-
culaire est
compose de
quatre
molécules ‘T &
d'ARN (gris) \
et de 79
protéines
(rubans
colorés).

http://www.inserm.fr/thematiques/bases-
moleculaires-et-structurales-du-

) vivant/faits-marquants/structure-du-

e ribosome-eucaryote-a-haute-resolution




Large
ribosomal
subunit

Structure d’un ribosome assemblé

Site E : « exit site » site de « sortie » de 'ARNt déchargé
Site P : site de liaison au peptidyl-ARNt

Site A : site de liaison a I'aminoacyl-ARNt



e ¥ =1 R
R
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Polysomes

Plusieurs ribosomes sont associés a un méme ARNmM et chacun
d’eux synthetise une chaine polypeptidique.

Source : « Role of the ribosome »- LODISH, Molecular Cell Biologye http://www.whfreeman.com/lodish4e/index.htm



Rappel : organisation d’'un ARNm eucaryote

5, *_——.

1
un polypeptide
== Sjte de liaison du ribosome

séquence non codante

== Séquence codante

codon stop

3!



sous-unité ribosomale 60S

ARNt méthionine initiateur ARNm

A
o (om LF

a0

sous-unité ribosomale 40S

Document 8. Initiation de la traduction :
1 - role du facteur d’initiation elF-2.

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire de la cellule ”, 3® edition, Médecine-Sciences -
Flammarion Ed., 1998).



Document 8. Initiation

de la traduction :

2 — De la liaison a ’ARNmM
a la formation du
ribosome fonctionnel.

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire de la
cellule ?, 3¢ edition, Médecine-Sciences - Flammarion
Ed., 1998).

Met

ARNt initiateur

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

Met LIAISON DE L'ARNm

ARNmM
} S icy
AUG
RECONNAISSANCE
Met DU CODON
D'INITIATION
PAR UN ARNt
INITIATEUR
5'0 B 13’

DISSOCIATION
DES FACTEURS
D'INITIATION

Met LIAISON DE
ARNt LA GRANDE,
|n|t|ategr SOUS-UNITE
sur le site P RIBOSOMALE

= 3’

a6 ) (D)
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Document 9. L’élongation.

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléeculaire de la cellule ”, 3¢ edition, Médecine-Sciences -
Flammarion Ed., 1998).




» appariement codon-anticodon

> flottement de la 3¢Me base ou wobble

tANA
P
!
| bacteria eucaryotes
} wobble codon possible wobble codon possible
l base anticodon bases base anticodon bases
; \
" anticodon U A G orl U Gorl
d (5 c Gorl C Gorl
. :posrhonﬂottante A U or | A U
5 codon 3 G Corl G C
mRNA

| : inosine, équivalent désaminé de la guanosine

Les codons UUU(5’-3’) et UUC de Phe sont tous les deux
reconnus par ’ARNt dont I’anticodon est GAA (5’-3’).



TERMINAISON

LIAISON D'UN
FACTEUR

DE LIBERATION
A UN CODON
STOP

AUGAACUGGUAGCGAUCG

Document 10. La terminaison. s« ttiRaaiiiiiinil ;

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire de la cellule ”, 3¢
edition, Médecine-Sciences - Flammarion Ed., 1998).

Animation traduction



http://www.biologieenflash.net/animation.php?ref=bio-0026-2
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. ’] “10 centri_~ ®) 0.0 have a .’qw de:}sity and
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Expériences de traduction in vitro d’'une proteine secretee :
- Hypothese du signal o &

- Sans microsomes > plus longue

float at high sucrose
concentration

. —~ free ribosomal
- Avec microsomes - longueur ( subunits ,:J\
normale P> i T
1 . 7 s e - = " e
- Sans microsomes et ajOUt proteases mRNA y. CYTOSOL

closek

ttanslod,- ors

-> protéine dégradee

- Avec microsomes et ajout protéases
—> protéine intacte

- protéine dépourvue de signal +
microsomes + protéases > protéine
dégradee \,

ALBERTS B. et coll., “ Molecular Biology of the Cell ”, 4¢ editiof«:

tanal cleaved signal
signal sequence peptie

on growing
polypeptide NH,
i
cLeavace \_ 1
OF SIGNAL ‘

PEPTIDE

polypeptide chain



Séquence de signal
sur le polypeptide
naissant

l SRP
CYTOSOL

LUMIERE

Translocateur Bouchon Recepteur SRP dans la membrane
protéique du RE rugueux

Document 11. Modalitées d’adressage au REG et
translocation co-traductionnelle des protéines
destinées aux membranes et a la secrétion

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire de la cellule *, 4¢ edition)



chaine polypeptidique native

e
Document 12. @}‘W
", 7 Q._—._/
MOd a“tes de repliement et liaison
. (interactions non
maturation des l
rotéines. e O
P BRSS

covalentes) a un cofacteur
l modifications covalentes par

glycosylations, phosphorylations,
acetylations. ..

- 1_6}:5‘
& Q‘q\@/@

liaison a d'autres sous-
unités protéiques

ALBERTS B. et coll., “ Molecular Biology of the

Cell ”, 4¢ edition protéine mature fonctionnelle



Document 13. RoOle des protéines
chaperonnes hsp70 et hsp60.

% machinerie éliminée
%hspm par protéolyse

machinerie machinerie
de type hsp60 de type hsp60

ribosome protéine correctement repliée protéine correctement repliée

Les protéines hsp70 agissent précocement, en reconnaissant de
petites régions a la surface de proteines. Les proteines hsp60
agissent ensuite sur les protéines qui n'ont pas réussi a se replier
correctement. L'hydrolyse de I'ATP par les protéines hsp contribue
a la liaison et a la libération des protéines et les aide a adopter
leur conformation finale.

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire de la cellule *, 3¢ edition)



Document 14. Transport des enzymes
lysosomales vers les lysosomes.

précurseur de |' hydrolase
Iysosomale \

s N | ¥ /TN TRANSPORT DEPENDANT
fepuls ; DU RECEPTEUR

e RE\-;_’@ \ \ { | [ | LIAISON AU
I | N\ / RECEPTEUR @ .
/ ] ' o~ N\ / DuMeP : "
ADDITION DE . QL a el ; i

PHOSPHATE _ | | il /
/@'O & | - % Wit \ '«,,\_'
mannose 6-//; T @O_;, @o/—\/ ) \ w;"@; @o !
' g ELIMINATION

phosphate ~ | 1 P . 7/ o
(MBP) §  § P - s — oA\ vésicule de i o
; :: *-.; k & , ;/; \k )Z-‘ nlqatr;]teau de transport { DlSSOClATION DUPHOSPHATE
- . clathrine . A pH ACIDE @;
"H : _”:""'/hydrolase
? \ 4-——’/ Q. , " lysosomale
S e mature

recepteur du M6P endosome tardif

RECYCLAGE DU RECEPTEUR dans une vésicule

bourgeonnante
réseau réseau
cis- trans-
golgien golgien
L I

appareil de Golgi

(ALBERTS B. et coll., “ Biologie moléculaire de la cellule *, 3¢ edition)



Organisation
moléculaire et structure
des fibres de collagene
de type I

Le collagéne s’organise
en fibres épaisses visibles
en ME dans les tissus

conjonctifs.

(CALLEN JC., “ Biologie cellulaire : des
molécules aux organismes ” ; Dunod Ed.,
1999).

Molécules de
(tropo)collagene
associées en fibrille

Fibrilles
e aeerge . ASSOCiées en
dos sttty Loiat fibres

e*hoelagnial iy




Etapes de la synthese du
collagene

Etape 1 : excision du peptide signal.

Etape 2 : hydroxylation de plusieurs PRO et

LYS, N-glycosylation du propeptide C-
terminal, O-glycosylation de certaines
hydroxyLYS.

Etape 3 : alignement de trois chaines grace
a des modifications + formation de ponts S-

S entre propeptides C-terminaux.

Etape 4 : dans I'appareil de Golgi,

enroulement de la triple hélice « comme une

fermeture éclair » en direction du N-
terminus.

Etape 5 : suite de la maturation, puis
exocytose.

Etape 6 : des procollagene-peptidases ont

clivé les propeptides terminaux, libérant une

triple hélice mature de tropocollagene.

http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherb
rooke.ca/3f.html

peptide propeptide région propeptide
signal N-term. hélicale C-term.
Etape 1 /L N* ¢ : |
(RE)
Etape 2 = (.)H OH & } :?
(RE) [’
. OH OHOH <& { 3
= S
Etape 3 , OH OHOH & :? S
(RE) o S
, OH OHOH < | :? S
] b T

ZZZZzZZIp

Etape 4
(RE)
OH OH OH
=
Etape 5
(Golgi)
OH OH OH
o
<
Etape 6
(espace
extracellulaire) OH OH OH
-
- o
1050 a.a.



Document 15. Maturation dans le REG puis I'appareil de Golgi : exemple

de la biosynthése et de I'acheminement du collagene.

- REG N
Synthese protéique (ribosomes) — prochaine a de

collagene
Hydroxylations proline et lysine (hydroxylases)
\_ Glycosylations (glygosyltrasnférases) y,
\7

Appareil de Golgi :
Auto-assemblage des prochaines en triple hélice
(liaisons H) = procollagene
Glycosylations (glycosyltransferases)

!

Vésicules golgiennes :

ETAPES
INTRA-
CELLULAIRES

(fibroblaste)

<— Membrane
plasmique

\[ Transport et exocytose du procollagéne ]/

v

Clivage des extrémités terminales du
procollagene = tropocollagene (protéases)

l

Auto-assemblage du tropocollagene (liaisons covalentes)

ETAPES
EXTRA-
CELLULAIRES

(matrice)



Document 16. Des lieux de synthese des
protéines vers leur lieu de fonctionnement.

CYTOSOL

PEROXYSOMES
MITOCHONDRIES PLASTES
RETICULUM ENDOPLASMIQUE

T i

APPAREIL DE GOLGI

VESICULES
SECRETOIRES

ENDOSOMES
TARDIFS

[LYSosOMES

ENDOSOMES
PRECOCES

SURFACE CELLULAIRE

Code : Il = transport par « porte »
B = transport transmembranaire
[ = transport vésiculaire




log n (n : nombre de bactéries)

temps

Mise en evidence 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

glucose

bactéries }

bactéries par ml

1
(9]
concentration en glucose (ml)
B-galactosidase (unités arbitraires)

—h

?
I

o

1 b 1
0 100
temps (minutes)

-

2

Document 17. Mise en
évidence experimentale
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 géenes de I'opéron lactose en
I’absence de lactose

Régulation de 1'opéron lactose

site opérateur
gene de régualation ‘/

Répresseur (tétramere)
& houte affinité pour
l'opérateuar

Animation : https://rnbio.upmc.fr/bio-mol operon-lactose operon3



https://rnbio.upmc.fr/bio-mol_operon-lactose_operon3

Régulation de l'opéron lactose en absence de lactose

Site d'initiation
de la transcription

-*'

Les génes structuraux ne sont pas exprimes

Génes de structure

L' ARN polymérase peut se lier au promoteur
mais elle est bloquée au niveau de l'opérateur
et ne peut pas atteindre le site d'initiation de la transcription.

Liaison du répresseur au niveau
de l'opérateur de l'opéron lactose

Animation :
https://rnbio.upmc.fr/sites/default/files/animations/bio  mol/operon lactose 3/operon lactose 3.html



https://rnbio.upmc.fr/sites/default/files/animations/bio_mol/operon_lactose_3/operon_lactose_3.html

Expression des genes de I'opéron
lactose en presence de lactose

& genes de stracture —>
T [ o | e

lranscription

transcription ¢t traduction Y

de 'ARNm polycistronigue ARNm polycistronique

g 1
| \L traduction
V

thiogalactoside
transacetylase

f-galactosidase

Animation :
https://rnbio.upmc.fr/sites/default/files/animations/bio mol/operon lactose 4/operon lactose 4.html



https://rnbio.upmc.fr/sites/default/files/animations/bio_mol/operon_lactose_4/operon_lactose_4.html

Reégulation de I’opéeron lactose en
presence de lactose

genes de structure

] - g == T — =
LacZ [ LacY | LacA
| : | Sl

\L transcription
ARNm polycistronique

R ——

ARNm \L \L traduction
\L N

v =

-galactosidase thiogalactoside transacétylase

protéine inhibitrice @
(monomere)

répresseur (tétramere)
forme active

répresseur lié
a l'allolactose
forme inactive

Animation : https://rnbio.upmc.fr/bio-mol operon-lactose operon3



https://rnbio.upmc.fr/bio-mol_operon-lactose_operon3

Régulation de 1'opéron lactose

gene de
régulation

ARNm | —

répresseur
forme active

lactose

S

allolactose

répresseur
forme inactive

8

mélange de
lactose + glucose

site d'initiation de
la transcription

genes de structure

lLacZ | LacY Lac A

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

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



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

gene de site promoteur
régulation genes de structure

Lac I P 0 LacZ | LacY | LacA

ARN polymérase

AMPc

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 l'opéron. La
alimentaire) transcription est alors fortement augmentée.

Répression catabolique :
régulation positive par le CAP et ' AMPc




Séquences de fixation des
protéines régulatrices

_—

Site promoteur Opérateur

Site d'initiation
de la transcnptlon

Géne de régulation Geénes de structure

\4
m LacZ | LacY | LacA
transcription transcription
ARN
AM g ARN

polymerase
— polycistronique

L] . ARNm
traduction llraduction
WV W
Répresseur v .
(tétramére)

Monomére du

répresseur
forme active B-galactosidase Thiogalactoside
k ” transcétylase
allolactose lactose

Document 18. Controle de
I’expression génétique >
dans le cas des Le répre'fs::ar:relii:aac :‘is:olactose
eubacteéries : exemple de

I’opéron lactose.




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 eté découvert en 1948 par le Docteur Barr. Il est localisé contre la face interne de
I'enveloppe nucléaire. C’'est de I'hétérochromatine qui correspond a I'un des deux
chromosomes X inactive, indifferemment d'origine maternelle ou paternelle.

http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/kx/kx.htm



s Do egulid m U egiling Effets de la

N vernalisation sur
I’expression du génome
d’Arabidopsis thaliana

Etude de I'expression d’'un groupe
de génes en particulier.

vih vid v10d v20d V40d T10 En vert : sous-expression

En rouge : sur-expression

Nombre de genes dont le niveau d’expression
change a la suite d’'une exposition au froid,
selon la durée de cette exposition.

NV Vih V1id V10d V20d V40d T10

Nombre de genes
exprimes et co-
e A4 exprimés pour 10 j,
= 20 j ou 40 |

V40d d’exposition au froid.

Transcriptome and epigenome analyses of vernalization in Arabidopsis thaliana Y. Xi et al. Plant J. 2020 August ; 103(4): 1490-1502.
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®

Histone H4 ISGFsiGis(GGL(GLGKzGGAKRHRKVL
1
| il P e w w | Mg > @
Histone H3 ARTKOTARK TGGKAPRKOLATKAARKSAPSTGGVKK FKT
2 4 g 10 4 17 18 262728 79
pon n
Histone H2A SGRGKQGGKVR....LPKKTE K lysine
TR R 9 119 R : arginine
S : sérine
Ac Ac | Ac Ac ‘lUbj’
Histone H2B PEPAKSAPAPKKGlSIl(SKAVTKA VTl|2<0YTS
4

Ac Acétylation |‘ﬁ Ubiquitinylation [Hi Méthylation ’ Phosphorylation

Les modifications post-traductionnelles des histones

La lysine 9 de 'histone H3 peut étre soit acétylee, soit methylée.
N. Lacoste, J. Coté, M/S : médecine sciences Vol 19, n°10, oct 2003, p. 955-959
http://www.erudit.org/revue/ms/2003/v19/n10/007166ar.html



http://www.erudit.org/revue/ms/2003/v19/n10/007166ar.html

0 K (CH,)¢-NH5"
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L'acetylation /

acétylation de acétylation | de la chaine
1'acide Eu_niné latérale | delalysine s s .
N-erminal Y desacetylation
CH "

0w des histones
H;C N\#L /l\g/g/j NH

| ¥ |

s R, (CHzly

—HN
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Histones acetyl-transférases

e

K/Histones
désacétylases
Etat condensé

transcriptionnellement
Inactif

Etat décondensé
transcriptionnellement

actif
http://mon.univ-montp2.fr/claroline



Effets de I'absence de méthylation CG

Effets de ’'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 héterochromatiques (en
rouge) sont compactées.

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

Au milieu : I'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

bouleversee et ces plantes sont totalement  http://iww.cnrs.fr/iinsb/recherche/parutions/articles07/oli
stériles . vier-mathieu.htm




La méthylation de | ’ADN est controlée

Comment I'abeille devient reine

On comprend pourquol la gelée royale fait que certaines larves deviennent des reines et d'autres des ouvriéres.

D e grande taille, lente & se
mouvoir, la reine d'une
cobonie d'abeilkes passe es-
sentiel desa vie-quatre dcingans -
a poncire, choyee par sa cour, Les

ouvrieres, au contraire, petites,
agiles et steriles ne vivent que
quelques semaines. Pourtant, 1a
reine et ks ouvrienes soat gEnsti-
quementidentiques, Comment un
meéme génome peut-il produire
des individus si différents? Une
&quipe germano-australienne vient
d'eclairer les mécanismes molé-
culaires en jeu.

Onsavaitf alimentation en jeu:
les larves élevées comme de futures
reines etlarelnesurvivante (aprés

s el mine ses fvales ) sont nou-
des exclusivement de gelée royale.
Les autres larves, qui deviendront
des ouvrieres, sont nousries sur-
tout de miel et de pollen.

En 2008, I'équipe de Sylvain
Forét et Ryszard Maleszka, de
1"'Universitéde Canberra, en Aus-
tralie, amontee que la suppression
d’une erzyme, I'ADN methyle-

transférase, chez des larves nour-
ries pour devenir cuvrierss, fait
quielles se développent en reines
fcondes :supprimer cete erzyme
akeméme eflet quela gelée royale.
Cette enzyme tant nécessaire a
la méthylation de ' ADN, <est-a-
dire alajoutde groupes méthyle
sur certaines beases (descytosines)
del’2DN, la gelée royale apporte
vraisemblablement des sub-
stances inhibant ce processus, dit
épigénstique.

Supposant que les genes ne
s'expriment pas delameme fagon
chez la reine et les ouvrieres, ces
biologistes associés a un groupe
duCentre allemand de recherche
sur le cancer, & Heidelberg, ont
saquence les genomesde reineset
d'ouvrieres et identifié tous les
sites methylés de 'ADN. [ls ont
observe que quelque 580 genes

IOUAUE INaTeT.

staient méthyks différemment. La
methylation parait régulerle type
et la quantit des protines pro-
duites chez une reine et chez une
ouvriere.

Comment les enzymes de
méthylation reperent-elles les
cytosines cibles parmi kesdixmil-
lions de sites possibles chez
I"abeille ? On I'ignore, mais un
mecanisme expliquant les diffe-
TENCES entre reines et ouvridres
<& dessine : la présence ou l'ab-
sence cle gelée rovale détermine
differents profils de methylation
de leur ADN. En ajustant 1'ex-
pression de certains genes, ces
profils donnent lieu & des carac-
téristiques anatomiques, phy-
siologiques et comportementales
distinctes

Flsoad, Pos By, vl 8 00008, 2000
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La gelée royale
contient des
substances qui
Inhibent la méthylation
de certains genes : la
larve se développe en
reine

Peres gras, filles diabétiques ?

hypergras des leur quatrieme iques, sont intervenus dans

L'alimentation du pere

semaine, et huit rats contrdles a un

entraine des variations

de la méthylation de
genes dans les

spermatozoides, ce qui
exerce des effets dans

la génération suivante 12

Lempreinte de lerwvironnement
surles génes setr@nsmetirak
des peres a leurs filles.

C hez l'animal, des méres
cbeses durant la gestation
etla lactation enfantent
plus souvent que la normale des
petits atteints ewx-memes d'obe-
sité oude maladies métaboliques
a I'dge adulte. Le surpoids des
peres a-t4l aussi un effet surla
descendance ? Probablement,
montre P'équipe de Margaret Mor-
s, del"Université des Nouvelles
Galles du Sud, a Sydney: des
femellesde rats sont plus souvent
atteintes de cliabete si leur geni-
beur a8 nourri Hop grassement

Les chercheuss australiens ont
soumys nevf rats miles a unrégime

regime normal, puis les ont mis
chacun en présence d'une femelle
nourrie poemalement, pour qu'ils
se reprochuisent. Les descenclants
femellesains cbtenus ont présentd,
a partir de quatre semaines, deux
signes de ciabete dont 'intensité
aaugmentéavec lGge. Lacause en
£tait la réduction du wlume des
flots de Langerhans, qui, dars le
panceess, produisent insuline, De
plus, expression de plusieuss cen-
taines de genes v etait ancrmale.

Ces résultats suggerent quedes
changements chimiques, dits épi-

I'ADN des spermatozoides des
peres: des variations de la methy-
lation de I’ADN (la fixation de
groupes methyleen differentssites
delamolécule), qui perturbent Fex-
pression de certains genes. Airsi,
enmodifiant expression des genes
patemnels, Ialimentation exercerait
des effets d'une génération de
rats a la suivante. Chez I'homme,
il est vraisemblable que des fac-
teurs 1igs au mode de vie influent
aurss surla régulation épigenétique
et l'expression des genes.

SF Nped, Nueaw, v, &, 1y 6557, 2010

2 Pour la Scence- i 398 - Décembre 2010



Technigue de Northern blot ou transfert dARN

\LHHA. Extraction
Labeled —u

m prDhES — _ —

\I,Electruphuresis

RHA =separated by =size

-t

- /ﬁualizaﬁun of
Horthern blotting labeled RHA on X-ray
(transfer of RHA to film

membrane)
/ Membrane h].rhril:liEEﬂ
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 spécifique ARN de la cible recherchee.



Définition de I'hybridation /7 situ

= révélation /n sifu d'une seq. d'acide nucléique dans une cellule

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

Chromosomes
Interphasiques
(FISH)
A T : Un organisme entier de petite taille

K- SRR e T

~% q

Une préparation . = cellulesen
A histologique Rl culture
'.- ‘Qé__'-"' i L Ta "C

- i
d's 5 .. L4 —.
.l

s Présence d’ARNm témoignant de la transcription
du géne correspondant

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



Principe de I'HIS:

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

- acide nucléique marqué : « sonde »

- acide nucléique recherché : « séquence-cible »

Séquence-cible

. I R A PY PYEKR X X JE X VY K 2 XK |
Sonde 9L O A RO

- 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

sequence a
transcrire du

du géne étudieé géne étudié
ADN
|
L 4
- ARNm
!
v
produit de l'expression du

Localisation et résultats . géne rapporteur = protéine
de I'expression d'un facilement quantifiable
géne rapporteur (fluorescence ou activité

Lucie, souris transgénique

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

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

enzymatique détectable)

Analyse de la
transcription a
I'aide des genes
rapporteurs

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

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




Fabrication des puces a ADN

Lames de verre
recouvertes de polylysine

+
6116 ORFs de levure
amplifiées par PCR

l

\

| T4

AR Y AR REREY
B N NN NN

Spotting (dépot)

Hybridation
Souche 1 Souche 2
- €a 3
'a sy
= o .

Extraction
des ARN

S 3
’"- | Transcription
' Cy3 ||  des ARNm l Cys
en ADNc

‘wes sl
s rscaw
0 L SN r
TN TN

Obtention des résultats

Lecture (scanner)

i
\55/

e www &

‘Q .l Lns
Sdtass o8 >
R EEEEEES

Analyses des résultats

Le principe de la puce a ADN

hane Le Crom EXE 2003



Technigue de retardement sur gel

Protéine + o
Un complexe ADN- ADN i + +
protéine 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
séquence -_— @ -_— * *
particuliere dADN © M.C. Serre (2005)
ou dARN a éte Dans le cas présent, le fragment d’ADN
reconnue et liee par  porte deux sites de fixation de la méme
une proteine. protéine. Selon la concentration en
http:/AWww.igmors. u- protéine de la solution, le second complexe

psud.fr/enseignement/mcserre/Cour

s-IPAN/cours-IPAN.html ap paraTt ou paS'



Document 19. Contrble exercé au niveau du

complexe de transcription.

(o

SILENCER ENHANCER.
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Document 20. Séquences insulateurs et
domaines de transcription.

L'insulateur X

« protege » un @ @ =
gene (en noir) de Insulateur

'action d’un e
enhancer |

uniquement s'il i

est situé entre ce =

——

Insulateur

gene et
I'enhancer.
http://mwww.jle.com/e-docs/00/02/24/49/article.phtml?fichier=images.htm

looping of DNA _
Les insulateurs

— S
X\%;" A délimitent des
C_ > domaines de

InsulatorEnhancer Genes Insulator transcription.




Quelgues motifs communs des protéines
qui se lient a ’ADN (voir document 21).

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

Aad motif fermeture a glissiere de
leucines.

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



http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/2c.html

ADN
(1) Transcription
1 Initiation

Elongation
Terminaison

ARN primaire

~¢ (2) Maturation

ARN messager

‘l (3) Transport

ARN messager

> () Déradation | Traducion <

ARN inactif Protéines inactives
(6) Modifications -
post-traductionnelles

Protéines actives

Document 22. Les différents niveaux de contrdole de
| ’expression des genes chez les Eucaryotes.




Mise en évidence de I'importation dans le noyau
d’'un recepteur nucleaire suite a la liaison avec
une hormone steroidienne.

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



hormone

Q
HSP
changed
}V 3 o0 cell function "\

{ —- 0 NR dimer

- protein
sV, NR/hormone
o complex nuclear J
ore
NR/HSP P Wi
complex ribosome
cytoplasm "\
coactivator
\ nuclear
envelope
RNA polymerase MmRNA
Y
NR dimer OQ .)
iy . -~ .
nuclear DNA ‘
HRE target gene
cell
membrane

Régulation de la transcription via un facteur de
transcription ligand dépendant :
le récepteur nucléeaire au hormones stéroides.

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



Introduction géne J Résultat attendu

%
codant enzyme yf
synthése pigments

b
J ﬂg 7/ \L\.\ Résultat observé

i

V_-

k \/

Les mécanismes
de controle par
ARNI

Vo8 " “\
| (mg ;
G o=t g

Homologie
parfaite

- Vidéo ARN interférents

https://www.youtube.com/embed/cK-

OGB1 ELE?wmode=transparent RN
[ (msc ]

http://www.u- \L__L’

picardie.fr/servlet/com.univ.utils.Lectu
reFichierJoint?CODE=12251829785

01&LANGUE=0

Dégradation ARN

Les ARN
Interferents

Historique de la
découverte

miRNA

Homologie
partielle

Blocage traduction


http://www.nature.com/nrg/multimedia/rnai/animation/index.html
https://www.youtube.com/embed/cK-OGB1_ELE?wmode=transparent

interferents

Document 23. Mécanisme

€& Géne spécial ARNmi—

e —
e

R R R R A

S
=
o
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e —

de lI'inhibition des ARNmM
par les ARNmI. \

y/

Précurseur
du microARN

/

ARN L i

Pn microARN

chllcmcnl
Longue épingle a cheveux
(environ 1000 nt)

Coupure
Exportine-5 Endonucléase P

Drosha \

NOYAU

Pre microARN

Courte épingle a cheveux
(environ 100 nt)

CYTOPLASME
\/ Endonucléase Dicer / Complexe RISC
(pro(emes ARNmi)
MicroARN
http://planet- Codon Stop
Vle .ens fr/content/p Régions codantes SRl 'l'l'!'l‘((b‘l'l'l'r'l'l’ Région 3'UTR
etits-arn- de PARNm cible de 'ARNm cible

Coupure de la molécule d ARNm ou inhibition de la traduction






Découverte de CRISPR,
bibllotheque de courtes
séquences palindromiques
dans le génome de

Philippe Horvath et Rodolphe Barrangou
démontrent I'intérét de CRISPR
dans la défense immunitaire des bactéries

la bactérie Escherichia Coli,
Ces séquences peuvent étre
transcrites en ARN,

contre les virus,

Identification
de CRISPR

chez d'autres
bactéries.

Identification 3
des séquences
sur 'ADN des virus,
ol se fixe
le systéme
CRISPR.

CRISPR :

Dé ted
a protéine aso Clustered
propiindir e Regularly
un endroit précis.
) Interspaced
: Short
: Palindromic
. Repeats
®

La découverte récente du systeme CRISPR...

Emmanuelle Charpentier et
Jennifer Doudna démontrent que
I'assemblage d'ARN guide et de
Cas9 coupe des séquences ADN
ciblées dans des cellules
eucaryotes (dont le matériel
génétique est dans le noyau).

...revolutionne
les outils
disponibles
pour
I'ingénierie e A
des génomes. ; | .

Uoutil

CRISPR-(Cas9
est testé pour
corriger des génes
dans différentes
celiulos végétales,
animales et
humaines.

La Recherche,
janvier 2016

Emmanuelle
Charpentier
et Jennifer Doudna
recolvent
le Breakthrough Prize.

humains
non viables sont
testés,

Feng Zhang
découvre une nouvelle
enzyme, Cpfl,
capable de couper F'ADN
ot s'associer
a des ARN guides.




« Avec «Crispr/Cas9», modifier un ADN devient
presque aussi simple qu'un copier-coller »

Le systeme CRISPR a éte
déecouvert chez Streptococcus
pyogenes, aglssarllt comme Target Genomic
meécanisme de défense contre Locus
les virus et ADN étrangers.

Ce systeme utilise une nucléase,
Cas9 (CRISPR-associated), qui \
complexée a un ARN guide Target sequence
(ARNg) complémentaire de la o ceave
seéguence-cible, clive ’ADN de B
facon spécifique en amont d’une guide RNA
séquence PAM (Protospacer WA

The CRISPR-Cas9 Nuclease Heterocomplex

Protospacer
Adaptor Motif
(PAM)

I
s 5

" T Cas9)

| ||||||||||||||||||||

AGGGACAGGAUGUUUUAGAGCUAG

o[[[ll® [[I]

CUAUUGCCUGAUCGGAAUAAAAUU CGAUR
G_A

A
A
CUUGAAAAAGUGGCACCGA

[1111]]e

3'—UUUUCGUGGCU

tracrRNA

Adaptor Motif) localisée sur ’ADN ’ built into
genomique.

vectors

http://www.ozyme.fr/produits/precisionx-crispr-extinction-genes.asp



