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Biologie Moléculaire et Transgenese

PREMIERE PARTIE : BIOLOGIE MOLECULAIRE ET
GENIEGENETIQUE

1. Rappels sur les mécanismes génétiques fondamentaux et régulationde
I’expression des genes

2. Clonage de ’ADN

3. Méthodes d’étude de ’ADN

DEUXIEME PARTIE : TRANSGENESE APPLIQUEE A LA
PROTECTION DES VEGETAUX

1. Rappels sur le clonage des génes

2. Transfert des genes dans les plantes

3. Obtention de variétés OGM

4. Application de la transgénése en protection des végétaux




PREMIERE PARTIE : BIOLOGIE
MOLECULAIRE ET GENIE GENETIQUE




1.1. RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUX
ET REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

1.1.1. L'ADN support de I'information genétique \

* L'information géneétique, essentielle a la construction et au fonctionnement de la
cellule et de la plante, se trouve principalement dans le noyau

 Elle est la méme dans toutes les cellules de la plante, qui la copient a chaque
division cellulaire.

* L'expression de cette information est spéecifigue selon la fonction et le role de la
cellule, mais l'information inutilisée reste présente.

« L'acide desoxyribonucléiqgue (ADN) est le support universel de l'information
genetique chez les étres vivants. 1l est constitue de deux chaines enroulées en double
hélice. Les deux brins de I'ADN sont lI'assemblage de molécules élémentaires :
les nucleotides

Nucléotide

» Constituant élementaire de I'ADN et de I'ARN, compose d'un sucre (desoxyribose
ou ribose), d'un phosphate et d'une base azotee. Il n'existe que quatre types de
nucléotides qui se distinguent par la nature de leur base (adénine, thymine, guanine
ou cytosine) pour I'ADN ; I'uracile remplace la thymine pour I'ARN.




1.1. RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUX
ET REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

1.1.1. L'ADN support de I'information genétique \

» Les ADN sont les plus grosses molécules du monde vivant : I'ADN d'une cellule
humaine, totalement deroulé, mesure 2 metres de long.

* L'ADN enroulé et associé a des protéines, les histones, forme les chromosomes.
Une cellule diploide, notée 2n, possede des chromosomes associés deux a deux : ce
sont les paires de chromosomes homologues.

 Les cellules reproductrices sont haploides, notées n. Elles possedent un seul
exemplaire de chromosomes homologues.

» La presentation des chromosomes d'une cellule, rangés par taille décroissante,
constitue son caryotype.

* Un gene est un fragment d'ADN qui correspond a un caractere héréditaire et
constitue l'unité d'information génétique. L'ensemble des genes d'un individu forme
le genome.

* L'expression des caracteres gu'ils gouvernent, telle qu'on peut I'observer, constitue
le phénotype.

» L'emplacement occupé par un gene sur le chromosome est le locus.

*On estime que le nombre moyen de genes par plante est supérieur
a 20 000.
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1.1.1. L'ADN support de I'information genétique
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1.1. RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUX
ET REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

1.1.1. L'ADN support de I'information genétique \

Trois genomes differents dans la cellule végetale
 Le génome du noyau dit génome nucléaire ne représente que 95 % de la totalite
de lI'information géenétique nécessaire a la vie de la cellule végétale.

* On a démontré gu'au sein des cellules végétales, il y a en effet une coopération
entre trois genomes : le génome nucleaire, le génome des mitochondries (environ 1
%) et le genome des chloroplastes (environ 4 %).

 On attribue a ces ADN mitochondriaux et chloroplastiques la responsabilité de
I'hérédite de type cytoplasmique, donc de transmission maternelle.

» En effet, lors de la féecondation, le pollen, gamete male, apporte l'information
contenue dans le noyau, alors que lI'ovule, gamete femelle, fournit, en plus de son
noyau, son cytoplasme.




RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUXET
REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

* Les acides nucléiques sont de deux types, I’ADN et les ARN.

« L’ ADN ou acide désoxyribonucléique est le support de I’information génétique.
*Les ARN ont soit un role de support de I’information afin d’étre traduit en
protéines (ARN messager), ou bien un réle structurale (ARN ribosomigues, ARN de
transferts et autres petits ARN).

*[.’ADN est situ¢ dans le noyau mais 1l est également mis en €vidence dans la
mitochondrie, les ARN eux sont situés dans le noyau et dans le cytoplasme
(également dans la mitochondrie).

* En effet I’ADN est transcrit en ARN dans le noyau, lui-méme traduit en protéines
dans le cytoplasme pour les ARN messager. L’ ADN mitochondriale code pour 13
proteines, 2 ARNr et 22 ARNTt ; ces 13 protéines servent toutes a la synthese de
I’ATP.

* Nous avons dit préecédemment que I’ADN est le support de I’information
génétique, en effet il est divis€ en segments d’ADN qui correspondent a des genes
(ou unités de transcription) qui eux méme code pour une protéine.




RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUXET
REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

A) Structure des acides nucléiques
Les acides nucleiques sont constitués d’acides phosphoriques, de pentoses et de
bases azotés.
» L’acide phosphorique est un triacide dont une fonction acide est dissociée
permettant de donner une charge neégative a ’ADN, et dont les deux autres peuvent
former des liaisons phosphodiester.
* Les pentoses sont des glucides cycliques a 5 atomes de carbone qui sont sous
forme de B-D-ribofurane et sous forme « désoxy » pour I’ADN.
* Les bases sont de deux types :
Les bases pyrimidiques : la cytosine, la thymine (ADN) et I’uracile (ARN).
Les bases puriques : la guanine, I’adénine et I’hypoxanthine (précurseur des
bases puriques et présent au niveau des ARNTt).
» L’association d’une base et d’un pentose par une liaison N-glycosidique est
appelee un nucleoside.
 L’association d’un nucléoside et de 1’acide phosphorique par une liaison
phosphodiester en 5° du pentose est appelée un nucleotide.
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1.1.1. Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques
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Figure 1-1 Structures chimiques des bases puriques (Adénine, Guanine) et des
bases pyrimidiques (Cytosine, Thymine, Uracile) des acides nucléiques ADN et ARN.
Des formes méthylées peuvent aussi étre rencontrées (5-méthyl cytosine).
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|.1.1. Structure et propriétes physico chimiques des acides nucléiques
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Figure 1-2  Les deux pentoses respectifs de ARN et de 'ADN. < Désoxyribonucléoside 5' monophosphate (dAMP)
< Désoxynbonucléoside 5' diphosphate (dADP)
< Désoxyribonucléoside 5' triphosphate (dATP)

Figure 1-3  Structure détaillée d'un désoxyribonucléoside triphosphate. En
remplacant la lettre A (Adénine) par les lettres G, C, T/U et le désoxyribose par

le ribose, la nomenclature est généralisable a tous les nucléotides de I'ADN et
de I'ARN.
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

B) Structure de ’ADN

* L’ADN est une molécule bicaténaire étant constituée de deux brins dirigés de
maniere antiparallele et associés en doubles hélices de type B.

* [1 est constitu¢ d’autant de bases puriques que de bases pyrimidiques, en effetil y a
autant d’adénine que de thymine, et autant de guanine que de cytosine.

* Les deux brins sont liés grace a des liaisons hydrogenes présentes entre toutes les
bases de ’ADN : deux liaisons hydrogenes entre les bases A et T, et trois liaisons
hydrogenes entre les bases G et C.

* La double hélice de ’ADN a un diamétre de 20 A (= 20 angstrdm = 20.10-10
métres), un pas de 34 A qui correspond a 10 nucléotides. L hélice est dite droite car
elle s’enroule a droite en la regardant du haut vers le bas (comme une visse
s’enfoncerait dans un mur) ; entre deux paires de bases on mesure un angle de 36°.
 [’axe des paires de bases ne passe pas par 1’axe de la double hélice : on aura donc
une partie plus large, le grand sillon, et une partie plus petite, le petit sillon. Le
grand sillon est soumis a des interactions diverses avec des molécules endogenes et
exogenes.




1.1. RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUX
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1.1.1. Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

B) Structure de ’ADN
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Figure 1-7 Représentation d'un fragment d'ADN en double hélice.
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

B) Structure de ’ADN

 L’orientation d’un brin d’ADN est définie par la présence des groupes chimiques
5’-phosphate et 3’-OH portés par les carbones 5’ et 3’ des deux désoxyriboses
extrémes (Fig.).

» Dans la double hélice, les deux brins complémentaires d’ADN sont orientés en
sens inverse. On dit qu’ils sont antiparalléeles.
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Extrémité 5 Figure 1-6 Structure des appariements complémentaires de deux brins anti-
Extrémité 3' paralléles d’ADN.a) Représentation développée ; b) représentation simplifiée.
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

C) Les différentes formes d’ADN
* En principe, les deux brins polynucléotidiques peuvent former une hélice de pas
droit (forme dextre) ou une hélice de pas gauche (forme senestre).

 La premiere forme est la plus frequente et existe en deux variantes, I’ADN-A et
1I’ADN-B, qui different, entre autres, par la taille de leurs hélices (Fig).

« L’ADN-A a un diametre plus large que I’ADN-B. Il est plus compact avec une
distance de 0,23 nm entre deux plateaux de bases successifs.

* En solution et dans la cellule, ¢’est la forme B de I’ADN qui est prédominante.

» Une forme senestre de I’ADN étirée en zigzag (ADN-Z), avec un diametre de 1,8
nm, est parfois observee, mais sa signification physiologique reste incertaine.
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|.1.1. Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

C) Les differentes formes d’ADN
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Figure 1-8 Représentation simplifiée des formes A, B et Z de ['ADN.
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

D) Propriétés de PADN

% Solubilité :

* L’ADN devient un sel d’acide en milieux aqueux et est ainsi soluble.

« Il précipite en présence d’éthanol et d’une forte concentration saline. Cette
propriéeté permet sa purification.

<+ Absorption UV :

* En chauffant une solution d’ADN, I’agitation thermique provoque la rupture des
liaisons hydrogene et la separation des deux brins (Fig).

* Cette dissociation est mise en €évidence par la mesure de I’absorption de la lumiere
ultraviolette a 260 nm.

* Sous sa forme bicaténaire (en double hélice) ’ADN absorbe modérément la
lumiere UV. Apres dissociation des deux brins, sous une forme monocaténaire, le
démasquage des bases provoque une absorption plus marquée de la lumiere UV, on
qualifie ce phénomene d’hypochrome.

 L’enregistrement du phénomene a 260 nm fournit une courbe en forme de
sigmoide, typique de la dissociation de I’ADN (Fig.).
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

D) Propriétés de PADN

¢ Dénaturation thermique: tempeérature de fusion

* La dénaturation thermique correspond au fait que les deux brins de 1’hélice se
dissocient par I’action de la chaleur.

« La température pour laquelle on observe la dissociation de la moitié des molécules
d’ADN est dénommeée tempeérature de fusion ou Tm (« melting Temperature »).

* La Tm dépend de la longueur de la molécule d’ADN, en effet les petites molecules
sont moins stables et ont donc une température de fusion plus faible.

* Plus un ADN est riche en bases G et C qui sont appariees par des triples liaisons
hydrogeéne, plus grande sera I’énergie necessaire pour les rompre et plus élevée
sera la temperature de fusion.

* A I’inverse, un ADN riche en bases A et T liées par seulement deux liaisons
hydrogene, aura une température de fusion plus basse.

 La présence d’1ons ou d’agents déstabilisants (urée ou formamide) peut modifier la
Tm.

* Le Tm humain est de 86°C et la dénaturation complete est a 95°C.
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D) Propriétés de ’PADN
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

E) Structure des ARN

L’ARN (acide ribonucléique) ressemble beaucoup a I’ADN mais:

* Le sucre de I’ADN (desoxyribose) est remplacé par une autre sucre dans I’ARN
(ribose)

 Lathymine (T) de I’ADN est remplaceée par 1’uracile (U) dans I’ARN.

* Les molécules d’ARN sont simple brin et linéaire, et les seuls appariements de
paires se font intramoléculaires par des liaisons hydrogenes sous forme de structures
en tiges-boucles aux extrémités de I’ARN et des structures en épingles a cheveux a
I’intérieur de I’ARN.

F) Propriéetés des ARN
» L’effet hypochrome est egalement présent et dd aux appariements

intramoléculaires.
» La courbe d’absorption UV en fonction de la température est cette fois-ci par
pallier correspondant aux différentes boucles a épingles a cheveux dénaturees.
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E) Structure des ARN
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E) Les différentes types d’ARN

Les ARN procaryotes et eucaryotes sont de différents types, on met en evidence:
v" les ARN messagers (ARNm),

v les ARN de transfert (ARNL),
v" les ARN ribosomiques (ARNr) et

v les micros ARN.
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

¢ Les ARN messagers

* Les ARN-messagers correspondent
aux sequences complémentaires et
antiparalleles du brin matriciel (ou
brin anti-codant) de I’ADN qui lui
sert, comme son nom I’indique, de
matrice, ¢’est-a-dire de modele, mis a
part que les thymines sont remplacees
par les uraciles.

* Le brin d’ADN complémentaire du
brin matriciel est appelé brin
codant qui a la méme sequence gue
I’ARN messager avec la méme
distinction (T devient U) que
précédemment.

ARN messager
en formation

‘“*«? ves

'199 90000 PHHRPLDS
\ .

ARM polymérase , ]
’ ; ®
. . [ |

nucléotides précurseur

chaine transcrite
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auverture de la
molécule dADN

fermeture de la
malécule d'ADN
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

*» Les ARN de transferts

» Les ARN de transfert sont constitués de
75 a 85 nucléotides.

* Les ARNt possedent des extrémités
spécifiques constantes : extrémite 5° G et
extremite 3> CCA ; ils possedent
egalement une structure secondaire en
feuille de trefle ainsi qu’une structure
tertiaire en forme de L a I’envers.

* Les acides-aminés se fixent sur
I’extrémité 3’OH par leurs fonctions
COO- par une fonction carboxy-ester qui
est riche en énergie, grace a 1’amino-
acyl-tRNA-synthétase.

*Au niveau de la boucle opposé on trouve
la boucle de I’anticodon qui permet la
reconnaissance de I’ARN messager par
appariement antiparallele de bases.

3.2.2. Structure des ARN de transfert
Une extrémité de P
'’ARNTt fixe un acide "
amine spécifique ?
l Site de fixation a
& ['acide aminé
|
i

: 15 tRNA molecule
4

g
L“&' :Sit.e de t:lxation :
anticodony/ 3 |’ ARNm Une extremité de
I'ARNt est spécifique

con mR¥A d’un codon
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Structure et propriétés physico chimiques des acides nucléiques

*» Les ARN ribosomiques
» Les ARN-ribosomiques rentrent dans la constitution des ribosomes, dans lesquels
Ils sont associés a des proteines. Leur taille est définie en unité Svedberg.

* Les procaryotes ont trois ARNr (ARN 5s, 16s et 23s) et les eucaryotes ont quatre
ARNIrr (5s, 5.8s, 18s et 28s) :

* Les ribosomes procaryotes (70S) sont constitués d’une petite sous-unité 30S et
d’une grande sous-unité 50S.

* Les ribosomes cucaryotes (80S) sont constitués d’une petite sous-unité 40S et
d’une grande sous-unite 60S.

* Le ribosome (ARN-ribosomiques et protéines) catalyse la formation de la liaison
peptidique qui relie les acide-aminés entre eux, permettant ainsi la formation de
proteines.
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*» Les micros ARN et ARN interférants

Confere Régulation au niveau traductionnel et post-traductionnel
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Réplication de PADN

 La phase de réeplication est rapide et fiable, et
correspond a la reproduction de I’ADN a
I’1dentique. Les quatre phases du cycle cellulaire. Les phases G., S
» Durant cette phase il peut y avoir des brassages | & 2.0 o uere constivent finteiphase. Lo phose 1
mais aucune information n’est perdue.

» La réplication s’effectue entre la phase G1 et | quantic dnon por celivie
G2 du cycle cellulaire, ¢’est la phase « S ». /
* La réplication de I’ADN doit respecter deux | f
principes : | '
v I’ensemble du génome doit étre répliqué a i
chaque division cellulaire | .
v chague molécule d’ADN n’est répliquée = |
qu’une Seule fois par cycle cellulaire. e B

v
N

|

.‘
CER)
- B
]
- O
— L

I

e _ -7 e

Exception :
Les chromosomes polythenes sont soumis a des | A cyoiution de 1 quantits SADN par celiule
divisions sans mitose (= endomitose) qui| aucoursdu cycle cellulaire.

entraine une accumulation de copie d’ADN
dans la cellule.
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« La réplication ou duplication de I'ADN s'effectue pendant la phase S de
I'interphase (S comme synthese).

» Une observation des chromatides en microscopie électronique (grossissement 100
000) montre I'existence de zones appelées « yeux de réplication » ou la molécule
d'ADN est localement en deux exemplaires.

* Chaque cil correspond a deux fourches de réplication qui progressent en sens
Inverse.

» Les differents « yeux » finissent par se rejoindre, permettant la duplication
complete de la molécule d'ADN initiale.

* Les deux copies restent accrochées l'une a I'autre au niveau de la zone qui formera
le centromere du chromosome.

» Lors de la réplication, une molécule mere d'ADN en donne deux. Ces deux
molécules filles d'/ADN sont formeées chacune d'un brin matrice issu de la
molécule de départ et d'un brin néoformé provenant de l'assemblage de
nucléotides initialement disperses dans le milieu cellulaire. Dans chacune des deux
molécules d'ADN obtenues, la moitie de la molécule de départ est conservée, c'est
pourquoi le mécanisme de réplication est qualifié de semi-conservatif.
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 La vitesse de replication est d'environ 50 nucléotides par seconde. Au fur et a
mesure de l'écartement des deux brins de la molécule d'ADN, des nucléotides
provenant du milieu de culture s'apparient avec ceux du brin matrice par
complémentarité des bases azotées. L'adénine se lie a la thymine par deux liaisons
hydrogene et la cytosine se lie a la guanine par trois liaisons hydrogene.

* Ces processus d'ouverture de la double hélice et d'appariement des
nucleotides dépendent d'un complexe enzymatique, I'ADN- polymérase.

A) ADN polymérases dans la réplication
* Les ADN polymérases sont les enzymes responsables de la polymérisation des

nucléotides lors de la réplication de I’ADN. Elles sont des ADN dépendantes, c’est-
a-dire qu’elles ont besoin d’une matrice d’ADN pour produire le brin néo-synthétisé
dans le sens 5’ vers 3°.

* Les ADN polymérases procaryotes sont de 3 types (I, Il et Ill) et les ADN
polymeérases eucaryotes de 5 types (a, B, 6, € et y). Dans la suite du cours nous
allons prendre en compte les ADN polymerases procaryotes de fonctionnement plus
facile.
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 Pour la réplication nous allons principalement étudier le fonctionnement des ADN
polymerases | et I,

v Les ADN polymérases | (ou enzyme de Kornberg) sont les plus nombreuses
(400 molécules/cellule). Elles sont utilisées dans la réparation de I’ADN ainsi que
pour combler les bréches (ouvertures) laissées par I’ADN polymérase 111 (remplace
I’amorce d’ARN par des nucléotides d’ADN).

v' Les ADN polymérases Il (ou enzyme cceur): Elles sont responsables de la
synthese des fragments longs de I’ADN, ayant une vitesse de synthese rapide

 Les ADN polymeérases néecessitent un certain nombre de conditions d’activités :

¢ Les 4 désoxy-ribo-nucleotides 5’ tri-phosphate (dATP, dTTP, dCTP et dGTP) en
quantite equimolaire.

% Des ions magnesiums (Mg2+) qui stabilisent I’ADN et les protéines.

¢ Une matrice d’ADN (mono ou bicaténaire).

¢ Une amorce d’ADN ou d’ARN ayant une extrémité 3’OH libre.
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B) Les différentes proteines mise en jeu
% Les proteines de reconnaissance reconnaissent les sites d’initiation et de
terminaison.

¢ Les helicases (ou DNA B) deéroulent la double hélice par rupture des liaisons
hydrogenes presentes entre les deux brins de I’ADN, avec consommation d’ATP.

% Les protéines SSB (pour single stranded binding protein) ont une forte affinité
pour I’ADN simple brin et I’empéche ainsi de se réenrouler lors de la migration des
fourches réplicatives.

% La primase est une ARN polymérase ADN dépendante qui synthétise 1’amorce
d’ARN.

ssLes ADN ligases (ou DNA G) attache les fragments d’ADN néosynthétisés
appeles fragment d’Okazaki en catalysant la formation de la liaison phosphodiester,

mais est incapable de placer les nucléotides. I’ADN ligase a donc besoin d’un apport
en ATP.
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B) Les étapes de réplication: La réplication de I’ADN ce fait en trois etapes

¢ L’activation:

* A ’origine de réplication (100 a 200 pb), les enzymes (Les hélicases, responsable
de dérouler ’ADN) se lient a I’ADN et sépare les deux brins pour former une bulles
de réplication.

* L’ADN polymérase s’insere entre les deux brins et catalyse 1’ajout de nucléotides
complémentaires formant un nouveau brin d’ADN (cet endroit est la fourche de
réplication),

» Chez les eucaryotes, les fourches de réplication se déplacent 10X plus lentement
que chez les procaryotes

‘) -~ - % O Y 4 - -
IS o Etapes de Ia Reéplication
= \ e
o ~—— DNA
(1‘_' - A A, L"Activation
* A Vorigine de réeplication, Mhalicase se lile a
PFADN ot separe les deux brins pour former une
My — o s, - bulles de replication
Nﬁ‘m Raplication idirectionnelle
» % 4 - ;
\\‘ //':_,,..—-// 'ﬁv V L 2N VV \ iﬂm O = a
Replication bubbles * o B
e | -— N . LA; T LLLLLLLL
* 3 -
-
» 4 \J—)/ » .. -
@ G
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B) Les étapes de replication: La réplication de I’ADN ce fait en trois étapes

s L’élongation

» L’ADN polymérase lie des nouveaux nucléotides seulement a I’extrémité 3° (-OH).
Donc, 1’¢longation se passe dans la direction 5’ a 3°,

* Afin de maintenir les deux brins d’ADN séparés, des molécules nommeées
protéines fixatrices d’ADN monocaténaire (protéines SSB) se fixent sur chaque
brin et les empéchent de se respiraliser,

» Une autre enzyme nommee primase synthétise une amorce d’ARN utilisé comme
point de départ, une fois ’amorce terminée, ’ADN polymeérase Il s’y fixe et
commence a ajouter des nucléotides d’ADN dans la direction 5°a 3”.




1.1. RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUX
ET REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

|.1.2. Réplication de PADN

B) Les étapes de replication: La réplication de I’ADN ce fait en trois étapes

s L’élongation

« Sur le brin complémentaire, 1’élongation doit aussi se passer dans la direction 5’ a
3’ mais pas en brin continu, une primase synthétise I’amorce d’ARN, I’ADN
polymérase III s’attache a cette amorce et y ajoute des nucléotides d’ADN, au fur et
a mesure gue I’hélicase despiralise I’ADN, d'autres amorces sont synthetisees,
chaque ADN polymerase III ajoute des nucleéotides d’ADN jusqu’a est ce qu’il
rencontre une amorce d’ARN préalablement synthétisee, elle se detache alors et
cede sa place a PADN polymérase I qui remplace ’amorce d’ARN par des
nucléotides d’ADN, une fois ceci fait, une ligase attache les fragments nommes
des fragments d’Okazaki.

* Le brin principal (avancé): répliqué dans le sens 5°-3’ sans interruption, chez le
brin secondaire (retardé): I’ADN polymérase ajoute des nucléotide a I’extrémité 3°,
ADN ligase colle les brins ensemble (catalyse la formation de liaisons phosphates
entre les nucléotides)
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B) Les étapes de
replication:

s L’achévement
A la fin de
I’¢longation deux
nouvelles
molécules  filles
sont (presque)
terminées.

* Elles s’enroulent
automatiquement
dans leur structure
hélicoidale.

Direction générale de la réplication

g

2. Protéines fixatrices d'ADN
monocaténaires: maintiennent

les 2 brins séparés ADN parental

.......

1. Hélicase:
déroule la
double hélice

3. ADN primase.
synthétise
l'amorce d'ARN

6. ADN ligase:
altache les
; fragments
5. Une autre ADN polymérase. , W
transforme l'amorce d'ARN en ADN 4 Okazaki
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Réplication de PADN

C) Des erreurs aux consequences limitées: réparation de ’ADN
* Lors de la replication, des erreurs surviennent assez frequemment. Mais I'"ADN-
polymeérase est doué par ailleurs d'une fonction de correction des erreurs.

* Le dernier nucléotide mis en place est systematiquement controlé. S'il existe une
erreur d'appariement, il est retiré puis remplacé par celui qui convient.

* La replication de I'ADN est un processus tres fidele. Grace aux mécanismes de
correction, le taux d'erreur est faible. Il est estimé a un pour un milliard, et
correspond a pres de deux mutations par cellule fille pour I'espece humaine.

* Pourtant, les individus mutants sont rares car une grande partie de I'"ADN des
cellules eucaryotes ne code pour aucune protéine. De plus, dans la mesure ou le
code génetique est degénéré (ou redondant), il existe des mutations neutres, sans
conséquence sur la structure et donc sur la fonction des protéines synthétisees.
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L’expression des genes

* Processus entier qui permet le décodage de I’information portée par un gene
donneée. Cette information qui sera traduite en proteine.

1.1.3. 1. Transcription = La Copie d’ADN en ARN

» La transcription est le premier processus de régulation utilisé par les cellules, tissus
et organismes pour faciliter et controler les programmes complexes de I'expression
genétique, le métabolisme cellulaire, et le développement des tissus et les organes.

* L'information géenétique est stockée dans I'ADN. Cependant, I'expression de cette
information géneétique nécessite le passage de I'ADN a I'ARN, puis aux protéines
(transcription, traduction). On appel transcription la synthese de brin d’ARN dont la
sequence est dictee par celle de la molécule d'ADN correspondante.

« Les trois principaux types d'ARN connus sont:

- ARN messager (ARNmM) : Spécifie les codons

- ARN de transfert (ARNt): Speécifie les anticodons

-ARN ribosomique (ARNTF): Constituant de ribosomes et implique dans la
synthese des protéines.
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v'ARN pol I,
v'ARN pol 11, et
v'ARN pol 111 (tab. 1).

* La réaction necessite:

v'Un brin d"ADN qui sert de modéle,

v'Les nucléosides,

v'Trois phosphate (ATP, GTP, CTP, UTP) et
v Mg++.

* Chez les procaryotes ces ARN sont synthétisées par une seule ARN polymeérase.
 Chez les eucaryotes elles sont synthetisées par trois types de polymeérases,

Tab.1l: Les ARN polymérases chez les cellules eucaryotes

Enzyme Location Produit

ARN polymérase | Nucléole rRNA (5.8S, 18S, 28S)
ARN polymérase Il Chromatine, matrice nucléaire ARNmM

ARN polymérase Il Chromatine, matrice nucléaire ARNt, 55, ARNr
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» Gene: Le gene est l'unité fonctionnelle de I'information génétique. 1l est constitué
d'un ensemble de nucléotides qui contient toutes les informations nécessaires pour
transcrire un ARNm.

« ARNmM: Une succession de nucléotides sous forme de long filament a un seul brin.
C'est un vecteur du message dictant la séquence des proteines entre chaque gene et
la protéine correspondante.

* Promoteur: Site sur I'ADN d'une centaine de bases auquel I'ARN polymérase
(ainsi que les facteurs d'initiation requis) se fixe pour commencer la transcription.

* ARN polymerase: L'ARN polymérase assume de multiples fonctions dans le
processus de la transcription:

v" Elle cherche les promoteurs

v" Elle déroule le fragment a transcrire pour produire une matrice simple brin

v Elle sélectionne les nucléotides corrects et catalyse la formation des liaisons
phosphodiester.

v' Elle détecte les signaux de terminaison.

v Elle interagit avec les protéines de régulation de I'expression génétique
(activateurs, represseur).
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Visualisation de la tl‘anscription

(premiere fois en 1970)

'Y

A
e \"'.
A

\~

SIS R Y I T e
Le processus de la transcription CRIL A <
T P
A = = - > ” : - .‘
peut étre visualiser par ;:,, AR R R 27
: " : P aa
microscople électronique L= ;/:;_, ,;i_ ,‘_:,f’j.—x e Ly
S S S /
- ’fifj‘j"i\ o iy
':‘ :[r .f > .f[.." s =% /

Les molécules A’ADN: filaments

ILes molécules d’ARN: Branches

I ADN est double brin et
seulement un des brins sert
comme matrice pour la

transcription: le brin non codant
Le brin complémentaire (qui ne

sert pas de matrice): brin codant
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LLe processus de la transcription

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

» Assurée par I’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 synthese d’ARN

» Déroulement en 3 étapes:

Initiation, élongation, terminaison
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1- Initiation

ARN polvmérase _ o
Brin complémentaire Site de terminaison

C f‘# f f\ ﬁlmm N« g N P 5, 'E
: | ¢ q 4

Site d initiation

Le processus de transcription est initié quand ’ARN polymérase se fixe sur
un ADN modele au niveau dun promoteur
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2~ Elongation

Ouverture Déroulement de I'ADN

s
J YAV 4 (Y

Direction de la transcription

L'ARN transcrit

L’ADN double brin se déenoue.
L’ARN polymerase fait la lecture de I’ADN matrice et ajoute les nucleotides a I'extremité
3" d'un ARN croissant
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3~ Terminaison

Site de terminaison

ARNm

Arrét de la transcription

Quand ’ARN polymérase rencontre un séquence de terminaison au niveau du brin
d’ADN matrice:

~ Relachement de PARNm et de ’ARN polymeérase (du complexe)
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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'=).

L’association du facteur o au core de I'enzyme = holoenzyme (a,pp'=0o)

B subamt

- La sous unité p assure la liaison a ’ADN.

- La sous unité p’ possede le site actif de
la polymérase

- Les 2 sous unité a permettent
I'assemblage des autres sous unités

» La sous unité o rétablit la fonctionnalitée
de I'’ARNp dénaturée in vitro

3 subumit

- Intervention du facteur o pour la

reconnaissance du site d’initiation. Site de liaison & PADN et
polymérisation de 'TARN
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LLes ARN polymeérases

Chez les eucaryotes 4 types d’ARN polymeérase

v RNA-polymérase I qui synthétise les RNA cytoplasmiques : RNA
ribosomiques (18S5- 5,85- 28S)

v RNA-polymérase II 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 'ADN

mitochondrial et la synthese de I'hétérochromatine chez les plantes
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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 gene bactérien

Promoteur Partie codante

I T 1

Site d’initiation de
la transcription

Matrice de Séquence signal pour la
synthese de I’ARN libération de I’ARN pol
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. , Promoteur core . ,
Région de la séquence en Region de a séquence en

amont (USR) -35 -10  aval (DSR)

1TGaca TAtaal

Fig. : Structure du promoteur bacterien.
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1. Initiation

A~ Transcription chez les procaryotes

L’initiation de la transcription nécessite que la sous-unité sigma o de I’ARN polymeérase se fixe
Sur I'oligomere o,Bp’ « Core-enzyme » pour former I’holoenzyme o,BB’c.

Core RNA polymerase Brin complémentaire d’ADN

. Brin d'ADN codant
Sigma

Promoteur

CT-«TTAATCATCGAACTAG-\GTACGCH

-35 box -10 box ARNm Initiation

M.Hunter, 2009



1.1. RAPPELS SUR LES MECANISMES GENETIQUES FONDAMENTAUX
ET REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

1.1.3. 1. Transcription I

1. Initiation

- Fixation non spécifique du complexe a ’ADN moyennant |la sous-unité sigma
- Déplacement jusqu’au promoteur entre les séquences:

- Boite TATA située a -10 pb (Pribnow box)
- TTGACA située a-35p

Core RNA polymerase Brin complémentaire d"ADN

. Brin d’ADN codant
Sigma

Promoteur

CT-ATTAATCATCGAACTAG_AGTACGCE

-35 box -10 box ARNm Initiation

M.Hunter, 2009
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1. Initiation

Cette étape initiale est appelée "fixation sur le brin matrice". Chez les bactéries, cette
fixation est etablie quand la sous unité ¢ (élément trans) de I'ARN polymérase

reconnait le promoteur (éléments cis) localisé dans la région 5' (en amont) du point
de transcription initiale d'un gene (fig.).

Elémentcis Core Elément trans
enzyime
Brin \
codant
R — P TATAAT Gene
1 | I
-35 -10 A +1
L |
: Région promotrice Boite de pribnow
Scquence (Pribnow Box)
CONSENSIIS

Fig. : Interaction entre I'ARN polymérase et le promoteur bactérien (Clark, 2005).
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% Séquences consensus

Dans les promoteurs bactériens deux sequences ont eté detectées:

- TATAAT: Localisée 10 nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription (région -10,
ou Pribnow Box)

-TTGACA : Localisée 35 nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription (région -35).

« Ces séguences sont appelées *‘élements agissant en cis™ (sur le méme coté de la molécule
d'ADN dans le gene lui méme). Contrairement aux *‘facteurs agissant en trans' qui sont des
molécules qui se fixent a ces éléments d'ADN.

« Une sequence consensus comparable a celle de la région -10 a éteé identifiée dans la plupart
des genes eucaryotes étudies. Elle est appelée boite TATA (TATA Box).

< Eléments trans

« Ces eléments trans reconnaissent les séquences consensus de différents promoteurs et
permettent une spécificité de l'initiation de la transcription. Cela permet de controler leur
expression.

« Une fois qu'elle a reconnu le promoteur, et gu'elle s'y fixée, 'ARN polymérase catalyse
I'initiation, c'est-a-dire I'insertion du premier NTP du site d'initiation du brin d'/ADN matrice
(aucune amorce n'est necessaire). Ce processus se poursuit dans la direction 5°. 3', créant un
duplexe ADN-ARN temporaire de 8 pb.
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Initiation de la polymérisation et rdle du facteur sigma :

) Assure la reconnaissance des séquences clé du promoteur
J Positionne I’ARNp sur le promoteur qui l'oriente dans une direc

) Facilite 'ouverture de la double hélice

-38 -10 start

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

polymere hybridé au brin matrice ADN

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

permettant la stabilisation de I'enzyme
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Initiation de la transcription | e=th

i
¥
;."
|
!

IPNA sevmprlate

[ complexe fermé e

complexe ouvert

¢ ¢ ¢
) | v ‘}

-

' formation du Primer

St S

Dissociation du facteur o |

S =

Liaison de la protéine Nus)\
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1. Initiation
Gene ~55 region Priboow box Ininanon
(«10 region) sive (+1)
amaBAD GGCGATCCTACCTGCACCCT TTIT TITITATCGCAACTCTCTACTGOGTTTCTCCATACCCGTTTTT
aral GCCOGTGOGATTATAGACAC T I T TG TTACGUCGTTTTITTGTCATGGCOCTTTGEBTCCOACGOCTTTG
fead TTCCAAAACG TG T T I T T TG T TG TTAATTCGOGTGOGTAGACTTGTAAACCTAAATCTTTT
tead) CATAATCGACTTOTAAACCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACACCGAAT
pgalf2 ATTTATTCCATG TCACACT T TTCGCATCTTTGTTATGCTATGGOGTTATTTCATACCAT
lac ACCCCAGOGE T T TACACT T TATGOCTTCOCGGOGCOCTCGOGTATGOGTTGOTGOGTOGOGAATTOGTOCGAGOCGG
ladd CCATCGAATGOCGOCCOGCAAAACCTTTCGCOOTATGGOGCATGOGCGATAGOCGOCLCGBGAAGAGAGTCC
Al AAAA I'AQATGCTTGACTCTGTA(:( CGCGCMAGGCGTATT TCACACC CCC(:( GCGCCGOCTG
rrml) | CAAAAAAATACTTGOGTGCAAAAAATTGOGAATCCOUTATA TGOGCCTCOCGTTGAGACGA
renlk / CAATTTTTCTATTGCOCGCOCCOT GCUOCGCGCAGAMNMCTCOOCTATA TOCOCGUCOCTCCATCGACACGG
MNAT CAACGTAACACTTTACAGCOGOCGCGTCATITTGATAT ATGCGCCCCEBCTTCCCGATA
rp AAATGCGAGCTGTTGCGACAATTAATCATCOMACTAGTTA CTAGTACGCAAGTTCACGTA
Instiztion
-35 region Pribmow box site
Comenets o TS GIATGEANE - -11-15bp)---T AT A A T---[5-8bp} -- BN
sequence
42 38 B2 54 79 H4 55 45 4 79 95 44 59 51 9% 51

Chez E.coli, 7 facteurs sigma qui reconnaissent des séquences différentes J

- Sigma de la famille 70: ¢’° standards (reconnait différentes séquences
de promoteurs)

- Sigma de la famille 32: 0%? spécifique a la réponse au choc thermique

- Sigma de la famille 54: ¢°* spécifique a I'assimilation de I'azote
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2 - élongaﬁon de la chaine d’ARN:
Sﬂ-do’mmbndel‘o\RN-polé'mtnn

S Vs 4 ADR o etns & ADN

1

W

Unité de transcription
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1.1.3. 1. Transcription (chez les procaryotes)

3. Terminaison: Processus conduisant la dissociation des sous unités de I’ARNp apres
rencontre des signaux de terminaison:

Deux mécanismes:
» Terminaison « Rho-indépendante » : Terminateurs intrinseques
< Terminaison « Rho-dépendante » : Dépend de la présence d’une protéine rho

a. Terminaison Rho-indépendante ou intrinseque

- Au niveau d’une séquence répetée inversée situce apres la partie codante et riche en
G-C et suivie de 6A

- Formation d’une structure en épingle a cheveux dans I’ARN transcrit et blogue la
transcription.

- Rupture des liaisons entre le brin complémentaire neo-synthétise polyU et le brin
complémentaire poly-U et libération du brin d’ARN de I’ADN matrice.
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3. Terminaison: « Rho-indépendante »

l *
" Terminateur Rho-independant - g
A s ..suivi d'une chaine d'environ
dyec s slpntoes ripdiles six nucléotides d'adénine
inversées ———— - —
ACCCCCCC) ICCCCCCCT]
: \ TCCCCC L) [CCCCCCCAl
h Wy W oy
ACCCCOCC) ICCCCCCCT) / 3 = |4
Mg (AL CTIMARAAAA .. les séquences répétées inversées E§  liaison hydrogéne
se replient en boucle en épingle a cheveux, | S entre los bases
entrainant la pause de la polymérase 0 A-U stop

2

y— I Po—
IACCCCCCC ICCCCCCCT)
e AL (C4ACACLAAARAAR
T -
(((‘(("lmm i
(ACACCCLIRAAAAAA 5 !*E
/ ..et 'ARN transcrit an
se sépare de la matrice, [~ sy
A “ I.es séquences répétées inversées wm?:am pe—— e jﬂ'e a cheveux
sont transcrits en ARN
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1.1.3. 1. Transcription (chez les procaryotes)

3. Terminaison: Processus conduisant la dissociation des sous unités de I’ARNp apres
rencontre des signaux de terminaison:

Deux mécanismes:
» Terminaison « Rho-indépendante » : Terminateurs intrinseques
< Terminaison « Rho-dépendante » : Dépend de la présence d’une protéine rho

b. Terminaison Rho-dépendante

- Transcription en épingle a cheveux d’une courte sequence d’ADN riche en paires
G-C suivie de plusieurs U, et arrét de I’ARN polymerase.

- Fixation sur I’ARN d’une protéine de terminaison appelée Rho et le complexe
d’élongation est dissocie.

- Libération du brin néo-synthétisé du brin d’ADN matrice.

- Enroulement de I’ARN autour de la protéine Rho au niveau d’ une région d’environ
70 nucléotides ( jusqu’a 100 nucléotides)
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3. Terminaison: « Rho- dépendante »

ARN polymérase TR T T—
* Facteur Rho se fixe ,}g/L

au site de terminaison r
/J'
Facteur Rho ouvre I'hybride
ADN/ARN

Libération du
facteur Rho,

& S SN AN S o I . , )
G "L? £ W, ARN, et ARN

polymérase

//’La&/

Terminaison de la transcription chez les bactéries par le facteur Rho(Clark, 2005).

Facteur Rho s'attache et déplace

3

Fig..
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Particularités du génome des eucaryotes

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

-Unité de transcription est monocystronique

Brin d'ADN
Promoteur Slgna! de polyadénylation Fon Ganscrit
&' Exon Intron 7
3 5
(1o Cls"on
Sens de |a transcription transcription
Cojffe : Queue poly-A
5 ARNnNh
epissage

S Ay~ R a—— o
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Differences entre la transcription chez les eucaryotes et les procaryotes
¢ Localisation cellulaire :

- Chez la bactérie, elle s’effectue dans le cytoplasme.

- Chez les eucaryotes, elle s’effectue dans le noyau cellulaire.

% ARN polymérase :
- Chez les procaryotes : 1 seule.
- Chez les eucaryotes : 3: I, Il et 111

% Chez les eucaryotes uniguement : evenement de maturation d’un précurseur
d’ARN, qui est appelé transcrit primaire et qui necessite des modifications pour
devenir mature donc fonctionne

¢ Initiation de la transcription:
Chez les eucayotes, elle nécessite plusieurs facteurs d'initiation (facteurs géenéraux de
transcription (FGT: TFII A, TFII B, TFII D (TBP, TAF), TFII E, TFIIH).
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La structure de I’ARN polymerase II a une
résolution de 2,8 A.

En blanc, I’ARN polymerase II; En bleu, la
double Hélice d’ADN; En rouge, L’ARN
en cours de formation; En vert, la structure
qui fait avancer le brin d’ADN dans
I’enzyme.
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L’ARN polymérase Il Par Cryo-microscopie électronique (2007) on a obtenue la
structure tridimensionnelle de I’ARN polymerase .

* Presence de cing sous-unités supplémentaires qui interviennent dans la
transcription (etapes initiale et finale).

* Les sous-unités assurent la fixation des facteurs de transcription et la
reconnaissance de I’ADN.
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L'initiation de la transcription chez les
Eucaryotes

Elle est plus complexe chez les eucaryotes car les ARN polymérases ne

reconnaissent pas directement leurs séquences promotrices :

—> 5 facteurs de transcription généraux (Transcription Factor) :
TFII-B, TFII-D, TFII-E, TFII-F et TFII-H)

doivent d'abord médier la fixation des ARN polymérases et l'initiation

de la transcription.

Le complexe complet [ARN polymérase - facteurs de transcription -
séquence ADN du promoteur| est appelé complexe de pré-initiation
de la transcription.

Ce complexe assure :

« le chargement précis de I'’ARN polymérase 1l (Pol 11) sur le bon
site de démarrage de la transcription

 la déshybridation (ouverture) de I'’ADN au niveau du promoteur

 lerelarguage de Pol Il du promoteur
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assemblage de I'ARN polymerase 11 -' ~y
et des facteurs TF sur Ia TATA box Jo ) U
\v~ "’. "'
|\“ /
Nty ‘ brin godant
TFiD L .
5 \J = 1< oV ens 31
oNA |
. 5
: 30 -25 |
Do Lreiscr it
CCAAT bon GC bor TATA bos | [ “Termplats
L) « ou
| “matrice”|
(e
EQQ'_-E"?CQS a amont l aMmtisen
m RNA * -
5 3
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Elongation:

* ’élongation des ARNm par ARN POL II s’accompagne d’une maturation du
transcrit.

» Certains evenements de cette maturation s’cffectuent en méme temps que la
transcription (dans le noyau cellulaire).

 La maturation comprend a la fois la modification covalente des extrémités 3’ et
5°de I’ARN messager et le retrait des introns grace au mecanisme d’épissage.

* La séquence transcrite d’un gene est composee de séquences intronigues et
exoniques. De maniere generale, la plupart des séquences exonigues seront
exprimees, donc traduites en séquence protéiques, sauf les régions 5’UTR et 3’UTR
qui ne seront pas traduites. Tandis que les introns seront transcrits mais non traduits.

* Lors de la transcription, toute la séquence est transcrite en ARN pré messager (ou
précurseur).

 C’est seulement apreés maturation qu’on aura un ARN messager mature, ou il y
aura eu des modifications covalentes des extrémités en 3’ et en 5’ ainsi que le retrait
des séquences introniques.
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Elongation:

Ajout de la coiffe en 5’ (= cap)

« La coiffe est présente sur tous les ARNm eucaryotes (qui proviennent de la
transcription par ’ARN POL Il uniquement).

Il s’agit d’'une modification covalente qui se fait dans le noyau au cours de
I’¢longation par I’ARN pol II.

« Cette coiffe se met en place des le debut de la transcription, apres 20 a 30
ribonucleotides incorpores dans ’ARN en cours de synthese, en 5’ du transcrit
primaire.

La coiffe a pour réle de permettre :

La distinction (au niveau de la cellule) entre les ARNm et les autres ARN
L'export dans le cytoplasme de I'ARNm pour traduction

Le recrutement de la petite sous-unité du ribosome a I'extremité 5' permettant
I’initiation de la traduction.

VVY°*
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Terminaison: La queue poly(A) :

« Pour arréter la transcription chez les eucaryotes, il existe une séquence signal de
terminaison de transcription aussi appelée séquence signal de polyadénylation.

« L’ARN POL II lit cette séquence et la transcrit en ARN. On aura donc une séquence
dans le sens 5° a 3’ qui sera AAUAAA. Donc cette séquence provient de I’ADN
génomique.

*  Des protéines spécifiques s’associent a la séquence transcrite du signal de terminaison de
transcription.

e  Ceci induit ensuite 1’activité d’une ribonucléase specifique qui clive (coupe) la chaine du
pré-ARNmM en cours de synthese.

«  Tres rapidement, la polyadénilate polymérase ajoute par polymérisation une succession
de A (200 a 250) en 3°OH de cet ARNm : ¢’est la queue poly(A).

» Elle ne provient pas de la séquence présente sur I’ADN genomique.

«  Sur ces queues poly(A) peuvent aussi se fixer des proteines : les poly(A)-Binding
proteins. Elles jouent plusieurs roles :
- Dans la reconnaissance des ARNm,
- Dans I’exportation hors du noyau.
- Et probablement un role de protection de I’ARNm lors de la traduction.
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Site d'initiation introns -3

de 1a transcription \ Signal de terminaicon
Y Err=——w

COAAT YATA Y ATG ” - e 3

| |
4 4
o acans Transcription on rattn
Pré-ARNm

s PolyA 3’

e S‘cap [0 ——

transcrit

primaire l
AUG

| ARNm sar ZI 77 POVh Y

B
Epissage

=retrait des introns
Stop

SUTR SUTR
B
Protéine 2H
%nde -
Séquences exoniques non traduites
1 Ségquences exoniques traduites
| ] Introns

5" UTR et 3'UTR: Régions 5’ et 3’ de 'ARNm non traduites (UTR=UnTranslated Region)
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maturation

Epissage: Il s’agit d’'un mecanisme qui aboutit a 1’excision des introns et a la ligation des
exons, pour aboutir a un ARN fonctionnel et mature.

ARNm précurseur

i Site d'épissage 5 Site d'épissage 3’

/

AFNm précwrseur 5" [______

Formation du spliceosome

1

Ml e

Rupture en 3’ de
I'exon et épissage

Exon 5" Exon 3
| ] 3

ARNMNm mature 51
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Maturation différentielle des ARNm eucaryotes

% Chez les eucaryotes, il peut y avoir une maturation différentielle: Un pré ARNm peut
donner naissance a différentes protéines suivant un mécanisme de maturation différentielle
touchant I’épissage : I’épissage alternatif.

** En fonction des sites d’épissage utilisés par la cellule, on peut avoir plusicurs ARNm
matures différents de par leur séquence. Ils peuvent étre générés a partir d’un seul ARN pré
mesSager.

* Les ARNmM matures donnent naissance a des protéines differentes : les variants
d’¢épissage. Bien que geénerés par le méme gene (par le méme pré ARNm), ces protéines
possedent des fonctions differentes au sein de la cellule.

¢ La cellule peut utiliser des sites d’épissage différents, des sites accepteurs d’un intron et des
sites donneurs d’un intron différents pour exciser ainsi un fragment d’ARN pré messager.
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Maturation différentielle des ARNm eucaryotes

Principe de I'epissage alternatif pour le géene CGRP

geéne CGRP
ADN

Transcription l

ARN pré-messager

exon1 intron 1 - intron 2 - intran 3 expn 4 intrond exend Intron& | exon 6

l

Epissage
(élimination
des introns) o4 _ T ] exon 1_&:0“5 exon b
ARN messager calcitonine ARN messager CGRP
Traduction l Traduction l

Hormone calcitonine Neurotransmetteur CGRP
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RAPPEL ET COMPLEMENTS CHEZ LES PROCARYOTES::

s Chez les procaryotes, il n’y a pas de maturation de transcrit, donc il n’y a pas de poly-
adénilation des ARNm, pas d’ajout de coiffe en 5’ du transcrit et pas d’épissage: la
séquence en ARNm d’un gene donne naissance a une proteine.

* La transcription chez les procaryotes ce fait au niveau du cytoplasme, elle est
polycistronique car plusieurs genes peuvent étre transcrit par la méme polymeérase. Par contre
chez les eucaryotes, celle-ci se fait au niveau du noyau, et une polymérase transcrit un seul
gene, on dit qu'elle est monocistronique.

Eucaryotes Procaryotes

IDNA Promysoecs g"}_;l{:”:.r“' IDNA Prosysoesy Structural gencs

L < )‘,4~1 «m l
Transcription
ARNM monocistronique ARNMm Polycystronique
Traduction
Une seule protéine Plusieurs protéines

Fig.5: Synthése monocistronique (eucaryotes) et polycistronique (procaryotes) de I'ARNm (Clark, 2005).
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