SV-F-2 LEXPRESSION DU GENOME

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE



EXTRAIT DU B.O.

Savoirs visés

La transcription de ’ADN en ARN est assurée par des ARN polymérases. Elle se déroule en trois étapes (initiation,
élongation, terminaison) et génére plusieurs types d’ARN : ARN, , ARN,, ARN, et petits ARN. La transcription est initiée au
niveau d’un promoteur reconnu par un complexe d‘initiation et modulée positivement ou négativement par des facteurs de
transcription.

Un gene est une unité de transcription avec ses séquences régulatrices, c’est-a-dire une séquence d’ADN nécessaire a la
synthese d’un ARN. Ce dernier peut conduire a la synthése d'un ou plusieurs polypeptides.

Chez les Eucaryotes, les ARN pré-messagers subissent une maturation (excision-épissage s’ils sont morcelés, ajout d’une
coiffe en 5', polyadénylation en 3’) dans le noyau. Les ARN messagers obtenus sont exportés vers le cytosol.

Des mécanismes comme I'épissage alternatif, produisent des ARNm _différents pour une méme unité de transcription.
L’ensemble des ARN transcrits et maturés constitue le transcriptome cellulaire.

Dans le cytosol, les ARNmM matures sont traduits en polypeptides. La traduction repose sur la coopération fonctionnelle
entre différentes classes d’ARN au sein des ribosomes. Elle comprend une phase d’initiation, d’élongation et de terminaison.
La correspondance entre un codon et un acide aminé est assurée par les ARN, suivant le code génétique. Les amino-acyl
ARN, synthétases assurent la fidélité de la correspondance acide aminé/codon sur ’ARN,. La transpeptidation est catalysée
par un ARN, (ribozyme) de la grande sous-unité du ribosome. La machinerie de traduction assure la conversion de
I'information codée dans la séquence nucléotidique en séquence d'acides aminés.

Chez les Eucaryotes, la traduction est réalisée dans le cytosol et dans les organites semi-autonomes.

Chez les bactéries, transcription et traduction sont simultanées. La protéine synthétisée ou en cours de synthése peut étre
adressée a un compartiment particulier grace a une séquence signal et une machinerie d’adressage en interaction avec le
systéme de traduction. L’acquisition de la structure tridimensionnelle d’une protéine (repliement) peut étre assistée par des
protéines chaperonnes. Une protéine peut subir des modifications post- traductionnelles.

Les virus se multiplient en détournant la machinerie d'expression de I'information génétique de la cellule hote.

Des modifications de Penvironnement cellulaire ou des signaux internes a la cellule influencent I’expression du génome. Ces
diverses influences conduisent a des phénotypes variés.

Chez les Eucaryotes, 'ensemble des contrdles transcriptionnels, post-transcriptionnels et post-traductionnels expliquent la
diversité des transcriptomes et des protéomes. La diversité des ARN et protéines produits a un instant donné est a I'origine
du phénotype des cellules et des organismes.

Des modifications expérimentales par mutagenese aléatoire ou ciblée ou transgenese permettent d’étudier les liens entre
génotype et phénotype. Les transcriptomes et protéomes peuvent étre étudiés a P'aide de sondes nucléotidiques et
d’anticorps spécifiques respectivement.
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- Expliquer le principe de polymérisation d’un
ARN par ’ARN polymérase.

- Représenter schématiquement la structure
d’un geéne eucaryote avec lI'ensemble de ses
caractéristiques.

- Discuter le concept de géne.

- Expliquer 'importance des processus co- et
post-transcriptionnels dans la diversification et
le controle de la demi-vie des transcrits.

- Expliquer l'importance des interactions entre
ARN au cours des différentes étapes de la
traduction

- Relier le phénomeéne d'adressage a
spécialisation des compartiments.

- Analyser et interpréter des résultats
expérimentaux issus des principales méthodes
d’étude du transcriptome et du protéome, le
principe de la méthode étant fourni.

- Analyser des résultats issus d’expériences de
transgenése ou de mutageneése.

- Analyser et interpréter des résultats
expérimentaux utilisant les techniques de
Southern blot, northern blot, western blot,
hybridation in-situ ou de puce a ADN.

- ldentifier et justifier les témoins de charge des
blots.
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ’ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par 'ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription
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La traduction: synthése de protéines par lecture ¢ ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les étapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles



INTRODUCTION

Génome : (n.m.) ensemble des molécules
d'ADN dans une cellule et l'information
qu'elles portent

= Les protéines sont indispensables au fonctionnement des cellules
ou elles assurent une grande diversité de fonctions (structure,

Transcriptome : (n.m.) ensemble des ARN
présents dans une cellule ou un organisme

réserve, catalyse, transport, mouvement, défense, signalisation).

Protéome : (n.m.) ensemble des protéines
présentes dans une cellule ou un organisme

= Toute protéine est encodée par un géne porté par ’ADN.

* La transcription permet de produire une copie, sous forme d’ARN,
de I'information génétique contenue dans un gene.

= La traduction permet ensuite de convertir I'information génétique de
’ARN en une séquence d’acides aminés (cf. code génétique).

= Au sein des organismes pluricellulaires, il existe différents types cellulaires
correspondant a différents protéomes malgré un génome commun.
—> Existence de mécanismes de controle de I’expression du génome
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Génome

Transcription

Transcriptome

Traduction

Protéome

Schéma général de l'expression
génétique




INTRODUCTION GENERALE
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= SV-F-Génomique structurale et fonctionnelle

LA TRANSCRIPTION, SYNTHESE D’UNE COPIE
PARTIELLE ET MOBILE DE CADN
SV-F-2- LEXPRESSION DES GENOMES




INTRODUCTION
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= La transcription correspond a la premiere
étape de I'expression du génome :’ADN est

transcrit en différents types dARN (t, m, Other cDNA Controls
i...).
= Expérience chez différents tissus de souris _ Cidne
T Brain Y
exposés a 'UTP32P) RNA RNA

» ARN transcrits dans # cellules

> LesARN e).(prl‘m’es sont differents d'un Mesure de la production d’ARN dans différents tissus d’ARN ou ils sont exprimés
type cellulaire a 'autre (études réalisées chez la souris, exposés a PUTP 32P), Lodish 2008
A: actine; a T: tubuline a; B T: tubuline (; pV: vecteur plasmidique; tRNA: ARNt
= L’expression génétique est controlée deés
la phase de transcription.

Comment se déroule la transcription ? Comment celle-ci est-elle controlée
afin de réguler ’expression génétique a I’échelle d’une cellule ?
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QUIZ - REVISIONS GENOME

Compléter ce texte

L'ADN est constitué de deux brins, on dit alors qu'il est
Ces deux brins s'associent grace a lalEE i EREE 0 es bases azotées (A et T, C et G) et avec une

orientation .................

En 3D, I'ADN a une forme de double hélice dont le diamétre est de nm. Un tour d'hélice

correspond a environ“paires de bases.
La surface de la double hélice représente un grand et un petit .[[ ST avec lesquels

peuvent interagir des protéines.

Le phénomene correspondant a I'association de 2 chaines polynucléotidiques grace a des liaisons

hydrogene est appelé S IaleERel s ..., ..



La transcription, synthése d’une copie partielle et
mobile ’ADN

A. Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et
mise en évidence expérimentale de leur synthese

B. Synthese par ’ARN polymérase

C. Initiation et terminaison de la transcription

D. Maturation des ARN (m uniquement traités)

m

Bilan de la transcription
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La traduction: synthese de protéines par lecture  ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les etapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles



LA TRANSCRIPTION, SYNTHESE D’UNE COPIE PARTIELLE ET MOBILE D’ADN
A. RAPPEL DES CARACTERISTIQUES DES ACIDES NUCLEIQUES ET MISE EN EVIDENCE
EXPERIMENTALE DE LEUR SYNTHESE

Rappels sur la composition et la
structure des acides nucléiques

ADN et ARN = acides nucléiques - polymeéres de nucléotides phosphates
| monomere = ribose (ou désoxyribose) + base azotée (A, T/U,C, G) +
groupement phosphate.

Polymeéres orientés : extrémité 3’ —OH - extrémité 5’ phosphate.

Association de deux polymeres de nucléotides par des liaisons faibles entre les bases
azotées (comme dans ’ADN bicaténaire) si :

» Complémentarité des bases (A-T/U et C-G)

> Brins associés antiparalléles (extrémités 5’ et 3’ opposées)

Association temporaire en double hélice durant la transcription d’un brin
d’ADN et un brin dARN

Brin d’ARN formé = complémentaire et antiparallele du brin ' ADN associé, appelé
ADN matrice
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Figure 3 : Structure bicaténaire de TADN



|
. LATRANSCRIPTION, SYNTHESE D’UNE COPIE PARTIELLE ET MOBILE D’ADN r—

A. RAPPEL DES CARACTERISTIQUES DES ACIDES NUCLEIQUES ET MISE EN EVIDENCE RELRCEEEy
EXPERIMENTALE DE LEUR SYNTHESE

2. Mise en évidence expérimentale

|
Tpum
Fin
du géne : 5
gébl}t & "Bapaceur” transcrits | 5
u géne j (non transcrit) ADN ?iS{S&E:S - 5
i . 5‘ o
ANCARAI R 0% départ arrét
A\ o
Cellules cultivées pendant |5 min dans un
milieu contenant de PUTP (uridine A Rt;oléﬂlwle
: "ARN polymérase ARN 458
triphosphate) (en rouge) P mgcflfl;tf;’:fs
* Chez les Eucaryotes, transcription dans le noyau. polymeérase
sens de progression 5'
de I'enzyme

= Un gene est transcrit simultanément par plusieurs
5 parp Observation de la transcription au niveau des génes codant les
enzymes . ARNr (35 S) chez les eucaryotes (MET) et schéma d’interprétation.
—> figure en « arbre de Noél »

= Unité de transcription
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T CfSV-D-2
Slide 48

La double hélice est composée de deux chaines antiparalléles
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. LATRANSCRIPTION,SYNTHESE D’UNE COPIE PARTIELLE ET MOBILE D’ADN
A. RAPPEL DES CARACTERISTIQUES DES ACIDES NUCLEIQUES ET MISE EN EVIDENCE

EXPERIMENTALE DE LEUR SYNTHESE
2. Mise en évidence expérimentale

* Chez les Eubactéries, transcription cytoplasmique

= Transcription presque en méme temps que la

traduction -
~ Cf SV-F-1-1

Nter - Polypeptides en cours de synthése

Nter

a; Nter
f # Ribosome

m@

= @ °
ARNmM

ARNpolymérase

sensde la transcriptionl

ADN
Schéma mettant en évidence la simultanéité de la transcription et de la
traduction chez les bactéries (d’apres A. Denis)
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ’ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Syntheése par PARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription
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La traduction: synthese de protéines par lecture  ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les etapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles



B.SYNTHESE PAR L’ARN POLYMERASE

|.L’ARN polymérase réalise une copie de ’ADN matrice

= Extension de 'ARN réalisée par TARN polymérase.

N (NTP) + ADN == ARN +ADN + n PPi

v" Extension de 'ARN de 5’ vers 3’

V" Catalyse la création d’'une nouvelle liaison ester entre le 3’-OH libre du brin
d’ARN déja synthétisé et le 5’-P du nouveau nucléotide qui vient s’ajouter

v Précurseurs : nucléotides 5’ triphosphates

V" Création de la liaison endergonique, couplée a I'’hydrolyse (exergonique)
des liaisons anhydrides du nucléotide triphosphate (I liaison rompue par la
polymérase, la seconde par une pyrophosphatase).
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Polymérisation de 'ARN durant la
transcription (Lodish, 2010)



|
B.SYNTHESE PAR L’ARN POLYMERASE A » , | G
une ARN polymérase qui se déplace de la {o}
- droite vers la gauche synthétise I'ARN en

|.L’ARN polymérase réalise une copie de ’ADN matrice Glilisant & brIR SUBArieuE cofmms matrise

3

5" — 3" RNA
strand growth

B ©
O 5"
d '
H H 5"

OH o 3

GGGGGGAG

SGGGGGGGGGGGGMHB GGG

1 G
~[Base |{Base ©
o
)
H H ’ -
ADN double hélice

D
N
A
t OH (l)
- ‘0—IT=0
llj Base Base O,
H o)
e H
- Q:erlzatlon >
n o] o o _
o [pase TJfBasel o_llil,a_o_llil,ﬁ_o_lli_l,v_o q AR 5
R
Hﬂ H>‘H o o 6} CECEECEEC
OH  OH ; S o
Incoming rNTP une ARN polymerase qun se déplace de Ia &
[Base | gauche vers la droite synthétlse I'ARN en
utlllsant le brin inférieur comme matrlce
Polymérisation de 'ARN Orientation de I'ARN polymérase et brin matrice
-|Base] .. .
durant la transcription (Lodish, 2010) (Alberts, 2003)
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B.SYNTHESE PAR L’ARN POLYMERASE

2. Diversité des ARN polymeérases

* Les enzymes qui assurent la transcription sont
appelées ARN polymérases = ARN pol.

= Chez les Eucaryotes, il existe 3 ARN polymérases (gros
complexes protéiques) différentes, chacune étant

responsable de la synthese de certains ARN :
> ARN pol | = produit la majorité des ARNr (28S, I8S, 5,85)
> ARN pol Il > produit les ARNm et certains petits ARN Modéle moléculaire et schéma de I'ARN pol Il eucaryote, seule ou associée a

. . 'ADN et FARN. LARN pol Il fait 500 kDa et posséde |2 s.u. Elle forme une
~ ARN pol lll = produit les ARNt, une partie des ARNr (35) pince autour di I'ADN et possede urlr)e longue queue C-ter.

= Chez les Eubactéries, il y a une uniqgue ARN pol
(structure assez simple)

Rem : d’autres ARN polymérases encore peu connues (IV et V) semblent participer a
la synthése des ARN interférents notamment chez les végétaux

Structure de I'ARN polymérase d’E. coli (5 s.u.)
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 17



= La transcription permet de synthétiser

.
@@
les différents types d’ARN présents dans ﬁ

les cellules.

. ARN codant ARN non codant
= Seuls ~5% des ARN transcrits codent des L—J
protéines et sont donc traduits.

ARN traductionnels Petits ARN

50% des ARNm sont dégradés en moins de

'_IQ‘ 3 minutes.. ARm

v

Type Proportion Taille Role
ARNF (ribosomique) 80% - Eiz:)r;clc(:)ipr:eea‘sl la structure et la fonction (ribozyme) des
ARNTt (transfert) 15% 75-85 nt Etablit la correspondance entre un codon et un AA
ARNmM (messager) < 5% Variable (< 10*nt) Transporte I'information génétique du noyau au cytoplasme
snARN (small nuclear) 60-300 nt Participe a la maturation des ARNm
miARN (micro) 2% 21-25nt Régule I'expression des genes
IncARN (long non-coding) > 200 nt Régule I'expression des genes
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ANALYSE SUR LIBMOL DE L’ARN POLYMERASE (IMSW)
https://libmol.org/?libmol=208

|. Caractériser la structure tertiaire de 'enzyme.

2. Mettre en évidence la conformation tridimensionnelle de
’ARN polymérase et les acides aminés impliqués dans la
fixation du substrat (site actif de 'enzyme)

ARN Polymérase (violet) du bactériophage T7
[ ARN Polymérase : globulaire en cours de réplication (ARN €n rose) IMSW

= Double hélice de TADN ouverte !

= Synthése de nucléotides complémentaires
Liaisons H entre

= Précurseur : guanosine-3-P (sucre : ribose) ARN et ADNc
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https://libmol.org/?libmol=208

B.SYNTHESE PAR ’ARN POLYMERASE

3. Progression de la synthéese d’ARN (1/2)

Exemple étudié : ARN polymérase Il des eucaryotes

* Protéine de 500 kDa et ~12 sous-unités

= Structure globulaire en pince avec une longue extrémité C-ter ApN réenroul¢ =

* Position de ’ARN polymérase :

v Recouvre d’ADN sur ~30 pb
v" L’hélice est déroulée sur ~2 tours d’hélice

—> Zone déroulée = bulle de transcription

* Au niveau de la synthese :

v" Une hélice ADN/ARN se forme sur qq pb (<10)
v" Lhélice ADN/ADN se reforme rapidement
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B.SYNTHESE PAR L’ARN POLYMERASE ~
3. Progression de la synthese d’ARN (1/2)

B
e
AT

::‘.";-)' LS
chromatine

2 ARN polymerase

.,»,g-; T e A

>
NP
e

L’ARN polymérase Il progresse plutot

. Electronographie de transcription (MET)
lentement : 2000 nt/min.

La transcription d’un seul gene peut prendre extrémité C-ter |
. . (activation par FNTP libres canalarNTP libres
plusieurs heures (introns + exons) phosphorylation)

ARN polymérase
La chromatine est sous forme décondensée
durant la transcription (fibre nucléosomique
de | Inm)

Des facteurs d’élongation déplacent les
nucléosomes en amont de la polymérase,

brin matrice, non codant

afin de permettre son passage.

direction de la
transcription (sens 5'->3')

Bulle de 3 mmmeee-
o coiffe 7-Méthylguanosine en 5’ . L
transcription (protection + sortie + signal de environ 30 pdb: bulle de transcription

reconnaissance lors de la traduction)

ENCPB- BCPST! - STEPHANIE DALAINE Complexe de transcription Fonctionnement de 'ARN polymérase
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ’ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par 'ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription
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La traduction: synthese de protéines par lecture  ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les etapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles
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C.INITIATION ET TERMINAISON DE LATRANSCRIPTION @{é}

|. Début de la transcription au niveau d’'un promoteur

l.1. Fonctionnement d’un promoteur et initiation de la transcription

Promoteur = séquences d’initiation de transcription chez les
Eucaryotes
= Des séquences orientées en amont du site : role de régulation Initiation de la

transcription

= Liaison a des facteurs généraux de transcription CAAT box GC box TATA box
|) Séquence proche promotrice basale de la zone de transcription : S’C—:é 3
. o -100 nt -50 nt -25 nt +1
v" 25 nt en amont : TATA box (posséde un motif répété TATA) | |

2) Il existe d’autres séquences promotrices facultatives plus '
. . Promoteur
proximales :
v" La boite CAAT :située vers -120 a -80 nucléotides
v" La boite GC :située entre la CAAT box et la TATA box, parfois aprés
la CAAT box

Localisation des séquences consensus du
promoteur en amont du premier nucléotide
transcrit
= Les séquences promotrices relativement conservées > séquences

consensus

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 23



C.INITIATION DE LATRANSCRIPTION - :
|. Début de la transcription au niveau d’un promoteur ‘ variées x

Séquence ADN
1.2. Expérience de retard sur gel i

= EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

= Objectif : identifier des interactions physiques /
entre acides nucléiques et protéines

* Principe : Incubation

» On incube un fragment d’acide nucléique portant une
séquence particuliere avec une ou plusieurs
protéines.

» On soumet le mélange a une électrophorese sur un
gel, suivie d’'une révélation.

Electrophorese
sur gel

» Sur le gel, si bande correspondant a ADN est
« décalée » en présence d’une protéine, cela indique
une interaction physique entre ’ADN et cette
protéine.

Révélation
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 24



C.INITIATION DE LATRANSCRIPTION Séquence d’ADN radiomarquée contenant la TATA box i%

. Début de la transcription au niveau d’un promoteur :m

1.2. Expérience de retard sur gel o
= EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) — ‘
(= =4
= Protocole : TFID TFIIAGl \ TFIIB
» Synthese in vitro d’'un fragment d’ADN radiomarqué
contenant une TATA box
> Incubation de ’ADN marqué avec différents facteurs
de transcription (TF) purifiés, dans des tubes séparés. e
S
» Electrophorése sur gel de polyacrylamide. TN\ oo
-
> Révélation de '’ADN radiomarqué par . g
autoradiographie l

Révélation par autoradiographie

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 25



C.INITIATION ET TERMINAISON DE LATRANSCRIPTION :

A

1.2 les facteurs de transcription se lient a TADN G Témoin ADN+  ADN+ ADN+ ADN +
ADN  ARNpolll THIA TFID  TFIH
[ ] [ ] [ ) [ ) [ ] <+1— Dépot
Technique de retard sur gel
. . . . ) ) Migration
= Obijectif : identifier des interactions entre acides
nucléiques et protéines
= Principe : .
|. On incube un fragment d’acide nucléique portant @

(tubes séparés). ADN  ARNpol Il TFIA TFIID  TFIH
2. On soumet les différents mélanges a une I - - S - Dépét

électrophorese sur un gel.

une séquence particuliere avec différentes protéines
G Témoin ADN+  ADN+ ADN+ ADN +

Migration ADN retardé

par interaction
avec TFIID

Meéthode de retard sur gel pour comprendre le lien ADN- ADN libre

facteurs de transcription v

S

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 26




C.INITIATION ET TERMINAISON DE LATRANSCRIPTION

ADN  ARN pol Il TFIIA  TFHID TFIIH

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] <+1— Dépot

. Témoin ADN + ADN + ADN+ ADN +
Technique de retard sur gel @

“ Protocole :

» Production d’un fragment d’ADN radiomarqué
contenant une TATA box

> Incubation de PADN marqué avec différents
facteurs de transcription (TF) purifiés. v

» Electrophorese sur gel de polyacrylamide, @

» Révélation de ’ADN radiomarqué par

autoradiographie Témoin ADN+  ADN+ ADN+ ADN +
ADN  ARNpol Il TFIA TFIID  TFIH

I I I a & Dépot

Migration

= Résultats :

» Pour tous les mélanges, sauf celui avec TFIID,
’ADN migre au méme niveau que ’ADN témoin

» En présence de TFIID, ’TADN migre moins vite

= retard sur gel ADN libre

Migration

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 27



o

Migration

©

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Témoin ADN + ADN + ADN + ADN +
ADN + TFID TFID + TFID + TFID +
TFID ARN pol Il TFIA TFIIH TFII

Dépot

Dépot

ADN associé a TFIID + TFIIA

ADN associe aTFIID
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Début de la transcription

C.INITIATION ET TERMINAISON DE LATRANSCRIPTION

Fonctionnement d’un promoteur

= Assemblage d’'un complexe de pré-initiation TFIID orienté au
niveau de la TATA box
—> Entraine une courbure locale de TADN
» Recrutement d’autres facteurs de transcription TFll TRIF | Autres facteurs

v Fixation orientée de 'ARN polymérase I —-

) B
= Effets du complexe de pré-initiation : ‘
» TFIIE : activité hélicase = ouverture de la double hélice ARNpolmeEse |

d’ADN

» TFIIH : phosphorylation de la queue C-ter de ’ARN
polymérase => séparation de ’ARN pol du complexe de pré-
initiation =» début de la transcription

» Détachement des facteurs de transcription

‘ ARN

ENCPB- BCPST! - STEPHANIE DALAINE Complexe d’initiation de transcription (Alberts) SRR— 29



C.INITIATION ET TERMINAISON DE LATRANSCRIPTION @@

.. Facteur de transcription (TF) : (n.m.) protéine
Facteurs de transcription nécessaire a l'initiation ou la régulation de la transcription.

= Distinction entre facteurs généraux de
transcription et facteurs plus spécifiques.

“ LesTF en général composés d’au moins deux

domaines :

» un domaine de liaison a PADN
> un domaine d’interaction avec d’autres Doigt de Zinc
protéines —> activation de la transcription.

= Interaction physique des TF avec ’ADN passe par la reconnaissance
spécifique d’'une séquence d’ADN grace a des motifs de liaison a
’ADN :
» Motif en doigt de zinc
» Motif hélice-tour-hélice
» Motif hélice-boucle-hélice

. T . Glissiére a leucine
» Motif de fermeture a glissiere a leucine

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 30



I
Leucive

hélice
hélice

APN: / /,“ / \ ‘, \ .

conde
v W — @l hélice
4 ) boucle
Fermeture a WMotif en Hélice conde Hélice boucle
Leucivne doigt de zine hélice

hélice
Diversité des motifs des facteurs de transcription (S. Dalaine)
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Figure 37-33
Representation schématique d'un doigt
de zinc. Une eépingle a cheveux B
antiparallele (vert) et une boucle (gris)
sont suivies par une hélice a (rouge) qui
Joue un role cle dans la reconnaissance
du DNA. Un 1on zine est lié a deux
residus histidine de 'hélice et a deux
residus evstéine du feuailler . [Dapres
C. Branden et |. Tooze. Introduction to
Molecular Structwre. (Garland; 1991),
p. 117.]

D’apres Stryer 4¢ ed

Figure 37-39
Représentation schématique montrant le
mode hypothétique de liaison d'une
protéine a fermeture ¢éclair a leucine a
une séquence de DNA cible
palindromique. [D’apres C.R. Vinson,
P.B. Sigler et S.L.. McKnight. Science
D,aprés Stryer 4e ed 2‘“‘)( l‘)8‘))‘)l ll
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C.INITIATION ET TERMINAISON DE LATRANSCRIPTION @@

2. Terminaison de la transcription

= La fin de l'unité de transcription est caractérisée par une
séquence d’ADN riche en A (chez les mammiferes :

AAUAA).

= Une fois transcrite, cette séquence est reconnue sur ’ADN
par un facteur protéique

= Le facteur protéique s’y fixe et provoque le clivage de
’ARNmM en cours de synthese apres cette séquence (action
endonucléasique)

= L'ARN polymérase se dissocie alors de ’ADN.

* La maturation de ’ARN (queue poly-A, cf IlI) s’enchaine avec
la terminaison

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Template DNA /\
m

POSTOOOOCTTOOOTOOS

5’ Cap AAUAAA
Nascent RNA N Cleavage signal

Cleavage by specific
endonuclease

Y

ATP
Addition of tail by
poly(A) polymerase
PP
5’ Cap AAUAAA——AAAAA(A),—OH3’
Polyadenylated mRNA precursor

Figure 29.31
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company

Terminaison de la transcription
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BILAN DES ETAPES DE LATRANSCRIPTION @@

Site de
gene terminaison

" Les ARN polymérases permettent la synthese d’'une diversité

d’ARN a partir ’ADN. s

. promoter terminator

Brin matrice

= La transcription débute au niveau d’'un promoteur reconnu par ARN Début de la
polymérase synthése d’ARN

des facteurs de transcription.

FT chez

= Des séquences spécifiques indiquent la fin de la transcription. &y _—
;» (Facteur sigma) =

bactéries

= |l existe des promoteurs et unités de transcription sur les deux

Brin d’ARN en croissance

brins. Chaque brin peut donc servir de matrice a la synthese 5’

extrémite C-ter

d)ARN (activation par INTP libres canal a rNTP libres
phosphorylation) ARN polymérase Terminaison et
libération de 'ARN pol (m!?"
Brin ’ARN terminé
5 |
ADN 5\

3 ‘
5’ - ARN pré-messager ‘\,
3 \< G (Facteur
sigma)
\4 A4

brin matrice, non codant

5/ 3/
ARNprém néosynthétisé { 3’ . ] 5/
direction de la Figure 7-9 Essential Cell Biology Y
transcription (sens 5'->3") Unité de transcription
5!
coiffe 7-Méthylguanosine en 5° X o
(protection + sortie + signal de environ 30 pdb: bulle de transcription

reconnaissance lors de la traduction)

, Fonctionnement de 'ARN polymérase
ENCPB- BCPSTI - STEPHANIE bALAnNE 34




Unité de transcription

™ N

" Site terminateur
, PROMOTEUR J d’initiation  Brin codant b 3
5 —— TATA -\ : ~
, l'> +1 Brin matrice ( ’
3 st 5 - 5
' <" ARNprém

Schéma de l'organisation d’une unité de transcription d'un ARNm

ARN2
3! e—— 5
5! M3'
T2 P2 P1 T

Synthése d’ARNprém sur les 2 brins d’'un chromosome

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Chacun des deux brins ’ADN
porte des séquences promotrices.
Il existe des unités de

transcription sur les deux brins.
Chaque brin peut donc servir de
matrice.
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O 0 w

m

La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ’ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par 'ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

o 0N ® >

La traduction: synthese de protéines par lecture  ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les etapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles
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transcrite et présente dans ’ARNm transcrite mais absente de TARNm

Géne mosaique eucaryote EN=WIGIIC) Stop
(TAATAG,TGA)

INTRODUCTION ‘ Exon : n.m. séquence d’ADN ‘

Intron : n.m.séquence dADN ‘

5°UTR 3’UTR
5 i +1 1 Exon ntron Exon ntron Exon l
3 Promoteur Terminateur

<
<

Genes eubactériens en opéron

v

Région transcrite

Séquence Séquence
tart . e . . e .
t t
SUTR "SR SR esed Stop3’UTR
5 ] l Génel Géne2 Géne3

3 .
Promoteur Terminateur
+ opérateur

A
v

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE Région transcrite

3’

5’

3)

5’

@@
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D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM) @@
ARNm procaryote
séquence séquence
codante non codante

* Modifications des extrémités de TARNpm des sa synthese

* A lieu au sein du noyau

protéine o protéine B protéine y

= Uniquement chez les Eucaryotes

» Une coiffe de méthylguanosine en 5’ ARNm eucaryote

séquence séquence
codante non codante

’ 5I
» Une queue poly-A en 3 ytoplasme @ 8000, -
noyau l
ADN +1 E Site de terminaison CH3
xon ——
— c - . -v coitig s
Promoteur! J protéine
lTranscription . ) o
ARN ———— Modification des extrémités des ARNm
pré- chez les Eucaryotes
messager l Modifications en 5’ et 3’
Coiffe 5’

ARNM @ 3’ - AAAAA

Localisation spatio-temporelle de la modification
des extrémités 5’ et 3’des ARNm

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 38
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5!

g F
.* selection par facteurs de transcription

WW

!. 5" UTR Transcription {(ARN polymerase)
Coiffe Exon Exon3
Exon1 intron1 intron2 intron3 s
)

3

5.,
SUTR JMsmfanbn (spliceosome)y !
O SAa0ARN
) _ queve
Maturation (spliceosome)
C D
—_—
c’ Traduction (ribosome) 3
O N AAA
5'UTR J'UTR
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\O¢
D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM) {o}
l. A Pextrémité 5’, mise en place d’une coiffe
L GEIT AU o du tl?:rtlgirr?titsr?r,naire'

= Des début de la transcription (synthese >30 résidus d ARNpm) !

= Un résidu de guanosine ajouté au premier nucléotide en 5’

= Pont tri-phosphate entre I'extrémité 5’ de la guanosine et I'extrémité 5’

de 'ARN
, , CH, pont
= Guanine ensuite méthylée en 7 (on obtient de la 7-methylguanosine). triphosghate CP
5’_ 4
» Ce résidu supplémentaire en 5’ de TARNm est appelé coiffe. CH,
> Roles :

V' protection de I'extrémité 5’ face aux exonucléases (5’->3")qui
pourraient détruire cet ARNm

V" Facilite sortie du noyau

v signal de reconnaissance pour le ribosome lors de la traduction
Mise en place de la coiffe de FARNm

en 5’

ENCPB- BCPSTI - STEPHANIE DALAINE 40



Transcrit primaire

'Complexe de maturation comprenant
I'endonucléase et la poly(A) polymérase

MATURATION DES
ARNPREM

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

T T R A T

Figure 11.28 Etapes aboutissant i l'adjonction d'une coiffe

5" de méthylguanosine et d'une queue 3" poly(A) a un pré-
ARNm. L'extrémité 5” du pré-ARNm naissant s'unit a une
enzyme de coiffage possédant, chez les mammiféres, deux sites
actifs qui catalysent des réactions différentes : une triphosphatase
qui élimine le groupement phosphate terminal (étape 1) et

une guanylyle transférase qui ajoute un résidu guanine avec

une orientation inversée, par liaison 5'-5 (étape 2). Au cours

de I'étape 3, des méthyltranstérases différentes ajoutent un
groupement méthyle a la coiffe terminale de guanosine et au ribose
du nucléotide qui se trouvait a l'extrémité de FARN naissant.

Un complexe protéique (CBC) s'unit a la coiffe complétée (non
représentée). Une série trés différente de réactions se produit

a lextrémité 3” du pré-ARNm, ot sassemble un volumineux
complexe protéique. D'abord, une endonucléase scinde le transcrit
primaire d'ARN et donne une nouvelle extrémite 3’. Au cours des
étapes a-c, la poly(A) polymérase ajoute des résidus adénosine a
P'extrémité 37 sans lintervention d'un modele ADN. Un ARNm
de mammifere typique posséde de 200 a 250 résidus adénosine
dans sa queue poly(A) ; ce nombre est nettement moindre chez les
eucaryotes inférieurs (1 aprés D.A Micklos et G.A Freyer, DNA
Science, Carolina Biological Supply Co.)

D’aprés Karp p. 457)
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D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM)

2. Excision-épissage par le splicéosome

Mise en évidence expérimentale

Expérience de Chambon chez les Eucaryotes :

* Chez les Eucaryotes, hybridation d’une séquence d’ADN (en rouge sur
I'image) et  ARNm post-maturation (en bleu sur I'image)

—> Séquences d’ADN non présentes dans le transcrit final (boucles)
= Autres expériences de marquage bref :

v" Longueur de TARNm juste transcrit = longueur de la séquence d’ADN
initial.

= Il existe une étape de maturation ou '’ARNm est raccourci

= Notion d’épissage de TARNpm durant sa maturation en ARNm

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

A
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Expérience de Chambon : hybridation ADN/ARNm :
électronographie d’ADN d’ovalbumine de poule
monocaténaire hybridé avec de FARNm
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D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM) 63

2. Excision-épissage par le splicéosome TROIS SEQUENCES NECESSAIRES

A L’EXCISION DE LINTRON
2.2.Sites d’excision-épissage l |
Site d’épissage Point de Polypyrimidine

en 5’ branchement tract
1 [ | [ |

Séquences consensus des introns

de 'ARN pm chez [Homme = - AGGURAGU - -S S- — YURAC - = - YYYYYYYYNCAG G - — > Portion
R= purine (A’G) exon 1 intron exo[n 2 d’ARNPm
Y = pyrimidine (T,C)
N=ATCouG Intron éliminé
En rouge : nucléotides invariants 5 3 .
Polypyrimidine tract = 10-20 pyrimidines -~ AG|G - -~ Portion

Point de branchement ~ 30 pb en amont du 3’ de [lintron exon1 exon2 d’ARNm

= Epissage a la jonction entre exons (parties conservées) et introns (parties éliminées).

= Sites a épisser identifiés par 2 types de séquences :
v Des séquences de reconnaissance consensus, situées aux extrémités 3’ et 5’ des introns (séquences #
en 5’ et 3’, mais identiques pour tous les genes).
v" Des séquences spécifiques dites «activateurs d’épissage des exons » situées dans les exons.

v" = Introns et exons bien identifiables
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 43



|
D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM)

cytoplasme
noyau

isi - api icé +1 ite de terminaison

2. Excision-épissage par le splicéosome ADN Eon -
I | ] ¢
° » I L l- | | -l
2.3.Le SPI'Ceosome Localisation de e Transcription
I'excision-épissage ARN  9ae” Coifo en &
= L’excision-épissage dans le noyau et réalisés par orémessagel T Ty =

1 Excision-épissage

I licéosome.
e splicéosome ARNM -

* Le splicéosome = complexe ribonucléoprotéique,
le snRNP (small nuclear ribonucleoproteins),

constitué de :
» Petits ARN, les small nuclear RNA (snRNA)

» Protéines

» Les snRNA du splicéosome assurent la

reconnaissance des sites d’épissage et la {o} Modélisation du splicéosome de la
catalysent levure.
- notion de ribozymes En gris : squelette de la partie
- — protéique.
Rib : (n.m.) ARN tivit ,
tbozyme : (n m.) @ activite En couleurs : snARN colorés par
catalytique
atomes
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D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM) SS
(A)
2. Excision-épissage par le splicéosome 5 Cappig sumes ' intron seauence
2.4. Mécanisme |~ Spliceosome 5 exon . 3’ exon
P }‘\/\44 sequence 2 HCEA sequence
= Lexcision-épissage pendant la gl e (phe Y44, et~ " — 2
transcription, par interaction entre le . . 2o fie Elongationfactors
. , eavage,
spliceosome et la queue C-ter de 'ARN pol I
Il. DNA lasso
Elongation - = e == >
= Etapes :
1) Reconnaissance : Le spliceosome reconnait les sites 5’ et oy A
3’ de I'intron, grace aux snARN, et s’y fixe. 5’ — \ I
2) Excision :le splicéosome replie I'intron en boucle et I
I'excise en 5’ (fonction catalytique des snRNA). 2 étapes de .
3) Epissage :le splicéosome raboute (= épisse) les deux . transestérification et
exons.
4) Deégradation des introns par I'exosome (comme les A EL
autres débris d’ARN). + ~OH
= Ce mécanisme permet une excision précise, sans Les étapes de l'excision-épissage o mum——
(in Alberts)

décalage du cadre de lecture.

https://www.youtube.com/watch?v=aVewrOQpYNE
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https://www.youtube.com/watch?v=aVgwr0QpYNE

D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM)
2. Excision-épissage par le splicéosome

Intron
/'?/ Excised intron
P 5 O _, A
o A =
o C 0=P—0 o
5 ?‘/HO CI) 3 == Cl)- OH (I)
St o S
5 — AG—OGU AG O— GU —iF 5 — AG—0O—H AGO’_ GU )
Exon 1 Exon 2 3 5
GU A AG ,
Exon 1 | I Exon 2 Spliced exons
Intron Lariat

Epissage d'exon et excision d'intron dans les ARNprém des Eucaryotes
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D. MATURATION DES ARN (NOUS NETRAITERONS QUE DES ARNM)

2. Excision-épissage par le splicéosome

@®
A
' 3 5 _“GU
®) % Bxon2 Exon 1 AC(J(JE%CAUUCAU
3 Exon2

Exon 1 Intron

©) S'm 3
3 Exon | Exon 2
Lasso

ENCFB- BCPSIT 1 - 31 EFHANIE DALAINE 47
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(A) Epissage simple

|
D. MATURATION DES ARN [/ {o L2 3 R
@ - ESEERERLE.. — st

Pre-mRNA

3. Notion d’épissage alternatif
Principe de
I'épissage

) i , , , .
Un méme ARNpm peut subir plusieurs épissages # (cas de alternatif

> 90% des genes humains)

—> Epissage alternatif
(B) Epissage alternatif

= Epissage alternatif ® complexification du protéome

1 2 3
: : . . - A . s = _—=
» Obtention de plusieurs protéines # a partir d’'un méme géne il -

= Lépissage alternatif = différenciation cellulaire

» Controle de I'épissage selon le type de tissu dans lequel le gene est
exprime EllB EllA

Fibronectin gene

s, S CITTINITH T
v Ex:protéines isoformes aux activités proches mais # flbronectin mRNA
v' Ex :fibronectine de fibroblaste vs. d’hépatocyte Hepatocyte _- . ._3’

fibronectin mRNA 5’

» Des protéines activatrices ou inhibitrices agissent au niveau des sites
d’épissage.

Epissage alternatif d’une protéine, la fibronectine, selon le type cellulaire.
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La MEC:

* Un réseau

* Hydraté, résistant a la compression
* Résistant a la tension

mb Sy

mec mic N (/
fibronectine intéornck () /i
_ ) \ ’ L Plaque protéique \ = i - ~
Liaison 4 # oo Riéorhe . e o) ,  MFactine - Mb (7,5 nm)
I heparlne . = 7,9nm
\ Y
protéoglycane

&7 R

.!]]-I

t\ —
A N\ Q - | At

J <
Liai w A
c:jlllzzgnaeu Iamj;‘_mj_'f"' L Q:D‘ l; % l -;

N ‘
h v H,0

’ﬁ

I*~fibronectine

collagene

N

Les constituants moléculaires de la matrice extracellulaire et leurs interactions
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D. MATURATION DES ARN

3. Notion d’épissage alternatif

exons introns Site de coupure et d'ajout de queue poly A

TRANSCRIPTION + EPISSAGE

S'JNWW“ 3' ARNm de muscle strié
S'W\_ 3' ARNm de muscle lisse
S'A/\WVWV\— 3' ARNm de fibroblaste

5--WW\-/\— 3' ARNm de fibroblaste

S'W 3' ARNm de cerveau

Epissage alternatif de I'ARN prém de I’a —tropomyosine selon les types cellulaires
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ADp //
3 | Coiffe 8 }‘(//)
D. MATURATION DES ARN Gppp/\ W«P/
4. Clivage et addition d’'une queue Signal de
poly-A a ’extrémite 3’ polyadenylation
= Juste apres la terminaison de la ¥ 7\

transcription 4 ,/,,'g
- W i W

= LARNpm clivé en 3’, en aval d’'une
séquence AAUAAA, présente dans la
séquence de terminaison

= Polyadénylation grace a une poly-A
polymérase (PAP)

= Ajout de 150-250 adénosines phosphates a
'extrémité 3’ =» queue poly-A

cpsk ) =

ARN polymérase

Hn)\ lv\rs[,\

Hm

Clivage et addition d’une queue poly-A a

= Role : protection face aux nucléases

CPSF (cleavage/polyadenylation specific factor)

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

I'extrémité 3’ de TARNm

Poly(A) polymérase
- ?P?"

'_f
/\AWP\P‘N

CPSF

GppP

B3

CPSF

ATP

MAAM

pP‘P‘
Gppp/\ AAJAP\NX PAP
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D. MATURATION DES ARN Pré-ARNm | CAA UAA |
> Edltl(.)n !)OSt- ARN non retouché / \ Retouche de TARN C »U
transcriptionnelle des ARN | CAA UAA | | UAA UAA |
Traduction l Traduction 1
5.1. Modifications chimiques | | —]
= Tous les ARN subissent Apo-B100 Apo-B48
) Hépatocytes Entérocytes
une maturation POSt-
tra’nscrlptlonne”e Edition de TARNm de I’apolipoprotéine a pré-ARNt transcrit b Maturation de l'extrémité 5' € Maturation de l'extrémité 3'
= Les ARNr et ARNt —il 4@” "+
i L o
souvent chimiquement ! M — =
modifiés apres * Désamination_ #
transcription = structure ¥o oo ) ,
d éfi N itive Cytosine Uracile l
f ARNt mature e Ajout de I'extrémité CCA d Epissage de l'intron

= Certains ARNm également
modifiés avec un
Modifications

changement de séquence : -— O —
ils sont édités | i /

Maturation des ARNt
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|
Une modification post transcriptionnelle par retouche ou édition des ARN m.

" Pré-ARNm CAA

/ \Retouche de 'ARNm
ARNm non retouche Cin=1|J

UAA UAA

N
ARNm de l'apolipoprotéine B Traduction l Traduction l
(B100 dans les hépatocytes) :
formation des LDL dans la
v Dans les cellules intestinales,
édition d’une base de cet ARNm ApO'B1 00 ApO-B48
—> formation d’un codon stop ’ :
orécoce. Hépatocytes Entérocytes
v’ La protéine formée =
apolipoprotéine B48 participe a
la formation de chylomicrons,
permettant I'absorption des
lipides intestinaux par voie
\sanguine (cf. digestion)

Désamination

Uracile
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Pre-ARNm

CAA

UAA

ARNm non retouché /

B i ) TR R A TN e e
Gt T4 ' ' . BT o e =

y

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Apo-B100
Hépatocytes

LDL

\Retouche de 'ARNm
Cra=|J

UAA UAA

Traduction l

Apo-B48
Entérocytes

Chylomicron
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D. MATURATION DES ARN

5. Edition post-transcriptionnelle des ARN
5.2. Clivages

= ARNTr (sauf ARN 55) codés par un méme gene

* Nombreuses copies a la suite
» genes en tandem

* Dans une cellule en interphase, ces genes : dans le nucléole

= Gene transcrit en un long ARNr précurseur (45S) qui est ensuite
clivé en 3 ARNr.

= Apres transcription et maturation, les ARNr sont incorporés aux
ribosomes.

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

ADM nucléolaire

ARNr préctrseur 455

Excision L B

[FEN |
ARNr 185 ARN 5,85 ARNr 285

Y
ARNr 55
-

5

Incorporé dans Incorporé dans
la sous-unité 405 la sous-unité 605

Synthése et maturation des ARNr 55



D. MATURATION DES ARN

5. Edition post-transcriptionnelle des ARN

5.3.Association a des protéines

= ARN = molécules fragiles
8 Empaquetage d’'un ARNm grace a des protéines nucléaires permettant I'export du noyau

cytoplasmic
RNA-binding
proteins

= A partir du moment de leur maturation, les
ARNmM toujours associés a des protéines =
complexes ribonucléoprotéiques (RNP)

ribosome

nuclear pore

* RNP exportés du noyau par interaction avec les

protéines des pores nucléaires (reconnaissance de
la coiffe 5’)

= Apres arrivée dans le cytosol, ARNm traduits au
niveau des ribosomes

| I—
(A) (B) 200 nm

Diversité des protéines nucléaires Complexe ARN-protéine traversant un

associées a ARNm pore nucléaire (MET)
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ’ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par 'ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE
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La traduction: synthese de protéines par lecture  ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les etapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles
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BILAN

Les ARN subissent plusieurs transformations durant
leur maturation :

» La maturation des extrémités de TARNmM

(chez les Eucaryotes) :
v Coiffe en 5’
v Queue poly-A en 3’

» Lexcision-épissage, changeant la séquence
d’ARN obtenu en retirant differentiellement
des introns.

» L’édition post-transcriptionnelle
v" Modifications chimiques
v" Clivage

= Ces mécanismes permettent d’aboutir a des ARN

matures, préts a étre utilisés par la cellule,
notamment lors de la traduction.

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

cytoplasme

noyau
+1

Site de terminaison
ADN [ Exon 4

D
(] N G @B &
Promoteu:J '

Transcription
Coiffe 5’ Coiffe en 5°
ARN O == == =
pre-messager Excision-épissage

Queue poly-A en 3’

ARNm ) m—3 A A AAA

Edition post-
transcriptionnelle

Export

ARNm () m—

1 Traduction
Protéine .
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BILAN GENERAL
Eléments
Amplificateurs de contréle  Site d'initiation Ségquence signal Région
(éléments de contrale distaux) proximaux  de la transcription poly-A de terminaison

de la transcription

Y7 Exon lntron Exon Intron Exon yy
ADN Hf ;/
Amont W Aval
Promoteur l Transcription Signal
poly-A
7~ primaire 5*-_ _ i du transcrit
T Modilication de la chromatine I d'AHH

primaire clivé
Maturation de I'ARN:

ajout de la coiffe et de la queue,

1 . excision des introns et épissage
e ARN des introns des exons

A

[régradatan I Traduct ian I

f {ARN prémessager)

il i Segmem traduit
fian / A
&:ﬂ?ql-i;:iacrlm ARMmM G i : 3!
s QObeIres
\ / : ;o o g Codon Codan \ — " v
Coiffe 5* 5" UTR de départ  d'arrét 3" UTR Queue
(séquence (séquence  poly-A
non traduite) non traduite)

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 59




ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

5!

g F
.* selection par facteurs de transcription

WW

!. 5" UTR Transcription {(ARN polymerase)
Coiffe Exon Exon3
Exon1 intron1 intron2 intron3 s
)

3

5.,
SUTR JMsmfanbn (spliceosome)y !
O SAa0ARN
) _ queve
Maturation (spliceosome)
C D
—_—
c’ Traduction (ribosome) 3
O N AAA
5'UTR J'UTR
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par ’ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription
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La traduction: synthése de protéines par lecture
d’ARNmM

Rappels sur le code génétique
Les acteurs de la traduction
Les étapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles
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= SV-F-Génomique structurale et fonctionnelle

LES ETAPES DE LATRADUCTION ET SON
CONTROLE
SV-F-2- LEXPRESSION DES GENOMES
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TRADUCTION. LES ETAPES DE LATRADUCTION ET SON CONTROLE
INTRODUCTION ‘ Génome : (n.m.) ensemble du matériel ‘

génétique d’une cellule ou un organisme

* Protéines indispensables au fonctionnement des cellules ou

elles assurent une grande diversité de fonctions (structure,
réserve, catalyse, transport, mouvement, défense, signalisation).

Transcriptome : (n.m.) ensemble des ARN
présents dans une cellule ou un organisme

Protéome : (n.m.) ensemble des protéines
présentes dans une cellule ou un organisme

= Toute protéine est codée par un géne porté par ’ADN.

= La transcription permet de produire une copie, sous forme Schéma général de
d’ARN, de l'information génétique contenue dans un gene. I'expression génétique
= La traduction permet ensuite de convertir I'information | I
génétique de ’ARN en une séquence d’acides aminés (cf. code
génétique). Transcription
* Au sein des organismes pluricellulaires, il existe différents types cellulaires WS —
correspondant a différents protéomes malgré un génome commun. SRR —
—> Existence de mécanismes de controle de I’expression du Traduction
génome
Quelles sont les principales modalités d’expression des Protéome

génomes et comment peuvent-elles étre controlées ?
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INTRODUCTION e

| FOCUSSUR LA
| SYNTHESE
PROTEIQUE

Autoradiographie,
travaux de Palade (1967)
~ .

Expérience historique de Palade en 1967

Objectif : suivre le devenir de protéines
néosynthétisées, destinées a étre sécrétées.

Question : quelle est la voie empruntée par les

protéines sécrétées, depuis leur synthese jusqu’a Vesieules d
.. L. ésicules de

leur sécrétion, et selon quelle cinétique ? sécrétion

Modeéle : la cellule acineuse pancréatique

. . s L s Appareil de Golgi
> Production massive de protéines sécrétées PP &

= QO “
=
0

» Sécrétion cyclique et contrélée (notamment par
la prise de nourriture) REG

: Mitochondrie
L

\

Noyau

» Les protéines produites sont des enzymes donc
faciles a quantifier

=>» La traduction a lieu dans le cytoplasme.

A 64
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I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES
PAR DES FLUX
A. DES FLUX DE MATIERE &

|. Mise en évidence d’un flux de matiere {e}
I.1. Résultats : autoradiographie

Electronographie suite a
I'autoradiographie des coupes de
pancréas marquées a la Leucine

tritiée

La radioactivité est localisée a
differents endroits selon le
temps de chase utilisé :
T=3 -2 REG

T =10 - Golgi

T > 40’ - vésicules de
condensation ; grains de
zymogenes, lumiére du
canalicule

-> Les protéines synthétisées pendant le pulse se déplacent dans la cellule au cours
ENCPB- BCPS du tem NS
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TRADUCTION.LES ETAPES DE LATRADUCTION ET SON CONTROLE
INTRODUCTION

o \?\
y. Enveloppx\
y - R nucléaire \
| \

\

DSISTSISTN
[anscrpmion |

i VaVvavevV
ARN

1 ARNmM

ERibosome
Polypeptide

TRADUCTION

g Ribosome
Quelles sont les étapes et les mécanismes \ “?'\o '3
: R Polypeptide // j 7 /

de la traduction?

\.,\‘— s _'/‘/-/‘

\\\ =

i

- r 1 4 7
Comment est-elle regulee : Expression génétique chez les bactéries et les Eucaryotes (campbel, 2012)
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II. LA TRADUCTION : SYNTHESE DE PROTEINES PAR LECTURE D’'UN ARNM
A. RAPPELS SUR LE CODE GENETIQUE

George Gamow (1904-1968), Physicien
Pére du concept de code génétique,

|.Approche théorique proposé en 1954

= Dans ’ARNm, information génétique sous forme d’une
séquence de 4 bases azotées.

* Dans une protéine, information génétique présente sous

Gly Phe e
la forme d’'une séquence de 20 acides aminés. Ao\ @ e/,
©) @@Qﬂﬂ EB@ (S) Tyr
a ; (Y)
v" Quelle est la correspondance entre les deux ??? ® Q& G \U A
Val & o% Cys (C)
* Code génétique = systeme de correspondance A U G A U G 9
entre I'information en nucléotides et I'information en w5 G A““s”’c Tl L ’
acides aminé. . ‘é‘éo é‘? O
f O Va
v" Si | base code | AA > 4 AA différents s 0@4@ &@QQ L
v' Si 2 bases codent | AA > 42 = |6 AA différents in § "\G o\
v" Si 3 bases codent | AA > 43 = 64 AA différents ‘:?“ lo | A \O >
\\ J Start
- @ Stop

> Un AA est codé par un triplet de nucléotides = un codon

, Le code génétique
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II. LA TRADUCTION : SYNTHESE DE PROTEINES PAR LECTURE D’'UN ARNM
A. RAPPELS SUR LE CODE GENETIQUE

2.Approche expérimentale

2.2.Travaux de Crick et Brenner (1961) \d

|
=

[N

Francis Crick (1916-2004), Biologiste
Sydney Brenner (1927-2019), Biologiste

Hypothese :un AA est codé par un triplet de
nucléotides (concept proposé par Gamow en

1954)
L. . , , . Modification du nb de Comparaison des Virulence du virus
Principe : Mutagenese de ’ADN d’un virus de nucléotides dans ADN viral | séquences en AA de la
type indel protéine obtenue et de la
YP ) protéine virale de référence
; 0 identique Oui
Résultats :
> Une indel de | ou 2 nt induit d'importants t1ou-I NombreuxAA differents Nt
changements dans la séquence en AA de la +2 ou -2 Nombreux AA différents Non
PrOte.me virale . , +3 Identique SAUF un AA Oui
» Une indel de 3 nt ne modifie qu’'un AA supplémentaire
-3 Identique SAUF un AA Oui
> Un AA est codé par un triplet de manquant

nucléotides

Résultats de 'expérience
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE
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e
Il. LA TRADUCTION : SYNTHESE DE PROTEINES PAR LECTURE D’UN ARNM

A. RAPPELS SUR LE CODE GENETIQUE
2.Approche expérimentale

2.2.Travaux de Nirenberg, Holley et Khorana (1961-66)

Hypothese :un AA est codé par un triplet de nucléotides : £
Marshall W. Nirenberg (1927-2010), BIOChImISte

. . Robert Holley (1922-1993), Biochimiste.
Principe : Har Khorana (1922-201 1), Biologiste.
» Extraction de cytoplasme bactérien (avec ribosomes)
» Utilisation d’AA radioactifs
» Utilisation d’'un ARN de synthése faits d’'un seul nt

Poly-U Poly-U Résultat :
— ARNm W ARNM M
. oo/byfr "/AV{” A . Polypeptide
s ansnm!anmé‘@ valine .0 Méme expérience Aﬁ[ql:n ybp p
GEcob sans AON avec les 18 autres AA s T
o — 20 6cnantions —p Poly U Polypeptide de Phe
énergie (ATP, GTP) différents
~— - . .
. —+ . " Poly A Polypeptide de Lys
- Pas de polypeptide Pas de polypeptide Poly C Polypeptide de Pro

Polypeptide de Phe
> Un AA est codé par un triplet de nucléotides
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Il. LA TRADUCTION : SYNTHESE DE PROTEINES PAR LECTURE D’UN ARNM
A. RAPPELS SUR LE CODE GENETIQUE Charles Yanofski 4P

, . 1925-2018) |
2.Approche expérimentale ( Génét,-c,-e,: |

2.3.Travaux de Yanofsky (1964)

Objet d’étude : une enzyme de E. Coli (Trp synthétase)

rinci : nom de la mutation i3 A446 A487 A223 AZ3 A187 nte
Principe :
» cartographie a haute résolution de plusieurs distances génétiques l 1,6 l 84 l’“ l,w l 86 l 58 l
mutations dans le gene codant I'enzyme AON
» séquengage de I'enzyme
- comparaison des 2 P N"acide aminé 5 1 mI 21 Zf zr
r séquence saupage glu tur leu thr qly Iy Iy
1]
. . \ .- t acide aminé substitue
Conclusion :il y a un paralléle entre la position des o " 0
mutations et les modifications d’AA de la protéine i oL
n val
e gru
Ll r Ll r Y ry e S c s
- Colinéarité géne-protéine I

http://genet.univ-tours.fr/gen000600 _fichiers/chap5-1.htm
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Il. LA TRADUCTION : SYNTHESE DE PROTEINES PAR LECILRE.D’UN ARNM

A. RAPPELS SUR LE CODE GENETIQUE

3. Propriétés

Le code génetique est...

>

Univoque (= non ambigu) : un codon correspond
a un seul AA

Redondant (= dégénéré) : un méme AA est codé
par plusieurs (2-6) codons (qui souvent different
au niveau de la 3¢ lettre)

Universel (ou presque) : valable dans toutes les
especes (sauf qq variantes chez certaines especes,
dans la mitochondrie)

Non chevauchant : un nucléotide donné
n’intervient que dans un seul codon

Ponctué : il existe...
v" | codon initiateur (AUG)
v" 3 codons stop ne codant aucun AA

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

First letter

U 0 A G
uuu } UCU ) UAU } UGU } U
uuc J 7" uce ser UACT™ uac O I8
UUA}Leu UCA UAA Stop UGA Stop A
UuG UCG J UAG Stop UGG Trp G
cuu CCU ) CAU}H. CGU u
cuc| - CCC|, = CAC Bl cee (o
Gla [~ cea ™™ CAA} i | GGA Arg Ba =
cuUG cee ) gAc " cae G 3
AUU ACU ) AAU }A AGU . U T
AUC tlle ACC |~ AAC Bl AGC} o . =
AUA ACA [ ' AAA AGA} o -
AUG Met ACG | AAG}Lys AGG J A9 |8
GUU GCU) GAU} GGU u
GuC|, ~ GCC|, =~ GAC Asp gage av B
GUA [Y® lgea |22 GAA}GI GcGa [
GUG GCG ) GAG MY (GEG G
Pear cant of
10
B
Elll.l.
6 Lyse
s
4 Phes
Tyr o
. Mete His g
Cyse
Trpe

Nombre de codons
synonymes et abondance -
des AA dans les protéines M

Le code génétique

rasiduas in profain

irtuatteet w810 0 cam

Leug

e Ala
s Gly Sereg

e \al

e s e Thr
s Pro  Alde

| il 5 B
umber of codons



Il. LA TRADUCTION : SYNTHESE DE PROTEINES PAR LECTURE D’UN ARNM

A. RAPPELS SUR LE CODE GENETIQUE
BILAN

" Le code génétique est le systeme de correspondance
entre un codon (= triplet de nucléotide) et un acide
aminé.

* Le code génétique est :
» Universel
» Univoque
» Redondant
» Non chevauchant
» Ponctue

Le code génétique

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

ADN
Code a 4 nucléotides (A, T,C,G)

!

ARN
Code a 4 nucléotides (A,U,C,G)

!

Protéine
Code a 20 acides aminés
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par ’ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription
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La traduction: synthése de protéines par lecture ¢ ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les étapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles
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B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

5
’ ° ° (] o
. LARNmM: produit de la transcription Francois Gros (1925-2022), Bologiste.

et matrice de la traduction Francois Jacob (1920-2013), Biologiste et médecin
Jacques Monod (1910-1976), Biologiste

l1.1. Approche expérimentale

* Premiere détection dans le cytoplasme en 1961 par Jacob et Gros.
» Marquage trés bref de I’ARN par du phosphore radioactif (32P) dans
une culture de E. Coli.

* Travaux de Jacob et Monod (Nobel 1965 ;’”'3
role de ’TARNm ‘ Uracile —  — y
> LARN joue un rdle d’intermédiaire entre ADN et protéine | s—— l l ‘
» L'ARN est une molécule tres instable

https://www.ina.fr/ina-eclaire-actu/ | 964-francois-gros-reproduit-l-experience-qui-lui-a-permis-de-mettre-en-evidence-l-arn

Culture de bactéries ® Ajout d’'U marquée radioactive e Elimination de I'U marquée

: Mise en évidence du , en présence o Ajout de phages non utilisée (lavage)
) d'Vl non marquée ® Ajout de U non marquée

. 7 \
S ADNdu Fonctionnement (b ]
| phage Dy S l des phages ST ab e |\ e Ay Y%
phage L ' ] : .l
: Seules les ARN synthétisés 2 Minutes 18 minutes
badire pendant ces 2 minutes | 5 = . |
sont marqués Mesure de la quantité d’ARN marqués
Fixation du phage Ubé‘ationhge par I'U radioactive associés aux ribosomes
nouveaux phages
sur la bactérie

Quantité d’ARN (U marquée) /
A
’ 10 -
\ B 8
9

cs d \’-! S

Utilisation des phages

Synthése de protéines dans la mise en évidence
Injection de I’ADN du codées par I’ADN du phage des ARNm 0 Temps

encra RD2ge dans fa bactérie, | 2 min 18 min -
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B.LES ACTEURS DE LATRADUCTION &
{c}
|.LARNmMmM: produit de la transcription et matrice de la traduction
NH»
1. 2. Structure </N | \)N A . . 3
7 e /
= ARN = acide ribonucléique N~ N
monocaténaire
* Polymere de ribonucléotides (A,U,C,G) N N
> Groupe -OH du ribose réactif </ |
- ARN plus instable que TADN N" >N NH,
» Demi-vie ~ qq min H NH,
4 . J4 y 59 \N C
= Molécule orientée (5-3’) | /J\
H O Désoxyribose Ribose
* Monocaténaire mais possibilité de structures o
secondaires par repliement et hybridation Caractéristique structurale de ’ARN
| NH U
= Longueur variable (selon la longueur du gene) /&
N O
=  Extrémités modifiées : " Coff Queue poly-A
> coiffe méthylée en 5 5’ 5UTR  Séquence codante’ | 3'UTR _VAV:AV.V:V:V.V. Qi

» queue poly-A en 3’ start stop

ENCPB- BCPSTI - STEPHANIE DALAINE Organisation générale d'un ARNm 75



B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

|.LARNmMmM: produit de la transcription et matrice de la traduction

l.3.Synthése et export Cytoplasme
noyau
= Synthétisés par transcription de 'ADN +1 ' Site de terminaison
ADN C Exon
» ARNmM = 5% de tous les ARN transcrits par la cellule T ——
» Localisation : dans le noyau Promoteur! —]
» Enzyme :ARN pol I _ ’ l ggrf;zcgﬁtgn
> Modifications co-transcriptionnelles : ARN COIffheS . ARt
V" Excision-épissage pré- o
v" Modification des extrémités 5’ et 3’ messager Excision-€pissage ’
» Modifications post-transcriptionnelles : Queue poly-A en 3
V" Clivage ARNM @ 3° - AAAAA
v Modification de bases Edition post-
V" Association a des protéines transcriptionnelle
Export
= Export du noyau via les pores _ ARNM @

nucléaires, grace a la
reconnaissance de la coiffe (™’ G-
PPP-G) par le CBC (cap-binding
complex)

« Les originaux restent au coffre,
les copies sont transmises a l'usine »

CBC
Translation

ENCPB- BCPSTI - STEPHANIE DALAINE S
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B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

2.Les ARNLt : des adaptateurs entre codon de nucléotide et acide aminé
Structures secondaires d ACC = Site de

2.1. Structure et forme 3D de 'ARNt fixation de 'AA
= ARNt = ARN de transfert E%

» localisés dans le cytoplasme Boucle |

» 15% des ARN transcrits UG A

= Séquence :70-85 nt

= Structures secondaires : appariements non

canoniques des bases azotées de ’ARNt
—> 4 boucles ARG 5=

—> forme de tréfle Anticoden -,
= Structure 3D :forme en L , N &2 ,
Complémentarité » 7| | _-tRNAanticodon loop
. . . codon-anticodon { Anticodon’
= Reégions d'importance fonctionnelle : @ % Wobble position
> La tige acceptrice en 3’ (ACC) est capable de fixer un ¥ LALQISS 5
AA U C uC
» La boucle de 'anticodon, triplet de nt complémentaires 5 Codon 3 mRNA
du codon de TARNm. 1 23

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE
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grande sous-unité 60 S |
ribosomique

effet Wobble

®

P

sens de traduction

N

Complémentarité codon-anticodon (S. Dalaine)

78



|
B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

2.Les ARNt : des adaptateurs entre codon de nucléotide et acide.aminé
&

7))

2.2. Fixation de ’acide aminé /"'\\ NI
i \' e site actif lie

PHPHP) ‘\ I'acide aminé

et 'ATP

Aminoacyl-ARNt
>/ synthétase (enzyme)

= La fixation des AA sur les ARNt est catalysée par des enzymes @/
:aminoacyl-ARNt synthétases

0 L"ATP perd deux
groupements (P)
et se lie a I'acide

= Cela se fait en 2 étapes: P - aminé :‘o:sl,p
> Activation de 'AA > AA-AMP pyrophasshite @O, J |
» Fixation de ’AA activé sur la tige acceptrice 3’ de ’ARNt (liaison ® / (, A
1
ester) Mg Phosphates \
AA + ATP ﬁ AA-AMP + PPi P /_\
. 9 Formation d'une \\
ARNt + AA-AMP ﬂ amlnoaCYI-ARNt + AMP Im;Rsr:n ccv::l-:r;!(‘ entre \
FARNTt et I'acide aminé
- correspondant, et 1!
Adenine | 7 H largage de I'AMP / /
NH3 o , HY-0H 1 9 @ Adénosine | _ /
2.3 QL 2 < \ AR \
R 0-P-0 NTN — CHa \m,
| _ 0] ) P
*NH3 © :U - | AI::::I;:\I OL'emvmc libere 'acide ’j \\
Bl ok i Y E—() ; amine a(t]ve. :' ‘
Lacide aminé activé - '
5(_' Amino acid / ‘
| *™  L’aminoacyl-ARNt K
p

I~ T3¢ .
Y ST arm AmmOaCyI-ARNt K >

, I (« acide aminé activé ») ~—
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE (__/a Anticodon

arm




B.LES ACTEURS DE LATRADUCTION
2.Les ARNt : des adaptateurs entre codon de nucléotide et acide aminé

(a) (B)
aminoacyl-
tRNA
[ ) (] ’ [ ) [ ] r
2.2. Fixation de acide aminé
O (8]
L
T o ©
H—C—R s
| C
NH
OH : H—é—R amino acid
20 |
H;N—C—C NH
| SOH ‘
H
ATP amino acid tRMNA
R
®® | 0
H,N—C—CZ

H e
2 H,N—C—C?
® adenylated amino acid ! =C .

aminoacyl-
tRNA

- st
AMP

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 80



B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

2.2. Fixation de ’acide aminé

= 64 codons, 20 AA différents

= 47 ARNt # regroupés en 20 familles d’ARNt
isoaccepteurs (fixant un méme AA mais avec des
anticodons différents)

= Probleme : comment se fait la reconnaissance entre
un AA et '’ARNt portant I'anticodon approprié ?

= Correspondance entre anticodon et AA assurée par
les aminoacyl-ARNt synthétases.

= Elles possedent 2 sites de reconnaissance spécifiques :
» | site de reconnaissance de 'AA
» | site de reconnaissance de I'anticodon
- Double spécificité de substrat

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Anticodon
loop

ARNt

Synthétase



B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

2.Les ARNt : des adaptateurs entre codon de
nucléotide et acide aminé

2.3. Spécificité de PARNt

= Spécificité d'un ARNt due a son anticodon et non a
’AA qu’il porte

= Cependant spécificité pas stricte

»~ effet Wobble sur le 3¢ nucléotide du codon permet
a un méme ARNt de reconnaitre plus d’'un codon.

L'ARNt-Leu a pour anticodon (3’ 2 5°) : GAG.

Cependant, par effet Wobble, il reconnait 2 codons variant au niveau de la
3¢ base (5’2 3’) : CUC, CUU.

eukaryotas
3|y dsiics] 3 5 ase anthcodon bases
leucine
tRNAS u A G orl
C Garl
GAG GAG
. Normal Wobble A U
mRNA C U C pairing C U u Ppairing c
5 e e 3 Blees e 3

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Expérience de Chapeville

Principe : remplacer 'AA (Cys) fixé sur un
ARNt par un autre AA (Ala)
—> Perte de correspondance anticodon-AA

SH A
EH VSt pesufuration  §Ha Alanine
EH? changes CH o
AN amino acid LN e
s NH, C
X 2

Codon recognition
—(0&0-

unchanged Ny 8'[;-

Résultat : U'Ala est incorporé au sein de la
protéine a la place de Cys.

Conclusion : C’est 'anticodon (et non

I’AA qu’il porte) qui détermine la
spécificité d’'un ARNt.

= L’effet Wobble explique (en partie) la dégénérescence du code génétique




B.LESACTEURS DE LATRADUCTION &
2. Les ARNt : des adaptateurs entre codon de nucléotide et acide aminé &
2.4. Réle \)’ Acide aminé&> Information sous forme d’AA

b

*  ARNt = role d’adaptateur de I'acide aminé.

ARNt - intermédiaire/adaptateur

= lls apportent les AA au ribosome lors de la
traduction et se fixent au niveau du site A.

ARNmM~> Information sous forme de nt

= La reconnaissance entre ’ARNm et ’ARNTt se fait
par complémentarité des bases entre le

codon sur FARNm et I'anticodon sur PARNTt. @
B
@ ®
- Les ARNt sont les acteurs du € g @ .
r r r e V (,‘ 3 “ R
décodage du code génétique b )| o
Large ribosomal ]‘ sens de traduction
—— subunit E A
5  mRNA LAUGUGGUUC.

Small ribosomal ) effet Wobble

subunit S

ARNmM

petite sous-unité 40 S

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 83




B.LES ACTEURS DE LATRADUCTION

2.Les ARNt : des adaptateurs entre codon de nucléotide et acide aminé
Quel AA est porté par cet ARNt?

Gly Phe
Glu (G) ® [ w

(E)
Asp a E
5CS
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B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique catalysant les étapes de la traduction

3.1.Approche expérimentale

Observations au MET

Ribosomes dans le cytoplasme d’un procaryote (MET) Ribosomes dans le cytoplasme d’une cellule Eucaryote (MET)

Comment sont orientés les ARNm sur ces 2 images?
Dans quel sens se déplace les ribosomes ?
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B.LES ACTEURS DE LATRADUCTION &

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique catalysant | Ies etapes de la traductlon

B, ) S
3.1.Observations au MET S R o

» Chez les Procaryotes :
» Transcription et traduction simultanément
dans le cytoplasme
= Chez les Eu caryotes : Ribosomes dans le cytoplasme d’un procaryote (MET)
» Transcription et traduction séparés dans le temps et I’espace
> Ribosomes libres dans le cytoplasme ou associés au REG.

> Plusieurs ribosomes libres peuvent se fixer a un méme ARN = polysome = polyribosome
- Amplification de I'information portee par ’ARNm

. . Ribosomes dans le cytoplasme Schéma dinterprétation
Rlbosomes ﬂllbres et associés au REG (MET) ~ d’une cellule Eucaryote (MET)
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 86
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B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique
catalysant les étapes de la traduction

3.2. Structure générale (1/2)

* Ribosomes = complexes
macromoléculaires.

» @ ~30nm
» Masse : 80S chez les Eucaryotes

* Ribosome = 2 s.u. qui s’assemblent lors de
la traduction {o}

> Petite s.u. (40S chez les Eucaryotes)
» Grande s.u. (60S chez les Eucaryotes)

Remarque
S = « Svedberg » = unité de sédimentation
qui mesure la masse moléculaire

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Différentes vues de la structure du ribosome de levure : la petite
sous-unité est représentée en bleu tandis que la
. L’ARN ribosomique est représenté en rouge.

https://presse.inserm.fr/le-ribosome-eucaryote-devoile-enfin-sa-structure/ [ 472 1/

Large
subunit

Small _{}

subunit

b Ribosome
<€ >

Large ribosomal
subunit

E site i 30 nm

binding
site

Small ribosomal 87
subunit
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B.LESACTEURS DE LATRADUCTION
Tunnel

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique
catalysant les étapes de la traduction
2. Structure générale (2/2)

= Interaction du ribosome avec différentes
molécules via...
» | site de liazison a TARNm
» 3 sites de liaison aux ARNt notés [, P et

= 3 sites de fixation a des formes différentes d’ ARNt
» Site A :fixation aux « aminoacyl-ARNt »
» Site P :fixation aux « peptidyl-ARNt »

» Site E : « exit » libération des ARNt séparés de leur
AA

= Sites A et P assez proches
—> fixation de 2 ARNt sur des codons successifs

= Site P surmonté d’'un tunnel permettant le passage
du polypeptide en cours de synthese

E site

Psite A site

s S
1 |
BN large {et
o ribosomal
B subunit
E P A
small
—— ribosomal
f subunit
mRMNA-
binding site
i
peptidyl \ aminoacy!
tRNA | [ tRNA
®
grande sous-unité 3 3'.
@ :’il}os!:rmique e
® @ mANA
¥ @
® i
")‘ 14 y Yy '
g <
sens de traduction
E A
TG L ARKR
¥ _______.effet Wobble
~ ARNm

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

petite sous-unité 40 5
88



B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique
catalysant les étapes de la traduction

3.3. Constituants

= lls sont des complexes ribonucléoprotéiques,

constitués de :
» Plusieurs dizaines de protéines

ribosomiques
> 4 types d’ARN ribosomiques (ARNr) tres
stables et compacts (majoritaire en masse)
* Les ARNr sont codés par des génes répétés en
tandem, localisés dans le nucléole - 200 copies

“ lly a2 génes différents :

» | gene codant un précurseur 45S des
ARNTr 288, 5,8S et 18S

—> transcription du précurseur puis clivage
—> Production synchrone et équilibrée des

différents ARNr
» | gene codant ’ARNr 5S

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Sous- Nb de nt
" Protéines ARNr (chez
unite
PHomme)
28S 5070 nt
Grande s.u. ..
605 49 protéines 5,85 156 nt
5S 121 nt
Petite s.u. ..
405 33 protéines 18S 1869 nt
Constituants des deux s.u. du ribosome Eucaryote
ADMN nucléolaire
ARMNPF rseur 455
5 3
Excision i
ARNIr 185 ARN 5,85 ARNr 285
l’/»:
Incorporé dans Incorporé dans

la sous-unité 605

./'

la sous-unité 405

Production des ARNr a partir \

du précurseur 455

89




B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique
catalysant les étapes de la traduction

3.4.Roles {c}
{o}

= ARNFr double fonction :
» Role structural

> Role catalytique = notion de ribozyme

= Petite s.u. = lecture de ’information de PARNmM
» L'ARN 18S impliqué dans la liaison et la lecture de 'ARNm

» |l vérifie I'interaction entre le codon situé dans le site A du
ribosome et I'anticodon de I'ARNt

- Role de controleur de la fidélité de la traduction

* Grande s.u. = polymérisation de la protéine
» L'ARN 28S impliqué dans la formation des liaisons peptidiques

—> Role de catalyseur de la biosynthése protéique

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Protéines en bleu
ARNr
Site actif

Structure de la grande sous-
unité du ribosome obtenue
par cristallographie. site actif
est éloigné de plus de 50 A
de tout domaine protéique.

E site P site A site

large
ribosomal
subunit
Sites d’interaction entre E P A
ribosome, ARNm et ARNt small
____________ —— ribosomal
b _f _________ subunit
mRMNA-
binding site
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B.LESACTEURS DE LATRADUCTION

3. Le ribosome : complexe nucléoprotéique catalysant les étapes de la traduction

BILAN

La traduction se déroule au sein des ribosomes.

= |Is sont formés de 2 sous-unités, constituées d’ARNr et
de protéines.

= Leur structure est adaptée a 'interaction avec d’'une

part TARNm et d’autre part différentes formes
d’ARNL.

= llIs permettent ainsi la lecture de I'information
génétique et la catalyse de la synthese protéique.

= L’ARNm transporte l'information génétique du noyau
vers le cytoplasme.

* Les ARNt jouent de role d’intermédiaire physique
entre un codon (via leur anticodon) et un acide aminé.

= Cependant, I'association entre un ARNt et 'AA
approprié est assurée par des enzymes qui
reconnaissent spécifiquement I'anticodon et 'AA :les
aminoacyl-ARNt synthétases.

= Ce sont elles les acteurs centraux du décodage de

I'information génétique.
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

E site P site A site
e N\
\ \
Tunnel (R large
U ribosomal
ah subunit
E P A
small
—— ribosomal
]’ subunit
mRMNA-
binding site
amino acid H H
tryptophan
(tryptoph ]\\| pre | e | 0
—C—= C\OH HIN_C_C\G high-energy HzN_C_C-\G
tlH (RNAT™) tlH £ L"H H
i > 4 Ha Ha
C C C
" :l%H dI_LH
i’Ji rﬁ’ r.rlu
M H f
AP | AMP . 2P
\__ __/‘ anticodon
IR B - B E Csﬂ,intRNA
P Al ¢ LINKAGE OF AMINO T T 11 111 1l base-pairing
RNA synthetase ACID TO tRNA BINDS TO ITS CODON U & & )
(tryptophanyl IN mRNA 5 3 codon in

tRNA synthetase) mRNA

NET RESULT: AMING ACID 15
SELECTED BY IT5 CODON IN
AN mRMNA
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

|. Pinitiation : reconnaissance du codon start et
recrutement de la machinerie de traduction

60S subunit

oo

l.1.Les acteurs

" Chez les Eucaryotes, l'initiation nécessite 5 éléments :
» Un ARNm tRNA

sl

» Un ribosome olF3 _elF1A :
' ()
» Un ARNt initiateur portant une méthionine elr1 3 s 5
» Des facteur.s fjolnl.tlatlon (protéines) notes elF 40S subunit ARNt-Met
(eucaryote initiation factor)
» Du GTP (source d’énergie)
elF4G
- elF4E (@) elF4A
= Linitiation a lieu au niveau du codon start 10-300 nt
(AUG) de 'ARNm, codant une méthionine —
et situé a distance variable du 5’ (pas 5’ HOR RS NLR LI L L LS A A AAAAA 3’

1 4 L er A
nécessairement dans le |°" exon) Coiffe stLanc- stop Queue poly-A

ENCPB- BReSTI : stierAsst Procdarpotes, les acteurs sont les semblables mais les mécanismes sont plus simples.
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m

La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par ’ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE
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La traduction: synthése de protéines par lecture ¢ ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les étapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles

93



— -

elF1A
C.LES ETAPES DE LATRADUCTION (1) f

elF2-GTP + Met-ARNtMet
(complexe ternaire)

|. Pinitiation : reconnaissance du codon start et recrutement de la
machinerie de traduction

Met@-GTP

1.2. Etapes T
Complexe de pré-initiation
|) Assemblage du complexe de préinitiation (43S) (439) A
= Petite s.u. du ribosome + ARNt-Met + facteurs d’initiation (elFl,2 et 3) () V elF4 (complexe de liaison  la coiffe)

= LARNT¢t-Met se place dans le site P de la petite s.u. Met@-GTP +ARNm

2) Assemblage du complexe d’initiation (48S) %mm

= Reconnaissance de la coiffe 5> de TARNm par un facteur d’élongation A
Complexe d'initiation

(elF4) (488)
= Association du complexe de préinitiation sur la coiffe 5’ (3) Scanning et AP
= Balayage du 5-UTR jusqu’au codon start (AUG) (hydrolyse de ATP) reconnaissance ADP+PI
. , . , du site d'initiation elF1A, elF3, complexe elF4
= Appariement codon start de TARNm/anticodon de 'ARNt-Met oiF2-GDP + Pi
Met
3) Assemblage du complexe d’initiation (80S)
= Libération des elF (hydrolyse du GTP) 5 AMAN &
= Fixation de la grosse s.u. du ribosome grace a un facteur (elF5) + énergie elF5-GTP +
(hydrolyse du GTP) 4 ‘F‘»eH-GDP +Pi
= Ribosome prét pour I'élongation Site P

- Initiation dépendante de la coiffe 5’ et nécessitant du GTP

Rem :la Met initiatrice est en général clivée apres traduction
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE Ribosome 80S

AAAN 3



C.LES ETAPES DE LATRADUCTION ARNm utilisé Vitesse de
|. Pinitiation : reconnaissance du Coiffe Queue poly-  linitiation de la
. oifie A traduction
codon start et recrutement de la Effet de la coiffe et de la
machinerie de traduction queue polyA sur la vitesse | - |
d’initiation de la traduction
1.3. Résulation chez la levure (efficacité + ) 20
3. Reg relative) - + 3-4
= Données expérimentales : la vitesse d’initiation est + + 100

maximale en présence de la coiffe ET de la queue polyA

*= Hypotheése: 53

> In vivo,il y a une interaction fonctionnelle entre la 3’ i iﬁﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁ

coiffe et la queue polyA, stimulant l'initiation de la PD|}’ (A) binding
raduction. W brotein (PABP)
* Mécanisme : Modéle « closed-loop » (1998) mRNA
» Coiffe associée aux facteurs elF4 . —/— elFAG
» Queue polyA associée a PABP (PolyA Binding Protein)
» Interaction physique entre un elF4 et PABP h o}
- Circularisation de PARNmM D Q“'
+ Intérét: elF4p  AUG
» Controle qualité des ARNm elF4E ]
» Recyclage des ribosomes de 3’ en 5’ Closed-loop modele apes weis, 199

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 95



C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

2. L’élongation : déplacement du ribosome et synthése d’une chaine polypeptidique

2.1.Acteurs

L'élongation de la traduction fait intervenir :

Le ribosome

LARNmM

Les différents ARNt associés aux différents AA
Des facteurs d’élongation : eEFI et eEF2

Du GTP

YVVVYVY

Le ribosome peut s’associer simultanément a deux

types d’ARNt correspondant a des codons successifs
» Maintien du cadre de lecture
» Proximité physique facilitant la réaction

Les différents sites du ribosome accueillent des formes
differentes d’ ARNt

» Site A :fixation aux « aminoacyl-ARNt »

> Site P :fixation aux « peptidyl-ARNt »

» Site E : « exit » libération des ARNt séparés de leur AA

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

E site P site A site

N\ \
Tunnel : : large
1 ribosomal
7 subunit
E P A
small
____________ —— ribosomal
L _j _________ subunit
mRMNA-
binding site

peptidyl

aminoacy!
tRMNA

tRMNA
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

2. L’élongation : déplacement du ribosome et
synthése d’une chaine polypeptidique

2.2.Cycle de traduction

= Elongation = ajout des AA, un a un, sur la chaine polypeptidique par
formation de liaison peptidique

= Cycle en 3 phases:

|) Fixation de AA-ARNLt dans le site A par interaction codon/anticodon
» Intervention d’eEFI
>

2) Formation de la liaison peptidique, catalysée par le ribosome
» ARNt déchargé dans le site P
»  Peptidyl-ARNt dans le site A

3) Translocation du ribosome de 3 nt vers le 3’ de TARNm
> Intervention d'eEF2
>
—> Peptidyl-ARNt dans le site P
= ARNt déchargé dans le site E = dissociation

Mécanisme de I'élongation de
la traduction

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

growing pelypeptide chain

STEP 1
newly bound
_.— 2 —3 , charged tRNA
HaM
| 1
£ 3 2 - C
{1 R T R |
SMS' '
E site Psite  Asite
STEP 2
- 3
o Y
HzM 4
1
E 3 4
T
LY 3
STEP 2
2 — 3
Ty
i : B
- C
3 4 A ﬁi
Il '
5'“3‘
STEP 4
2 — 3
o9 T
HiM 4
o)
7 o S a A
ojected tRMA i
B 3
STEP 1
newly
2 =3 bound
,./ charged
HzN ,

&
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

2. L’élongation : déplacement du ribosome et synthése d’une chaine polypeptidique

2.3. Formation de la liaison peptidique

Liaison peptidique = liaison

Ry O
. | & H O R HHO R ]
amide A HN-C-C” 1y
HyN-C-C-N-C-C-N-C-C =+——~___~ |l_| “o - HzN-"l—"—C—le—fli—"ﬁ—N—fli—C—le—f%—C\
, . I R
Catalysée par les ribozymes & wHHO R O | Ry 'HHO R HH O

du ribosome.

La formation de la liaison
peptidique correspond a une

attaque nucléophile :
» du—-COOH de 'AA porté par
’ARNt dans le site P
» sur le -NH, de ’AA porté par
’ARNt dans le site A

- Transfert de la chaine

polypeptidique sur le nouvel
AA
—> Transpeptidation

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

peptidyl-tRNA attached to :H";;:natyl

C-terminus of the growing

polypeptide chain tRNA molecule freed from
4 its peptidyl linkage

new peptidyl-tRNA moleculs
attached to C-terminus of
the growing polypeptide chain
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

Any tRNA can enter the A site

2. L’élongation : déplacement du ribosome et synthése d’une
chaine polypeptidique

2.4. Correction (proof-reading) Choix des ARNt au niveau

du ribosome
| |

Interaction aléatoire des AA-ARNt avec le ribosome

= Sélection de ’AA-ARNLt approprié assurée par un systeme
de proof-reading (« relecture »):

» Si appariement codon/anticodon fort :
v" hydrolyse du GTP et dissociation en eEF|
= Formation de liaison peptidique

» Si appariement codon/anticodon faible : ~Interaction
V" Ejection de ’AA-ARNTt hors du site A An incorrect tRNA diffuses out
= Pas de formation de liaison peptidique

= Ce systeme assure une grande fidélité de la traduction :
moins de | erreur tous les 10* AA

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE



C.LES ETAPES DE LATRADUCTION i A\A @@
3.la terminaison : démantelement du Mécanisme de la
o T
. terminaison de la
complexe de traduction roduct }_'
raduction
= Terminaison codée par 3 codons STOP : e, e OF
U T
> UAA . '.ﬁSTE >
> UGA hUGﬁﬁCﬂ%%UAG(GAUCG
- RALALLLLLALLLLLILL »
* Lorsque le ribosome arrive a la fin de la séquence codante, le
codon STOP se retrouve au niveau du site A. oo TERANATN
* Probleme :il n’existe pas d’ARNt correspondant au codon STOP. ;‘E;
= Codon STOP reconnu par une protéine eRF (ou eRF = A
« Eucaryote Releasing/ Terminaison factor »). e N
» eRF associée a un GTP 2>
» Clivage de la liaison ester entre le peptide et ’ARNt (dans le site P) DISSOCIATION
» Libération de la chaine polypeptidique o p ' ;
3 H
" Le ribosome se dissocie et TARNm est libéré. BT AT O

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 100




\ L—\ AN
P A \ «— >
eIF | eTP
ARNt .ﬁ.%en: )C,) GDP + Pi
. GDP +Pi
Initiation """ "°TTT
3\ - GOg=
.—’. @ GTP GDP +Pi
‘ GTP M-/ : GTP
G n 2208”5 GDP +Pi Lanppes C—)GDP+PI
Elongation q e
N \@
'\-/ o T)+octe
leRF > GDP+Pi
. lvblr, __ -

/\) L‘ peth? Sous- ) ‘) Polypeptide libre en cours

[ A umte (40S) Nter de maturation

\ / » Cter

grande sous-unité (60S)

Terminaison

Les étapes de la traduction
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

I ﬁ
@ Reconnaissance extrémité 5 de ARNm et association AA-
ARNt initiateur avec petite sous-unité du ribosome (clF)
(IGTP)

@ Déplacement jusqu’au codon start (scanning) en face de AA-
ARNt initiateur (| ATP)

® Recrutement de la grande sous-unité (¢lF)(1GTP)

@ Entrée et fixation AA-ARNt n+l dans site A (cEF)
(IGTP)

® Couplage rupture liaison AA-ARNt + établissement de liaison

peptidique : transpeptidation

® Translocation du ribosome d’un codon (eEF) (IGTP):

sortie d’un ARNt déchargé de son AA et entrée d’un

AA.ARNt dans le site A

@Reconnaissance codon stop par facteur de terminaison

(eRF)(IGTP)

Fin de la traduction et libération des acteurs
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messenger RNA
I I——— ' (mRNA)

C.LES ETAPES DE LATRADUCTION .
Bilan de la traduction

5'cap

& )
$ |
"\ eFsE
stop start
codon codon
poly-A-binding
protein

= Vitesse de la traduction : 5-10 AA/secondes

= Efficacité: o
Plusieurs ribosomes peuvent traduire simultanément ’ARNm o
= Colt énergétique : e
» Initiation : A
V" Balayage du 3’'UTR | ATP { L
v Libération des elF (eEF2) | GTP gr(:wing 4 1= :.::’ -]
v" Assemblage du ribosome (eEF5) | GTP = e | -
» Elongation : i -
v" Charge de 'ARNt | ATP /AA
V" Catalyse de la liaison peptidique
(fixation de Amino-acylARNt dans A) | GTP / liaison pep
v" Translocation du ribosome | GTP / liaison pep

> Terminaison :
v" Clivage de la liaison peptide-ARNt (eRF) | GTP

La traduction est I'une des voies anaboliques les plus coliteuses en énergie
> Nécessité d’une régulation
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

Bilan de la traduction Données

Taux d’erreur :T = 10
Soit une protéine de 50 kDa...

Vitesse :v = 5-10 AA/s

. ; o sine ?
1) Combien de temps faut-il pour synthétiser cette protéine ? Coiit énergétique :

2) Quel est le colit énergétique associé a sa traduction (en

* Initiation : 3 GTP
GTP)? * Elongation : | GTP /AA
3) Quel est le nombre d’erreur lors de traduction ? 2 GTP/ liaison
e Terminaison : | GTP

4) Combien de ribosomes peuvent traduire simultanément

PARNmM?

Masse d’'un AA = |10 Da (en moy)

Distance entre 2 nt = 6 A

Diameétre d’un ribosome :D = 30 nm
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

Données

Bilan de la traduction Taux d’erreur T = 10

Soit une protéine de 50 kDa...

) Combien de temps faut-il pour synthétiser cette protéine ? Vitesse :v = 5-10 AA/s

2) Quel est le colit énergétique associé a sa traduction (en GTP) ? Colt énergétique :
3) Quel est le nombre d’erreur lors de traduction ? « Initiation 3 GTP
. . . . . * Elongation : | GTP /AA
4) Combien de ribosomes peuvent traduire simultanément .
2 GTP / liaison
PARNmM ? * Terminaison : | GTP
Nombre d’AA dans la protéine : Masse d’un AA = | 10 Da (en moy)

Naa = 50 000/110 = 455 AA

Distance entre 2 nt = 6 A

Temps de traduction :
T = Nua/v = 455/7,5 = 60 secondes

Diametre d’un ribosome : D = 30 nm

. , . Nombre d’erreurs :
Colt énergétique :

C =3+ | x 455 + 2(455-1) + | E=Tx Ny =005 ) |
C = 1367 GTP —> Sur 100 protéines, 5 protéines contiennent | erreur
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION
Bilan de la traduction

Soit une protéine de 50 kDa...
1) Combien de ribosomes peuvent traduire simultanément
PARNM?
Naa = 455 AA

Nombre de nt codant (dont codon STOP) :
N, =456 x 3 = 1368

Longueur de la séquence codante de TARNm :
L=(1368-1) x 6 =8202 A =820 nm

Nombre de ribosomes en simultané :
N. =820/30 =27

ribo

-> Au max., 27 ribosomes peuvent lire simultanément
PARNM

Données
Taux d’erreur :T = |04
Vitesse :v = 5-10 AA/s

Colt énergétique :

* [nitiation : 3 GTP
* Elongation : | GTP /AA

2 GTP/ liaison
* Terminaison : | GTP

Masse d’'un AA = |10 Da (en moy)
Distance entre 2 nt = 6 A

Diameétre d’un ribosome : D = 30 nm
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BILAN

La traduction permet de convertir un message codé en nt en un message codé en AA.

La traduction fait intervenir de nombreux acteurs :
» Le ribosome
» L'ARNm a traduire
» Les ARNt porteurs des différents AA
» Des facteurs protéiques d’initiation (elF), d’élongation (eEF) et de terminaison (eRF).

La traduction se déroule en 3 étapes :

» Initiation

v" Assemblage du complexe de traduction (ribosome + ARNm +Met-ARNt initiateur +
elF)

v" Reconnaissance du codon START et de I'anticodon du Met-ARNt initiateur

» Elongation = cycle en 3 phases, controlé par proofreading pour limiter les erreurs.
v" Fixation de ’AA-ARNLt au ribosome
v Formation de la liaison peptidique, catalysée par les ribozymes du ribosome
v" Translocation du ribosome

» Terminaison
v" Reconnaissance du codon STOP par le facteur de terminaison (eRF)
v" Hydrolyse de la liaison peptide-ARNt et libération du peptide

C’est un processus rapide et extrémement colteux en énergie (ATP/GTP), d’ou la nécessité son étroite

régulation.

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE
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C.LES ETAPES DE LATRADUCTION

BILAN
. ARNt initiateur Grande sous-unité ribosomique :
Petite \ s'associe avec ARNm et petite sous-unité
sous-unité
3 :
-

Aminoacyl ARNt

g/ Completed
polypeptide

+
QL
Large subun
subunitg 3 2
S5 "y
Small & S Gbuni

subunit

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE
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La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par ’ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

o 0o v >

La traduction: synthése de protéines par lecture ¢ ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les étapes de la traduction

Les modalités de la traduction difféerent selon les sites
d’adressage des protéines

Des modifications des protéines cou ou post-traductionnelles
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I
D. LES MODALITES DE LATRADUCTION DIFFERENT SELON LES SIT

D’ADRESSAGE DES PROTEINES

|. Les protéines adressées au réseau
endomembranaire et au milieu

extracellulaire : une traduction liée au REG

" Voie endomembranaire (associée au REG):

» Protéines intrinseques
» Protéines du milieu extracellulaire
» Protéines lysosomales

= Etapes de la voie endomembranaire

|. Fixation du ribosome a ARNm cytosolique puis

début de traduction

2. Peptide signal reconnu par une protéine SRP

(signal recognition particle)
Migration du vers REG
4. SRP interagit avec SRPR

Clivage du peptide signal (pas dans composition

de protéine finale)
6. Maturations diverses (REG + Golgi)

Fixation de
SRP sur le
peptide
signal

Translocation co-traductionnelle dans le RE

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

d’une protéine soluble (aerts)

Voie endomembranaire

aaaaaaa

Cytosol

Proteine

Signal peptidase
___tisngedoReE %

Fixation de SRP
sur son récepteur

(SR)

—> ancrage du
au
REG

Prise en charge de Clivage du Repliement
la séquence signal peptide protéique
par le translocon signal et assisté par des

libération de la chaperonnes

—libération de SRP .
protéine

et poursuite de
traduction
109
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I Cf SV_C_3 1
D. LES MODALITES DE LATRADUCTION DIFFERENT SELON LES SITES - _p.140!

D’ADRESSAGE DES PROTEINES

2. Les protéines des organites semi-autonomes :
une origine mixte

= Voie cytosolique (ribosomes libres dans le cytosol):

>

>

Protéines cytosoliques (cytosquelette, enzymes de la
glycolyse ...)
Protéines des peroxysomes

Protéines des mitochondries et des chloroplastes: organites
semi-autonomes

v" Certaines de ces protéines sont traduites dans le
cytosol, puis adressées dans les OSA : elles traversent les
membranes des OSA postérieurement a leur traduction,
on parle d’adressage post-traductionnel.

v" D’autres sont produites directement dans les OSA a
partir du génome de ceux-ci : la transcription et la
traduction ont lieu dans ’OSA

v Ex: RubisCO (cf cycle de Calvin) = complexe protéique
grandes sous-unités génome chloroplastique + petite
sous-unité génome nucléaire

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Voie cytosolique

[ A e N [N
Peptide signal Peptic
Protéines

chaperonnes

R

Ribosome libre
57 i :
Noyau
Membrane : c
plasmigque t:::::.:~ -D Hyaloplasme
interne

Protéine mature

\ ¢
Peroxysomes

Chloroplastes

Mitochondries
(2 peptides signaux pour
les récepteurs TIM et

Face TRANS (¢
TOM) ace

vé
Lysosome é

Secréetion cc
t
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e
2. Un génome nucléaire / extranucléaire morcelé et diploide chez les eucaryotes

Génome extranucléaire
Un génome chimérique

* Une part importante des protéines des
mitochondries et des chloroplastes provient
du noyau.

= Ces protéines sont encodées dans le noyau,
synthétisées dans le cytoplasme puis
importées dans I'organite
» Mitochondrie : 90% des protéines
encodées dans le noyau
» Chloroplaste : protéines chimériques —
ex Rubisco

= Explication : Une partie des genes initialement
dans la mitochondrie et le chloroplaste ont été
transférés au noyau au cours de I’évolution
» =2 Génome eucaryote chimérique
» =2 Organite semi-autonome

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Origine chimérique de la Rubisco

cytoplasme chloroplaste
noyau Gene L ARNm L
. AN
Gene S /
et protéine S . A .
ARNmM S

—

C Protéine L

RubisCo

N

Origine et composition des sous-unités du cytochrome bcl des mitochondries chez S.

cerevisiae - - i
LOCALISATION DU GENE ORIGINE EVOLUTIVE DU GENE

Cytochrome b codé dans la mitochondrie

Cytochrome c1 codé dans le noyau' présents chez les procaryotes

Protéine Fer-Soufre codée dans le noyau'

Sous-unites au moins 7 sous-unités aucun homologue chez

non-catalytiques toutes codées dans le noyau les procaryotes

Organite semi-autonome : n.m. organite qui possede son propre
matériel génétique et capable de réplication autonome, mais

nécessitant I’assistance du noyau pour fonctionner pleinement
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m

La transcription, synthese d’'une copie partielle et mobile ADN

Rappels des caractéristiques des acides nucléiques et mise en
évidence expérimentale de leur synthese

Synthese par ’ARN polymérase
Initiation et terminaison de la transcription
Maturation des ARN (m uniquement traités)

Bilan de la transcription
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La traduction: synthése de protéines par lecture ’ ARNm
Rappels sur le code génétique

Les acteurs de la traduction

Les étapes de la traduction

Les modalités de la traduction different selon les sites d’adressage
des protéines

Des modifications des protéines co ou post-
traductionnelles
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E. DES MODIFICATIONS DES PROTEINES CO OU POST-TRADUCTIONNELLES®

Protéines chaperonnes et acquisition de la
conformation

Des modifications covalentes : phosphorylation,

glycosylation, clivage . .
Voaoie cytosolique

VWAV

Peptide signal 1

"'L_J’\. 3
Peptide signal

L |

Protéines

chaperonnes
3 3-’

5

Ribosome libre

Cf SV-C-3

p.140!

Voie endomembranaire

Ribosomes libres

Ribosome associé au RE REG

Moyau

- 'ej 3
V L"—\.’ = wn nycof@
O (@] =

Membrane

hﬁuage protéolytiqgue

3= Ponts df@j

plasmique
interne

- &

Protéine mature

EI Hyaloplasme

O Vésic

ulation

=
Face CIS Golgienne

= Phosphorylnr@

< —

Peroxysomes

ﬁ

Mitochondries
Chloroplastes

(2 peptides signaux pour
les récepteurs TIM et
TOM)

Face TRANS Golgienn

i e
Vésrfw'ﬂ'f/aﬂ% @

ﬁl}:cosyﬁa tion cisa D—nycosylaﬁnQ

o)

Clathrine

Lysosome % Vésicule de Membrane
sécrétion %3 @ plasmique
Sécrétion controlée (ex : & 5
trypsinogéne @ ly
Secretion constitutive (ex : turn over
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membranaire, protéine de membranes,
protéines de la MEC tq collagéne) 3



B.STRUCTURE TERTIAIRE
3. Repliement (=folding)

= Toute Pinformation nécessaire pour
déterminer la forme native d’une
protéine se trouve dans sa séquence.

* Le repliement est :
» séquentiel et coopératif
» controlé par les interactions hydrophobes
eau/AA ou AA/AA — moteur du repliement
» La position finale des AA dépend de leur
polarité
» Obtention de la forme la plus stable (native)

Localisation des AA selon

leur polarité

(cas des protéines
globulaires hydrophiles)

= Role des protéines chaperonnes pour les grosses

protéines

= Role de la disulfure isomérase

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Les chaperonnes
guident le
repliement des
grosses protéines

£\
Cf SV-D-2-4

p.54

AA apolaire > interne

Val, Leu, lle, Met, Phe, Trp

AA polaire > externe

Asp, Glu,Asn, GIn, Lys,Arg, His,

AA modérément polaire
> interne ou externe

Ser; Thr, Cys, Pro, Gly, Ala, Tyr

chaine latérale apolaire
ou hydrophobe

© chaine latérale polaire
ou hydrophile

séquence amphiphile

(STRUCTURE PRIMAIRE )

J

Couvercle

Cylindre
creux

Etapes de I'action

{complatement assemblée) d’une chaperonine :

@ Un polypeptide de
forme linéaire entre
par une extrémité
du cylindre.

Chaperonine

V’m;}hcbe

manchon d'eau liée
(liaisons H avec l'eau)

hélice a
amphiphile

loge hydrophobe

Hy* coude >
hydrophile .- :

séquence ,,:
hydrophile

brins hydrophobes

de feuillet B coeur hydrophobe
(interactions hydrophobes et
(STRUCTURE TERTlAlRE) liaisons de Van der Waals

Protéine
repliée s
correctement st

© Le couverdle se
retire, et la protéine
correctement
repliée s'échappe
du cylindre creux.

@ Le couvercle se fixe a cette
extrémité, provoquant une
modification de la forme
du cylindre. Cela crée un
environnement hydrophile
approprié au repliement
du polypeptide.
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D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION ET LES

O-LINKED GLYCOSYLATION

N-LINKED GLYCOSYLATION

protein backbone protein backbone

= transfert d’'un oligomeére glucidique sur un acide aminé d’une protéine. - CH,

glycoprotéine. C=0 Asparagine

NH
. \ . . HOHQC
= pendant la traduction (dans le REG) ou apres la traduction (dans le Golgi) H o ~o0
H ~ ‘
OH H N-acetylglucosamine i
= souvent protéines membranaires ou sécrétées dans MEC C" ! NHEDCH /
remainder of
. .. | ’ o_I igosac_charide
* Deux types de glycosylation des protéines : T side chain

remainder of
oligosaccharide side chain

Les deux types de glycosylation selon les résidus (Asn vs Ser-Thr)

» N-glycosylation (sur Asn) dans le REG (et Golgi)
» O-glycosylation (sur Ser,Thr) dans le Golgi

* ratio de masse protéine/glucide
» protéine > glucide : glycoprotéine
» protéine < glucide : protéoglycane

Voie cytosolique Voie endomembranaire
Peptide signal

Protéines Ribosomes libres

Principales conséquences biologiques des glycosylations des protéines

Peptide signal 1

chaperonnes

» Structuration de la protéine _ : iy @ hibosome ssociéauRE g
“ ope o P /. , .. . ;. h N —%\’T —*—,”_je'j
» solubilisation des protéines transportées dans le milieu intérieur R e A
» macromolécules hydrophiles formant un gel hydraté (protéoglycanes) o« &b > s \ o o o
g A . . . L B4 /4 interne Protéine mature OV‘?-S‘C”""’-U” : Face CIS Golgienne
» role protecteur par diminution de I'accessibilité aux protéases / — fmmmmze\
N A N ’ . . . - T _/
~ role important dans les mécanismes de reconnaissance cellulaire . n peronysomes | he“‘{
I I (2 peptides signaux pour  Chloroplastes T - )
(g YCOCa yx) les réce$loenn;ln;sTlM et Face TRANS Golgiennem
» aide a la stabilisation de la structure lll des protéines (reconnaissance par /@/@ Y
.. Lysosome & i G embrane
protéines chaperonnes). " ;’;:;;:’:ff o) poemiose
écrétion contrdlée (ex : ) ﬂ
* trvpsilnog(éne éj‘ & ?g_)/ ‘_—//
—_ a Sécrétign constitutive (ex: turn over

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

membranaire, protéine de membranes,
protéines de la MEC tq collagéne) I I 5
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D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION ET LES

PROPRIETES DES PROTEINES

. Glycosylation |. N-glycosylation co-traductionnelle

N-Glycosylation dans le REG Transfert oligo-saccharide (sucre) depuis le dolichol
(terpénoide, lipide) vers un résidu Asn de la protéine par la
glycosyltransférase

2. Modification de I'oligosaccharide post-traductionnelle

4_ To
—> —> —> — cis-
Golgi
{(Man)g(GlcNAc);

(Glc)g(Man)g(Gk:NAC)z
ER lumen
Dol = Dolichol @ =Mannose
m =N-Acetylglucosamine A =Glucose

Modifications post-traductionnelles des protéines : cas d’une N-Glycosylation (Lodish)
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE 116



D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION ET LES

PROPRIETES DES PROTEINES
I. Glycosylation

I Glycosylation : n.f. ajout de sucres sur une protéine par liaison covalente

= Types de glycosylation:
» N-glycosylation = sur Asn
» O-glycosylation = sur Ser; Thr

N-LINKED GLYCOSYLATION O-LINKED GLYCOSYLATION
protein backbone C protein backbone
|
CH, H;C —CH
| | Threonine
(|: =0 Asparagine
NH
HOH,C CH,OH
H O _—0 O
CH]H H N-acetylglucosamine i I{;IJH H N-acetylgalactosamine
O H / H H
| H  NHCOCH, remainderof H  NHCOCH,
| oligosaccharide
[ side chain

/

remainder of
oligosaccharide side chain

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

Role des glycosylations :

>

\V

SRV

Structuration méme des protéines

Protection vis a vis du milieu extérieur :
Ex : protéines sécrétées dans I'intestin par la CAP -
Protection contre I'action des protéases

Reconnaissance

Ex : groupes sanguins

Ex : ZP3 de la zone pellucide dont les oses sont
reconnus par un récepteur du spermatozoide

Solubilisation des protéines transportées dans le
milieu intérieur

Macromolécules hydrophiles formant un gel
hydraté (protéoglycanes)

_w
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D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION !T LES

PROPRIETES DES PROTEINES

N-Acetylglucosamine Sialic acid
. G chosylat|°n N-glycosylation dans le Golgi (karp) V' Mamnose d Fucose
. . A\ Galactose
Glycosylation dans le Golgi
. ) . 1) e o 4] (5]
* Modifications de la N-glycosylation
réalisée dans le RE : rt +
» - élimination d’oses = (3 *3 V V V
déglycosylation
A N | e-Mannosidase | | GleNAc— | a-Mannozidaze ll | I Fucosyl- &
> gr'effe de nouveaux oses gr'ace a transferase | hansferasel t?ah;:tcus lrensierase
I‘aCtion d’enZ)’meS membranaires- cis Gl::lgl gjﬁg\lgL mecﬁaiGnIgl mecﬁaJchIgl n're_«ir._aLqu_gl trans Golg trans Golgl
ER
: '
= O-glycosylation (sur Ser et Thr) par _ f
des enzymes membranaires ou solubles. _
SORTING cis Golgi
= phosphorylation of oligosaccharides on lysosomal proteins - n.erhmrl:
| Gol ] = h 1 d . h Cx « removal of Man _j :IEEStEIﬂEI
gl = chaine de montage ; chaque Golai = medial | Golgi
. y e ve s apparatus C: + removal of Man » addition of GlcNAc Q cisterna | stack
dictyosome spécialisé dans un nhombre C/ — Qj -
V4 V4 . Clstema
d’etaPeS de degIYCOS)’Iatlon et « sulfation of tyrosines and carbohydrates -
. SORTING trans Golgi
glycosylation. network
/ \ B
o : VA
Réle des différents dictyosomes ysosome _Plasma_ sacretory
membrana vasicle
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dans la glycosylation (abers)
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Cf SV-D-2-4

D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA
CONFORMATION ET LES PROPRIETES DES PROTEINES

B.  Aming Acids with Polar Uncharged Side Chans

2. Phosphorylation

Serine Threonine Asparagine Glutamimne
\'.Elrl‘.la [Thrl o [fisn) m -&Ghb@
" Fonctions hydroxyle de Ser, Thr et Tyr réactives et praz1s ra 220 prazie i
cibles de phosphorylation ~o o
= pE& 205 = pEA B9 o pEi K7 o Pl S05
r e 4 . re . & M-IE M-IE M-IE M-IE
= sérine/thréonine protéine kinase = protéine HO
kinase qui catalyse la phosphorylation de o
protéines sur certains de leurs résidus de sérine H, o]
ou de thréonine H,
L] ’ ry e
* La p.hosphorylatlon d.une.prcfteme peut ) Y
’activer ou au contraire I’inhiber suiin —
Sérine kinase ks
O IAN '—‘ A ......................
OH O N :
10N or o =
HO/ \O OH P i - T (PIPs-dependent
N H2 NH _® ‘ protein kinase)
, . ATP ADP 2 PpE —® Phosphoinositide
Sérine PE

L, @ 3-kinase
O-phosphosérine s,

< 1
Le récepteur a linsuline, a activité .
ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE tyrosine kinase Actiuatad Al 19



J

ATP ADP
[ Glycogene \/‘ Glycogene ]—@ Inactivation de la synthése de
synthase a synthase b glycogéne
[ Protéine kinase A ] Activation [ Protéine kinase A ]
, —— .
AMPc dépendante par FAMPc AMPc dépendante

—

Dette ATP ADP
én;rijé\;igue: [ Phosphorylase ] [ PhOSphOI’)’|ase ]_@
c . i
kinase Activation kinase
par le Ca**
ATP ADP
Glycogene ;Z, Glycogene
Enzymes actives et activation hosphorylase a hosphorylase a

Enzymes inactives et inactivation

ENCPB- BCPST| - STEPHANIE DALAINE

v
Dégradation du glycogéne
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hloropl

roplaste
®
@ NCH
(Qﬁ bv
Mitochondrie
t Golgi (

Peptide signal E%
N

® (JQ@@—’\__) 3
oD @ Traduction de ’ARNm par

un ribosome libre, synthese
d’un peptide signal
@ Reconnaissance de 5. par
la protéine S.R.P et fixation de
/SRP sur le récepteur RSRP

(

transtocon

v "" r\ o) £ a la surface du REG. Arrimage
F > Q) oK Lumiere duRER du ribosome sur le translocon
[E:OO:DI ® Poursuite de la traduction

© ® avec ribosome arrimé sur

le REG
AT @ Clivage du peptide signal
0L/ & par une enzyme (signal
;i_/\/z’ peptidase) et terminaison
: de la traduction.

® Maturation du polypeptide

schéma bilan sur l'expression des génomes au sein d’une cellule végétale
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= |esARN

= Les roles des ARN

= |es ARNm

m  Les acides nucléiques, des vecteurs d’information
= De ’ADN aux ARN

®  Le code génétique

m  |es ribosomes

®  La synthese des protéines
= Compartimentation et expression du génome chez les Eucaryotes

®  Les organites semi-autonomes
122
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