Biologie - Partie IV - La biodiversite et sa dynamique

A - Genomique structurale et fonctionnelle

Chapitre 2

L’expression du génome :

la transcription et son controle




La transcription dans la cellule

* Transcription = synthése d’ARN par copie d’un brin d’ADN

Traduction

ARNmM ﬁ protéine

Transcription ARNt

ARNsn
ARNu...



1. La transcription, de ’'ADN a I’ARN




Localisation des ADN et ARN

A T \ S o _5& Hépatocyte de lapin
- p— ~ - (vert de méthyle-pyronine)

cytoplasme chromatine

{‘ noyau

'S zone
™ riche
en ARN

nucléole
. (ARN)

Vert de méthyl-pyronine

La coloration de Brachet au vert de méthyl pyronine
colore en vert ’ADN et en rouge 'ARN.



L’ARN polymeérase d’E. coli

S holoenzyme enzyme coeur

<9 A
€D €€ D
p o F B\ F
{ Ry 3 T D initiation, interaction avec

- les protéines régulatrices

initiation et elongation

= polymérase 5’ > 3’

B
-
& | liaison a ’ADN
\ ﬂ' !
ARN " ADN v

¢ o D reconnaissance du promoteur
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Plusieurs ARN polymerases eucaryotes

®

Séparation des ARN pol |, Il et lli

par chromatographie

(élution par hausse de la concentration saline).
Ligne pleine sans a-amanitine et ligne pointillée avec

a-amanitine a 0,1 ug.I".

Synthése de I'ARN
Concentration saline

---’- -—-

La ligne pointillée
montre la disparition du pic |l

Copies Inhibition par
Enzyme Localisation géniques 'a-amanitine

| Nucléole ARN Insensible
Propriétés et fonctions des et ":3:‘ 285 i s
, mA .

ARN polymérases eucaryotes eleoprasme yrevighed
centrations

III Nucléoplasme tARN, ARN Sensible a des

55 concentra-
Biologie cellulaire et moléculaire tions élevées

Par Eduardo D. P. De Robertis,E. M. F. De Robertis 6



Expérience de footprint : protection aux nucléases

région d’ADN protégée par la protéine de liaison a ’ADN

S* 3
3 5

| clivage aléatoire de ’ADN par une nucléase ou par
action chimique puis séparation des brins par chauffage

i

Familles de molécules s
d’ADN simple brin
marqués en 5’

i

l Séparation des brins d’ADN par électrophorése

«footprmt» ou aucun cllvage
8) n est observe

P Hitame . - sans protéine
§idl ittltuﬂlﬂiﬂ“ B T 1 E 1T PR avec protéine

haut du gel




Les promoteurs d’E. coli
*

Le facteur 070 reconnait les promoteurs et s’y arréte.

boite -35  boite -10 | yer ycléotide transcrit

+ Brin codant = non transcrit

ADN

Brin matrice = transcrit
= nhonh codant
* sens de transcription

~ 40 nucléotides ~ 20 nucléotides

ot -y o

~ 60 nucléotides

L’ARN polymérase recouvre environ 60 paires
de nucléotides sur ’ADN

Il existe d’autres facteurs o avec d’autres séquences promoteurs.
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Le complexe d’initiation eucaryote

domaine carboxy-terminal
de I'ARN pol ||

>

'—f—/ UNITE DE TRANSCRIPTION :
PROMOTEUR “ séquence transcrite en ARN

Promoteur et complexe d’initiation des eucaryotes.

Facteurs généraux de transcription numérotés (1, 2, 3...) selon leur ordre d’intervention.

9 Dunod, «j’integre», Peycru et coll.



Un assemblage progressif (1)

O

Arrivée de TFIID

Reconnaissance de la boite
TATA par TBP et TFIID

Recrutement de I'ARNpolymérase associée & TFITF

Association de TFIlAet B
Liaison de ’ARN pol Il.
TFIIB place précisément TARNpol

gl Il de maniére a transcrire a partir

du nucléotide +1.

10 http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/transcription/transcription.htm
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Un assemblage progressif (2)

Arrivée de TFIIE et H complétant le complexe de préinitialisation g"(

Arrivée de TFII H et E.
TFIIH est une hélicase (ouvre la
double hélice d’ADN) et une kinase.

Phosphorylation de I'ARNpolymérase II, dissociation du complexe et début de la transcription

PO®
| |

La phosphorylation de ’'ARN pol Il détache 'enzyme du complexe de pré-
initiation (PIC) et déclenche le début de la transcription.

11  http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/transcription/transcription.htm
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Elongation de la transcription

brin cod

* ) courte région en hélice
gon::lt\g:' ré-enroulement ADN -ARN
® ARN polymérase Il

déroulement de ’ADN
par des topoisomérases

;//'\I\

séparation des 2 brins de

uniqguement pour brin matrice I’ADN par une hélicase

les eucaryotes

sens de la synthése de I'ARN }

ADN ouvert sur 17 paires de bases = bulle de transcription
Hybridation ADN - ARN sur 8 a 12 nucléotides
Complexe protéique (ARN pol Il + facteurs) recouvrant ’ADN sur 60 pb

12 Dunod, «j’integre», Peycru et coll.



Orientation de la bulle de transcription

)¢ Synthése d’ARN dans le sens 5’ vers 3.

Brin codant = brin sens = non transcrit

TATA M /
ST T T T T T —) 'Ol

3'OH

Brin non codant = brin matrice

Le brin codant a la méme séquence que
I’ARN, hormis les T en place des U.
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La terminaison chez les Eubactéries

e

signal = séquence particuliére en palindrome

Template strand

DNA COCCATCCOS G OOATOOCCTANMMAAMAAA
: CCGGTAGGLG CGCCTACCGGATTTTTITITTT

*pﬁon
5 3
RNA 2 {uuuuuuuuuu—

C-G

G-C

i G-C

Conséquence P et

I’ARN forme une épingle a cheveu ‘é"é
G-C

O
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Terminaison chez les Eubacteéries : 2 cas

Terminaison indéependante du facteur rho AUbsepurs TS
RNA )
La structure en épingle a cheveu

est solide, ’ARN pol est bloquée et DNA
la transcription s’arréte

Terminaison dépendante du
facteur rho

L’épingle a cheveu est reconnue
par un facteur protéique de
terminaison, le facteur rho, qui
arréte la transcription et dissocie le
complexe.
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Plusieurs transcriptions simultanées

- UT = unité de transcription

SN : - Ribosomes 20
g onmRNa

oNA -7-."3 S
| *“nf

WIET s
Cas des Procaryotes
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BILAN

*

Transcription = copie d’une séquence d’ADN en ARN

Plusieurs types de molécules d’ARN sont produits.

La transcription est déclenchée au niveau d’'une séquence = promoteur,
reconnue par des facteurs de transcription ( = facteur sigma pour les
Eubactéries et facteurs de transcription généraux (TF) pour les

eucaryotes).

Des signaux de fin de transcription arrétent la polymérisation de ’'ARN :

séquence en palindrome pour les Eubactéries ou séquence riche en T

pour les Eucaryotes.
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2. La maturation des ARN eucaryotes
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La coiffeen b’

O=P—0
172 ou on

0
|

()

% 9]
uv)]jfcu.
"’-"J\N .\x)

0

|
0=ll'—CHo 0

TI7° Coiffe

|
CHy ¢ Base
5!
(l) O-CH»
0==’—0
O
|
CHy ) Base
(I) O
0=T—0
0

I
CHy, 0 Base

0 on

3

.
R = = =T - e —

représentation simplifiée

Roles de la coiffe
-protection contre la dégradation
-nécessaire a I'exportation hors du noyau
-nécessaire a la traduction
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Excision et épissage : mécanisme

D b 1) Attaque nucléophile du
O 5N =" A= =" 3’| OH du A sur le groupement

Exon 1 Intron Exon 2 phosphate de G => lasso

et libération de I'exon 1
3
A PR CL N aE)

© e 2 Eons

2) 'extrémité 3‘OH de
5,,\/ I’exon 1 procede a une

attaque nucléophile sur

Exon 1 .
le G en 3’ de l'intron =>
<] | lasso libéré et les 2
© 5 o 3 exons sont liés
T w p 3 Exon 1 Exon 2

____Lasso

Les séquences GU et AG qui bordent I'intron sont les séquences de
Chambon, médaille d’'or du CNRS en 1979 et prix Gairdner en 2010,
a Strasbourg, fondateur de 'lGBMC et 'ESBS.
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Mécanisme d’excision / épissage

&2 site d’épissage 5’ |j1snrnp  U2snRNP site d’épissage 3’
exon en 5’ intron h E)n en 3’
5 . ¥ ARN prémessager
U4, U5, UB...

1) Assemblage
du splicéosome

2) Formation du
lasso et clivage
en 5’ de l'intron

3) clivage en 3’ et
ligation des 2 exons

intron excisé en forme de lasso
(sera détruit dans le noyau)

us

Splicéosome &

= snRNP (small nuclear
RiboNucleoParticle)

= assemblage de , » ARNm
protéines et d’ARNsn mature

“1 beyondthedish.wordpress.com




Excision et epissage

)¢ Splicéosome Intron
R
A
HO%

S‘JHP 3’
Exon 1 Exon 2

l

version simplifiée Q
o)

OH
\*

l

P—

Olntron en lasso
A
P/

HO 3’

_P
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Ajout de la queue polyAen 3’

site PolyA signal de terminaison
qmiques
clivage
ajout de nucléotides A
site PolyA
l —
ARN
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La maturation a lieu pendant la transcription

* ARN polymérase I

‘__J__J..___\.
e ¢

/ I. l - Facteurs de poly-adénylation
Facteurs d'épissage

Facteurs de capping

-
.
y

-‘.
il

£ D
JrARN prémessager

capping = mise en place de la coiffe
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« géne >
exons
ARN hn TT AAAAAAAA
5 --AG GUA/GAGU------A----- PyPyPyPyAG GC --- 3’
. intron >
|

excision des introns et épissage des exons

v

ARNm G A A AAAAAA

ARNmM mature : coiffe + queue polyA + exons seulement

25



BILAN pour les ARNm

* Eucaryotes
cytoplasme Procaryotes
/ " noyau ' o
[ intron exon \
ADN SR mm N mm  oms ADN o D s
\/ Transcription Transcription
Pre-ARNm @=sm. = - -_— ARNM s
. Coiffe 5’ et queue polyA Traduction \
coiffe / uction \’
- _ - wew AAAAAA
\ / Epissage _
\ ARNM (s AAAAAA /
Export
_MAAAA

Traduction \L

\ /26 http://rna.igmors.u-psud.fr/gautheret/cours/L2-transcription.pdf
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3. Le controle de la transcription
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4 , —
Croissance bactérienne o
o Diauxie
[bactéries] (ONP]
i 2 3 4 & T (h)
1 2 3 4 5 6 >
______ .
\\\ |
[glucose] \"-\ [lactose]
e » 1 (h)

Concentration en sucres
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L’opéron lactose

Bgalactosidase (ug de protéines)
40}

retrait de

lactose
3.8 ' -

30}

2,54

200 o L’ajout de lactose induit

1.5} I'apparition de galactosidase

1.0}

B.galecrosidase (g de prateine]

ajout de

as: | lactose

0 1 A 1 ] i . | -

0 90 20 30 40 SO 60 70 80 90

protéines totales (}Jg)

=> 2 hypotheses

soit 'enzyme existait sous forme de précurseur inactif et a été activée
soit elle est apparue par synthése



®

Nature de I'induction

Expérience A :

- culture de bactéries en milieu :
+ glucose
+ méthionine 3°S
pendant 1 heure a 37°C
- fransfert de ces bactéries en milieu :

+ lactose
pendant 1 heure a 37°C

= |a B-galactosidase synthétisée n'est pas marquée.

Expérience B :
- culture de bactéries en milieu :

+ glucose
pendant 1 heure a 37°C

- transfert de ces bactéries en milieu :
+ lactose
+ méthionine ¥°s
pendant 1 heure a 37°C

= |a $-galactosidase synthétisée est marquée.

30

Conclusion : le lactose

réqule la synthése de novo

de I'enzyme et non une
régulation allostérique

qui affecterait la conformation

d'une enzyme déja présente.



Etape réqulée

®

Expérience A :

* culture de bactéries en milieu :
+ lactose + méthionine *°S + rifampicine
(inhibiteur de la transcription)

pendant 1 heure a 37°C

= |a $-galactosidase n'est pas synthétisée.

Expérience B :

* culture de bactéries en milieu :
+lactose + méthionine >°S + puromycine
(inhibiteur de la tfraduction)

pendant 1 heure a 37°C

= |a $-galactosidase n'est pas synthétisée.

31

Conclusion : le lactose
réqule la synthese

de novo de |'enzyme
au niveau transcriptionnel :
I"ARN messager transcrit
est ensuite traduit

en p-galactosidase.



Effets de I'auxine sur les cellules végétales

IEF ., B S
témoin + auxine
x> = = B SR - L
L - " - i
‘-_j .-, *'hf‘ g
1 ' = ’
.
. 2 . 2
- .1 ' -~ . 25 - } .r“"

% . e
% . S
- VI T - : o
. - 'E 2{'}_ -_ H . "

- [
Résultats obtenus par électrophorése bidimensionnelle

montrant les ARNm extraits d'épicotyles de Pois.
Les spots remarquables sont numérotés.
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Une chronologie d’expression genetique

Du myoblaste a la cellule musculaire
Myoblastes Fibre musculaire
( précurscur ) (myofibre)
"- S

7

Prolifération Processus de
cellulaire différentiation
MyoD ——————————————— e e e oo
Desmine -
——e MRF-4 -
Myogénine

actine —

L’expression des genes change au cours du temps,
permettant la différenciation de la cellule

33



Rappel : le lactose

STRUCTURE DU LACTOSE
CH,OH
HO O OH
OH
liaison p-galactosidique OH
CH,OH l OH B-galactosidase galactose
o
OH
OH
CH,OH glucose
lactose CH,OH
OoH
OH
HO
OH

34 http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/operonlactose/
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L’opéron lactose

®

L’ajout de lactose induit I'apparition
de trois enzymes a un taux égal :

- B-galactosidase

- lactose perméase

- thiogalactoside transacétylase

transcription l

controle ?
lactose ? traduction |

Bgalactosidase * 35

B.galccrosidase (g de pratéine)

40}

(e N
() [=]
v T

=)
L)

05

3 A 1 — 2 i A
0 10 20 30 40 SO 60 70 80 90

inducteur
enieve

|

.

Froteine bactrerienne (ug)
l ARN

| |
®

perméase transacétylase



Role de la protéine |

®

-
T -

R TR

L1l
RER

. ' - + RNA polymerase

NS PRI : v oo

J

Footprint

H0SS3443Y

SYHINATO] YNY

Expérience de footprinting sur le
promoteur de lacZ

Digestion de fragment d’ADN portant I’opéron
lactose par une DNase puis électrophorese.
Certaines régions de I’ADN sont protégées de
la digestion : elles sont donc en contact avec
un élément protéique (ou non).

Chevauchement des séquences
protégées par la protéine | et ’ARN Pol
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L’opéron lactose : en presence de glucose

O
&
}\ absence de lactose
&

S a Dacksse

a2 Jadsae glucose + lactose
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L’opéron lactose : en absence de glucose

lactose + carence en glucose

Lrlelo}l z | ¥ 4 . | pagyesd
V) > bep 4 ARNm = bep | puminoe
AMAAAA kﬂ“ T4,
coY Y
o 0 : CAR A o : ¢ C‘LO
2 J o ¢ AMPe <l= M&
A o o 1
Cg) &3 — *'ﬁj > ¥
Ww 3 4
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Utilisation de 'opéron lactose en biologie moléculaire

®

= Promoteur inductible

. me s N B-Gal A5 e, %i\
= Activité lacZ : X-Gal incolore —— bleu o L\

-> sélection blanc/bleu des bactéries transfectées 'y = ‘sus .at
- par un plasmide comportant lacZ o
- par un plasmide dont le site de clonage

est au sein de lacZ

-> gene rapporteur :
construction prom+lacZ:
patron spatio-temporel d’expression

déterminé par le promoteur

39



Rappel : la chromatine

*
2nm §,

ADN | -
\Octamere
/d'histones
NUCLEOSOME

1lnm
s
30nm I

Euchromatine = fibre nucléosomique enroulée en solénoide, de diametre 30 nm

Hétérochromatine = repliement encore plus compact de la fibre nucléosomique.

40



Le remodelage de la chromatine (1)

ADN repoussé

éloignement de I’ADN Ya du nucléosome

et des histone?

Formation
de diméres de
A nucléosomes

Les complexes SWI
dégagent I'acces de
I’ADN pour les enzymes.

41



Le remodelage de la chromatine (2)

e Les histones ou I’ADN peuvent étre modifiés et
rendre I’acces plus ou moins facile aux enzymes

TRANSCRIPTION FACILITEE

Acétylation des histones par HAT
=> nucléofilament relaché

=> promoteur accessible

TRANSCRIPTION BLOQUEE

Désacétylation des histones par DHAT
Phosphorylation des histones H2

Méthylation de ’'ADN sur des cytosines

42



Controle a distance du complexe d’initiation

Activation de I’expression d’un gene

L’activateur stabilise le complexe d’initiation et favorise le démarrage de la transcription

&< %r\ [3&4":’

enhancer

enhancer

DA SOX

general transcription factors

— coding regi

=

TATA box

promoter RNA transcript mun.ca

&  séquence «enhancer» = amplificateur : c’est un élément cis
protéine activatrice se liant a I'amplificateur = activateur (élément trans)

Répression de I’expression d’un géne
Sk séquence «silencer» = atténuateur : c’est un élément cis

protéine inhibitrice se liant a I'atténuateur = répresseur (élément trans)
43



Action d’un activateur

& Version simplifiée

Facteur de  ARN polymérase

activateur  transcription @

promoteur

http://biocadmin.otago.ac.nz

44
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Controle au niveau du complexe d’initiation
*

Activation de I’expression

Fixation d'un activateur et recrutement
de HAT : acétylation des hist

|
)
)

1

"

d’un géne A
| ’activateur recrute SWI ou une Activateur 1

Activation de
la transcription

. L[D&

enzyme qui acétyle les histones
donc libere ’ADN des histones im o [ .

Aclivatéh r

Répression d’un gene
Le répresseur se lie a

, s
une séquence
V4 . . n RNA Transcription . Active
opératrice qui empéche [ o O
la formation du ‘ P
TRANSCRIPTION ON TRANSCRIPTION OFF

complexe d’initiation



Biochimie des facteurs de transcription

s«  Motifs protéiques permettant I'interaction ADN / protéines

Loop

Turn
HTH a-Helix '\“\ HLH

w-Helix

NH, a-Helix a-Helix

COOH

Leucine
Zn - Leu
Zipper
finger a-helix
a-Helix Leu
Leu
Leu
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Biochimie des facteurs de transcription

X Motifs protéiques permettant I’interaction ADN / protéines

HOOC COOH

7. DNA-binding
¢ . domain

47



Réponse aux hormones lipophiles

Réponse a I'ecdysone

a | Pupe témoin %
-
- —
tilieagy
b Ecdysone : 6 jours _g Ecdysone : 10 jours
-
-
- -
e -
> Dee~
.
Pas encore de cuticule adulte Formation de la cuticule adulte

' pHi

Le récepteur
a cortisol est
un facteur de |ner
transcription

protéine inhibitrice (hsp)

protéine inhibitrice relarguée

site a cortisol

3 cortisol

+ co;nsel ® 7 )}
¢
domaine de liaison a 'ADN ® ‘

14 Schéma du récepteur au cortisol et de son activation
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Action d’une hormone lipophile

' 2.La fixation d’hormone altére
la confermation du 5. La réponse

Y

Hormone recepteur d’'une maniére Inhibiteur cellulaire consiste
telle qu'il libére un inhibiteur en un changement
. ; " d'expression de
- Domaine de fixation de géne

la molécule de signalisation

Q Site de fixation
de I'ADN oxposé

_—-/

Site de fixation
de I'ADN bloqué

1. Des hormones
traversenl la
membrane
plasmique el se lient
a des récepleurs
cytoplasmiques

-
-
@ Domaine d'activation de la transcription

Inhibiteur

3. Le complexe hormone-
récepteur migre vers le
noyau

Figure 9.5 Desrécepteurs intracellulaires régulent la transcription des 4. ::: g:'“‘:;e::i ?:JL’;:;" r
geénes. Les molécules de signalisation hydrophobes peuvent traverser la membrane plus souvent Ia

plasmique et se lier a des récepteurs intracellulaires, ce qui initie une voie de transcription, mais
e : : 2 . . : l'inhibe parfois
transduction du signal aboutissant 3 un changement d'expression de génes. P

Biologie
Par Peter H. Raven,Georges B. Johnson,Kenneth
49 A. Mason,Jonathan B. Losos,Susan S. Singer



Bilan : des actions combinées

® | /Condensed

GENE chromatin

transcription polymerase

factors

50



L’épissage alternatif

*

A partir du méme transcrit, 2 ARNm différents sont possibles

5 I 1 S S e G ) _ B L3
thyrowde neurone
‘ polvadenylation ‘

1 2 3 4 3
préARNm ) IS S I AAAA
epissage épissage
alternanf

1 2 ) ) 1 2 3 5 L]
ARNm s . AAAA ) o o S A\ AAA
‘ traduction ‘
3 88 : ) R
préhormone [ ] ] | digestion [ § =]
enzyvmatique
‘ i (proteases) ~— ‘
4 5
hormone s+ | Lo
calatomne (32 aa) CGRP (37 aa)
dans la thyrode dans le cerveaun

€ exon non traduit
= cxon traduit en protéine et éliminé par digestion enzymatique

wsm  exon alternanf, transcrit et traduic dans la thyroide,
éhiminé dans le cerveau au cours de I'épissage

s cxon traduit en protéine et conservé dans le cerveau :
hormone active CGRP



interféerents

= Ciene sprecizl ARNmi<»
ADN [EEEII]]]]I[[EEHIEHDI[E[

Transcrigeion Procurseur
Ju mxrocARN
N
ARN
Replicmen Pr-nucro ARN
¥ /
Longue dpangle 3 cheveus
(environ 10040 nt)
Cowpure
E 5 End Ié
S I.';:. &“’c smicroARN
= (EF
NOYAU ( vurts epregle 4 chaagux

(environ 100 niy

CYTOPLASME
Fndnnuclc.m: Dicer Complexe RISC
(pnm.mcs * ARNnmu)
MicroARN

{Coden Swop

de LARNm
Regions codlsnies Régon 3TUTR
de TARNm able de TARNm aiblc

Coupure de la molécule dARNm ou inhibition de la traduction
52  http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/siRNA/O1inhibition.htm
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Les ARN interférents

"NOYAU  geéne cible géne d’ ARNi A
/\/\i\/\/ l
. ARNprem précurseur,d’ARNi
CYTOSOL
ANNN\AN/
ARNmMm ANAANV

\ l modifications
appariemint//w ARNi

ALY

/ou\

bloque la traduction provoque la digestion de FARNmM

PAS DE PROTEINE
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2 apoliproteines B pour un seul gene
*

Les apolipoprotéines transportent le cholestérol dans le sang.

organ Apo type kDa t,

intestine, BL. 210 10 min
liver

liver 520

BH

54 http://www.haroldsmithlab.com/research 2.htm
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L’édition : exemple de I’apolipoproteine B

* codon gene apoB exon 26 codon stop
3!
5’

Transcription
Début de maturation

5 m7G  AUG CAA UAA polyA 3’
FOIE Epissage Ep;:,,st?f: INTESTIN
5 m7G AUG CAA UAA polyA 3 5 m7G AUG UAA UAA polyA 3’
l Traduction l Traduction
ANANANN A\ANANAN
PROTEINE PROTEINE

APOB 100 APOBs
55



®

The Minimal Editosome In Vitro

désaminase
p66/ACF64(65)

GACAUAUAUGAUA " AAUUUGAUCAGUAUAUUA

Mooring

Smith ef al., PNAS 1991
Shah et al.,, PNAS 1991
Mehta et al., MCB 2000
Lellek et al., JBC 2000
Dance et al., JBC 2002

-//www.haroldsmithlab.com/research 2.htm
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L’édition des ARNm par insertion

Editosome Siie de clivage

L

/lun’ ARN guide
A S

A A

G

3 ARN non « édité »

3C
Polymérisation
—
s Gl sopsmesnnnns "Edition" par polymérisation

(': AAL sur la matrice d'ARNg

Ligation
/’

TP EIERRT ¢ & 1 2 2 ARNmM, « édité »

L’Editosome contient I’ARNg mais aussi des protéines dont les 3 enzymes
de clivage, polymérisation et ligation

57 médecine/sciences 1990 ; 6 : 396



4. La diversité des transcriptomes

et I'epigenetique
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Recueillir et amplifier les ARN d’une cellule
&

1 - Purification des ARN d’une culture cellulaire

Les ARNmM peuvent étre isolés en utilisant leur queue polyA, retenue
spécifiquement sur un gel de chromatographie contenant des billes
recouvertes de thymidine ou uracile.

2 - Reverse transcription des ARN en ADNc

ARNmM
5' A A A
dégradation
(in vitro) de 'ARNm (in vitro)
: : o
transcriptase ADN polymérase
' inverge J ( £, )
3'y | | |
(extrait hybride /| ADNCc ADN bicaténaire
du cytosol) ARNm-ADNc \~ llll

(in vitrg
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Recueillir et amplifier les ARN d’une cellule
&

3 - Amplification des ADNc par PCR

La PCR (Réaction de Polymérisation en chaine) permet d’obtenir des milliers de copies d’ADN.

1) Dénaturation

/

Brin d"ADN & multiplier \
2) Hybridation 3) Polymérisation
LLLLLLL % LLLLLL
54° Amorce (primer) 72°C, >1lmn 0 ’\ \ lll¢
Amorce (primer) C, <lmn : | 0\
TT — ‘,_. AON polymérase

LU UL

Nucléotides (dATP,dTTP, dCTP, dGTP)

60 oezratty.net



Les puces a oligonucleotides

®

Chaque case (= cible) d’'une lame de verre abrite un oligo-nucléotide identique a
une courte séquence d’un gene : chaque cible correspond donc a un gene connu.
On fait incuber la lame de verre avec les ARNm d’une culture de cellules, rendus
fluorescents. Les ARNm sont retenus dans la cible correspondant a leur gene.

- - --
4 -~ - - "% - - - --
’ L) # \‘ ’ &’ # “ & %
f 4 ’ [ 'Y r ? 'Y
A [} . L . . . N ' A ] 1 N '
. L 1 3 . F] '  } .' . '
\‘ . ‘~ - ') Y \‘ £ *
e® - Sae” LT - VS

."- -~“ “,o -q“ ',o ..‘ ",00.“ ."- ..“ "’o ..‘. ", ..‘
Bl 4 Ff i 4 il | = B| i L it i} .
Hybridation
PR RN == R avec les ARNm o=, RN
c SN 0N )’ ' d N b c ’ \ SN
v v O Vool extraits O P
“.“. “--’. “.-‘. “Q-" “.-'. ‘“Q-O.
Puces de 12 oligonucléotides d'ADN Les ARNm extraits s'hybrident aux

bio-puces A1,A3, B4, C1 et C2.
La cellule exprime donc les genes fixés dans ces puces.

Dunod, «j'intégre», Peycru 61



Résultats de puces a oligonucléotides

®

2 oligo-nucléotides

. . 16 000 oligonucléotides
correspondant a 2 genes

ont été déposeés

Seul le gene de gauche
est eXprimé 1 apparaTt http://www.edu.upmec.fr/sdv/masselot 05001 /polymorphisme/snp.html

une tache fluorescente 6


http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/polymorphisme/snp.html
http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/polymorphisme/snp.html

*

L’épigéneétique

w5 '-';:-‘-.":"=;-":":.-" {{.-‘
7N . _ /o naturamediterraneo.ce

Deux plants de Linaire de méme Des souris agouti de méme génotype
génotype mais de phénotypes fort mais de phénotypes différents liés a
différents. une variation d’expression du gene avy

Epigénétique = ensemble des phénomeéenes transmis héréditairement
qui modulent 'expression du génome sans changer sa séquence.
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Les niveaux d’action de I’epigénetique

Gene -—{3-———3—-

- €
Transcription | | | méthylation de ’ADN p
t i
. — | modifications des g
| - histones )
/ . \ :
Traduction Dégradation ' q
: - ARN non codants u
0‘ v = e
Protéine

d’aprés A. Kahn, médecine-sciences
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La methylation du gene avy est liee a

I’alimentation maternelle

They cre what she ate..
Souris gestante _
p . : 2T\ TN . o
témoin, non Normal Det & D) - 59% jaunes

25% agoutis

supplémentée g gl A ) .
PP i@@w@ 16% intermédiaires

Medified Diet
|, m,

Souris gestante 2

supplémentée

35% jaunes
51% agoutis
14% intermédiaires

Source: Woterlond & Jirtle. Mol Cell Biol (2003}
Also Wolff & Cooney Foseb J  (1998)

Souris gestante dont le régime alimentaire est supplémenté en molécules
impliqguées dans la méthylation (acide folique, bétaine, zinc et méthionine).

65



La methylation des genes au cours de la vie

1) Démeéthylation massive du génome des gameétes sauf d’'une centaine
de genes qui sont protégés de cette déméthylation par des ARN non
codants : on les dit «<soumis a empreinte parentale».

L’allele avy est reprogrammé au
¢ ﬂ cours du développement précoce
® ——._ Y
, . I /!
Méthylation K ~.//
S
gameétes O O b'ou'rgeon caudal

zygote  blastocyste | [ f

Différenciation
cellulaire

2) La méthylation est rétablie in utero et liée a 'alimentation de la mere.
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Le code histone

L’extrémité N-terminale de I'histone H3 peut étre modifiée
par méthylation, acétylation, phosphorylation...

i ﬂ%ﬂ?ﬁ? ﬁn Histone chis

2 4 910 14 17182326 2728 36

médecine-sciences

Selon la modification de I'histone H3,
le gene est rendu silencieux ou s’exprime.

N termini Modification Function
Ret? 'dg?O 14 18 23 28 state
1
H3 N e Unmodified Silencing

NL Acetylated Transcription

N; Acetylated Histone deposition?
NM Phosphorylated Mitosis/meiosis
NL
N

Phos/acetyl Transcription

u Methylated Transcription? nature.com
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Le corpuscule de Barr

% Noyau de cellule d’homme XY (A) ou de femme XX (B) ou encore XXX (C)

Détection du corpuscule de Barr par immmunofluorescence
(fleche blanche)

http://www. .org/content/98/15/8703/F1.large.j
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Les chats femelles tricolores

IFETTENEENIMEE WS T T T S S T T ST Ty TN

! I , , Femelle écaille de tortue

Femelle calico : les territoires noirs
et orangés sont acquis tres tét dans
le développement et seront
invariables au cours de la vie.

Le blanc est d’origine autosomale.
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Mécanisme d’inactivation

1) Inactivation
Chromosome X murin métaphasique (fluorescence bleue) recouvert
par '’ARN Xist (fluorescence rouge) => inactivation du chromosome
X enrobé.

snv.jussieu.fr

2) Maintien de I’état inactive

Puis, le chromosome X inactivé subira des modifications
épigénétiques durables (corpuscule de Barr) : méthylations de ’ADN,
méthylation de H3 et désacétylation de H4.
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CONCLUSION

71



Cellule d'eubactérie

( géne (organisation en opéronsm

Ug 2

repliement ‘

protéine
fonctionnelle

\ llégradaﬁon
recyclage e

\ iy acides
aminés

Cellule d'eucaryote

addition d'une coiffe, .
d'une queue polyA, maturation
épissage NOYAU
ARNm ms.
50
exportation
5 3
& ARNm
‘traduction
408
ecl 408 5,
repliement
maturation
CYTOPLASME adressage
protéine

&

dégradation
tacyclage\ N ‘
v+ s acides
\ N aminés/

fonctionnelle




