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OBJECTIFS DU COURS :

1. Les bases essentielles de la Biologie Moléculaire.

2. Une compréhension spécifique des mécanismes moléculaires.

3. La capacité d’analyser ces différents processus moléculaires.

4. Une compréhension globale de I’importance des techniques de Biologie moléculaire dans la
Biotechnologie.

INTRODUCTION

o

o

o

La variété des organismes vivants est extraordinaire, on estime qu'il y a de nos jours
plus de 10 millions d'especes.

Chaque espece est différente des autres. Cette différence est due au contenu en
information génétique de chaque espéce.

Les généticiens ont envisagé que des molécules spécifiques étaient porteuses de cette
information génétique.

Les étres vivants sont subdivisés en deux groupes : les eucaryotes et les procaryotes,
se différencient par la présence ou non d'un noyau.

Quelgues dates

o

En 1869 : Fredrich Micher utilisa une protéase (pepsine : découverte en 1836) pour
séparer le noyau du cytoplasme. 1l a observé une petite tache de poudre grise qui s'était
détachée d'un liquide claire jaunatre (cytoplasme). Il I'appela nucléine.

O En 1889 : Le biologiste Altman a précisé que la nucléine c'est un acide nucléique.

O En 1928 : L’expérience de Griffith a montré que I'injection de Pneumocoques (S)

entraine la mort de la souris, alors que les pneumo coques (R) sont non pathogénes. La
co-infection par des (R) vivants et des (S) tués par la chaleur entraine la mort de la
souris mettant en évidence la « transformation » des (R) parles (S).
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En 1950: Chargaff a fait I'équivalence en bases dans I'ADN des animaux, végétaux,
bactéries et phages.

En conclusion il a trouvé que :

Le rapport A + G/ T + C = 1 (purines / pyrimidines = 1) chez tous les organismes
testés.

Le rapport AT / GC est variable selon les especes.
En 1952-1953:
Franklin a obtenu une excellente photographie d'’ADN par diffraction des rayons X.

La méme année Watson et Crick utilisant les données de Chargaff et I'image
obtenue par Franklin ont établi le modele de la double hélice.



CHAPITRE. 1.
STRUCTURE DES ACIDES NUCLEIQUES & RELATIONS

Structure des acides nucléiques :
Molécules simples
O Les acides nucléiques ont été isolés initialement des noyaux des cellules.
O On peut en distinguer deux grands types:

les acides désoxyribonucléiques (ADN): essentiellement localisés dans le noyau des
cellules.

> les acides ribonucléiques (ARN): essentiellement localisés dans le cytoplasme
cellulaire.

» Ces molécules biologiques (les acides nucléiques) contiennent I’information
génétique.

O Les acides nucléiques (ADN et ARN) sont des macromolécules composées de
molécules simples et comportent des sous-unités appelées nucléotides.

Un nucléotide comporte trois composants :
(SUCRE )—( BASE J

une base

un ose, ..
nucléoside

de I’acide phosphorique. L I

nucléoside - phosphate

Phosphates L omTei
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Le phosphate inorganique est un ion stable formé a partir de 1’acide phosphorique
PO4H3. On I’écrit souvent Pi.

i non
0—b—0 0—b—o0—P—0
o Phosphates L &
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- Pi

O Phosphates

Des esters de phosphate peuvent se former entre un phosphate et un groupement
hydroxyle libre (alcool, énol, phénol...).

» La condensation d’un phosphate et d’un autre acide, par exemple un autre phosphate,
donne un anhydride.
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O Ribose, désoxyribose

O Le désoxyribose, composant des acides desoxyribonucléiques (DNA) est dérivé du
ribose par une réduction de la fonction alcool secondaire du carbone n°2.

O Le désoxyribose confere a cet acide nucléique une plus grande stabilité propre a sa
fonction de conservation de I’information génétique.

CH,OH
J;/O\C/OH
n” \']' Ny
o

2-désoxy-B-D-Ribose

O Purine, Pyrimidine

O Les bases azotées des acides nucléiques appartiennent a deux classes de molécules
selon le noyau aromatique qui en constitue le squelette

H H
NESC— N N
| o] | 3] [l
Hzc\ AC\N/Q H Hzcx\N/GC H

3 9
H 1
Purine Pyrimidine

O Le noyau pyrimidine est le plus simple : c’est un noyau aromatique & Six atomes,
quatre carbones et deux azotes ; les deux azotes en position méta (n° 1 et 3).
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O Le noyau purine est constitué de deux noyaux hétérocycliques accolés, un de six
atomes et ’autre de cinq atomes, ayant deux carbones en commun au milieu. Par
rapport a ces carbones communs, les azotes occupent des positions symétriques (n° 1
et 3 a gauche, n° 7 et 9 a droite)

O Bases puriques
» Les bases puriques sont au nombre de 2 : 1’adénine et la guanine.

» L’adénine est constituée d’un noyau purine dont le carbone 6 est substitué par une
fonction amine. Elle est la seule des bases nucléiques dont la formule ne contient pas
d’atome d’oxygene.

NH,
i B
HC (L CH

H

Adénine

O Bases puriques

> La guanine est constituée d’un noyau purine dont le carbone 2 est substitué par une
fonction amine et le carbone 6 par une fonction cétone.

O
HN%—IﬁI

H

Guanine



Bases pyrimidiques

» Les bases pyrimidiques sont au nombre de 3 : la cytosine, I’uracile et la thymine.

La cytosine est constituée d’un noyau pyrimidine dont le carbone 4 est substitué par
une fonction amine et le carbone 2 par une fonction cétone.

NH,

Cytosine

Bases pyrimidiques

» L’uracile est constituée d’un noyau pyrimidine dont les carbones 2 et 4 portent des

fonctions cétone.

La thymine est aussi constituée d’un noyau pyrimidine dont les carbones 2 et 4
portent des fonctions cétone, mais dont le carbone 5 est substitué par un méthyle.

0 i
[
/'C 4 Cc /CH3
Hlil’ 4\|CH H'\H . s(l\i
C. CH
(ng:\\N/ H 0’472 \N e
H H
Uracile Thymine

Nucléosides et nucléotides

Le sucre se lie a la base azotée par une liaison impliquant un des azotes (I’azote n°1
des pyrimidines ou azote n°9 des purines) et le carbone 1' de I’ose (carbone réducteur)
= C'est une liaison N-osidique. = Nucléoside
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NB : Dans un nucléoside, on numérote les atomes de la base par des chiffres : 1, 2, 3, etc... et

o

pour les distinguer, les carbones du sucre sont numérotés 1°, 2°, 3, etc...
Nucléosides et nucléotides

La liaison d’un nucléoside avec un phosphate se fait par une estérification de la
fonction alcool primaire (carbone n°5”) du sucre et une des trois fonctions acides du
phosphate. > Nucléotide

Nomenclature des unités nucléotidiques
Les bases azotées sont conventionnellement désignées par une initiale

On désigne par nucléotides les nucléosides monophosphates : AMP ou acide
adénylique, dTMP ou acide désoxythymidylique, etc...

Les nucléosides polyphosphates sont des diphosphates : ADP... ou encore des
triphosphates, les plus riches en énergie : ATP; etc..

Nomenclature des unités nucléotidiques

Les acides nucléiques sont formés par une polycondensation de nucléotides AMP,
CMP,GMP et UMP pour les acides ribonucléiques, dAMP, dCMP, dGMP et dTMP
pour les acides desoxyribonucleiques.



Unités
Nucléosides  pycléotidiques
Bases Nucléosides 5'-mono, di, des acides
triphosphates nucléiques
A= (désoxy-) AMP, ADP, ATP
Adénine | adénosine | dAMP, dADP, daTp | (d) adénylate
e ooy s s A (d-) guanylate
Guanine | guanosine | dGMP, dGDP, dGTP 97 duany
C= (désoxy-) CMP, CDP, CTP
Cytosine | cytidine | dCMP, dCDP, dcTp | (d°) cytidylate
U=
Uracile uridine UMP, UDP, UTP uridylate
T= désoxy-
Thymine | thymidine dTMP, dTDP, dTTP | d-thymidylate

NH,  Adénine

Adénosine

Un nucléoside est une molécule composée d’un pentose (B-D-ribose ou 2-désoxy-p-D-
ribose) lié par une liaison N-osidique a une base azotée.

Les autres ribonucléosides sont : la guanosine, la cytidine et I’uridine

Les autres désoxyribonucléosides sont : la désoxyadénosine, la désoxycytidine et la
désoxy-thymidine, souvent appelée thymidine tout court.
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» Un nucléotide est une molécule composée d’un nucléoside 1ié par une liaison ester a
un acidephosphorique.

» Les autres ribonucléotides sont: I’AMP, le GMP et le CMP
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Uridine Mono Phosphate = Uridylate

NOTION DE SEQUENCE

O Les acides nucléiques sont des macromolécules
ek “Dodhal résultant de la condensation de tres nombreux nucléotides, liés
par des liaisons phosphodiesters.

HCs o [HEH
Nl —>entre le groupe -OH du carbone 3' et le groupe -H2PO4 du
o carbone 5' de la base suivante
O—P==0
Hf — —>ainsi se crée une molécule avec un enchainement ordonné
28 0o eSaNs , ;
Ky i de nucléotides.
.O H
O—P=0
o]
HCs o '?G |
P‘{ \H N/ )vw‘
3" end OH H



O Les liaisons définissent un sens a la molécule : le
début étant le nucléotide dont le phosphate en 5' ne serait lié

5" end

o. HER a aucun autre nucléotide et la fin correspond au nucléotide
N dont la fonction alcool en 3' n’est pas estérifiée.
“ 1 O Par convention on note cet enchainement de
Hes o AN I'extrémité 5' de la molécule jusqu'a I'extrémité 3'.
2} \" ‘/‘ )"

Exemple de séquence

o 5" AAATTTGCGTTCGATTAG 3

NOTION DE SEQUENCE : HYBRIDATION

O Lastructure de I'ADN est double brin, avec deux chaines anti-paralléles, formant une double
hélice.

O Deux types de paires de bases, souvent appelées paires de bases complémentaires
prédominants dans la plupart des ADN A-T et C-G.

» AT implique 2 liaisons hydrogenes

» GC implique 3 liaisons hydrogenes

H
H N 0 v N
/N\C C/N H A /CH3 HC// \C— C// /\C—C
HC /7 X\ / C\\ \ —C// \N T N/ \CH
—C N H N CH N \ / \ /
/N _C{'| —N/ / N=C\ //C_N
N 7\ N Hen 6 N

Hybridation A - T Hybridation G - C

NB : Une liaison hydrogeéne est formée entre un atome ou groupement donneur d'hydrogéne chargé
positivement et un autre accepteur chargé négativement

O L'appariement de base entre deux purines, deux pyrimidines ou des bases non
complémentaires A-C ou G-T est défavorisé, parce que les liaisons hydrogénes
appropriées ne peuvent pas se former

O Une conséquence de cette régle d'appariement des bases est que la séquence d'un brin
définit la séquence des bases de I'autre brin.

O Dans l'espace, les deux chaines forment une double hélice.
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PRINCIPAUX TYPES D'ACIDES NUCLEIQUES RENCONTRES DANS LES CELLULES

O Lamolécule d’ADN est constituée en regle générale de deux chaines (ou brins) de
nucléotides.

O Les molécules d’ARN sont le plus souvent sous forme d’un seul brin.
Structure secondaire du RNA
O Le RNA différe du DNA par plusieurs caracteres :
1.il est plus court (70 a 10 000 nucléotides)
2.le squelette de pentoses et de phosphates contient du ribose a la place du désoxyribose
3.parmi les bases azotées I’uracile (U) remplace la thymine (T)

4.Les RNA sont simple brin mais certaines régions sont appariées sur une courte distance par
leurs bases complémentaires selon un ajustement au hasard (épingles a cheveux).

squelette
pentoses-phosphates

liaisons
hydrogéne

Structure secondaire du RNA

ARN
O Selon leurs fonctions, on distingue plusieurs espéces d’acides ribonucléiques :

» ARNr = acide ribonucléique ribosomique, qui participe a la structure des ribosomes
(ribonucleoprotéines) ; est responsable de la synthése des protéines.

» ARNmM = acide ribonucléique messager, sont les produits de la transcription des génes,
grace auxquels les ribosomes recoivent I’information nécessaire a la synthése des
protéines.

11
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o

ARNTt = acide ribonucléique de transfert, transporteur des acides aminés activés pour
la traduction ;

ARN ribosoinaux (ARNT) (80% de I'ARN)
Les ARNTr sont localisés au niveau des ribosomes:
Sont en fait des particules a base de 35% de protéines et 65% d'ARN.

On peut les isoler facilement a partir de broyats cellulaires par ultracentrifugation. On
les désigne pour cette raison par leur constante de sédimentation, exprimée en
Svedberg (S)

Growing peptide
chain

Ribosome
large
subunit

tRNA

Ribosome
small
subunit

ARN ribosomiaux (ARNT)

Chez les Procaryotes:

>

>

Les ribosomes ont une constante de sédimentation de 70S.

On peut les dissocier en 2 sous unités de 50S et 30S (les constantes de sédimentation
ne sont pas additives...). Ainsi:

23S and
5S rRNAs
(34 proteins)

70 S

16S
(21 proteins)

Chez les Eucaryotes:

Les ribosomes ont une constante de sédimentation de 80S = 60S + 40 S.

12



28S,5.8S,
and 5S rRNAs
T (~45 proteins
e 18S rRNA
(~30 proteins

O ARN messagers (ARNm) (5% de I'ARN)

Structure
> Les ARNmM sont monocaténaires et ont une durée de vie trés courte.

» Ce sont des copies en ARN de I'ADN contenu dans les genes: leur séquence est
complémentaire de certaines séquences de I'ADN.

Localisation des ARNm

> Ces copies d'/ADN sont réalisées dans le noyau, puis exportées dans le cytoplasme, ou
elles sont ensuite traduites en protéines grace aux ribosomes.

Fonction des ARNm

> lls sont les intermédiaires entre I'ADN et les protéines.

\— A
\

Replication *—A Lo Translatuon
\— Reverse transcription _
f—
\ \; : PROTEIN
= <

DNA RNA

O ARN de transfert (ARNt) (15% de I'ARN)

Structure
> lls présentent plusieurs particularités structurales liées a leur fonction:
> petite taille: de 73 a 93 nucléotides.

» structure typique en tréfle, avec de nombreuses régions en structure Il (appariement de
bases).

13



3
— ()

(a):anti-codon (3 nudeotides)

(B): site de fixation de I'acide amineg
o~ L

P i % (¥): boucle variable

(™

{D 1"} (8): branch
[ L - ' & [(©): branche D
| ‘\I \‘ﬂs *~=*" (1): branche T
! N A :Boucle de l'anticodon
1 ) D: Boucle D
4 @ k‘ T: Boucle T
e
\7

Localisation et fonction des ARNt

ADN=Acide désoxyribonucléique

_C NH° “N CH oY
\N=c: ;c-u’ o
N0 V7N
\c_c/
\
N NH, -~ 0\ CH, 0\ /0 <
I\ 7 N/ 7
C=C C=C /\
7\ N Y%
-, LTI
\_/ Y 2
N=CH ,/ N\ OJI‘
0 C/ \c
\C-C/
N\
0
" AU
HC=C c—¢” N P
cH /\.
\ N /Y
A o
BN PN |
Qe HN ¢’ ¢ "7 Diamétre
Ve—c/ (2,37nm)
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O Les ARNTt sont synthétisés, a partir de I'ADN, dans le noyau des cellules Eucaryotes.
IIs passent ensuite dans le cytoplasme, ou ils jouent un réle fondamental dans la
traduction.

-> ils apportent les acides aminés aux ribosomes pour construire les proteines.

- llIs sont qualifiés d'adaptateurs. 1l existe une soixantaine d'’ARNt différents.

O Lastructure secondaire du ADN est telle que les deux brins sont enroulés 1’un autour

Chacun des deux brins est orienté (5°—3”) dans le sens opposé a celui de 1’autre
brin(3’—5’). On dit qu’ils sont antiparalleles.

Pas de I'hélice
(3.4 nm)

Paire de bases

Squelette sucre-
phosphate

O Les bases azotées sont tournées vers 1’intérieur de la double hélice de fagon a ce que
chacune s’hybride avec une base de I’autre brin (A avec T, C avec G, etc..). On dit que
les bases successives de chacun des brins sont complémentaires.



1 tour = 3,4 nm

Y

A

O Elles s’enroulent autour d’un axe imaginaire pour constituer une double hélice a
rotation droite (Forme B).

O La double hélice a un « pas » de 3,4 nm c’est a dire qu’il y a environ 10 paires de
nucléotides pour chaque tour d’hélice.

Propriétés physico-chimiques de I'ADN

O Solubilité

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

» |l précipite en présence d’éthanol et d’une
forte concentration saline.

- Cette propriété permet sa purification.

O Absorption de la lumiére ultraviolette

Rq : En générale, les polynucléotides et les acides nucleiques absorbent moins que leurs
constituants, les nucléotides.

O L’ADN dans sa forme native (double brin) absorbe moins par nucléotide a 260 nm
que la forme dénaturée (chaines individuelles).

1.0 ’j DN double brin @ 25°C -
'\ 82°C (dénaturé)
) ydrolyse enzymatique

0.5 I+

_______

Absorbance

1
180 200 220 240 260 280 300
Wavelength (nm)

(D’aprés I. Tinoco, K.Sauer & J.C. Wang, Physical Chemistry:
Principles & Applications in Biological Sciences, 3é éd, 1995)
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9

La propriéte d'absorption des purines et pyrimidines dans I'UV a 260 nm, et les
protéines a 280 nm permet :

de doser les acides nucléiques (C: concentration),

et aussi d'estimer la contamination par les protéines lors de la purification des acides
nucléiques.

C= Azag*DF*lOO (unité: ug/ul A: Absorbance, DF: facteur de dilution)
P (pureté) = Aggo fAzgg (Une solution d'ADN est considérée puresi 1.75P <2)

Dénaturation thermique

Si une solution d’ADN est chauffée, a une certaine température, les liaisons hydrogéne
qui assurent la cohésion des 2 brins appariés se rompent.

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

La température de fusion ou Tm est la température a laquelle la molécule d’ADN est a
moitié désappariée

Les régions riches en A et T s'ouvrent plus rapidement que celles richesen C et G

Il ya une augmentation de I'absorption a 260 nm.

o

A ADN Double hélice
100 — LI UL ] ] ] ) T e W ) J
I <« < < \ 1 A\ A C | | « < « <« <«
L o« 1 \ I I G \ I « « « « .
& i el ) o o A ol ol e
o Tt
£ 754 Partie riche en AT
3 Chauffer (s'ouvre en premier)
o At
$ ADN
: simple brin CCCA VAT AL LS &
g S0fececenienena.. A GGG s T CGCCOG
) I I G ]
g L1
2 ADN
] double brin
§ 25+ OIS Chauffer plus
[
\NC « <« 1 \ 1 I &G A I <« . « « «
oy S AR ol o ek R e e Y Rl o
0 g P S U rE O WE P AN SR RO R R G e
Tm Température FCCCATAACTAGCGGC

ADN Simple brin

La dénaturation et la renaturation des brins d'/ADN en solution sont des propriétés
critiques pour diverses fonctions biologiques normales (réplication; transcription
...etc.)

Facteurs de variation du Tm d'un ADN

La température de fusion est influencée par plusieurs facteurs:

>

le Tm dépend du pH et de la force ionigue.

16



> le Tm dépend de la teneur de I'ADN en GC: le Tm augmente de 0,4°C lorsque le %
de GC augmente de 1%.

O Facteurs de variation du Tm d'un ADN

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

O Applications
la mesure du Tm permet d'avoir une idée de la composition en bases de I'ADN.

> le % en GC est utilis¢ comme critére de classification des bactéries. En effet, des
espéces d'un méme genre bactérien ont des % en GC proches.

O Renaturation
Une solution d'’ADN dénaturée peut étre Renaturée.
2 cas sont possibles :
> Refroidissement rapide : L'ADN reste dénaturé en grande partie.

> Refroidissement lent : Les 2 brins complémentaires se réassocient et on retrouve
I'ADN db de départ. L'ADN est dit renaturé ou encore rehybridé

Topoisomeres
Définition

O On considere 2 molécules d'ADN bicaténaire circulaire ayant exactement la méme
séquence de bases. Elles peuvent différer entre elles par ce que I'on appelle le nombre
d'enlacements (surenroulement), c'est-a-dire le nombre de tours que fait I'un des brins
autour de l'autre brin.

- On appelle alors «topoisomeéres» 2 ADN ne différent que par le nombre
d'enlacements.

Différents états de topoisomeére

> Etat relaché:

la contrainte (ou la tension) est minimale. C'est la configuration la plus stable de la double
hélice et c'est celle qui est adoptée le plus souvent par I'ADN dans la cellule. Elle s‘observe
pour 10 pb par tour.

> Etat surenroulé:

I'axe de I'hélice peut s'enrouler sur lui-méme en formant une superhélice. 1l existe deux
possibilités de surenroulement.

17



= Surenroulement positif: une augmentation du nombre d’enroulements dans la méme
direction que la rotation de I’hélice B (rotation droite).

Relaxee Torsadee i Super torsadee

= Surenroulement négatif: I'axe de I'hélice s'enroule dans le sens opposé a celui de la
double hélice, selon une superhélice «négative», gauche = Il y a donc au niveau de
I’ADN relachement.

Topoisomérase

O Définition

Ce sont des enzymes qui modifient le nombre d'enlacements. Elles peuvent introduire ou
éliminer des supertours dans une double hélice d'ADN.

—>Pour modifier le nombre de supertours, il faut obligatoirement couper 1 ou 2 brins.

O Les différentes topoisomérases

Il en existe de 2 types:
O Les topoisomérases I:
O Elles ne coupent qu'un brin de I'ADN bicaténaire.
O Lacoupure d'un des brins se fait au niveau d'une liaison phosphodiester,
o

Le brin coupé peut alors tourner librement autour du brin intact, puis la liaison
phosphodiester est rétablie.

O Ces topoisomérases peuvent agir sur de I’ADN superenroulé positif ou négatif.
O Les topoisomérases Il :

Elles coupent de maniére transitoire les deux brins de I’ADN, puis les ressoudent et agissent
uniquement sur I’ADN superenroulé négatif.

O Rdle des topoisomérases

O Les deux types de topoisomerases ont une importance capitale dans la réplication, la
transcription et la recombinaison de I’ADN. chez les procaryotes et les eucaryotes.

18



CHAPITRE.Z2
EXPRESSION DE L'INFORMATION GENETIQUE

I. TRANSCRIPTION
DEFINITION

O Latranscription est un mécanisme faisant intervenir un systéme enzymatique, qui
convertit I’information génétique d’un segment d’ADN en un brin d’ARN
complémentaire (simple brin).

O Cette molécule est appelée transcrit.

DONA

l [TRANSCR\PTION
WANA

Geénes

O Ily a3 milliards de paires de bases (pb) dans le génome mais toute 1’information n’est
par transcrite.

O Les portions qui sont transcrites sont appelées les genes.
Définition:

O Le gene est l'unité fonctionnelle de l'information génétique. Il est constitué d'un
ensemble de nucléotides qui contient toutes les informations nécessaires pour
transcrire un ARNm

Brin sens & Brin antisens
O Tout I’ADN n’est pas transcrit seuls les génes = exons.
O En plus méme si I’ADN est double brin seul un brin est transcrit ou copié en ARNm.

O Les genes sont situés sur les deux brins de I’ ADN, de gauche a droite ou de droite a
gauche, indifféremment.

O Le ARNm est complémentaire et antiparalléle au brin d’ADN transcrit (nommé: Brin
antisens)

O Le ARNm est identique a I’autre brin non transcrit (nommé: Brin sens).
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5....AGCTTAACGCGTA....3  brin d’ADN sens=non transcrit
3...TCGAATTGCGCAT... 5 antisens=transcrit.

5...AGCUUAACGCGUA....3 ARNm

Les Eléments Nécessaires

O Les Ribonucléotides

» Pour la syntheése d’ARN, les ribonucléotides rentrent sous forme triphosphate (ATP,
CTP, GTP, UTP),

ce qui amene 1’énergie nécessaire a la polymérisation par libération d’un pyrophosphate.

ADNdb (matrice)
.+.

ATP, GTP, CTP, UTP

~
ARN polymerase

.
Pi«-

ADNdb + ARNsb

O L’ARN polymerase ADN-dependante

» L’ADN double brin sert de matrice a I’ARN polymérase qui synthétise un ARN
simple brin dans le sens 5’->3’griace a 1’énergie apportée par le relargage du
phosphate.

» [!JL”ARN polymérase n’a pas de fonction d’édition !!
> Roble ARN polymérase

L'ARN polymérase assume de multiples fonctions dans le processus de la transcription :
» Elle cherche les promoteurs

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

+1(Site d'initiation de la transcription)

PromoteurV
—_— R R = lacZ =
Site CAP Opérateur
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o

Ro6le ARN polymérase (suite)

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

Elle sélectionne les NTPs corrects et catalyse la formation des liaisons phosphodiester.
Elle détecte les signaux de terminaison.

Elle interagit avec les protéines de régulation de I'expression génétique (activateurs,
répresseur).

Les ARN polymérases réalisent les mémes reactions dans toutes les cellules
procaryotes et eucaryotes.

Chez les procaryotes

o

o

Il n’existe qu’une seule ARN polymérase, constituée de plusieurs sous unités: oz, f3,
B’et o (=>c’est un complexe multimérique).

Cette enzyme a deux dénominations: enzyme cceur ou holoenzyme, selon sa
constitution

Au niveau de ARN polymérase Il existe :

2 a : Assemblage de I’enzyme, assure la liaison
au promoteur.

1 B : Assure la liaison des nucléotides.
1 B’ : Assure la liaison a la matrice d”’ADN.

1 o : Assure la reconnaissance du promoteur,
initiation de la transcription.

Le complexe holoenzyme correspond a 1’association des sous unité, oz, B, B’ et . Il
initie la transcription.

Puis le facteur o est relargué pour former I’enzyme cceur (constituée des sous unités
az, B et B7), qui synthétise tous les ARN

Holoenzyme
(initiation de la transcription)

Facteur o

Enzyme coeur
(synthése ARNm, t ou r)
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(a) RNA polymerase binding (b) Initiation
to promoter

-35 -10
Complexe Holoenzyme Enzyme Cceur

ARN polymérase Chez les eucaryotes

O |l existe 3 ARN polymérase différentes, localisées dans le noyau cellulaire. Chacun de
ces ARN est spécialisé dans la synthese de certains transcris.

3 Enzymes Localisation nucléaire i

Nucléoplasme

ARN Polymérase | Nucléole

ARN Polymerase |l Nucléoplasme

Pore nucléaire

ARN PO'ymérase 1] Nudéoplasme Enveloppe nucléaire

Réticulum endoplasmique rugueux

O ARN-polymérase I synthétise les ARN ribosomiques (18 S, 5.8 S, 28 S).

O ARN-polymérase Il synthétise les RNA messagers qui contiennent 1’information
destinée a la traduction et certains des ARNsn.

O ARN-polymérase 111 synthétise les petits ARN (ARNt, ARNr 5 S, ARNsn).

O RNA-polymérase 1V spécialisé dans la transcription de I’ADN mitochondrial.
[!'] La transcription chez les procaryotes

» se fait au niveau du cytoplasme,

> elle est polycistronique—>car plusieurs génes peuvent étre transcrit par la méme
polymérase.

['] Par contre chez les eucaryotes

> elle se fait au niveau du noyau,
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A\

et une polymérase transcrit un seul gene, on dit qu'elle est monocistronique

La synthése de ’ARN:

Ne nécessite pas d’amorce

Se fait dans le sens 5°=>3’

Se fait de manicre antiparallele a I’ADN matrice et
complémentaire de I’un des deux brins de I’ADN

Incorpore des ribonucléotides

Hybride ARN/ADN grace a des liaisons
hydrogenes entre dNT et NT

ADN

G « >
C - -
T

A T

. TRANSCRIPTION CHEZ L ES PROCARYOTES

o

o
o
o

La synthese de I'ARN, comme presque toutes les réactions biologiques de
polymeérisation comprend trois étapes:

I'initiation,
I'élongation,

et la terminaison.

1. Initiation

o

ARN polymérase se fixe a I’ADN au niveau d’une courte
séquence d'ADN placée juste avant le début du gene
= promoteur reconnu par le facteur e.

1. Organisation d’ un géne bactérien

promoteur

Région transcrite

terminateur

Site d’initiation
de la transcription

Matrice de
synthése de I' ARN

Séquence signal pour la
liberation de I’ ARN pol

ARN

crXr o0

R : Pour un géne donné : convention +1 c’est le lieu ou la transcription est initiée. Donc le nt +1 est
le premier nt transcrit sur I’ARN, et donc le ribonucléotide incorporé en 5’ du futur transcrit. Avant ce
site, toutes les paires de bases sont numérotées de maniére négative.
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promoteur  région transcrite

rin sens -35Pb -10Pb 1Pb

';’ 3"
o I

3’ 5

1er site de Boite T

fixation

S Début de la transcription

Sens de la transcription

|

Formation du complexe ARNpol/ADN
m) ouverture de la double hélice

Reconnaissance des séquences promotrices

O L’ARN polymérase sous forme holoenzyme reconnait et se fixe sur la séquence -35
de ’ADN génomique, on obtient un complexe binaire (dit ferm¢) : enzyme+ ADN.

O Ensuite, ’ARN polymérase migre et se déplace jusqu’au promoteur -10 (boite de
Pribnow).

50 | Promoter | i3
sk -

15+
complexe fermé \L
L3 ] 5

Rq : Le core-enzyme a une affinité faible pour les séquences d’ADN double brin. Par contre
la présence du facteur sigma dans I’holoenzyme confere a I’ARN polymérase une trés forte
affinité pour le promoteur

DNA template

Début de la polymérisation

O L’ARN polymérase ouvre la double hélice de ’ADN génomique sur une courte
région.

O On a donc un passage a 1’état simple brin, pour permettre la lecture de I’ADN par
I’ARN polymérase
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complexe ouvert

e
n ‘

£
15

Purine NT'P

- 1 >
sl - S - »°

formation du Primer

NTPs

O L’initiation va durer le temps que la polymérase associe 7 ou 8 ribonucléotides sous
forme d’un polymére hybridé au brin matrice.

O Le facteur o va étre libéré.

O L’ARN polymérase adopte donc sa conformation ceeur, pour poursuivre la synthése de
I’ARN.

v
" : 9—"’
sl N /—]-_-

Dissociation du facteur o Y

2. Elongation

Il 'y a incorporation du premier ribonucléotide sous forme triphosphate, puis création de la
liaison phosphodiester au niveau du 3’-OH avec un autre ribonucléotide qui va libérer son
pyrophosphate, ce qui libére 1’énergie nécessaire a la réaction.

O La synthese se fait par I’ARN polymérase cceur dans le sens 5’23,

O avec une progression de I’ARN polymérase et de la boucle de transcription en
supprimant les liaisons hydrogene.

O Une fois la séquence transcrite, I’ADN se renature spontanément.

- La polymérase parcourt le géne entier jusqu'a rencontrer une séquence dite de
terminaison.

Au fur et a mesure que la boucle progresse au sein de la double hélice d’ADN, des torsions
de I’ADN sont induites. Il y a alors nécessité de I’intervention d’une topoisomérase pour
supprimer ces tensions et ces torsions.
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Sens de progression de I'ARN-polymérase

>
Réassociation Dissociation des

g deux brins d' ADN deux brins d'ADN
= ARN-pol
E- ; depeu(l,\ll’l(l)ev(l;r l]'-l\ssN
= Topousomerase /

[ 11

(@] S

v 5

= | I | NHER

o

| -

4
" sl
Q) Cs > brin matrice

(lude 3’ vers 5'par

 — ARN en cours la polymérase)

< de synthese

>

Hybride ADN-ARN
(local et transitoire)

['] Topoisomérases précedent et suivent la polymérase
['] La transcription par la polymérase se fait a une vitesse d’environ 30 nucl/sec.
['] Le premier NT est sous forme triphosphate.

3. Terminaison de la transcription

L’ARN polymérase reconnait sur I’ADN génomique en cours de lecture des séquences
particuliéres : les signaux de terminaison de transcription, qui aboutissent a I’arrét de la
transcription, a la libération de la molécule d’ARN et & la dissociation de 1’enzyme Vis-a-
vis de I’ADN matrice en cours de lecture.

O La terminaison est un processus conduisant a la dissociation des sous unités de
I’ARND apres la rencontre des signaux de terminaison.

Deux mécanismes :
» Meécanisme direct : Rho indépendant.
» Mécanisme indirect avec une protéine Rho a activité ATPasique: Rho dépendant.

Meécanisme direct : Rho indépendant

O Terminateur intrinséque

—->Sites spécifiqgues de terminaison: constitué de 3 segments caractéristiques (région
palindromique)

O Deux séquences répétées inversées particulierement riches en G et C, séparées par un
court segment
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O cette région palindromique est terminée par un segment de bases répétées d’une série
de 6 a 8 bases A sur le brin matrice codant pour un poly-U (région de faible énergie)

)

Brin matrices . rA ATTTCCGAGGAAAACCTCGGAAAAAAAAA 5°
Brinsens | 5ATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTIT 3’

Apres transcription de
la région de terminaison

ARNm i !

Ce palindrome imparfait adopte une structure secundo-tertiaire dite en épingle a cheveux,
avec établissement local de liaisons hydrogene intra-chaines, ce qui stabilise la structure.
Cette séquence est suivie en 3’ par une succession de nombreux uraciles.

La structure en épingle a cheveux entraine I’instabilité de ’hybride ARN-ADN et provoque
donc une dissociation de I’ARN polymérase.

On a ainsi un arrét de la progression de ’ARN polymérase, donc la libération de ’ARN
synthétise et la dissociation de ’enzyme de I’ADN génomique.

Epmgle & cheves

‘ Arrét de I'ARN pol
Dissociation ARN/ADN

e Nombreux Uen 3

Séquence de I'ARN transcrite

O Structure en tige-boucle ou en épingle a cheveux—> déstabilise le complexe.

Signal de terminaison
sur I'ADN

3

Apparomanl

Palindrome imparfait ondrno SO

Alsle k" Ne e N

CAAUCCTACA

-

O Séquence ARN se termine par un poly U (région de faible énergie).

- Détachement de I’ARN polymérase.

27



Self- 5 3
complementary RNA
sequence

Hairpin loop

(GC-rich)
( uA |
UA
UA ‘
\ A | ’
‘, UuAA | 5
\“ U /1
/
/ / UUUUUU
RNA R 3
polymerase
3 5

Meécanisme indirect: Terminaison Rho dépendante

Ce mécanisme se met en place lorsque la transcription du signal de terminaison n’est pas
suffisamment instable pour arréter la transcription.

Certains terminateurs possedent trop peu de G/C dans la région correspondant a 1’épingle a
cheveux pour la formation de cette structure.

O C’est un mécanisme Hélicase ATP dépendante

Les hélicases sont des protéines qui utilisent I'énergie d'hydrolyse de I'ATP ou du GTP pour
catalyser I'ouverture d'acides nucléiques (ADN ou ARN) appariés sous forme double brins.

» Fixation a ’extrémité 5° de ’ARN,

» Migration le long de I’ARN,

> Localisation du complexe de transcription et le déroule
—>Libération de I’ARN nouvellement synthétisé
Les inhibiteurs spécifiques de la transcription

O Groupe Rifamycines:

Inhibiteur de I’ARNp en se fixant sur la sous unité .
O Streptomycines:

Inhibiteur de I’ARNp en se fixant sur la sous unité  (site différent des rifamycines)
O Actinomycines:

Inhibition de 1’¢longation en se fixant a I’ARN sur les paires de bases GC
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111. TRANSCRIPTION CHEZ LES EUCARYOTES

Differences entre la transcription chez les eucaryotes et les procaryotes:
O Localisation cellulaire :
= Chez la bactérie, elle s’effectue dans le cytoplasme.
= Chez les eucaryotes, elle s’effectue dans le noyau cellulaire.
O ARN polymérase :
= Chez les procaryotes : 1 seule.
Chez les eucaryotes : 3 (+1 extra nucléaire)
O Chez les eucaryotes uniquement :
1-Trois étapes: Initiation, élongation et terminaison.
2- Les modifications post-transcriptionnelles

= Evénement de maturation d’un précurseur d’ARN, qui est appelé transcrit primaire et
qui nécessite des modifications pour devenir mature donc fonctionnel.

Particularités du génome des eucaryotes
» Diploide
> Eclaté ou en mosaique: introns et exons

Unité de transcription est monocystronique

5 Brin d'ADN
Promoteur Signal de polyadénylation ion intiecrt
5 Exon Intron 3
3 5'
e ! Cistron
Sens de la transcription transtription
*\/
Coiffe Queue poly-A
5 _ ARNnh
!
épissage
w5
L = S S i e— ok

O Structure de promoteur de I’ARN plymérase 11

O Boite TATA riche en thymine et adénine: TATAAAA
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—>la plus importante, est située vers -25 a -30 nucléotides du site de démarrage de la
transcription (noté +1) ;

O Des éléments proximaux : Boite CAAT et Boite GC

—110 — 40 =30 —25
5 GGCCAATCT CGGCGG } Départdu RNA -3¢
Boite CCAAT Boite GC Boite TATA

O Boite CCAAT (facultative), contenant de la cytosine, est située vers -120 a -80
nucléotides du site de démarrage de la transcription.

O Boite GC (facultative également), riche en guanine et cytosine (-40) peut étre présente
entre la boite CCAAT et la boite TATA.

O Role:

—> stabilisation du complexe ADN-ARNp

- régulent la fréquence d’initiation de la transcription.
Initiation

O 6 facteurs de transcription généraux (“Transcription Factor” : TFII-A, TFII-B, TFII-
D, TFII-E, TFII-F et TFII-H) doivent d'abord médier la fixation des ARN polymérases
et I'initiation de la transcription.

O Le complexe complet [ARN polymérase+facteurs de transcription+séquence ADN
du promoteur]

-> est appelé complexe de pré-initiation de la transcription.
O Ce complexe assure :

> le chargement précis de I'ARN polymérase 11 (Pol I1) sur le bon site de démarrage de
la transcription

la déshybridation (ouverture) de I'ADN au niveau du promoteur
le relarguage de ARN Pol Il du promoteur

Certains de ces facteurs ont un role particulier :

vV O V V

Le facteur TFIID: est la premiére protéine qui reconnait la séquence de I'ADN
initiatrice de la transcription (la boite TATA).

TFIID é
TBP

+1
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> Le facteur TFIIB semble impliqué dans la sélection précise du site d'initiation
(nucléotide a partir duquel se déroule la transcription).

. -

TFIIB
TBP

+1

O Le facteur TFIIH

une activité hélicase: permettant I'ouverture de la double hélice d'ADN au niveau du
promoteur,

> et une activité kinase responsable de la phosphorylation de I'ARN polymérase II.

->Cette phosphorylation provoque une modification de la structure tridimensionnelle de
I'ARN polymérase qui entraine la dissociation du complexe d'initiation et le début de la
transcription.

=
h L] P
\\E' ARN
5,

Elongation fait intervenir :

4. phosphorylation
transcription

O Des facteurs protéiques d’élongation, qui permettent le maintien le plus longtemps
possible de I’ARN polymérase II sur I’ADN matrice : ils augmentent la processivité.

O Des topoisomérases, qui permettent 1’élimination des surenroulements positifs créés
pars 1’avancée de I’ARN pol II.

O Des facteurs protéiques de correction, qui stimulent la fonction de correction de 'ARN
pol 11.

La terminaison de la transcription

O Elle s'effectue selon différents processus, qui dépendent de la polymérase employée.

O En ce qui concerne Pol Il le signal de terminaison—->
séquence de 6 pb a la fin du géne reconnue par ARN-endonucléase.

O Laterminaison est couplée a la maturation des ARNm (modification post-
transcriptionnelle).
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Maturation des Transcrits

Transcription
and 5 capping

DNA v »

5v O — — ——/
7 Exon Intron
+_Capping 5' Cap
RNA polymerase
Completion of [
- = primary transcript |
'Po‘yaderLYIaTlon Primary wér Noncoding
transcript end sequence
5 o 3
. i Cleavage, '
P EE'ssage polyadenylation, \.\
and splicing >
Mature 3 " /
mRNA 5 | ¢ - AAA(A), 37

Maturation des Transcrits

La maturation de la plupart des transcrits primaires porte sur 3 points :
O la formation d'une structure particuliére (coiffe) en 5'.
O [I'adjonction d'une séquence polyadénylée en 3'

O [I'épissage : excision des introns et jonction des exons.

a. Ajout de la coiffe en 5’ (= cap)

FH3
N+
HN | \>
)\\
HoN N N 0 0 0
—_p —(\—pP —() —pP — Base 1
0O—P—0—P—0—P—0
0 I | I o
o o] o
OH OH 0 Oo
) _! __ CHs
7-methylguanosine O=p—0
o]
Base 2
o)
? O~cHs

La coiffe est présente sur tous les ARNm eucaryotes (qui proviennent de la transcription par
I’ARN POL II uniquement).
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a. Ajout de la coiffe en 5’ (= cap)

Au cours de la transcription, lorsque les ARN atteignent 20 a 30 nucléotides de longueur,
1. Elimination d'un phosphate en 5’ du premier nucléotide triphosphate

2. Soudure d’une 7-méthyl-guanine (GMP méthylée sur ’azote en 7)

w

Me¢éthylation en 2’ sur les riboses des 2 premiers nucléotides dans la plupart des
ARNM.

La coiffe a pour role de permettre :

La distinction (au niveau de la cellule) entre les ARNm et les autres ARN

< X O

L'export dans le cytoplasme de 'ARNmM pour traduction
v Augmente Pefficacité de la traduction

Stabilise I’extrémité 5’ des ARNm

b. La queue poly(A) : coupure et polyadénilation des ARNm

O A la fin de la transcription, I’extrémité 3’ de ’ARNm est clivé au niveau d’une
séquence conservée hexamérique (AAUAAA).

O Puis une extrémité poly A est rajoutee.

Caractéristiques :

O La longueur de la queue poly A varie de 100 a 200 nucl.
O Absente chez les ARNt, les ARNr et les ARNm codant pour les protéines histones
O La queue polyA sera raccourcie dans le cytoplasme

Ro6le de la queue poly(A)

O Attachement de ’ARNm a la membrane de RE
O Transfert de ’ARNm au cytoplasme
O Stabilisation de ’ARNm
C. Epissage
O (’est un mécanisme qui aboutit a
» 1’excision des introns (les parties du géne qui ne codent pas un polypeptide)
> etalaligation des exons (les brins codant)

pour aboutir a un ARN fonctionnel et mature.
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ARN pré-
messager

ARN
messager

Ea n Intron I Exon Intron FH
L k

51
UTR Epissage ¢ Maturation UuTR

Elément : :
coiffe | §,:qulation | Exon : Exon i Exon AAAAAAA
traduction : : queue
5 T polyA
UTR Séquence codant TR

la protéine
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