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“emon  LE DOGME CENTRAL DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE

La synthese d’une protéine est le résultat de plusieurs étapes résumées dans le dogme de la biologie moléculaire :

ADN ARN Protéine

Transcription \VB Traduction - -y.«-.«-,:gy
)
ARN Polymérases B
. &

Réplication
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e NOTION DE GENE

La notion de gene est essentielle en biologie. Le mot gene vient du grec genos = espéece. A l'origine, ce
terme désigne I'information recue des ascendants et transmissible aux descendants.

Au sens structural du terme, la notion de gene est issue de la transcription. On appelle gene I'ensemble des
séguences d’ADN indispensables a la transcription d’une région d’ADN. Les genes, qui codent des protéines,
sont constitués de deux parties :

» Une région transcrite :

Il s’agit de la région qui sera transcrite en ARN. Elle est bornée par deux séquences essentielles :

- Le site de début de transcription = site d’initiation de la transcription,

- Le site de terminaison de la transcription.

La séquence de cette région est essentielle car elle code la séquence en acides aminés de |la protéine a
synthétiser, s'il s'agit d'un ARNm. Mais il peut également s'agir de genes codant les ARNt, les ARNr et les

autres ARN...

» Une région régulatrice (dont le promoteur) :
Cette région est située en amont de la région codante. Elle permet l'initiation de la transcription ainsi que
son controle (auquel il faut ajouter d’autres séquences régulatrices modulant le niveau de transcription)

N. DUBOIS



“ramon . STRUCTURE TYPE D’UN GENE

Démarrage

Complexe basal
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Région Promoteur

: . Partie transcrite
régulatrice basal
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Promoteur
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La transcription
de '’ADN

N. DUBOIS

ELEMENTS NECESSAIRES A LA TRANSCRIPTION

La transcription nécessite :

» Une ARN polymérase ADN dépendante :

C’est 'enzyme qui utilise I'ADN simple brin (comme pour la réplication, une dénaturation locale de la
molécule d'ADN est nécessaire) mais elle polymérise des ribonucléotides en regard des
désoxyribonucléotides de 5’ vers 3’. Le fonctionnement de cette enzyme nécessite du Mg?*.
Contrairement aux ADN polymérases de la réplication, les ARN polymérases de la transcription ne
nécessitent pas d’amorce pour leur fonctionnement. De nombreuses autres enzymes interviennent
également (déroulement et ouverture de 'ADN, régulation de la transcription...).

» Une matrice ADN = le gene

Un seul brin d'ADN est transcrit, c'est a dire sert de modele a la polymérisation des ribonucléotides :

* Ce brin est appelé brin transcrit ou brin antisens. Il est présenté dans son orientation 3’'->5’.

* Le brin complémentaire est appelé brin sens ou brin codant car il possede la méme séquence que
I’ARN (a I'exception des T de 'ADN remplacés par des U dans '’ARN). Il est présenté dans le sens 5'—>3’.

» Des ribonucléotides triphosphates précurseurs



“wmon - BRIN SENS ET BRIN ANTISENS

Promoteur Partie transcrite

. ATG TGA  Brinsens ou brin codant

: 5P CGAT | 3'0H
Gene 304 GCTA 5P

Co mple xe Brin anti-sens ou brin matrice

basal AUG UGA

La synthése d'ARN commence au site +1 (lere base transcrite).

Le brin sens a la méme séquence que I'ARN synthétisé (en remplagant les T par des U).

N. DUBOIS



“wwon - MECANISME GENERAL DE LA TRANCRIPTION

3 étapes :
1. Initiation 2. Elongation 3. Terminaison

ANA polymerase Start site Stop site 3
on template on template

INITIATION strand strand
B Poiymerase binds to g ‘ | 5
promoter sequence A \ OGN\ AN ANV
in duplex DNA 3 - E

"Closad complox”

Promoter

Polymerase melts
duplex DNA near
transcription start site
forming a transcription
bubble. *Open
complex*®

La réaction de
polymeérisation

E] Polymerass catalyzes
phosphodiester linkage
of two initial INTPs.

L

ELONGATION

AZsnmn s~p-vIe~ P20

B Polymerass advances 5 ewn o et ad
3" 5' down template y YRR : COROUOR( 3
strand, melting duplex
DNA and adding rNTPs Nasoent - DNA-RNA
10 growing RNA. RNA & hybrid region

TERMINATION ' 5
e 3 WRORRBIIVRINRY
B At transcription stop site, 2 / N
polymerase releases , \
completed RNA and 5\ F J
dissociates from DNA.

Completed
RNA strand

Lodish, H., e7 al (2004) Molecular Cell Biology

N D U BO I S Lodish, H., ef a/ (2004) Molecular Cell Biology



1. LA TRANSCRIPTION PROCARYOTE
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“rvon LARN POLYMERASE BACTERIENNE

initiation, interaction avec
protéines régulatrices

«q«»
L'ARN polymérase dE.coli est une enzyme assez complexe composee
de quatre sous unités :

initiation et éilongation

Le core-enzyme (o fp’) a une grande affinité
pour I’ADN (Kp = 10-"* mol/L) mais aucune speécificiteé de fixation. f

Le(s) facteur(s) sigma o (rpoD), est capable, in vivo dassurer la A
reconnaissance de séquences spécifiques situées léegerement en -
amont du point d'initiation de la transcription : les promoteurs.

O o assure la specificité de fixation au promoteur car il . = liaison & I'ADN
possede une hélice o qui se fixe specifiquement a une | P
séquence du promoteur. '
O Il existe plusieurs facteurs o qui permettent alors _
l'expression specifique de groupes donneés de genes en@ o D = reconnaissance du promoteur

fonction de la sequence promotrice.

L'installation de UARN polymérase au niveau précis de ces promoteurs (grace au facteur o) va permettre la
transcription du bon brin en commencant par le bon nucléotide. Cest le point crucial de l'initiation. Au

demarrage de l'élongation, le facteur o quitte le complexe.

N. DUBOIS



La transcription

de TADN LARN POLYMERASE BACTERIENNE

Ce qu’une ARN polymérase [a,BB’w] ne sait pas faire !

»| reconnaitre spécifiquement le site de démarrage de la transcription

»| ouvrir efficacement la double-hélice
» franchir efficacement certaines séquences nucléotidiques

»/terminer la transcription au site de terminaison spécifigue

[0,f’Bw] est donc une unité catalytique, qui a besoin de facteurs auxiliaires
permettant de conférer la spécificité et I’efficacité de la transcription.

Ces facteurs sont appelés « facteurs généraux de transcription ».

N. DUBOIS



“rvon LARN POLYMERASE BACTERIENNE

Activité catalytique : coeur de I'ARN polymérase loBB'®

Initiation de la transcription : holoenzyme aloBB'@G (475 kDa)
o : RpoA (40 kDa) — NTD : dimérisation - CTD : liaison ADN
B : RpoB (155 kDa) -
B' : RpoC (160 kDa)} Site catalytique
® : RpoZ (10 kDa)
G : RpoD (70 kDa)

Affinité 0LLBR'OC / Affinité aL,BR ® :
1/10 000 pour I'ADN en dehors des promoteurs
1000 pour les promoteurs

.
Nuckotides

N. DUBOIS Lewin, B. (2004) Senes




“wwon . INITIATION DE LA TRANSCRIPTION

Fixation de I’ARN polymeérase sur un promoteur

Promoteurs procaryotes

Le promoteur d’un gene correspond a l’ensemble des seéquences permettant l’initiation de la
transcription. C’est au niveau de ces séquences que |’ARN polymérase se fixe durant la phase d’initiation.

Plus d'une centaine de promoteurs d'E.coli ont été séquences et l'alighement des sequences par rapport au
point de départ de la transcription fait ressortir ce que l'on appelle des séquences consensus c'est a dire
qui se retrouvent tres fréequemment, au méme endroit dans les différents promoteurs.

Transcription
s aw
GTGCGTG \ ATTTTA CCTCTGGOCGGT GG TTGCAITGTACTAAGGA APy
GGCGGTG TAAATA CCACTGGCGGT GA GCACATCAGCAGGACG AP,
TGAGCTG ATTAAT CATCGAACTAG AG TACGCAAGTTCACGTAA mp St +1
CCCAGGC CTTTAT GCTTCCGGCTCG GT GTGGAATTGTGAGCGG  Jac I e
CCCAGGC ( CTTTAT GCTTCCGGCTCG GT GTGGAATTGTGAGCGG lacUVS —
ATCCTAC CTTTTT ATCGCAACTCTC TTCTCCATAICCCGTTTITTTT ara BAD
TTTCCTC GGCCGG AATAACTCC(C GCGCCACCACTGACACGGAA mAl 't d dl g d I
TAAATGC CTGTAG CGGGAAGGCG GG ACACCCOCGCGCCGOCTGA A2 SI e e emarra e e a
TCCATGTIC A TTTCGCATCTTTGTTATG TA TTTCATACCATAAGCC galPl transcription
TTATTCC CACTTT TCGCATCTTTGT AT GGTTATTTCATACCAT galP2
Consensus
QUenG
=38 region =10 region +1

Boite -35 Boite -10

La boite -35 permet la reconnaissance du promoteur par le facteur o
La boite -10 permet l'ouverture de la double hélice d’ADN une fois que I’ARN polymérase s’est fixée au promoteur.

N. DUBOIS La région de 15 a 17 pb intercalée entre ces deux boites est appelée séparateur.



“wwon . INITIATION DE LA TRANSCRIPTION

Fixation spécifique de I’ARN pol sur le géne a transcrire grace aux facteurs sigma

L'ARN polymeérase bactérienne est capable de transcrire de nombreux genes différents.

Ftant donné que le facteur sigma régule la spécificité de reconnaissance du promoteur, cest ce
facteur qui dirige la polymérase vers les genes quelle doit transcrire. La bacterie dispose de
plusieurs types de facteurs sigma, et chacun est spécifique d'un type de promoteur.

Importance du Facteur Sigma

ARN

Facteurs o chez E. coli

Géne Active Masse  Situation  Séquence -35  Séparation  Séquence -10

rpol TOkD Général TTGACA 16-18 pdb  TATAAT - AN - 570

rpoH KD Stress  CCCTTGAA 13-15pdb  CCCGATNT Facteur géneral : 0

rpoE 24 kD Stress Inconnue Inconnue  Inconnue - Situation de stress : 032 et 0%
fliA 28 kD Flagelle CTAA 15 pdb GCCGATAA

N. DUBOIS



La transcription
de '’ADN

N. DUBOIS

E 3 [\

Etapes de la fixation

RNA polymerase Start site Stop site
ontemplate  on template
strand strand

1 : 5!
R [ J wm mx
Sr.;..-:x' { W w..-u LWLV fsf
Transcription

bubble

o) NN O

ML )
-3

bl L

INITIATION DE LA TRANSCRIPTION

Une hélice o de la sous unité ¢ reconnait une séquence
specifique sur le promoteur et permet la fixation de
ARNpol en amont de la séquence a transcrire. On parle
de complexe fermé de transcription.

Puis, la polymérase provoque louverture de la double
helice en amont du point d'initiation de la transcription
sur une longueur denviron 17 pb

On parle alors de complexe
ouvert de transcription

Enfin la polymérase catalyse la formation d'une liaison
phosphodiester entre les 2 premiers ribonucléotides
incorporés au niveau du site catalytique par
complémentarité avec les 2 premiers nucléotides de la
séquence a transcrire sur le brin non codant.

Depart de la sous unité sigma.



“wwon . INITIATION DE LA TRANSCRIPTION

Initiation RPwIT

Elongation

Brownirg, D. F., and Busby, 5. J. W. (2004) Net. Rev. Microbiol 2, 1-9.

N. DUBOIS

[1] assemblage de I’holoenzyme facteur « core-enzyme »
d’initiation o,pp’
[2] recrutement de I’holoenzyme =
(3] fusion de ’ADN
[4] synthése abortive ou itérative
(6] départ (ou clairance) du promoteur oa,pp’
« holo-enzyme »
Empreinte Bulle @ s
complexe fermé
[-50, +20] 0 pb RP)
)
complexe ouvert
[-30, +20] 10 pb BEF: o
complexe ternaire
[-20, +20] 10 pb
(&
c
Complexe
40 pb 1842 pb ternaire en
¢élongation




La transcription
de '’ADN

N. DUBOIS

ELONGATION DE LA TRANSCRIPTION

NB : chez les Procaryotes, [élongation est couplée
avec la traduction.

5

a4

rewinding

of DNA
SADIDG, > mema
v.
promoter B 5 unwinding
region of DNA
A —
*.*' ribosome

binding site

Formation d’un brin d’ADN complementaire au brin non codant

La sequence de I’ARN en formation est imposee par la sequence d’ADN « lue » par la polymérase. En
effet, le nucléotide ajouté est le nucléotide complémentaire du desoxynucléotide porté par le géne :

Adénine Thymine Guanine Cytosine

2 liaisons H 3 haisons H

-

A—=U T—A G—-C CC—0G

liaisons
de

® |mportances des
hydrogenes responsables
|'appariement des bases

® ARN composé des bases AUGC alors
que [’ADN est composé des bases
ATGC




“wmon - ELONGATION DE LA TRANSCRIPTION

polymérisation
pause
Processus cyclique ou acycligue
arrét
translocation

»| Redémarrage aprés une pause :
- intrinséque : lent
- accéléré par un facteur d’élongation au sens strict (NusA-NusB-S10)

»| Redémarrage aprés un arrét :
- intrinséque : aucun (blocage transcriptionnel)
- accéléré par un facteur de clivage (GreA-GreB)

N. DUBOIS



“mmon - TERMINAISON DE LA TRANSCRIPTION

Terminateurs intrinséques
(a la fin de la plupart des unités de transcription)

Terminateurs Rho-dépendants
(infragéniques, rarement a la fin des unités de transcription : #rp ')

N. DUBOIS



La transcription
de '’ADN

N. DUBOIS

TERMINAISON DE LA TRANSCRIPTION

Terminaison intrinséque

LARN en cours de synthese forme une
structure tige-boucle qui provoque l|arrét
de la polymérase puis la dissociation du
complexe transcriptionnel.

», La structure de Pextrémité 3’ de ARN
est déterminante

; _structure en tige-boucle
" &

séquencea[ 3k
complémentalresl 1 E

poly U

», La terminaison intrinséque est un
processus bi-phasique

complexe ternaire
en élongation

4
arrét du complexe
ternaire

A
dissociation du complexe
ternaire

ARN ﬁl’ acteurs d’élongation
« core enzyme »
ADN



“mmon - TERMINAISON DE LA TRANSCRIPTION

- facteur hexamérique (6 x 45 kDa)

Terminaison Rho-dépendante Rho - domaine de fixation de ’ARN simple brin
- domaine ATPase
- Activité ADN-ARN hélicase
[i] complexe ternaire en élongation @ translocation de Rho vers Pextrémité 3’

‘ de PARN (hydrolyse d’ATP)
Y/

2] fixation du facteur Rho
AR dissociation du complexe ternaire
. v, A\
o o ,{ B o par Pactivité ADN-ARN hélicase
B K - du facteur Rho

q

N. DUBOIS



“wwon - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

Les ARN produits par la transcription ont une durée de vie limitée (quelques minutes avant dégradation).
Cela permet une régulation quantitative trés dynamique de la production des protéines codées par les genes
transcrits, passant notamment par une régulation de la quantité des ARN messagers correspondants.

Modification de la
guantité des ARNm

Modifier leur vitesse de production Modifier leur vitesse de dégradation
(jouer sur 'efficacité de la transcription) (jouer sur leur stabilité)

Les principaux mécanismes de régulation de la transcription se jouent lors de I'étape d’initiation.

N. DUBOIS



“wwon - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

»| Promoteur fort versus promoteur faible Promoteur fort

b Séquence tres proche du consensus
promoteur fort vis-a-vis de 1741 pb 9 P
Pholoezyme o™
beite « ~35» bolte « ~10» Haut niveau de transcription
+1
promoteur faible vis-a-vis de W_E
Pholoezyme 6™ (promoteur lac) :
bofre «~35» bolte «~10» Promoteur faible
Séquence plus éloignée du consensus
»| Promoteur « ¢’ » versus promoteur « o2 » ou « o> » Faible niveau de transcription
Régulation possible
befite «-35» bafte « - 10» +]1

boite « 35 » balte « -10» +l

promoteur « o** M Régulation de l'utilisation des promoteurs

par changement du facteur o ; notion de

T T ” régulon (ensemble des genes dont le
promoteur « oy m__m_l: promoteur est sous le contrdéle du méme
facteur o.

N. DUBOIS



“wwon - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

Contrdle néqatif :
transcription uniquement en l'absence d'inhibition par un répresseur (/ac/LacI)

Contrdle positif :
transcription uniguement en présence d'un activateur (/ac/CRP)

Induction par une petite molécule :
activation d'un facteur a effet positif (CRP)

inhibition d'un facteur a effet négatif (LacI)

Corépression par une petite molécule :
permet |'action d'un répresseur (TrpR)
empéche l'action d'un activateur

Un facteur régulateur peut €tre activé/inactivé par modification covalente
ex. phosphorylation (NtrC)

N. DUBOIS



“wwon - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

Phénomene de diauxie : croissance d’une souche d’E. coli

En l'absence de lactose : 5 molécules de pgal par cellule

;qu:;md on la cultive en présence d'un mélange glucose + En présence de lactose : 5000 molécules de Bgal par cellule
actose 2
. = La transcription de I'opéron lactose est activée en présence de lactose
~ (la B-galactosidase est le produit du géne lacZ)
g : Sined
.3 "initition TR
.é) d¢ It raseripdon dala ""!""‘i
. =
)
8 !
)
T
4
8
E
)
z
L 1 1 1 1
0 2 4 [ 8 10
temps (heures) a ‘ I
Prise en charge du lactose par les bactéries P-galactosidass Pgalactosde permease Dansacitylsse
Lactose extracllulaire A , , , .
Lopéron lactose est régulé par un promoteur faible
p-galctoside perméase | qcY
+1
Lactose intracellulaire promoteur canonique ot -
boile « 35 » bolte «—10»
p-gal LacZ 1741 pb >
promoteur de Popéron lac
Glllmu/ \-Allomtose
N bolte « =35 » boite « - 10»

GmMe

N. DUBOIS



“wwon - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

Séquences de fixation des
protéines régulatrices

Site de Site d'initiation
lisison de la t’al\!ﬂflpﬂﬂﬂ
. CAP
Séquences de fixation des Géne de régulation + Promateur i Génas de structure
protéines régulatrices

N e acl LacZ | LacY | Lac A
Site promoteur Opérateur Site d'initiation

de la transcnphon

Dpérateur

Géne de régulahon Génes de structure

Site de laison
LacZ | LacY | LacA Dip
ey + GLUCOSE TRANSCRIPTION REPRIMEE
R i{ranscnptlon (AMPe faible) (répresseur fixé et CAP non fixée)
ARN

polymérase =EACIOSE

. Nycnstromque

.;rad ti AR,
uction traduction Site de liaison
?r

*.I -
Monomére du 3 GLUCOSE TRANSGRIPTION BASALE
(tétramére) * LACTOSE

lranscnprlon

- AMPc

forme active B-galactosidase Thiogalactoside
transcétylase

ARN
polymérase

AF O Site de lialson
CAR
- GLUCOSE
(AMPc élevée) Lac/

allolactose lactose

TRANSCRIPTION REPRIMEE
LacZ | LacY | LacA {répresseur fixé et CAP activée fixée)

- LACTOSE
N
7z Site da liaison
CAP
Le répre:‘seur I'ié a :'.allolactose Gl OHE '
‘orme inactive (AMPe élevée) LacZ Lac Y Lac A TRANSCRIPTION ACTIVEE
+ LACTOSE (répresseur inactivé et CAP activée fixée)

AMPc

N . D U BO I S Powmerase



“wwon - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

En I'absence de lactose, le promoteur est inhibé par le produit du gene lacl qu’on appelle le répresseur, qui a de I'affinité
pour une ségquence appelée opérateur. En présence de lactose, des molécules d’allolactose produites par le métabolisme
du lactose se fixent au répresseur, et diminuent tres fortement son affinité pour 'opérateur. Il s'agit donc d’'un mécanisme
de levée d’inhibition.

Cela ne suffit pourtant par pour que la transcription de l'opéron lactose soit significative. En effet, le promoteur de cet
opéron est un promoteur faible et 'ARN polymérase ne s’y fixe pas efficacement sans l'intervention d’un activateur. Cet
activateur, c’est la protéine CAP, qui se comporte comme un activateur de 'ARN polymérase lorsqu’elle a fixé des
molécules d’AMP cyclique (AMPc) (en absence d’AMPc, la protéine CAP n’a aucun effet sur la polymérase...). Or, en
présence de glucose, la concentration d’AMPc est maintenu a un niveau faible, alors qu’en absence de glucose, cette
concentration augmente. (mécanisme de répression catabolique)

tel Gend CRP association activité du
T CRP-Holo 670 promoteur
lactose [lac I-allo] non occupé [CRP-AMPc| oui forte
Le lactose ne sera
consommé que s’il est |a
seule source d’énergie glucose lac I occupé CRP non basale CRP = CAP
lactose +
Zlu:;‘;e [1ac I-allo] non occupé CRP non basale

N. DUBOIS



