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TRANSCRIPTION

Comment les genes sont copiés en transcrits : ARN

Comment les ARN sont utilisés comme modeéles poanyire les protéines.

) Comparaison procaryotes et eucaryotes.

A) Vue générale

Procaryotes: systeme treés simple

=» Pas de noyau. Transcription et traduction se démbsimultanément
dans leméme compartiment

La traduction peut se dérouler méme si les enzyrives pas terminé de
transcrire 'ARN.

ADN

transcription 1

I ARNmM
l traduction

protéine

procaryotes

Eucaryotes
L’ADN est dans le noyau et il a :

- Desexons =séquences nucléotidiguezdantes

- Desintrons =non codantes
Etapes qui ménent du géne jusqu’'a la protéine : ) ]

cytoplasme '

1 : Transcription / e noyau

Obtention d’un transcrit primaire ou pré-ARN gL s

contient exons et introns AN

[ I I F 1T T

2 : Maturation T ——

Pour protéger les ARN contre les nucléases. :;ie; i;g;?:;?; lmasmmow

- Addition d’'une coiffe en 5’ (capping) [ — - — -

- Polyadénylation en 3’ _ 5" CAPPING

- Epissage : Retrait des introns et obtention i T Lot

d’ARN messagers = transcrit mature. \ ARNm
3 : Sortie de 'ARN ARNM @ AAAA
du noyau pour aller dans cytoplasme \ l ——
protein  m—— i e

3 : Traduction
Pour qu’ait lieu la traduction (ribosomes)

Cette compartimentation permet modélisation sojofuiée de la traduction des génes chez les
eucaryotes. Les réactions biochimiquezadkes ARN sont communes bien que plus
compliquées chez les eucaryotes. Les ARNpol garniwgnnent dans la transcription sont

ADN dépendantes
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B) Structure des ARNpol

Chez les procaryotes : Procaryotes (400 kD)
Holoenzyme: \ e
4 sous unités o, p B’ O 'rI'

(et aussY) .

Role des sous unités
- O : Initiation

ADN amont

@ : Fixation sur 'ADN
Holoenzyme=c,if's

- P etP’ :Eixation + Catalyse Core enzyme=a,fiff
= Site catalytique

- Q: stabilisation

- Zone rabat: sert & maintenir en place 'ARN

- Zone gouvernail: exerce une traction sur I'ARpbur le faire sortir a l'arriére de
I’ARN polymérase.

Chez les eucaryote :

Eucaryotes (500 kD)

12 sous-unités

1 extrémité C-TER appelée CTD. cTh= . HLE:’
C-terminal
domain

Fonction des ARN polymérase :

- Localiser le promoteur
= En amont du géne. (le + souvent) Signal indisgaesde début de la transcription.
Contient plusieurs séquences CIS = sur la mémeauel@ue le géne

- Assurer le passage transitoire en Simple brin(déshybridation)

- Former des fonctions phosphodiester.
Ajout de nucléotides avec des liaisons phosphastiest
=>» Extension de 'ARNdans le sens 52 3’

- Détecter les signaux de terminaisan

- Interagir avec les facteurs trans
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C) A propos du promoteur

La transcription chez E.Coli est catalysée par 'ARI polymérase.

L’'unité sigma est un cofacteur qui initiedade I'ARN.

Deés que I’ARN a une taille entre 8 et 10 nucléatjdggma se dissocie du reste de I'enzyme.
Son roleest de diminuer l'affinité de 'ARN polymérase pdiADN.

= ARNpol se déplace sur 'ADN et le « scann@»econnait lpromoteur =» ne se
détache qu’une fois la transcription termin®@e. dit que ’ARNpol est une enzyme
PROCESSIVE

Par opposition aux enzymes distributives qui cataty 2 ou 3 réactions puis se détachent.

Le promoteur est une séquence d’ADN qui indigue dARNpol ou se trouve le site
d’initiation de la transcription.

- Promoteur indiqué par des nombres négatifs

- Représenté avec 5’ du coté gauche.

- lere base transcrite = site d'initiation noté +1.

- Nucléotides en aval : nombres positifs

- Nucléotides en amont : nombres négatifs.

=35 -10  +1= Site Initiation Transcription
e TTGAC’;\ .......... TATAA'E..-I a70=70kD, promoteur standard
S'... TNNCNCNCTTGAA ......... CCCATNT... ©32=32kD, Heat-Shock promoter
9'..CTGGGNA.......... TTGCA... o54=54kD. Nitrogen-Starvation promoter

Chez les procaryotes I'unité sigma reconnait le praoteur, et TARNpol se fixe
DIRECTEMENT sur I'’ADN.
Plusieurs types d’unités sigma
- SIGMA 70 KDa (standard)
= Reconnait deux promoteurs en -10 et -35.

Si les conditions environnementales changent, sgetde :
- SIGMA 32 Kda :
= Reconnait 2 promoteurs des génes heat-shock (atedagte chaleur)
- SIGMA 54 Kda :
» Reconnait 2 promoteurs des géniogen starvation.

Chez les eucaryotes ARNpol NE PEUT PAS se fixer dictement car pas d'unité sigma.
=»ARNpol est recrutée grace a la fixation préalable ‘dutres protéines.

La séquence stricteet |la localisation précisedu promoteur sontindispensables

=» Promoteur fort : 1 transcription / 2 secondes
=» Promoteur faible : 1 transcription / 10 minutes. (En cas de mutefjo
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D) La technigue du foot printing permet de déterminerl’endroit ou

I’ARN se fixe sur ’ADN.

On marque un géne (par exemple ave&Blensuite on réalise deux expérimentations :

On incube '’ADN avec de la DNase

ADN coupé au hasar® fragments de tailleg

On fait migrer les fragments en fonction de leilfeta on obtient une image en
échelle.

On rajoute le complexe ARN polymérase

Des protéines régulatrices vont protéger de I'acties DNase, Donc les DNases vont

couper partout sauf la ou 'ARN poly s’était fixe.

Les fragments manquants indiquent I'endroit oubsent les protéines régulatrices.

On détermine de cette facon le segment sur lethiRN poly s’est fixé.

ADN marqué
Pas d’'addition RNA pol % Addition RNA pol
l I l I I ! l I Digestion avec la DNase |
— N
__ : : ®
B ” s == .
—e | = — .
. - — ‘g o
. s — £
- _ :
o | = i
L) —_— i, 5
_ -
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E) La transcription commence par le déroulement d’'unepetite région de

’ADN

Rappel .L’ARNpol est processive : elle glisse sur ’ADNusqu’a rencontrer le promoteur.

Probleme: L’ARNpol ne peut travailler que sur une séquence siple brin.

Solution =» ARNpol déshybride
I’ADN gréace a activité enzymatique
« unwindase » ADN double brin

ADN ouvert sur 17
paires de bases
_’_,-"_

\

o Création d’une fenétre simple brin SO SO0

d’environ 17 bases.

ARN polymerase

Probleme : L’élongation de la transcription généredes surenroulements positifs qui
s’opposent a la progression de ’ARNpol.

négatifs en amont.
positifs en aval. (c’est ceux la qui sont problémads)

ARNpol —

N
Superenroulement négatif: Superenroulement positif:
ouverture facilitée ouverture plus difficile

Solution =» L’ARNpol est associé a unéopoisomerase

Cette enzyme supprime les superenroulements ositif
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Deux types de topoisomérases

- Topoisomérase Iclive 1 seul brin d’ADN :

La topoisomérase a un groupement OH dont le régydattaque une liaison
phosphodiester de 'ADM» clivage=>» Allegement des forces de torsio®. Ca
permet & ’ADN de tourne® superenroulement positif relaché.

§ 3
3 5

- Topoisomérase Zlive les 2 brins d’ADN

Apres hydrolyse ATP» démélage des nceuds d’ADN.

ex. gyrase E.Coli: introduit -
des  superenroulements — e
négatifs

Ces topoisomérases ont une application médicale :

- TTT des infections bactériennestiliser des antitopoisomérases actives chez les
bactéries, mais pas sur I'étre humain. Ce sonadgkiotiques. Interdisent la
transcription (la bactérie ne peut plus synthéliseprotéines dont elle a besoin)

- TTT des cancerscette fois la topoisomérase chez I'étre hunmimitilisation anti-
tumorale.

g o

Applications Médicales:

Anti topoisomérases 2 plus actifs chez procaryotes que chez eucaryotes
Novobiocine bloque la fixationde ATP a la gyrase

Acide nalidixique et ciprofloxacine interfere
- traitement des infections (urinaires)

Anti topoisomérases actifs chez les étres humains

Camptqthécine= agent anti-tumoral stabilise to
Etoposide= anti topoisomérase type 2

avec la coupure et resoudure de I'ADN

poisomérase 1 sous forme liée a I'ADN
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F) L'ARN polymérase (ADN dépendante) catalyse la formi@on de la
liaison phosphodiester 3 5’

.
I\N\_n’

b

L’extrémité 5° contient 3 phosphates.

P

Le premier nucléotide de I’extrémité 5° est
toujours une base purique : guanine ou adénine

L’ARN polymérase catalyse la formation de la

. . liaison phosphodiester 3°-5°
liaison phosphodiester
\ 3
N
|\E
0

N oH
Extrémité 3"

DONC l'extension de I'ARN se fait dans le sens5’ — 3’
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G) La transcription a lieu dans des bulles de transcption.

a

Sens de déplacement ARN polymérase

brin non transcrit
fermeture S Gt ouverture

Hybride ADN-ARN i )
site actif

ARN naissant

>pPP Ribonucléotides
triphosphates:
Le premier incorpore
(donc en 5°)= purine
(AouG)

ADN en cours de transcription.

L’ARNpol se déplace toujours dans le sens 3> 5’

- Enaval: ouverture du brin d’ADN

- Enamont: fermeture du brin d’ADN

- Fenétre simple brin: constante d’envirofh7 nucléotides,

- =» vitesse d’ouverture environ égale a la vitesse dermeture.

Il'y a un segment d’ADN qui interagit avec I'’ARNuplex ou hybride) qui a une taille entre 8

et 9 nucléotides.
Le site catalytique (extrémité 3’ de ’ARN) estdige actif : il contient deux ions métallique

(Zn ou Mg). Un ion porté par I'enzyme elle-mémaukre apporté par le nucléotide
triphosphate

ARN polymérase

ADN polymérase

Vitesse en nuc / sec

50 800

Taux d'erreur 110 - 110 1n¢d
Amorce Non Oui
Exonucléase Modeste Oui

Substrats

Ribonucléotides

Desoxyribonucléotides

Exonucléase Quand les enzymes synthétisent les AN dansne Se3’ elles peuvent revenir
en arriere, et s'il y a eu une erreur d’'incorpana#® remplacement de I'erreur.
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H) Le sens de la transcription

On voit un géne en cours de transcription : Il &tué¢ capable d’orienter les brins, c.a.d
définir le sens de la transcription.

L’ARNpol copie lebrin transcrit dont elle synthétisene séquence complémentaire

identiqueau brin non transcrit a la différence qukes thymidine deviennent des uraciles.

I’ARNpol se déplace toujours dans le sens 3 5’

L’ARNm synthétisé est dans le sens 5>3'’

L’ARNm est la séquence codante complémentaire au brin transcrit et identiquéoan non

transcrit. on appelle donc le brin non transcrit « brin codants.

BRIN TRANSCRIT = BRIN NON CODANT
= ANTI-SENS
= BRIN NEGATIF

BRIN NON TRANSCRIT = BRIN CODANT
= BRIN SENS
= BRIN POSITIF
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Pour un géne donné, il y a toujours un seul banderit.
Pour plusieurs genes, il peut y avoir les deuxdatiianscrits, dans deux sens différents.

Sur le schéma :
- promoteur est sur le cété gauche pour les genBseAD
- promoteur est sur le coté droit pour le géene Ccd@&RNpol va se déplacer sur le
brin du haut dans le sens inverse NTA®¥JJOURS dans le sens 3’ 5'.

5"

3

GéneA GeéneB GéeneC GeéneD

S—

val

brin matrice

3!‘
sr

3 promoteur

toujours du coté

Le promoteur est toujours du coté 3’

3
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[) Signaux de la terminaison de la transcription cheles procaryotes

1. structure en épingle & cheveux

Chez les procaryotes : structure en épingle a echevairaciles?® terminaison.

_ Brincodant 5’ AgCCCGC ——{ GCGGGET | TTTTTTIT — 3
Brinnoncodant 3'— TCGGGCG — | CGCCCGA | AAAAAAAA — &

palindromes riches en GC

Un palindrome est un signal de terminaisonUn palindrome est :
- riche en GC : les liaisons sont fortes (3 liaisbydrogene)
- suivi d’'une séquence riche en AT : liaisons faibléslA (2 liaisons hydrogéne)

Quand '’ARNpol rencontre une répétition de palindes riches en GC :

- formation d’'une structure en épingle a cheveu» ralentit la progression de I'ARN

Quand 'ARNpol rencontre ensuite les succession&AATTTTTT :

- dissociationde 'ARN et de 'ADN =» car les liaisons AT sont plus faibles.

_Brincodant 5’ AgCCCGC | GCGGGCT | TTTTTTTT 3
Brinnoncodant 3'— TCGGGCG —— CGCCCGA | AAAAAAAA —— §

palindromes riches en GC

TTTTTTTT
- . L .
3 AAAAAAAA 5
S— yuuuuLU-3
u

/\ 2- liaisons faibles rU-dA
5I

dissociation de I'ARN
naissant de [|"ADN
puis de I'ARN pol

Lo ; 1- Structure en
Hairpin-oligo{U)  gpingle a cheveux

|

ARM pol est
ralentie

ocooooa’®
OO0 0O C

C
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2. Atténuation

Systeme de terminaison qui utilise aussi la strectn épingle a cheveux, au niveau des

opérons tryptophane.

3. La protéine Rho

Complexehexameriquequi reconnait ARNsb.
Des que ’ARNSsD est synthétisé, une portion deut@éotides s’'insere dans un canal de la

protéine Rhé=> Interaction entre Rh6 et ARNsb

Activé quand I'ARN est riche C et pauvre en<¥.Hydrolyse de I'ATP.
Rh6 se comporte comme unélicase exerce une traction sur le duplex ARN ADN

=>» Dissociation.

- ARN pol

HNEEER

1%

hydrolyse  ATP

ATP H,0
72 n d'ARN riche en C pauvre en &
ADP ¥ b ..
‘ proteine Rho
PI

ppp 5

traction -» dissociation



