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Chapitre 15

Le contréle de I'expression du génome
(chez les Eucaryotes)

PLANCHES COMPLETES

Objectifs : extraits du programme

transcription ou de remodelage de la chromatine.

Les facteurs de transcription interagissent spécifiquement
avec des séquences d’ADN et des protéines.

Le niveau de transcription est influencé par I'état de
méthylation des bases de I'ADN et les modifications de la
chromatine.

La probabilité d’initiation de la transcription dépend de la
combinaison de tous les acteurs précités.

Les modifications de la chromatine constituent une
information transmissible et sont a la base du contréle
épigénétique. Ces modifications transmissibles constituent
I'épigénome.

- lllustrer, a partir de I'exemple du gene FLC, le lien entre
conditions climatiques, état de condensation de la
chromatine et expression génétique

Précisions et limites :

Le contrdle de la transcription est étudié a partir de I'exemple de la polymérisation des ARN pré-messagers chez les
Eucaryotes.

Concernant les facteurs de transcription, on se limite au motif bHLH en lien avec les facteurs myogéniques, réinvesti en
BCPST 2.

Le contrdle épigénétique est abordé uniquement a partir de I'exemple du contréle de I'expression du géne FLC chez

A. thaliana qui sera repris en BCPST 2. Les modifications chimiques des histones sont envisagées, mais le détail du

« code épigénétique » des histones n'est pas a connaitre.

L'interférence ARN est un mécanisme de controle post-
transcriptionnel majeur.

Précisions et limites :
On présente les grandes étapes de l'interférence ARN sans aucun détail moléculaire : appariement de I'ARN interférent a
I'ARNm cible, inhibition de la traduction de I'ARNm ou activation d'une endonucléase qui hydrolyse I'ARNm.

Savoirs visés

| Capacités exigibles

SV-F-3 Le contrdle de I’expression du génome (BCPST 1)

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

Chez les Eucaryotes, I'ensemble des controles
transcriptionnels, post-transcriptionnels et post-
traductionnels expliquent la diversité des transcriptomes
et des protéomes.

La diversité des ARN et protéines produits a un instant
donné est a I'origine du phénotype des cellules et des
organismes.

Des modifications expérimentales par mutagenese
aléatoire ou ciblée ou transgenése permettent d’étudier
les liens entre génotype et phénotype.

Les transcriptomes et protéomes peuvent étre étudiés a
I'aide de sondes nucléotidiques et d’anticorps spécifiques
respectivement.

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

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

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

- Identifier et justifier les témoins de charge des blots.

Liens :

Controle de I'expression des génes dans la floraison (SV-B-3-2)

Organisation fonctionnelle d’une protéine (SV-D-2-4)

Interactions entre molécules, notion d’affinité et de spécificité (SV-D-2-4)

Controéle de I'expression des génes au cours du développement embryonnaire (SV-H-2)
Changements climatiques et leurs conséquences sur la biodiversité (BG-C-3)

Précisions et limites :
exigible et les protocoles ne sont pas G mémoriser.
détailler.

exigible.

Le principe des différentes techniques expérimentales évoquées est a connaitre. La mise en ceuvre pratique n’est pas
La transgenése est limitée a la transformation chez les bactéries. Son existence chez les Eucaryotes est mentionnée sans

Concernant les puces a ADN, seule une analyse qualitative est requise, aucune méthode d'analyse informatique n'est

Le controle de I'initiation de la transcription est la
principale voie de contréle de I'expression génétique. Le
controle de la transcription repose sur des interactions
entre des séquences régulatrices et des facteurs de

- Relier le contrdle de I'expression génétique a la
différenciation et la spécialisation cellulaire.
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Introduction

Le résultat de I'expression de I'information génétique dans une cellule (ou un
organisme) peut étre appelé phénotype. Il s’agit résultat de I’action du protéome,
ensemble des protéines présentes a un moment donné dans une cellule (ou un
organisme), lui-méme produit par le transcriptome, ensemble des transcrits (matures)
présents dans une cellule (ou un organisme) a un moment donné, qui provient a son
tour de I'expression du génome, ensemble de ’ADN d’un organisme vivant.

I. Le phénotype, résultat modifiable d’'une expression modulée du
génome via le transcriptome

Le protéome controle quant a Iui ensemble des intermédiaires métaboliques présents a un
moment dans une cellule ou un organisme ou métabolome dont :

® I’ensemble des glucides (glycome),

= I’ensemble des lipides (lipidome)...

Bien entendu, le génome étant différent d’'une espéce a l'autre, deux espéces n’auront
pas le méme-transcriptome, ni le méme-protéome, ni le méme-phénotype. Entre deux
organismes conspécifiques, le transcriptome / protéome / phénotype differe
également car le génotype, ensemble des séquences portées par un individu, differe
aussi.

Et enfin, au sein d’'un organisme :

= Toutes les cellules, bien qu'ayant le méme génome / génotype, n’expriment pas le
méme-transcriptome ni protéome, en lien avec leur stade de développement et leur
spécialisation issue de la différenciation.

= Une cellule donnée voir méme, dans le détail, varier son transcriptome et son
protéome en fonction :
o De signaux internes propres au fonctionnement cellulaire,
oDe signaux extracellulaires issus de [l'organisme (communications

intercellulaires),

o Et éventuellement de signaux environnementaux.

Le transcriptome et le protéome sont donc des données plastiques, en partie variables
dans le temps et I’espace. Cela suppose des mécanismes de contréle de I'expression
génétique en lien avec I'activité cellulaire et des signaux de I'organisme ou de
I’environnement.

Comment I'expression du génome est-elle modulée par les cellules, I’organisme
voire I’environnement ?

Cette année, le cours est limité aux Eucaryotes.

(!) Le controle de I'expression génétique chez les Bactéries sera traité en deuxieme année au
travers de I'exemple de I’opéron lactose.

(!) On verra aussi en deuxieme année comment les phénoménes de transduction interviennent dans
le contréle de I'expression génétique (role des hormones dont les hormones stéroides a
récepteurs cytosoliques, role des phénoménes d’induction lors du développement...).

>> L’année prochaine, intégrez donc bien ces notions au présent chapitre pour traiter
complétement les sujets de synthése correspondants.

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

v Analyser des résultats issus d'expériences de transgenése ou de
mutagenése.

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

v Identifier et justifier les témoins de charge des blots.

v Relier le controle de I'expression génétique a la différenciation et la
spécialisation cellulaire.

A. L'étude du transcriptome et du protéome par des techniques de

biologie moléculaire
Les techniques de biologie moléculaire ont été décrits dans le chapitre 12 (Méthodes d'étude et organisation des génomes)
et le chapitre 8 (Les constituants chimiques du vivant) ainsi que dans les TP / TD correspondants.

1. L’étude du transcriptome par des sondes (Northern Blot, hybridation in situ,
puce a ADN...) généralement aprés amplification (RT-PCR)

Goutte d'une solution d’ADN complémentaires
produits a partir des ARNm

Lame de verre matures extraits d'une cellule
/ /,
// =} o o © o o ,.’/ — . | sososc
// a2 S > © Trar:scnptxcn #
;/ = o inverse
/ — e L STSese
ARNmM ADNCc
du double brin
Spots = dépots d’ADN transcriptome Fluorescents
Chaque spot contient une molécule
différente = une séquence particuliére
connue
Chauffage = dénaturation
Refroidissement = hybridation
Fluorescence + o G Fluorescence -
= hybridation T e e W © 7 =pasdhybridation
= présence de I'ARN O ® ® O O ® @© =pas d'ARN
=mise en évidence = séquence non transcrite
d’une transcription 00 0@ 00,0

A FIGURE 1. Rappel du principe d’une puce a ADN (simplifié).
D’aprés DAUTEL et al. (2021)
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2. Le gel estrecouvert d'une feuille de nitrocellulose et placé sur
1. On applique une électrophorése avec des marqueurs une éponge imprégnée de tampon.
servant de références a la premiére piste. Le tampon traverse le gel et la nitrocellulose.

. . Sonde radioactive
L'acide nucléique P
/ < imprime » maintenant (ADN monocaténaire)
le papier de nitrocellulose A s

Gel it ) .
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. Acides
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. 5. Un film photographique est étendu sur le papier et il n'est exposé
que dans les zones radioactives (autoradiographie).
4. Lanitrocellulose imprégnée est incubée avec Sur la nitrocellulose, on recherche les bandes radioactives
des acides nucléiques marqués par radioactivité, indiquant une hybridation des acides nucléiques d'origine
puis rincée. avec ceux qui sont marqués par radioactivité.

A FIGURE 2. Rappel du principe d’un Northern Blot (ou d’un Southern Bloft).
D’aprés DAUTEL et al. (2021)

2. L’étude du protéome par des anticorps (immunofluorescence, Western

Blot...)
Emission de % Fluorochrome
fluorescence (ou enzyme)
Substrat i
Fluorochrome iticolore \ Antlcorgs
& secondaire
Enzyme 8 Produit
Anticorps coloré
Anticorps
primaire

f A
Antigéne

A FIGURE 3. Principe du marquage d’une protéine. D’apres DAUTEL et al. (2021)

Electrophorése de protéines
—> séparation des protéines

selon leurs tailles s oo . B -
Révélation d'une protéine spécifique
grace a des anticorps
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ooy sUT |'anticorps
Papier buvard = = ] P \
E == )L Produit
Gel Mg - | )( \N coloré
= - ‘ 7N\

Membrane de
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Transfert du gel d'électrophorése sur une
membrane de nitrocellulose

A FIGURE 4. Rappel du principe d’'un Western Blot.
D’apres DAUTEL et al. (2021)
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On peut utiliser la spectroscopie de masse pour I'analyse des protéines. On peut isoler les protéines
des cellules ou des tissus et | parer particllement par des gels ou des techniques biochimiques. Les protéin
ou individuelles sont dig i
dans un spectrométre. De

particllement purifices

¢s. Les peptides chargds peuvent Etre s n fonction de leur masse
respondre les fragments peptidiques avee un certain type de digestion
pour essayer didentifier les protéines. Dun autre ¢6té, on peut encore fragmenter les peptides et déterminer la composition en acides aminés

par spectrographic de masse. (Spectre MS, abondance des ions classés en fonction du rapport entre leur masse et leur charge 5 spectre MS/MS,
abondance des ions classés en fonction du rapport entre leur masse et leur charge quand ils ont ¢t¢ obtenus par ionisation en tandem ;

m/z, rapport entre la masse d’un ion et sa charge.)

Igorithmes informatiques peuvent faire

A FIGURE 5. Etude globale du protéome par spectrométrie : deux visions.
D’apres PERRIER, BEAUX et al. (2021) et KARP (2004)

3. L’étude du lien entre génotype et phénotype permise par des techniques
variées (transgenése, mutagenése aléatoire ou ciblée...)

Cellule de I'nypophyse productrice
d’hormone de croissance humaine

Géne codant 'hormone

de croissance humaine
(géne avec introns
et exons) ADN
anscription\ ARN messager
4-( mature

ARN messager

Bactérie : E. coli

Plasrpide

O

o=y mature Extraction de
- plasmide
_ Transcription
inverse in vitro . .
Plasmide ouvert grace
Géne humain\ al'utilisation d'enzymes

da MRiormarie de restriction
dépourvu des introns . . o
Insertion du géne d'intérét

('\intervention d’une ligase

Transfection = incorporation
du plasmide modifié dans E. coli

~~
&
@

& Production d’hormones &
de croissance humaine

A FIGURE 6. Un exemple de transgenése. D’aprés DAUTEL et al. (2021)
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Pour un méme

B. La variabilité des transcriptomes et protéomes génes exprimés F1J F10J F20J F40J

P . P e o seulement ~ génes sous-
1. Une variabilité entre espéces (variabilité interspécifique) et individus par F20J exprimés
(variabilité interindividuelle) a cause d’une différence de génomes ou . ten vert)
. I sous-expression -, F20J
génotypes . -
I sur-expression 756
ol 2 Une variabilité entre cellules au sein méme d’un organisme en lien avec la 1192] <
£ spécialisation cellulaire par différenciation (variabilité spatiale) | 3485
g 369/ 113
2| 3. Une variabilité au sein méme d’une cellule donnée (variabilité temporelle) 152\1
genes
C. Une variabilité sous influences exprimeés e
par F10J, gene sur-
. ; .~ T - . — - F20J et F40J exprimé
| Rappelons que le génome n’est pas modifié : C’est bien I’expression du génome dont il ici est question. | (en rouge)
F1ih  F20J F40J
FACTEURS DE CONTROLE TRANSCRIPTOME PROTEOME
EXTERNES (a) Nombre de génes (b) Nombre de génes (c) Modifications du niveau d’expression
température, photopériode,__ activation ou sur-exprimés et co-exprimés et exprimés d’un groupe de génes dont la
nutriments, etc. inhibition > - sous-exprimés seuls pour des durées réponse au froid est homogéne
J . > ARN > Protéines [ > PHENOTYPE S
de la transcription de traitement différents (génes sous-exprimés en vert
INTERNES 7 desgenes chez Arabidopsis thaliana et sur-exprimés en rouge)
hormones, facteurs de Suivi de I’expression des génes d’Arabidopsis thaliana
croissance, adhérence, etc. facteurs de transcription suite a un traitement par le froid (4 °C).
(D’apres Transcriptome and epigenome analyses of vernalization in Arabidopsis thaliana,
A FIGURE 7. Facteurs influencant la détermination du phénotype. Yanpeng Xi et al. doi:10.1111/tp;}.14817).
D'apres PERRIER, BEAUX et al. (2021) Durées du traitement : 1 heure (F1h), 1 jour (F1J), 10 jours (F10J), 20 jours (F20J) et
40 jours (FOJ).
1. Un contrdle par des messagers intracellulaires : les chaines de transduction AF 8. Fact inl ¢ I détermination du bhénot
(g s e IGURE 8. Facteurs influencant la détermination du phénotype.
et les facteurs spécifiques de transcription D'aprés PERRIER, BEAUX ef al. (2021)

2. Un contréle par des signaux provenant d’autres cellules de I'organisme
(juxtacrinie, facteurs paracrines, hormones ou phytohormomes,
neurotransmetteurs...)

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

v Chez les Eucaryotes, 'ensemble des controles transcriptionnels,
post-transcriptionnels et post-traductionnels expliquent Ila
diversité des transcriptomes et des protéomes.

v La diversité des ARN et protéines produits a un instant donné est a
I'origine du phénotype des cellules et des organismes.

v' Des modifications expérimentales par mutagenése aléatoire ou
ciblée ou transgenése permettent d’étudier les liens entre génotype
et phénotype.

v’ Les transcriptomes et protéomes peuvent étre étudiés a 'aide de
sondes nucléotidiques et d’anticorps spécifiques respectivement.

3. Un contréle par des signaux environnementaux

Bilan (adapté du

programme)
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Il. Les modalités de contréle de I’expression des génomes Encadré A Rappels sur les niveaux de compaction de I’ADN chez les

Eucaryotes (révision !)
Parfaitement au programme — d’aprées CAMPBELL & REECE (2004)
Sachez reconnaitre aussi les électronographies (soyez notamment attentifs aux échelles).

v’ Relier le controle de I'expression génétique a la différenciation et la
spécialisation cellulaire.
Capacités exigibles v lllustrer, a partir de 'exemple du gene FLC, le lien entre conditions

climatiques, état de condensation de la chromatine et expression i / 4 / -4 / s
NIAVIANY.

génétique.

L T e A e i
PAEANER SE AP RS oy
oy TR ey
4 ¥ s, il :
5 I,

Double hélice d’ADN

A. Un contréle de I'accessibilité des génes au niveau de la chromatine

1. Des génes accessibles a la transcription lors de I'interphase (condition
temporelle) et dans I'’euchromatine (condition d’état de I’ADN)

Histone H1
liée a I'ADN

(a) Nucléosomes. L'ADN associé a des molécules d’histones (protéines) forme un « collier de perles » = Fibre
constitué de nucléosomes déployés. Chaque nucléosome est un octamere constitué de deux LCIe D omitie
molécules de chacun des quatre types d’histones suivants, H2A, H2B, H3 et H4, autour desquelles q

Courte région
de la double hélice

d’ADN I’ADN est enroulé. Un cinquieme type d’histone, appelée H1, peut se lier a I'ADN a coté
d’une «perle ».
Chromatine
en collier de perle Compaction : x6
Etat du Euchromatine
chromosome =2 30nm
pendant
'interphase f§ Fibre chromatinienne s
de 30 nm Compaction : x 40 Nucléosome
(soléno'l'de) Heterachrompling (b) Fibre de chromatine de 30 nm. Avec la contribution de I'histone H1, la chaine de nucléosomes

s’enroule de facon a former une fibre de chromatine, dont le diamétre est de 30 nm.

Q(MC LQQ Qﬂﬁé”i?éﬁéies o

(c) Domaines en boucle. On voit ici les domaines en boucle de la fibre de 30 nm.
Les boucles sont liées a une armature de protéines différentes des histones.

A FIGURE 9. Euchromatine et hétérochromatine.
D’aprés SEGARRA et al. (2014)

(d) Chromosome métaphasique. La chromatine continue de se replier jusqu’a ce que
le chromosome atteigne sa forme la plus compacte, telle qu‘on I'observe a la métaphase.
(Souvenez-vous que chaque chromosome métaphasique est constitué de deux
chromatides sceurs.)
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La chromatine baigne dans le nucléoplasme . La microscopie électronique a trans-

mission permet de reconnaitre deux catégories bien différentes :

* I’hétérochromatine (ou chromatine dense, trés opaque aux électrons) localisée essentiellement
en périphérie contre la face interne de I’enveloppe nucléaire et autour du ou des nucléoles.

* T'euchromatine dispersée dans le nucléoplasme.

Sur le plan fonctionnel, I'hétérochromatine est inaccessible aux ARN pol, 2 la différence de
I'euchromatine ; c’est pourquoi I’hétérochromatine est qualifiée d’inactive contrairement i
I’euchromatine.

enveloppe nucléaire

hétérochromatine Noyau cellulaire

et chromatine observés au M.E.T.
(Cliché J. André labo, BC4, Orsay, « Atlas de

Biologie cellulaire , J.-C. Callen, J.-C. Rolland,
A. et D. Sz5llgsi, Se éd. Dunod, 2001).»

euchromatine

hétérochromatine

nucléole

A FIGURE 10. Allure du noyau au MET (taille env. 4 um). D’aprés PEYCRU et al. (2013).

Enveloppe nucléaire
(protection de I'information génétique)
Lamina (structuration de I'enveloppe nucléaire) ‘ N

Chromatine : { Euchromatine o0 ’

ADN (support de I'information

génétique) + protéines

A FIGURE 11. Organisation du noyau interphasique (taille env. 4 ym).
D’aprés SEGARRA et al. (2014).

Hétérochromatine
Nucléole

Pore nucléaire
(échanges noyau/cytoplasme)

Reticulum
endoplasmique

2. Un controéle précis de la condensation de la chromatine par I'état des
histones

a. Les histones, des protéines pouvant subir des modifications covalentes
(acétylations, méthylations, phosphorylations, ubiquitinations,
SUMOylations)

A —~0 9 A~

Lys Lys Lys/Arg Lys/Arg Ser Ser Lys Lys

Acétylation Méthylation Phosphorylation Ubiquitination
Modifications covalentes possibles: triangle vert (=acétylation sur lysine), carré rouge (= méthylation sur lysine
ou arginine), rond bleu (=phosphorylation sur sérine), étoile jaune (=ubiquitination sur lysine).

A FIGURE 13. Principales modifications covalentes possibles des histones.
D’aprés SEGARRA et al. (2014).

Encadré B L’ubiquitine
Bon a savoir... ou pas ?

» L'ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés présente chez I’ensemble des eucaryotes
(hautement conservée) qui sert de signal lorsqu’elle se lie a une protéine (la liaison se fait par
des lysines).

» Elle intervient dans le noyau ou elle agit sur les histones et ainsi I’état de condensation de ’ADN.
» Elle est surtout connue pour son role dans I'adressage des protéines vers le protéasome, ce qui
conduit a leur dégradation (voir plus loin).

» Elle intervient enfin dans divers autres processus de signalisation cellulaire.

V TABLEAU . Principales modifications des histones. D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2021)

Acides aminés
N-terminaux cibles

Les conséquences
sur la chromatine

Réactions catalysées (groupements

impliqués), enzymes mises en jeu

Lysine (K) Acétylation (acétyle), Décondensation

acétyl-transférase/déacétylase

Lysine (K), Arginine (R) | Méthylation (méthyle),
méthyl-transférase/déméthylase

Réponse variable

Sérine (S), Thréonine (T) | Phosphorylation (phosphate), Kinase/ Décondensation

Phosphatase

Lysine (K) Ubiquitinylation (ubiquitine),
Enzyme d’ubiquitinylation/peptidase

Réponse variable
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Le code histone

ke RI7KIB 122 K23 R26 K07 528 Comme il existe quatre types d’histones dans les nucléosomes et que chacun peut subir des

M@y ®®M M ®MMM®//m

Ki K8 k9 St0 T A A modifications variées, certains auteurs parlent de code histone pour désigner le systéme de
A correspondance entre les combinaisons de modifications covalentes possibles des histones et
N J I’état de condensation de 'ADN conditionnant sa « transcriptibilité ».
VO
queue d'histone
c. Un exemple de géne a expression saisonniére contréle ou I'état des
A acétylation ® phosphorylation histones a un role majeur : le géne FLC des plantes
M methylatlon Aubiquitinylation R delage de la chr H ple de modification des histones >) S
Exemple : géne FLC chez les plantes -

(a) exemples de modification de I'histone H3 (b) organisation d'un nucléosome marqué

(4 histones sur 8 représentées) e

Expression du géne - Inhibition du géne FT = Pas de floraison

A FIGURE 14. Principales modifications covalentes possibles des histones. Action du froid = l
D’aprés PERRIER, BEAUX et al. (2014). AR @

Désacétylation puis méthylation des histones

Pour information : les protéines SUMO et la sumoylation
Des sumoylations (ajout de protéines SUMO - Small Ubiquitin-like Modifier, petits régulateurs proches
des ubitiquitines) ou des désumoylations peuvent aussi affecter les lysines des histones. Les
protéines SUMO agissent ainsi sur I'état de condensation de I’ADN. A FIGURE 13. Génes FLC et état des histones. D’aprés SAINTPIERRE, BORDI et al. (2021).
Notons que ces protéines agissent aussi dans le cytosol ou elles permettent des modifications post-
traductionnelles mais avec des roles différents de I'ubiquitine (contréle de l'adressage par
exemple).

Inactivation du géne ¥ Levée de l'inhibition du géne FT =¥ Floraison

3. Un controéle par I'état de méthylation des nucléotides de I’ADN

a. Mise en évidence du role de la méthylation des cytosines dans

b. Des conséquences sur la condensation de I'ADN et donc I'accessibilité - : g .
I’expression des globines au cours du développement humain

des séquences aux ARN polymérases : notions de complexe de remodelage
de la chromatine et de code histone

Nucléosome
avec histones acétylées

Facteurs généraux

de la transcription <@ ﬁ ARNpol Il

e °

Répresseur

vf Chromatine en mode « ON »
Transcription possible

ADN

Promoteur Séquence de fixation pour un facteur
accessible de transcription répresseur recrutant
un CRC « compactant » la chromatine

CRC relaxant CRC compactant
la chromatine . " la chromatine
Séquence de fixation pour un facteur

de transcription activateur recrutant | —|
un CRC « relaxant » la chromatine 6 12 18 24 30 36 6 12 18 24 30 36 42 48

% du total de globines synthétisées

Temps

Activateur
_\ Semaines de développement Semaines aprés la naissance
embryonnaire puis foetal
La synthése des différentes chaines de globine varie au cours de la vie d’un individu. Lors des 8 premiéres
semaines de développement embryonnaire, c’est la forme C qui prédomine. Puis la forme majoritaire foetale
est ay, et la forme adulte ap.

Chromatine en mode « OFF »
Transcription impossible

Promoteur Nucléosome
inaccessible

A FIGURE 15. Expression des globines humaines au cours du temps [pour information].
A FIGURE 13. Acétylation des histones et remodelage de la chromatine [pour information ?]. D’aprés SEGARRA et al. (2014).
D’aprés SEGARRA et al. (2014).
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Promoteur non méthylé Promoteur méthylé

Gene de globine Gene de globine y
5 —— I — 3
6 semaines I ADN
Transcription Non transcrit
[ Transeription | eiopine e
5’ 3

2999

resemaines Qi) M) ey
Non transcrit Transcription .
Globine y

a

Le degré de méthylation des cytosines des promoteurs des génes de globine
est corrélé avec leur niveau d’expression. Le promoteur des genes de globine & est non méthylé a 6 semaines
de développement, et le géne est transcrit, puis a 12 semaines, le promoteur est méthylé sur cytosine, d'ou la
répression de la transcription. C'est le processus inverse qui se produit pour le gene de globine y.

A FIGURE 16. Etat de méthylation des cytosines et expression des génes de globines
lors du développement embryonnaire humain. D’aprés SEGARRA et al. (2014).

b. Généralisation : la méthylation des bases azotées, un état inhibant
I'expression génétique

4. Une possibilité de transmission héréditaire de profils d’expression
génétique non liés aux séquences alléliques : I'épigénétique

a. Notions d’épigénétique et d’épigénome

b. Des modifications épigénétiques qui peuvent survenir de maniére
aléatoire, se fixer et se transmettre ensuite aux lignées cellulaires :
I’exemple de I'inactivation du chromosome X

a. L’existence d’une inactivation du chromosome X dans les cellules de
Mammiféres

B. Les caractéristiques de cette inactivation

Y. Un exemple de conséquence visible : le pelage des chats femelles en écailles de
tortue

XBY

é

A FIGURE 17. Inactivation d’'un chromosome X et conséquences sur le pelage de certaines

XPY  XPXP

L

X0

i

XBXE

L

XE0

:

CHez les méles, il n'y a pas d'inactivation

du chromosome X: selon I'allele porté

par le chromosome X, le pelage sera roux
(allélle B) ou noir (alléle b), et toujours uniforme.
Chez les femelles homozygotes, l'inactivation
aléatoire d'un des chromosomes X (matérialisé
par un chromosome en forme de « U »), aboutit
au méme phénotype que les males. Par contre,
chez les femelles hétérozygotes, 'inactivation
aléatoire d’'un des chromosomes X assez
précocement lors du développement impose
un pelage chimeére dit en « écailles de tortue ».
Certaines populations cellulaires héritent

d’un chromosome X inactivé portant l'alléle B,
et donneront une couleur noire au pelage

et inversement.

:

chattes (qui ont un pelage en « écailles de tortue » — comme sur le cliché).

D’aprés SEGARRA et al. (2014), corrigé. Cliché : http://www.paradis-des-chats.com/pages/poemes/la-

sterilisation-une-solution-contre-I-abandon.html (consultation avril 2016)

c. Des caractéristiques épigénétiques qui peuvent se transmettre aux
descendants et aboutir a la mise en silence d'un géne sur deux : I’empreinte
parentale

a. La notion d’empreinte parentale

B. Un effacement de I'’empreinte parentale a chaque génération et la mise en place
d’une nouvelle empreinte lors de la méiose
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Zygote Cellules de la

[ '\ -~~~ lignée somatique
v"ﬁ%ﬁem Développement | < 7

I J

B. Un controéle transcriptionnel par des séquences régulatrices

1. L’existence de séquences cis-régulatrices en amont (voire en aval ou a
I'intérieur méme) du géne : promoteur, séquences enhancers et séquences
silencers + séquences insulators

COMPLEXE DE PREINITIATION

facteurs de transcription e N,
A spécifiques facteurs généraux
. N, de transcription ARN polymérase I
sequence activateurs  répresseurs
Spermatozoide Isolante '¢ e '¢ ® géne de structure
e iy @)8) -
G s ol ’
N— H H )
\ n ne 2= ;
Fécondation - 4

—
TATA
promoteur

H séquences cis - régulatrices

REGIONS DE CONTROLE DU GENE DE STRUCTURE

\ 2 ) A FIGURE 19. Organisation des séquences de contréle d’'un géne et facteurs de transcription.
) \Gene T-Gene 2-/ D'aprés PEYCRU et al. (2013), modifié.
Méiose et gamétogenése i

(Genése d’'une nouvelle empreinte

dans les gametes) S~ = =~
< |

\ \fEeaHEees-/ C BT T o0 o e O
Ovocyte II s Insulator  Enhancer Genes Insulator
A FIGURE 20. Blocage du contréle génétique par une séquence insulator. Wikipédia.
o= e o e o o o o o
Géne inactif Géne actif (peu | . . ..
(fortement méthylé) méthylé | 2. Des séquences accueillant des facteurs de transcription (facteurs trans)
I généraux ou spécifiques se liant a ’ADN
I n ne I Superhélice
h 4 I Doigt
L e de zinc
A FIGURE 18. L’empreinte parentale pour un géne autosomique : :"‘“
insertion dans le cycle de vie. D’aprés WILKINSON et al. (2007), madifié et traduit. Pete Feuillet ‘\N§
RS plissé B
L) Glissiere
Hélice o de leucines
Alor_ne
o Bolide de zinc I o
Hy*N Vue en plan o
"= ADN de la superhélice 4,
(a) Domaine a motif hélice-boucle-hélice. (b) Domaine a motif doigts de zinc. (c) Domaine a motif glissiére de leucine.

On trouve ce motif dans un grand nombre Chaque «doigt » est formé par une hélice o Deux hélices o portant des leucines réguliérement

de protéines régulatrices, dont les répres- et un feuillet plissé B maintenus ensemble espacées relient deux polypeptides en s‘enroulant

seurs /ac et trp chez les cellules procaryotes. par un atome de zinc. I'une autour de l'autre.

Trois des principaux types protéique qui interagit avec I’ADN se compose la double hélice. La protéine reconnait des séquences
de domaines de liaison a I’ADN qu’on trouve principalement d’hélices o. (représentées comme spécifiques d’ADN gréce aux variations de la sé-

dans les facteurs de transcription. Le domaine des cylindres). Celles-ci s'inserent dans le sillon de quence d'acides aminés a I'intérieur de ces hélices.

A FIGURE 21. Principaux domaines de liaison a I’ADN des facteurs de transcription : une vision
réaliste. D'aprés CAMPBELL & REECE (2004).
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Fermeture
Boucle aleucines
Structure de domaines I
de liaison a ’ADN B | I Domaines
Helice & basiques
Hélice
Doigt de Zinc

=
=

L

Modalités d’interaction
avec 'ADN

A FIGURE 22. Principaux domaines de liaison a ’ADN des facteurs de transcription : une vision

simple et facile a reproduire. D’aprés SEGARRA et al. (2014).

3. Des facteurs spécifiques de transcription qui interagissent avec les facteurs
généraux grace a des protéines assurant la torsion de I’ADN

protéines séquence séquence séquence
de courbure « silencer » « enhancer » « insulator »
A A A

activation de I'ARN polymérase ||

pul E

09

inhibition

boucle(s) d'ADN autorisant le rapprochement

du promoteur et des séquences régulatrices distales Transcription active

Protéines r@latrices Facteurs généraux de la transcription

~>— ARN polymérase

f f
Silencer Enhancer Promoteur Géne
Séquences d’ADN régulatrices

) Enhancer .
Enhancer Silencer | S]Iexlwcer

Inhibition de la transcription

Stimulation de la transcription

A FIGURE 23. Mode d’action d’une séquence réqulatrice : deux visions.

D’aprés PEYCRU et al. (2013) et SAINTPIERRE et al. (2017)

C. Un contréle post-transcriptionnel (traductionnel ou post-

traductionnel) a divers niveaux
o Enfin, expression génétique peut étre controlée en aval de la transcription.

1. Un controdle traductionnel par la longueur de la queue poly-A qui

conditionne la longévité de ’ARNm dans le cytosol
o Nous l'avons déja dit, le cytosol renferme des exonucléases qui attaquent ’ARNm
dés son arrivée, principalement par son extrémité 3’ (/'extrémité 5’ étant mieux
protégée grace a la coiffe). La longueur de la queue poly-A conditionne donc
grandement la longévité de ’ARNm.

2. Un contréle traductionnel par des séquences facilitant 'appariement a des

protéines et/ou des ARNi déclenchant la lyse de ’TARNm
e Sur certains ARNm, notamment des ARNm a durée de vie courte, on trouve des

séquences reconnues par :

= Des protéines facilitant la dé-adénylation des ARNm, écourtant d’autant leur
durée de vie.

= Des ARNi (ARN interférents): les ARN interférents ou ARN interférence
(= ARNi) qui sont des ARN souvent de petite taille et a fonction régulatrice ;
produits dans le noyau ils sont capables d’interagir avec des ARNm dans le
cytosol : ils bloquent alors la traduction et déclenchent la dégradation de
PARNm. Voir figures 24-24bis (au départ, 'ARNi est localement bicaténaire ; c’est
dans le cytosol qu'il redeviendra monobrin et c’est alors qu'il pourra agir).

ARNi (miARN ou pARN:i)

ARNmM
Complexe
enzymatique

s =Py

j L] ."'-' vl

'hl.‘

ARNm lysé

A FIGURE 24. Principe de I’interférence par ARN.
Original a partir de schémas existants.
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Cnsesrneangs
e\ e
/ miARN mature

RISC ARNm cble

RISC
Scission de [ARNm cible

—

ARNm cible

RISC RISC.

Inhibition de la traduction

Biogenése et fonctionnement du miARN.
Un gene de miARN est transcrit par PARN polymérase IT pour donner
un pri-miARN. Celui-ci est transformé par la nucléase Drosha
en pré-miARN qui est exporté du noyau uni au facteur d’exportation
Exportine 5. Dans le cytoplasme, le pré-miARN est modifié
par la nucléase Dicer en miARN mature. Ce miARN est chargé
dans un RISC qui peut scinder des ARNm cibles ou empécher
leur traduction.

découpages répétés

par Dicer
{ P
e P
5 @ P
i P P
siARN I3

siARN ——
dans RISC

ARNm

Scission de IARN cible

Biogenése et fonctionnement du siARN.
Les siARN peuvent provenir de différentes sources qui donnent toutes
de longues régions PARN bicaténaire. ARN bicaténaire est modifié
par la nucléase Dicer pour donner plusieurs siARN qui sont chargés
chacun sur leur propre RISC. Le RISC coupe ensuite PARNm cible.

Application : I’ARN interférence, une technique de biologie moléculaire
On peut produire artificiellement des ARN interférents. On introduit dans une cellule un ARNi
ciblant un ARNm donné. Il s’ensuit la dégradation de I’ARN ciblé, ce qui permet de supprimer sa
fonction dans la cellule (on peut parler de RNA silencing). On identifie ainsi justement cette fonction,
ce qui permet de savoir a quoi sert le géne dont I’ARN ciblé est issu.

3. Un controdle post-traductionnel aboutissant a la lyse des

protéines défectueuses : couplage polyubiquitination-protéasome

e Les protéines mal repliées, dénaturées, abimées... sont détectées par un systéeme
enzymatique qui permet d’y accrocher, sur un résidu lysine, plusieurs
ubiquitines : on parle de polyubiquitination (ou polyubiquitinylation) (figure 25).
Les mécanismes exacts de détection des protéines sont encore a I'étude.

o Cette protéine poly-ubiquitinée est alors prise en charge par un gros complexe
enzymatique protéolytique (= qui dégrade les protéines) qu'on appelle
protéasome (figure 25). Il produit des petits peptides qui seront ensuite lysées par
des peptidases, les acides aminés étant ensuite recyclés par la cellule (figure 26).

Recyclage
du protéasome
et de 'ubiquitine

&,

) Ubiquitine

. . Protéasome
C ) o ) 2

Protéine a courte Protéine marquée
longévité d'ubiquitine

) /,ﬂ\)‘.f*
o ~KI)%
TS

Fragments (peptides)
de la protéine initiale

Protéine enfouie
dans un protéasome

Dégradation d’une protéine par  ajoutent des molécules d’ubiquitine & une protéine.  d’ATP. Les protéasomes des cellules eucaryotes

un protéasome. Un protéasome est un énorme
complexe protéique dont la forme rappelle celle
d‘un tonneau. Sa fonction est de découper les
protéines inutiles qui se trouvent dans la cellule.
Dans la plupart des cas, il attaque les protéines
marquées de courtes chaines d’ubiquitine (une
petite protéine).@ Des enzymes du cytosol

Pour information ?

- Drosha-Praha (qui intervient plutét pour les miRNA,
et non les siRNA...) : clive le pré-microARN dont il ne
reste alors que la portion boucle + zone bicaténaire.

- Dicer : enléve la boucle.

(On ignore comment celle-ci est choisie.) @ Un sont aussi massifs que les sous-unités riboso-
protéasome reconnait la protéine ainsi marquée ; miques et ils sont dispersés dans I'ensemble de
il la déploie et I'enfouit dans sa cavité centrale. la cellule.

© Les enzymes du protéasome découpent la

protéine en de petits peptides pouvant étre

dégradés ultérieurement par les enzymes du

cytosol. Les étapes 1 et 3 nécessitent la présence

A FIGURE 25. Polyubiquitination et protéasome. D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

- complexe RISC

(RNA-induced silencing complex) dont une protéine
Argonaute Ago (s’associant aux acides nucléiques
appariés + a activité nucléasique) et une hélicase
(dissociant les acides nucléiques appariés) : assurent
la neutralisation et la lyse de 'TARNm.

A FIGURE 24bis. L’interférence par ARN. D’aprés PEYCRU et al. (2013).

= Les ARNi comprennent les micro-ARN (= miARN = miRNA = microRNA), les petits ARN
interférents (= pARNi = siRNA = small interferent RNA)...

= Ce mécanisme semble exister chez tous les étres vivants, et parait répandu chez les
Eucaryotes. Chez 'Homme, il y aurait environ 250 génes connus de pARNi et les miARN connus
sont estimés a environ 1000. Certains auteurs estiment que prés de 60 % des génes auraient leur
expression régulée par ce type d’acteurs chez 'Homme.
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Bilan

Protéine mature

Maturaﬁo-’j/ Adressage
R,

ﬁl\lﬂ:’” Ribosome
\
Transcription \ YL ARN Protéine  f Repliement Dégradation

K chaperonne correct
)
@/ Repliement
Export ARNM Traduction incorrect  Protéine

a dégrader

2. Epissage de I'ARN.
Chez les eucaryotes,
I'expression génique
peut étre controlée
par modification
du taux d’épissage.
Lépissage alternatif
peut produire

1. Début
de la transcription.
Lacces a IADN
par des protéines
régulatrices dépend
de la structure de
la chromatine. Linitiation
de la transcription est

contrdlée par des facteurs plusieurs ARNm
de transcription qui a partir d'un seul
se lient aux promoteurs gene.

et aux amplificateurs. W Introns

de la membrane
nucléaire.
Lexpression
génique peut étre
régulée par

un acceés controlé

Reoyclage ) . aux canaux

o Ub\qumﬂe ®’\ﬁ de(ransypo_n s

H * ou par l'efficacité
Acides * 4 g [o] de ceux-ci.

. - .
aminégs ", *

*.
libres \ NE
\~ ~A\

4. Synthése protéique.
De nombreuses

N . . iy
N ———— protéines interviennent
~Z Degfada non dans le processus
: de traduction
Pept\des Protéasome et la régulation

de la quantité

de chacune modifie

le niveau d’expression
génique en accélérant
ou en ralentissant

la synthése protéique.

A FIGURE 26. Vue d’ensemble de la vie d’'une protéine (exemple d’une protéine mitochondriale)
de sa synthése a son utilisation et/ou sa dégradation. D’aprés SEGARRA et al. (2014).

6. Dégradation
des protéines
Les protéines
& dégrader sont
marquées

5. Interférence par ARN.
Lexpression génique
est régulée par de petits
ARN. Les complexes

S protéiques contenant

a ['Utijlqum‘ne' des siRNA

puis détruites et des miRNA destinent
par le protéasome. des ARNm spécifiques

a leur destruction
ou a linhibition de leur
traduction.

A FIGURE 27. Bilan : vision d’ensemble trés simplifiée de I’expression génétique eucaryote et

v’ Le contrdle de I’initiation de la transcription est la principale voie son contréle. D’aprés RAVEN et al. (2020).
de contréle de [I’expression génétique. Le contréle de la
transcription repose sur des interactions entre des séquences
régulatrices et des facteurs de transcription ou de remodelage de
la chromatine.

v Les facteurs de transcription interagissent spécifiquement avec des
séquences d’ADN et des protéines.

Bilan (adapté du v’ Le niveau de transcription est influencé par I’état de méthylation des
programme) bases de I’ADN et les modifications de la chromatine.

v’ La probabilité d’initiation de la transcription dépend de la
combinaison de tous les acteurs précités.

v Les modifications de la chromatine constituent une information
transmissible et sont a la base du controle épigénétique. Ces
modifications transmissibles constituent 'épigénome.

v L'interférence  ARN est un mécanisme de contréle post-
transcriptionnel majeur.
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(I. LA TRANSCRIPTION EST REALISEE PAR L’ARN POLYMERASE |

@ Initiation
Fixation des facteurs généraux de transcription Recrutement de I'ARN polymérase + ouverture de 'ADN
sur 15 pb environ
FTG 1=

ADN ,, ? @® X\* r’géé::td”

SPBPIOP— WM%@

: +1 5
E CAAT TATA Insertion des

'
'
'
'

premiers
Promoteur = 70 pb cli)eipI?Tré nucléotides
Séquence consensus
@ Elﬂa—tlm ® (kL Refermeture de 'ADN
Bulle de transcription double brin

3
ADN ~ Reconnaissance et clivage
o 5 par une enzyme
uverture
nucléotide libre " Transcrit primaire
Appariement des bases 0@ 5 @
complémentaires
) g ) ® Libération de I'ARN
Brin transcrit = non codant = sens G Maturation des ARN prémessagers

{ 1I. LINITIATION DE LA TRANSCRIPTION DEPEND DE L’ETAT DE CONDENSATION DE LA CHROMATINE

Remodelage de la chromatine

Protéines L Phosphorylation
histones Modifications acétylation
covalentes des histones méthylation
1rnm (extrémités N-Term)
ADN ARN régulateurs Transcription 30nm
impossible

—>
" Complexe de remodelage
Euchromatine de la chromatine

Transcription possible

o
Hétérochromatine | Transmission —> épigénétique

‘} 1II. L'INITIATION DE LA TRANSCRIPTION EST CONTROLEE |
» Par des facteurs de transcription spécifiques (FTS)

ADN e Intéraction 'y Hormone
5 - | II spéfique ADN/FTS stéroide
Enhancer ilencer Promoteur Membrane
Enhancer lié Liaison a des FTS plasmique
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A FIGURE 31. Unité et diversité du protéome. D’aprés SAINTPIERRE, BORDI et al. (2021)
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Pour faire une fiche de révision : quelques pistes

Il est conseillé de maitriser les grandes lignes du plan
Le plan ne doit pas étre percu comme un carcan figé, ou comme un modeéle de plan de dissertation a ré-
utiliser en devoir, mais bien comme un outil d’apprentissage et de structuration des concepts
importants. Vous pouvez en recopier les grandes lignes ou annexer le plan du polycopié directement.

Il est conseillé de réaliser un lexique des principales définitions.

Il est conseillé de reproduire les schémas (et tableaux) majeurs :
Liste indicative.

- Phénotype, transcriptome, protéome
° Méthodes d’étude du transcriptome — chapitre 12
° Méthodes d’étude du protéome — chapitre 12

+ étude spectrométrique

- Contréle de I'accessibilité des génes

° Euchromatine / hétérochromatine

° Modifications covalentes des histones

° Gene FLC et vernalisation : acétylation / méthylation
° Méthylation des bases du promoteur des globines

° Chat « écaille de tortue »

° Empreinte parentale

- Contréle transcriptionnel

° Organisation des séquences régulatrices

° Organisation des domaines de liaison a I’ADN des facteurs de
transcription

° Séquence enhancer activée

- Contréle post-transcriptionnel

° ARN interférence
° Fonctionnement du protéasome
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