Chapitre 4: Régulation de
'expression génique



4.1. Définitions et concept de
'opéron.



Quelques définitions

®Facteur de transcription: protéine de régulation transcriptionnelle.
®Activateur: protéine qui stimule l'initiation de la transcription
favorise |'expression d'un géne.

®Répresseur : protéine qui inhibe la transcription et empéche
I'expression d'un géne.

®Opérateur : site cible de la protéine répresseur (souvent proche
du site d'initiation de la transcription)

®Trans : les produits sont libres de diffuser pour trouver une cible
(activateur, répresseur)

@Cis : pour toute séquence d'ADN non transformée en une autre
molécule, elle agit in situ et touche I'ADN auquel elle est liée

(promoteur et opérateur)
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LA REGULATION GENETIQUE

=Un moyen pour la cellule de développer des mécanismes
qui lui permettent de réprimer les genes qui codent pour
des protéines inutiles et de les activer au moment ou ils

deviennent nécessaires

Deux modes de régulation de |'expression d'un gene cible

par une molécule régulatrice :

1- d'une fagon positive : l'interaction déclenche la transcription du gene

2- d'une fagon négative : l'interaction empéche la transcription du géne
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Chez les procaryotes:

d Chez les procaryotes, le controle de
I'expression des genes permet essentiellement a
la cellule d'ajuster des synthéses en fonction
des Dbesoins nutritionnels, face a un
environnement changeant, de fagon a assurer la

croissance et division cellulaire.



Notion d'opéron

@généralement trouvés chez les procaryotes, avec quelques exemples
maintenant connus chez les eucaryotes (Némathelmintes , Plathelminthes).
@chez les bactéries, quand un promoteur sert une série de genes
groupés, I'ensemble de genes s'appelle un opéron.

Opératenr

" Structure d’'un opéron simple:

i A Terminatens

Promotenr RBS 1 ERBS 7 EBS 3

Opérateur : contrdle de la transcription

Promoteur : fixation de I'ARN polymérase

+1 : début de la transcription

RBS (‘ribosome binding site’) : fixation du ribosome

CDS (‘coding sequence’): séquence codant pour une protéine
Terminateur : fin de la transcription 8
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»tous ces genes sont transcrits en un ARNm simple

*»chaque section de ces ARNm (appelés ARNm polycistroniques) peut
alors étre traduite indépendamment

*>|es genes d'un opéron donné codent souvent pour plusieurs enzymes

actives dans une méme voie métabolique



Les opérons de la bactérie E. coli

4289 génes

Estimation

Transcription Nombre d’opérons :

monocistronique : 2528
1864

soit environ 74% des genes a transcription unique
et en moyenne 1,70 gene par unité de transcription



Il existe deux types d'opérons:

» Opérons inductibles: qui code pour les enzymes
de la voie catabolique (processus de dégradation).
EX: l'opéron lactose.

<+ Opérons répressibles: responsable de
I'anabolisme (processus de biosynthése).
EX: l'opéron tryptophane.

Les opérons produisent des ARNm qui codent pour
des protéines fonctionnellement reliés.
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4.2. Les opérons inductibles:
Opéron lactose

~




L'opéron lactose™* (chez E. coli)
un exemple d'opéron catabolique inductible
négativement & positivement régulé

* lactose : disaccharide pouvant étre utilisé comme source de
carbone unique pour la croissance d'E. coli.



OPERON LAC: Définition et structure

Andre Lwoff

1961 : Jacob et Monod décrivent comment des geénes adjacents
impliqués dans le métabolisme du lactose sont régulés de fagon
coordonnée par un élément génétique localisé a proximité des genes. Il
y a des séquences d'ADN codant pour des produits agissant en trans ou

en cis. (prix Nobel de médecine et de physiologie en 1965)



Exemple de l'opéron Lac:

ARNmM "Polycistronique"

message
: lacé message
r \
L’ARN polymérase =N, Jac
lie le promoteur N message

lacA

Promoteur Opérateur lacZ lacY JacA
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L'opéron lac : organisation

Hegulalony gene |
- - Lactose operon “I
: e ¥ a E. coli
Repressor [-Galactosidase Fermeaszs Anetylase chIomosome
1040 pb ' ' 3510 pb 780 pb 325 pb
CRF sile Operator [35 bp)
promotar Fromoter

3 génes structuraux: z, y & a

>codant pour les enzymes impliquées dans le métabolisme du
lactose

>sont exprimés continuellement a faible taux

>sont induits environ 1000 fois quand le lactose est présent

>sont modulés par le taux de glucose du milieu



opéron Lac
M P LELELIVPVEPVIVI VI WP OIUVE

prorlno;eur lacl Promoteur Operateur lacZ lacY lacA
ac

®le gene lacZ encode |'enzyme p-galactosidase, qui décompose le
lactose (en galactose et glucose)

®lLe gene lacY encode la galactosidase perméase, une protéine de
transport pour le lactose.

®le gene lacA encode la thiogalactoside acétyltransférase, cette
enzyme transfére le groupe acétyl (CH;CO-) de l'acétyl-CoA aux p-
galactosides.

®»Le gene lacI (gene adjacent n‘appartenant pas a l'opéron) encode un

répresseur qui blogue la transcription de l'opéron lactose.



Equation de la réaction catalysée par la p-
galactosidase:

CH,OH  CH,OH HA0 CH,0H CH,0H
HO | 4 0 ’ HO | 4 OH 0
OH "\ 5 ¢ OH 5' + (OH\
| B-Galactosidase
OH HO OH
OH OH OH OH

Lactose Galactose Glucose



L'addition de lactose a E. coli mene a une grande
augmentation de la synthése de B-galactosidase

Lactose enleve

4 — l
\ arréts de la synthése de

B-galactosidase

- ——

Ajout de La synthese de B-
Lactose galactosidase

l correspond a 6% de la
|

B-galactosidase (ng)
N

synthese protéique totale

I |
0 30 60 90

Protéines bactériennes totales (ung)

(croissance cellulaire)

- L’expression de la B-galactosidase est induisible

- Note: L'augmentation dé la synthese de B-galactosidase se produit
seulement en I'absence des sources préférées de
carbon/énergie telles que le glucose



Régulation de ’opéron lactose chez E. coli

Protéine de

Coupe le lactose transport
Fonction en glucose et membranaire
Regulatwe galactose (importe le lactose)
LacZ LacY
Section du chromosome T \ /
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Observations sur la
régulation de /acZ et JacY:

(1) La protéine Lacl et le glucose
arréte la transcription de
lacZ et lacY

€@ Lactose

Galactose | Galactosidase
permeéase

(2) Le lactose induit la Chromosome
transcription de lacZ et lacY R-galactosidase



Reégulation de ’opéron lactose chez E. coli

« Normalement la transcription de 1’opéron Lac est réprimee

* Le lactose induit la transcription de 1'opéron Lac (~1000X)

— Le lactose entre dans la cellule et est convert: en allolactose.

— L’allolactose lie le répresseur et cause la libération de l'opérateur.

* Aussi influencer par le niveau de glucose



a. absence du lactose : transcription du gene
lac T et synthése du répresseur

Lorsqu’aucun lactose n'est
présent, le répresseur se lie a
I‘ADN et bloque la
transcription

&- |PAS DE TRANSCRIPTION >
Répresseur
T fonctionel * *

IacZ lacY

L’ARN polymérase Opérateur (site de
est bloquée liaison pour le
réepresseur)



b. présence du lactose dans le milieu :

la fixation du lactose sur le répresseur empéche la
fixation du répresseur sur l'opérateur permettant a I'ARN
polymérase de transcrire les génes de structure

Lorsque le répresseur et le
lactose (inducteur) sont
présents: La transcription a
lieu.

Lactose
o
(Jj L >#*’ DEBUT DE LA TRANSCRIPTION
; ARNm [B-galactosidase | Perméase >
T Represseur T T g
lacl* lacZ lacY

> le lactose agit comme inducteur des enzymes chargés de sa
métabolisation



c. controle de |'expression de |'opéron lactose
en présence du glucose

Présence d'un site activateur (site CAP) sur le promoteur de I'opéron lactose
activé par la fixation de la protéine CAP lorsqu'elle est associée a ' AMPc (CAP-
AMPc).

CAP (catabolite activator protein) lactose, également appelée CRP (cyclic AMP
[cAMP] receptor protein)

L'AMPc s'accumule quand le glucose est absent. Quand le glucose est présent
‘I'adénylate cyclase est inhibée
*AMPc phosphodiestérase est activée.

glucose
NHZ / NH2
\
PO Y_I \j Adenylcyclase }.‘—J‘l i
PO, F‘O ~
a 3 I ~— e

’0 OH
"o

AMPc
ATP
ANMPc phosphodiestérase
/ -
glucose
PO“—l nf

AMP



Répression catabolique de I'opéron Lac

Lorsque '’AMPc est
présent, il lie le CAP.
Le complexe AMPc-

CAP lie le site CAP  ampc
et la transcription TRANSCRIPTION RAPIDE >

debute \ CAP

site Opérateur lacZ lacY lacA
CAP  Promoteur

Lorsque ’AMPc est
absent, CAP ne lie
pas I’ADN et la CAP

transcription se
produit a bas niveau O TRANSCRIPTION LENTE >

AQPVIBOVE (01,01 1,0%

Opérateur lacZ

CAP  pPromoteur



La présence de glucose est accompagnée d'une faible concentration en AMPc :
en présence de glucose (AMPc bas) : CAP ne se fixe pas sur le promoteur de

I'opéron

» Absence de glucose (AMPc élevé) : CAP-AMPc
se fixe sur le promoteur __ transcription optimale de 'opéron
Présence de lactose: le répresseur ne fixe plus utilisation du lactose
sur l'opérateur |
CAMP
—— ——2 - - — = v A
o . - > X
Lactoso INnducor-
rSgrassor Abundanst ac mRENA

* Présence de glucose (AMPc abaissé) : CAP ne se

fixe pas sur le promoteur
Présence de lactose: le répresseur ne fixe plus

sur |'opérateur

transcription modérée de l'opéron
Utilisation préférentielle du glucose

CAP P = — -
=== e - v A
<
>

m ¢ <X > m Very etie ac mPINA

Lactose INnducear-
roOPprosSsor



RECAPITULATIF

1- Pas de lactose présent
L'opéron est "éteint” > pas d ARNm synthétisé

2- Lactose présent; glucose présent également

La présence du lactose inactive le répresseur > il y a
Transcription

(Parce que le Glucose est présent > cAMP est faible > CRP
ne peut aider la transcription)

3- Lactose présent; pas de glucose

la présence de lactose inactive le répresseur 2> il y a
Transcription

(Il n'y a pas de Glucose > [cAMP] est élevée > cAMP se
fixe a la CRP (activation) > CRP se fixe & ‘aide’ la
transcription : Niveau élevé de ftranscription
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4.3. Les opéron répressibles:

Opéron tryptophane.

/




L'opéron Tryptophane* (chez E. coli)
un exemple d'opéron anabolique répressible

*Tryptophane : acide aminé



Chailne de biosynthése du tryptophane chez E. coli
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OPERON trp: Définition et structure

Lropéron trp g PO e trpE. trpD tpC trpB tipAey

+ L'opéron trp code pour les enzymes requises pour la
synthese du tryptophane (trpA-E)

* La synthése de I'ARNm de I'opéron est controlée par un
répresseur qui blogue la transcription lorsqu'il est lié

par le tryptophane (co-répresseur)

31



Organisation de |'opéron Trp d'E. coli

Transcription
pause site . -
ranscription.
<150 bp162 bp/l / termination site |
1 GO05 R |
J*O trpl ( tpE D tpC | tpB '
I
|
Promoter : \:kAttenualor
Operator ; Transcription
Leader region
Leader
trp MANA ——————— | —t —
Translation l l l l l
Polypeptides  Anthranilate  Anthranilate PRA Tryptophan Tryptophan
synthetase synthetase isomerase- synthetase synthetase
componentl component Il InGP B @
(PRA synthetase) synthetase L ¢ s
! |
Enzyme complexes LIl P
|
Bea?tb:ds Chorismate - ~~Anthranilate ~~PRA—~CdRP —+InGP -~ _OOC,C-C"z-ﬁ
R + glutamine  + PRPP + serine HC\N
PRPP = Phosphoribosyl pyrophosphate H
PRA = Phosphoribosyl anthranilate L-tryptophan

CdRP = 1-(o-carboxyphenylamino)-1-deoxyribulose 5-phosphate
InGP = Indole-3-glycerol phosphate



Fonctionnement de I'OPERON trp:

Lorsque le tryptophane est absent, la transcription se
produit

ARN polymérase
TOPVPVPIOFHOUOT OO VIO
. Région 5" !

Promoteur 5 régions codantes

Lorsque le tryptophane est présent, la transcription est
bloquée.

Tryptophane

- Régulation Négative



Régulation de I'opéron tryptophane chez E. coli

Mécanisme n°1 Interaction répresseur-opérateur
La fixation du tryptophane au répresseur trp altére sa structure
Un déplacement de 0,8nm des hélices impliquées dans Ia

reconnaissance permet au répresseur d'interagir avec I'ADN.

romoter . o
P debut de la transcription

s

—-l_

L— 10 +1 +2

opérateur
répresseur inactif A
‘ ARN polymérase

represseur actif

tryptophane
\ = - BN

ARNMc——————>



Mécanisme n°2 Terminaison de la transcription

*>La transcription est également controlée par atténuation, processus

qui aboutit a la traduction d'un petit polypeptide.

»Quand les cellules ont besoin de tryptophane, les genes de I'opéron

sont exprimés au taux le plus fort;

»Quand le besoin en tryptophane est moins sévere, les genes de

I'opéron s'expriment a un niveau plus faible que le maximum.

| 'atténuation régule le niveau de transcription par un facteur de 8 a
10 et combiné avec le mécanisme 1 (interaction répresseur-opérateur)

il y a diminution de la transcription d'un facteur 560 a 700.
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4.4. Systeme modulateur
d'expression: |'atténuation.
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La position du ribosome joue un role important dans le
phénomeéne d'atténuation

33;-"" ...menant a la formation

Les ribosome traduit d’une structure de type
I’ARNm rapidement tige et boucle qui
quand le tryptophane empéche I’ARN

est abondant,... polymérase et termine

la transcription.

Attenuateur
Atténuation

Atténuation: mécanisme qui controle la capacité de
I’ARN polymérase de lire un atténuateur, qui est un
terminateur placé au début de la transcription




trpD trpC rp8 trpA P

Région de controle

Peptide « leader » Atténuateur

Promoteur Opérateur

Peptide « leader » Terminateur

Rho-indépendant
A (Amrenuateur)
G
U
A

pPPPN_ wauucmncwmm-ecxf ACUUC(‘@ E umnu
c
v
A

Mot Lys Alas lle Phe Val Leu Lys Gy Arg Thr Ser

1011

* Une petite séquence codante en avant de l|'opéron trp contient deux

codons pour le tryptophane de suite
* Lorsque la quantité de tryptophane dans la cellule est limitée, le ribosome

arréte a ces codons trp
La capacité du ribosome de lire ces codons régule un choix de tige et

boucle (terminateur ou anti-terminateur)



Organisation de la région leader/atténuateur de |'opéron trp

Transcription
Pause termination
L 2 3 4

grm UGGUGG !?ﬂ | AUG
Start Trp Stop Transcription Start
codon codons codon antitermination codon
) - ] for lrp
Leader peptide coding region mRNA

Structures ARN alternatives - ‘ _

1 2 2 3 3 0l 4

I\, J\ I\

Pause Antitermination Termination



_ Phénomene d'atténuation en absence du trp

a) Trp-starved: antitermination cGUG cG 6
In tryptophan starvation or at low levels U~ u
of tryptophan, ribosome translating A A
leader transcript stalls at trp codon gp—¢ C
Cc Cc
A A
c“u N
A . U_— Regions 2 and 3 pair,
/:"0 preventing formation of 3-4
ur- A pair; transcription continues
80—G - C
U C
G-C "l‘°
= UUUUUUUY
C-G G
G-C G
50 60 70 G-C G 2
| | | G-C G—130 Regions
9 AGGUUGGUGGCGCACUUCCUGAAAC-G Cc 23
' : b C G,
Trp Trp Arg Stop c G
codon U u 1 4
A A

le tryptophane est absent (ou en quantité insuffisante):

1- les trp-ARNt sont indisponibles, le ribosome s'arréte aux codons trp ce qui couvre la
région 1.

- la région 1 ne peut s'apparier avec la région 2, a la place la région 2 s'apparie a la région
3.
3- la région 3 ne peut donc s'apparier a la région 4.
4- ' ARN polymérase continue a transcrire |'ensemble de la séquence codante ce qui permet

la synthese compléte de I'ARNm.



_ Phénomeéne d'atténuation en présence du trp

b) Nonstarved: termination cGUG,
G~ G-—100
u u
A A
90—C Cc
Cc c
A cA
c
Uy.aG
60 70 g0 A-U
| l U-A—110
UGGUGGCrRCACUUCCUGAAACGGGCAGUG-C 1 2
[ I W=y WN— WS M W— C 140
Trp Trp Arg Thr Ser Stop Cc |
codon A-UUUUUUUU 34
a-S Regions 3 and 4 pair;
g i g transcription terminates
C+-G—130
G -

A

=
» OO
>
COOO

le tryptophane est abondant:

1- le ribosome ne s'arréte pas au niveau des codons trp; il continue a traduire la
séquence leader, s'arrétant au niveau de la région 2

2- la région 2 ne peut s'apparier avec la région 3; cette derniére s'apparie alors
avec la région 4.

3- cet appariement 3-4 constitue la séquence « atténuateur » et fonctionne
comme signal de terminaison

4- la transcription s'achéve avant que I'ARN polymérase atteigne les génes
permettant la synthése du tryptophane




RECAPITULATIF

Formation de

Panti-terminateur (2-3)
Codons G

trp

Arret de la
= transcription

uuuuuuu

Formation du
terminateur (3-4)

2=3 o Synthésede 'ARNm
de I'opéron trp

En présence de Tryptophane En absence de Tryptophane

Le ribosome arréte

Le ribosome avance aux codons trp

rapidement jusqu’a la fin
du peptide « leader »

ARNm _
La transcription

Codons trp continue

Codons trp

. .
) ARN;"P cha-;')gles Formation du domaine 2.3
- La formation du domaine Pas (NoponiNes (Anti-terminateur) prévient

3-4 (Terminateur) termine la formation du terminateur
la transcription

ARNt™ chargés
disponibles
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4.5. Reégulation par inversion

de séquences d'ADN

/




Certains genes peuvent eétre régulés par
modification de la structure primaire d'ADN. Chez
les bactéries et chez certains phages cette
modification consiste en une inversion de
séquences. La variation de l'antigene flagellaire de
Salmonella typhirium est un beau exemple. Dans
tous les cas d'inversions possibles concernées a une
structure de transposon.



Ces séquences sont limitées a leurs deux
extrémités par deux séquences répétées inversées
d'environ 26pb et possedent en leur sein le gene
codant la protéine assurant la transposition
(transposase). Le mécanisme d'activation du gene
par inversion est tres simple ; la séquence qui peut
étre inversée contient le promoteur du géne a
réguler, elle est située en amont du géne de
structure. Quand le promoteur est dans le bon sens
par rapport au gene de structure il Yya
transcription : c'est la position ouvert du gene.
Quant le promoteur est dans l'autre sens, du fait
de l'inversion, le gene ne peut étre transcrit, c'est
la position fermée du gene.



