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I. LADN représente le matériel génétique

- Le noyau contient ’ADN = matériel génétique.
- L’ADN prend des aspects différents (chromosomes) selon que I’on
se situe en mitose ou en interphase du cycle cellulaire. (Ici,

visualisation de I’ADN avec DAPI)

cellule au
repos

cellule en
division

A. Expérience établissant que I’ADN est le matériel génétique

- Bactéries Streptocoques de Souche S (a paroi
lisse) responsables de pneumonie chez la souris
soumises a un agent génotoxique pour faire
des mutations aléatoires.

- Parmi les descendants, sont apparus des
bactéries avec paroi rugueuse (souche R) non
pathogenes.

- Puis on a pris des extraits de souches S ou des
souches S tuées qu’'on met en présence de
souche R.

- Des bactéries R sont transformées en
bactéries S capables de provoquer une
pneumonie. L'information héréditaire est
présente dans les souches S.

Les bactéries Streptococcus Cellules de souche S
p iae lisses t une
. pneumonie . . .‘
l MUTATIONS ALEATOIRES
Fractionnement d’extrait
Souche R cellulaire en différentes
non-pathogéne Bactérieés R culti\;ées en présence classes de molécules
de bactéries S tuées ou ifié
OO O d’extraits de bactéries S puriiices
TRANSFORMATION | | | | |
Certaines bactéries R sont ARN protéines ADN sucres lipides
transformées en bactéries S e — ' ’ oo
dont les descendants IMolet.:ulhes ;estees pour la transformation de
provoquent la pneumonie - Touc S l l l l
CONCLUSIONS: les molécules () O O-. 0O
. . qui transmettent I'information O O . . O O
héréditaire sont présentes
[ b CONCLUSION: 'ADN

dans les cellules S " . A e
porte I'information héréditaire

- Ensuite, a partir d’extraits de bactéries S : séparation biochimique des composants selon leur nature. C'est quand
on introduit de I’ADN que les souches R sont transformées en S. L’ADN porte donc I'information héréditaire.

B. Structure de la double hélice d’ADN

A connaitre par cceur

- Les bases azotées (C=G et A=T) sont

liées par des liaisons hydrogene.

- Quand une séquence d’ADN
contient plus d’A=T, la température de fusion
(pour séparer les deux brins) est plus faible.

- Les interactions entre les bases azotées se fait
sur un plan a la maniére des marches d’escalier.
- Distance entre deux nucléotides = 0,34 nm (=
3,4A)

- Le tour d’hélice fait 10,4 paires de nucléotides
=37 A. Diametre de la double hélice =2 nm = 20
A

10,4 paires de nucléotides

petit
sillon

grand
sillon

liaison
phosphodiester

- Polarité de chaque brin : une extrémité 3’ et une extrémité 5'.
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C. Echelle du génome humain

- Si on déroule I’ADN d’une cellule humaine = 2 métres de long. Ces 2 metres d’ADN rentrent dans un noyau qui
fait environ 6 microns de diametre.
- Analogie : si tour de spire fait 1 m (au lieu de 37 A) alors :
- génome humain : ~ 3200 km
- distance moyenne entre 2 genes : ~ 300 m gene moyen : ~ 30 m
- séquence codante de ce géne:~1m
- La plupart des séquences ne sont pas codantes.

Il. Chez les eucaryotes, I’ADN est contenu dans le noyau

- Lle noyau posséde une enve'°ppe ADN et protéines associées

nucléaire: une membrane externe + une plus sombre en M.E.
(hétérochromatine)

membrane interne, avec entre les deux, un réticulum

espace en continuité avec le réticulum ~ endoplasmique
endoplasmique.

- 'enveloppe est percée par des complexes

de pores nucléaires : transfert de protéines

et d’ARN.

- Sur la face interne de I'enveloppe nucléaire filaments N
= lamina nucléaire composée de filaments  intermédiaires 5)@/ S~
intermédiaires et qui protege |’enveloppe pore nucléaire LY Nk
nucléaire des déformations. I

- Il existe des contacts entre la lamina e

nucléaire et la chromatine: fonctions de

contréle de I'expression des genes.

- ADN n’est pas réparti de fagon homogene. En ME ou MO : il y a des zones sombres (hétérochromatine = zone
condensée avec faible transcription, située a la périphérie du noyau contre la lamina qui joue un réle dans la
rétention de cette chromatine) et des zones claires (euchromatine = zone décondensée avec forte transcription).
- Le nucléole n’est pas homogéne et présente des sous-structures.

- Al'intérieur du noyau, y’a pas de membrane : tout I’ensemble du noyau constitue le nucléoplasme. Mais il existe
des sous-compartiments dans le noyau. On peut ainsi compartimenter une cellule avec des membranes ou sans
membrane, en forcant des composants protéiques et d’ADN a rester a un méme endroit et a s’assembler pour étre
nombreux pour qu’ils aient une fonction.

™~ .
microtubule

lamina nucléaire

membrane nucléaire

externe P
enveloppe nucléaire

membrane nucléaire interne

lll. ADN des cellules eucaryotes est empaqueté dans des chromosomes

L’ADN est empaqueté dans des chromosomes.

- Chromosome homologue : une des 2 copies d’un
chromosome dans une cellule diploide, I'une provenant
du pere, I'autre de la mere.

- Caryotype (humain) : exposition d’un jeu complet des
46 chromosomes humains d’une cellule organisés en
fonction de leur taille, leur forme, leur numéro.

- Chromosome acrocentrique : chromosome dans
lequel la position du centromere est proche de I'une

2 5

3
8 9

b

10

des extrémités. caryotype d’une cellule humaine male
22 paires de chromosomes homologues + 2 chromosomes
sexuels = 46 chromosomes
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A. Des colorants révelent des profils de bandes particuliers sur les chromosomes

humains

- Le caryotype humain est organisé
en distribuant les chromosomes des
plus grands aux plus petits. Les
chromosomes sexuels ne sont pas
représentés ici.

- On peut voir des chromosomes
acrocentriques sur la partie basse
du caryotype.

- Marquage au Giemsa = marque les

régions riches en A-T (bandes régions codant

pour les

noires). gros ARN

- Aujourd’hui on utilise des sondes  ribosomiques

fluorescentes (plus sensibles) sur les
caryotypes.

- Les caryotypes sont aussi utilisés
en cancérologie : visualisation de
cassures, translocations

| CARYOYPE HUMAIN |
g =
EE . )
lEgfEcg ek
= =
A0 §,E,5 ;* <+<— position du
= E E = centromére
EEEEDHE0EE
: = 1T 0 12
=3 7 8
- 5 4 6
1 coloration au Giemsa
N 2* . - zones sombres =
§ é & E g F( 5 S* * riches en A-T
LI R I = -
TEEEsEURT
i E : 16 e 19 20 22
=

-
w
'S
-
o

50 millions de paires
de nucléotides

chromosomes sexuels

- Les zones marquées par un « * » sont des zones qui codent pour des gros ARN ribosomiques (18 Set5S)

B. Organisation des genes sur un chromosome humain

Exemple du chromosome 22 humain : 48x10° pb = 1.5 % du génome humain

- petit chromosome acrocentrique

- bras court (p) = zone d’hétérochromatine = zone
trés compacte avec pratiquement pas d’expression
de génes

- bras long (p) : trés peu de séquences codantes

- différences entre les individus ~ 1 nt / 1000 nt

- Chromatine : structure constituée
d'ADN et de protéines (histones et
non-histones) qui lui sont associées

dans le noyau.

- Euchromatine : régions du génome ou I'ADN
existe sous forme non condensée (pendant
I'interphase) (transcription active) et dans
laquelle 'ADN se réplique en premier (présence
des origines de réplication)

- Hétérochromatine : régions du génome ou I'ADN
existe sous forme trés condensée et non
transcrite pendant l'interphase, et ou ADN se
réplique tardivement.

Chromosome 22 de I'étre humain constitué de 48x10¢ Eb

e —
Bras court

xX10

10% du bras long du chromosome (40 génes environ)
Niipll st 8 1 I/l BN ||l BB

X10
./1%du bras long du chromosome (4 génes) ]
'/Ungene de 3,4x1 04 pb

Sé uencesSequences des
de ré%mat,on Exon Intron l Expression génique

!

Protéine
Organisation des génes dans un chromosome de I'étre humain
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C. Les chromosomes changent d’aspect au cours du cycle cellulaire

> Durant  l'interphase, les enveloppe nucléaire
chromosomes apparaissent dilués et entourant le noyau

étendus dans le noyau. \

- Durant la mitose, on a une = = —<
d tion des ch I PRESSION . :

con erlsa ion es’c romosomes. lls ES GENES ET MITOSE

vont étre alignés sur la plaque REPLICATION DES

fuseau mitotique

équatoriale grace au fuseau CHROMOSOMES ., /o mosomes mitotiques gg’IEIl?L’:‘t\IRE
mitotique (microtubules) et étre :!‘i::;“r:::::: condensés
répartis eéquitablement dans les INTERPHASE M PHASE INTERPHASE

cellules filles.

~1 heure

En MET : Comparaison de I'aspect des chromosomes en interphase (a
gauche) et en mitose (a droite)

- En interphase : on ne voit pas les chromosomes de maniere individuelle
- En mitose : chromosome bien visible car treés compacté

A 10/ ®) L

Chaque chromosome linéaire contient un centromeére, deux télomeéres et plusieurs origines de réplication :
- En interphase : les chromosomes sont

. \ . INTERPHASE MITOSE INTERPHASE
allongés. Le centromeére sépare les bras . ] T ) T ]
longs des courts. telomere -

NB : nombreuses origines de repllc\atlon formation du
sur chaque chromosome -> accélére la h \\ kinétochore

Lo origine de _
réplication réplication \}//
Chaque chromosome va étre dupliqué.

— — — — +

-En mitose : les chromosomes condensés

A . g . centromere -
vont étre fixés au niveau du fuseau
mitotique puis vont étre séparés dans les h \\
noyaux des cellules filles. \Y/ I
Kinétochore = point de contact entre le portion du fuseau
centromeére et le fuseau mitotique. mitotique L L

chromosomes dupliqués
dans des cellules séparées
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IV. L’ADN des chromosomes est tres fortement condensé par des protéines

Les rbles des protéines associées a I’ADN : condenser I’ADN de maniére non anarchique. Il faut que I’ADN puisse
étre disponible pour répondre aux besoins de la cellule (expression de génes). Il y a des protéines qui vont s’associer
a I’ADN pour le condenser et d’autres protéines dites de remodelage de la chromatine, qui déplacent certains
composants pour libérer des zones condensées.
Quelgues chiffres :
- ADN humain : 2 m (noyau = 6 um)
- Chromosome 22 : 2um/1.5 cm d’ADN
- Chromosome d’interphase : condensation x1 000
- Chromosome mitotique : condensation x10 000
- Réversibilité de 'empaquetage
- générale au cours du cycle cellulaire
- locale pour la transcription et la réparation de I’ADN

A. Les nucléosomes

- Les nucléosomes sont les unités
de base de la structure des
chromosomes eucaryotes.

En MET: vue en ME a transmission d’un chromosome isolé d’un noyau en Sﬁ‘m
- En interphase : chromosome sous interphase: fibre de chromatine ~ 30 nm d’épaisseur

forme d’une fibre de chromatine de
30 nm d’épaisseur ol I'ADN est
empaqueté par les nucléosomes.

- Si on décondense
expérimentalement la fibre de

chromatine: on obtient une o )
structure « en llier d ey Vvueen ME a transmission d’'un chromosome d’ interphase

en co e e perie»; expérimentalement décondensé : structure « en collier de perle »
chaque perle = nucléosome présence de nucléosomes

ADN de liaison

z < , ~80 nt "hi é
- Les nucléosomes sont composés d’ADN enroulé autour d’un *  noyaudhistones du nucléosome
noyau protéique de 8 histones. W .

’ ’ L s L———— Nucléosome ~200 pb
- L’ADN s’enroule sur une longueur de 146 nucléotides. ) i
. L. , . Chromatine « en collier de perle »
- Environ 80 nucléotides entre deux nucléosomes (ADN de liaison) DIGESTION PAR NUCLEASE
- I’ensemble =~ 200 nucléotides DEL’ADN DE LIAISON

- L’ADN de liaison de la chromatine en collier de perle peut étre ‘ @ @ @
digéré par des nucléases

- On obtient des nucléosomes 1
- Avec de fortes concentrations de sel on peut libérer la partie Qn]ﬂnm
protéique (noyau d’histone) de la partie nucléique (146 pb).
. . s . e . DISSOCIATION PAR FORTE
- Dissociation des composants: identification de 4 CONCENTRATION DE SEL
protéines présentes en deux exemplaire (donc 8) : H2A, H2B, H3 et libération de la partie centrale
du nucléosome

H4 = noyau d’histones octamérique formant un cylindre autour

duquel s’enroule ’ADN. noyau fi{histone double hélice d’ADN
octamérique | 146 pb
DISSOCIATION
~ 30.10° nucléosomes / cellule humaine diploide. Ce niveau de ( A )
compaction est modeste car permet une condensation x3. R Ty o6 B
H2A H2B H3 H4
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Nucléosome révélé par cristallographie aux rayons X :
- ADN fait 1,65 tour du noyau d’histones = 146
nucléotides
- Queue de H3
- Les liaisons ADN-Histones :

- hydrogénes (142/nucléosome)

- ioniques (ADN chargé négativement,
histones chargées positivement)

- hydrophobes
NB: des modifications des histones peuvent
augmenter leur affinité pour I’ADN.

-> Organisation générale des histones du noyau
des nucléosomes. Les histones ont toutes a peu

\ N . . (A)
prés la méme organisation : koa
- Succession d’hélices alpha (une grande hélice oo

entourée de 2 petites hélices) qui se replient sous

la forme d’un « repli histone ». Ce repli permet
Ha

queue de H3

Liaisons DNA-protéine

1. Hydrogénes (142/ nucléosome)
2. loniques

3. hydrophobes

146 nt = 1.65 tour autour du
noyau d’histones

N ———— . — - (———C
N B B-C

H3 N e — G — G C

N O — @

I’emboitement des histones entre elles. Exemple :
hétérodimeére H2A/H2B

queue N-terminal

repliement d’histone

. . . . (B) c
- Les histones ont des séquences riches en acides =l ] i .
T, A ] . 1. séquence riche en aa basiques

aminés basiques (lysine, arginine): permet (lysine, arginine)
I . . . ) N 2. longue queue N-terminal
I'interaction avec les charges négatives de I’ADN. c subissant des modifications
- Elles ont une longue queue N-terminale qui subit covalentes )

e R 3. trés forte conservation de
des modifications post- séquence
traductionnelles influencant leur degré

d’interaction avec I’ADN.

« repli histone » permettant la dimérisation H2A/H2B

- Elles sont trés conservées au cours de I’évolution.

B. La fibre de chromatine de 30 nm

- Les nucléosomes sont habituellement condensés
sous forme de fibre de chromatine compacte de 30 nm.

Remarque : Il y a présence d’une histone H1 (qui ne fait
pas partie du nucléosome), qui se trouve a la sortie de
I’ADN qui quitte un nucléosome.

- En MET, la fibre de chromatine de 30 nm s’organise en
une structure en « zigzag » qui présente des variations.

modele

variations de structure de la fibre de chromatine de 30 nm
(vue en ME a transmission)

l' ..' ~’l B

30 nm A =¥ Octamére
N W dhistones

4 ” —3 10 nm

W = oy

Vl// o
> ‘\' I
v/, ) ADN
< Histone H1

Nucléosome

Modéle de condensation de la chromatine
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- Les irrégularités de la fibre de
chromatine en zigzag résultent de 3
facteurs :

- Absence locale de nucléosome
créant des distorsions dans la fibre

- Il existe des longueurs variables
d’ADN de liaison séparant 2
nucléosomes

- Présence de protéines se liant a des
séquences spécifiques d’ADN.

- Les protéines histone H1 participent a la condensation des fibres

de chromatine de 30 nm

L’extrémité C-terminale de I'histone H1 se projette a la sortie du
nucléosome et semble établir des interactions avec le nucléosome

suivant.

2. longueur variable de I’ADN de liaison

3. présence de protéines se
liant a des séquences
spécifiques d’ADN

nucléosome

1. absence locale de nucléosome

e}

vue latérale
@ histone H1

1 protéine H1 / nucléosome

- Modeéle du réle possible des queues d’histone dans la formation de la fibre de chromatine de 30 nm (non

expliqué par le professeur)

—_—

queues d’histone

- La structure des nucléosomes

peut étre changée par des
complexes protéiques qui
consomment de I’ATP.

Sous laction de complexe de

remodelage de la chromatine (qui
consomme de I'ATP), les
nucléosomes peuvent profiter du
desserrement des interactions entre
I’ADN et le noyau d’histones, pour
changer de position.

Remargue : certains complexes de
remodelage de la chromatine sont
inactivés par phosphorylation
I’organisation des nucléosomes est
en quelque sorte figée.

—

modeéle

22

complexe de
remodelage
de la chromatine

3. nucléosomes remodelés

\(Ilalsons modifiées ou plus laches)

CONSOMMATION D’ATP ”

2. changement de
positionnement

des nucléosomes '%4

.@—@--@@'

Mitose: certains complexes de remodelage de la
chromatine sont inactivés par phosphorylation

Cours Galien Lyon Sud - 2021/2022
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- Les nucléosomes sont modifiés puis restaurés de maniére cyclique :

Exemple 1 : si lésion de ’ADN : pour qu’il y ait intervention des protéines de réparation, il faut déplacer les

nucléosomes grace aux complexes de remodelage.

Exemple 2 : si on veut transcrire un gene et qu’il est caché par un nucléosome, il faut la aussi le déplacer.

8 COMPLEXE DE

restauration de REMODELAGE A

nucléosomes

standard / L
«
dissociation de L 4
protéines se
kLl addition de
COMPLEXE DE protéines se
REMODELAGE B liant a ’ADN

4

TRANSCRIPTION OU REPARATION DE GENES ET REPLICATION D’ADN
EVENEMENTS QUI NECESSITENT L’ACCES A LADN CONDENSE DANS LES NUCLEOSOMES

C. Les queues d’histone

modifications covalentes de la
queue N-terminal de H3

- Des modifications covalentes des queues

d’histone modifient profondément Ia
chromatine @ méthylation de la lysine 9
Exemples de modifications post-

N | 1
K9

traductionnelles sur la queue N-terminale de

H3: +/- phosphorylation de

conséquences

geéne silencieux
formation
d’hétérochromatine

acétylation de la lysine 14

- Si méthylation de la lysine 9: rend la lasérine 10 (Histone Acetyl Transférase, HAT)
chromatine plus compacte (gene silencieux) N @

. P o o . [ | i &
- Si acétylation de la lysine 14 par une histone s10 Kia expression du géne
acétyl transférase (HAT) + éventuellement déacétlyation par Histone Déacétylase (HDAC) I
associée a une phosphorylation de la sérine . sonorylation des gene silencieux
10 : augmentation de I’expression du géne sérines 10 et 28 ) 3

. P . . N I mitose / méiose

- Si  déacétylation par une histone S10 s28
déacétylase (HDAC), reste que |Ia

phosphorylation de la S10 : le géne devient silencieux.
- Si phosphorylations en S10 et S28 : mitose/méiose, formation d’hétérochromatine.

- Régulation de la transcription par les
modifications covalentes des queues
d’histone

- Lorsque le gene est silencieux, on a
éventuellement des complexes répressifs qui
sont associés a des nucléosomes trés
compactés - empéche la transcription

- Lorsqu’une acétylation modifie les queues
des histones H1 = augmentation de I'espace

site de liaison

— géne silencieux

Nucleosome

queue N-terminal d’histone

geéne transcrit —>

entre les nucléosomes > accés pour I’ARN
polymérase, HAT, facteurs de transcription
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- Il existe un « code des histones ». On peut se faire une idée de I'impact des modifications post-traductionnelles
sur les histones et la transcription.

MM M moM LATKAAE;(';‘S H3 . j
NARTK ¢ \ Q Ap ¥
Hy R,AQTAmﬁSTGGk‘Apa&\A A4 D PATeGvKkeHA U H2A \’

\
H
i Ap \ *.KTESHHKAKG\wOO /
M \ —

=]
-N- I lysin i "
A e-N-acety ysine ac-8GRg,  H4 CRHAK Y,
P O-phosphoserine F, GG"(GLGK\GG \ Ro
M (mono, di, tri) methyl lysine A A N

M (mono, di) methyl arginine
U monoubiquitin

H?N PEP
Sksap, AITKAQKKDG
A APKKIGSK‘K ¢ KKRKRSRK

A A A
A

P A )
HoN-§ g RGKQBEKARAKAK

Généralement, les acétylations des histones sont associées a une augmentation de la transcription, et les
méthylations a une diminution de la transcription.

V. Deux conditions exceptionnelles permettent de proposer un modele de

condensation des chromosomes en interphase

A. Chromosome en écouvillon d’ovocyte d’amphibien

- Vue au MO des chromosomes en interphase d’un
ovocyte d’amphibien. Les chromosomes « en
écouvillon »
d’oocyte d’amphibien sont les plus grands
chromosomes connus = 2 chromosomes dupliqués et
appariés

résultant de la premiére étape de la méiose : 4 brins
d’ADN = 4 chromatides

ADN déployé en boucles ADN compact
= transcrit activement = silencieux

- Vue en fluorescence : marquage avec un anticorps
monoclonal-FITC dirigé contre une protéine impliquée
dans I'épissage des ARNm. On voit des boucles qui
correspondent a des zones ou I’ADN est transcrit
activement.

8)

) 20 pm )
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Modéle proposé :
- Dans ces chromosomes en écouvillon,  paires de chromosomes
les paires de chromosomes sont faits '
d’une succession de boucles
rassemblées dans une région appelée le
chromomere. Les deux chromatides-
sceurs forment des boucles qui sont en 1 chromosome dupliqué
miroir au niveau du chromomere. =2 chromatides soeurs
- Les boucles d’ADN déployées, qui
peuvent atteindre 10 um, contiennent
de ’ADN décondensé et donc transcrit.

axe

R . 10 boucle d’ADN déployé
- Les chromomeéres contiennent de o
I’ADN fortement condensé et donc pas chromatides )
i soeurs - —
transcrit.
chromomere:
- . f chromatine joignant 2 chromatine trés
- Chromatide : copie conforme de chromomeéres voisins condensée
chaque chromosome qui se matérialise

au cours de la métaphase et se sépare de sa copie parentale lors de I'anaphase.

- Cette premiére observation de ce type de chromosome suggére donc que I'organisation des boucles d’ADN
étaient probablement une partie importante de la condensation de I’ADN au cours de I'interphase.

B. Chromosomes polyténiques d’interphase des glandes salivaires de la Drosophile

- Les chromosomes polyténiques d’interphase
des glandes salivaires de la Drosophile sont
visibles au MO.

- On peut voir grace au marquage Giemsa ou
en MET : des bandes claires et des bandes
sombres

- Si on observe ces bandes au cours du
développement de la drosophile, dans le cadre
d’une fluctuation de la concentration d’une
hormone (ecdysone) > les mémes bandes
s’ouvrent et se ferment au cours du temps.

- Les génes qui correspondent aux zones

g | ~5000 interbandes
claires (~5%) bandes
sombres

(~95%)

v 10 divisions cellulaires sans séparation des chrom filles: 2'° copies de
ouvertes sont activement transcrits. chromosomes accolées: - chromosomes larges et rigides, bandes visibles
. v Les chromosomes polyethniques peuvent se disperser pour devenir des
- Avec le modele des chromosomes en chromosomes conventionnels
écouvillon, on savait qu'on avait des boucles. . - =
L]
Ici, on voit que ces boucles ne sont pas fixes mD——:\ﬂ‘ § ¥
mais vont s’ouvrir et se fermer en fonction du = :\ By | R
besoin de transcription. i BE =l L3
- - 5
Les bandes des chromosomes polyténiques se E;s =osd Bl donsati
A A 7500 ——8 s recor: ensation o
décondensent en se déployant en boucle (= /;><(E\f_/f = arrét de transcription
e = -
forte transcription) et se recondensent (= arrét / ; = g1
- . >~ >
de la transcription). décondensation 3 BX . -
(déploiement en Z for = - 1 puff correspond
. . ~ K
- Un puff = une zone claire = habituellement boucle) e :\5\5 habituellement 3 une
A = forte transcription k> = . = seule bande
une seule bande = correspond a une zone G2 <
Er .. Kea S
rapidement transcrite. 22h Sum

fluctuations de la concentration
d’ecdysone au cours du temps
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- Lles puffs des chromosomes vue au ME a transmission d’une portion

polyténiques sont des sites de d’un chromosome polythénique intermédiaire
transcription active :
On voit sur le schéma distal

proximal intermédiaire

d’interprétation de la vue en MET, la »
présence de transcrits (avec une
taille croissante des transcrits
jusgu’a la sortie de la boucle). proxim‘al distal
direction de la /‘ J
transcription >
“boucle de
chromatine
C. Modeéle de structure d’'un chromosome d’interphase
domaine en boucle
- Chromosome d’interphase = fibre de 30 20 000 a 100 000 nt
nm repliée pour former des boucles avec ﬁbr;?,de 30nm
des domaines de 20 000 a 100 000 repiee
nucléotides
- i i téines d rt d /
Quand interviennent des enzymes 5;‘:;:::50 nfezuPPO es 1. enzymes modifiant les histones
modifiant les histones et des complexes 2. complexe de remodelage de la chromatine

de remodelage de la chromatine, 'ARN 3. ARN polymérase
forte expression

polymérase survient et ainsi permettre -

. . des génes
une forte expression des genes de la de la boucle
boucle décondensée.

VI. L’hétérochromatine est trés fortement organisée et habituellement

résistante a I'expression des genes

- L’hétérochromatine représente ~ 10 % du génome d’une cellule de mammifere

- Présence d’histones spécifiques et de protéines supplémentaires qui augmentent la compaction

- ’hétérochromatine ne contient habituellement pas de géne

- Les quelques génes empaquetés dans I’hétérochromatine sont habituellement silencieux de maniére :

- Réversible

- Irréversible : inactivation d’un des chromosomes X (ou lyonisation) dans les cellules mammiferes femelles
a l'interphase = compaction en hétérochromatine a I’origine des corpuscules de Barr = Extinction des génes sur un
des deux chromosomes X. Quel intérét ? Un phénomeéne de dose de gene : une copie de chromosome (et donc de
génes) supplémentaire suffit a générer des pathologies.

- Il existe différents formes d’hétérochromatine qui jouent des roles différents :

- Au niveau des télomeres : stabilisation et protection des télomeéres. Les extrémités des chromosomes afin
gu’elles ne soient pas considérées comme une cassure du double brin d'ADN. Pour éviter que la machinerie de
réparation de I’ADN agisse sur les extrémités des chromosomes, il y a une protection protéique qui compacte les
fibres de la chromatine en hétérochromatine.

- Au niveau des centromeéres : c’est a ce niveau que se fait le contact entre les chromosomes et le fuseau
mitotique ; il y a aussi une forte condensation qui permet le recrutement de protéines particuliéres pour la fixation
des microtubules.

- Extinction de I’expression de génes
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A. L’extrémité des chromosomes présente une forme particuliere d’hétérochromatine

Représentation du modeéle spéculatif
de I’hétérochromatine au niveau des
télomeres (= extrémités des
chromosomes) :

- Ily a formation d’hétérochromatine
parce qu’une protéine Sir se lie sur des
modifications post-traductionnelles
des queues d’histones de facon a
former une protection. Les protéines
Sir ont tendance a interagir les unes
avec les autres et a forcer un
repliement assez compact de ces
nucléosomes pour former une
structure stable d’hétérochromatine.

ATTENTION : Le second schéma n’est

MODELE SPECULATIF DE
L'HETEROCHROMATINE DES
TELOMERES CHER LA LEVURE

protéines Sir

hétérochromatine euchromatine

modification spéciale
de la queue d’histone

séquences télomériques
répétitives

3 protéines se liant
aI’ADN 30-nm

filament

hétérochromatine

euchromatine

pas dans la présentation de I'enseignant, donc pas a apprendre mais il peut vous aider a comprendre ce modeéle.

B. Les centromeéres aussi

d’hétérochromatine

sont condensés sous une forme particuliere

- Centromeéere = répétition de
monomere d’ADN satellite (171
paires de nucléotides riche en AT).
- Cette répétition forme une sorte
de plateforme qui permet le
recrutement de protéines de la
plaque interne du kinétochore et
une plague externe du

_ répétition d’ordre supérieur

[ L 1

= T T w1 T

= I I I I
B |

ADN centromérique
-levure: 125nt
-mammiféres: X1000nt

monomeére d’ADN satellite o
(171 paires de nucléotides riche en AT)

hétérochromatine centrique
N

microtubules

du fuseau .
hétérochromatine de bordure kinétochore

kinétochore, qui elle est en
contact avec les microtubules du

EXTINCTION DE GENES
INDUITE PAR LES
SEQUENCE REPETEES

fuseau mitotique.

- Le centromere est un endroit ol
de I'hétérochromatine permet la
construction d’outil qui fixera les
deux chromosomes filles au niveau
du fuseau mitotique.

plaque interne du kinétochore hétérochromatine

(protéines spéciales) plaque externe du kinétochore

(protéines liées a I’ADN satellite alpha)

- Présence d’hétérochromatine de bordure.
- Il existe une extinction de génes induite par les séquence répétées = extinction compléte de I’expression des
geénes au moment de la formation du centromére et de son utilisation pour le fuseau mitotique.

Kinétochore : structure complexe formée de protéines sur un chromosome en mitose, a laquelle les microtubules
sont attachés et qui joue un réle actif dans les mouvements des chromosomes en direction des poles du fuseau. Le
kinétochore se forme sur la partie du chromosome appelée centromere.
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Les nucléosomes des centroméres sont
particuliers :

- il y a des histones H3 spécifiques que I'on ne
trouve qu’au niveau des nucléosomes associés
au centromere.

- a distance du centromeére, se trouvent les

histones H3 conventionnelles

protéines

nucléosome spécifique
des centroméres

spécifiques du centromeére

histones H3
spécifiques du centromére

protéines du
kinétochore

histones H3
conventionnel

VII. Caractéristiques des chromosomes

A. Les chromosomes mitotiques représentent la forme la plus condensée de la

chromatine
chromosome microscopie charniére
I 'y a des protéines, les mitotique électronique dimére de SMC
. . . o d’un dimére de  superenroulés
condensines, qui utilisent de SMC purifié
PATP pour rapprocher les Y TR
boucles et forcer la 3

« supercondensation » de ces
boucles dans les chromosomes
mitotiques. Elles assurent ainsi
le maximum de condensation.

chromatide

condensine

[
0.1um

Vue au microscope

électronique a balayage
d’un chromosome
mitotique typique
chromatine

B. Les chromosomes présentent plusieurs niveaux d’empaquetage de ’ADN

Le facteur de condensation est de I'ordre de x 10 000 par
rapport a I’ADN.

double hélice ’ADN ZNUNONON N ZELY

chromatine en collier
de perle

assemblage des
nucléosomes
en fibre de 30 nm

}
. 300 nm
portion de chromosome '
sous forme lache
portion de chromosome % 2 26 & 7?0 nm
sous forme condensée ¥ Gt e T

\\ TOTAL =X 10.000

—
1400 nm
1

15
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C. Chaque chromosome contient une structure caractéristique faite de grands
domaines

uman

. . . chimpanzee
- Ces grands domaines sont détectables par la coloration ( gorilla
au Giemsa. y | L porengutan
- Si on met en paralléle les chromosomes 1 de 'Homme, f
du chimpanzé, du gorille et de I'orang-outan : il y a une : ,___bandes G (Giemsa) = noires : pauvre en GC
conservation de certaines bandes qui correspondent a des EEE
ensembles de génes qui fonctionnent de maniére plus ou E
moins concertés : la synténie (voir chapitre 2). = = = bandes R = claires : riches en GC (et en génes, en
- La synténie correspond a la conservation de I’ordre des i : particulier en génes de ménage
genes le long des chromosomes entre des especes _
voisines. =
X
u
! CHROMOSOME 1 MITOTIQUE COLORE AU GIEMSA

D. Chaque chromosome occupe un territoire restreint du noyau

anticorps anti-lamine-FITC

La position des chromosomes dans le

noyau n’est pas constante : TN

- durant I'anaphase : les chromosomes m& }_’

sont guidés par les centroméres sont “ s
amenés vers les nouveaux noyaux des U 1) el

cellules filles. @W
- durant une interphase courte : pas le A

temps pour une redistribution des

anaphase interphase courte interphase longue #’
centromeres : ils vont rester les uns avec (embryon) (larve) "
marquage de 2 régions
les autres. du chromosome 2
- durant une interphase longue (noyau de oe
cellule de drosophile) : les centroméres CHROMOSOMES DU NOYAU DE CELLULES DE DROSOPHILE

(en rouge) et les télomeres (en vert) vont
se distribuer d’une facon particuliére a
I'intérieur du noyau.

Cette localisation est variable :

- marquages fluorescents de deux
chromosomes : les territoires occupés
par chacun des chromosomes ne sont pas
les mémes

- pour chaque chromosome : il y a une
partie plus au centre et une autre
localisée au contact de [I'enveloppe
nucléaire. Cette position va varier au
cours du temps durant l'interphase.

- Les zones d’un chromosome au
contact de I’enveloppe nucléaire correspondent a des zones d’hétérochromatine qui ne sont pas transcrites. Les
zones du chromosome qui sont mises au centre du noyau de facon transitoire (par exemple sous I'action d’une
hormone) correspondent aux domaines ou sont situés les génes transcrits en réponse a cette hormone.

Chromosome territory 2(

Chromosome 20
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C’est a mettre en relation le réle de différents sous-compartiments dans le noyau. Le noyau ne contient pas de
membrane pour subdiviser mais contient des domaines. Certains domaines sont des associations de protéines qui
conduisent a un rassemblement d’ARN polymérase, de facteurs d’épissage et de facteurs de transcription pour
produire a certains endroits du noyau des ARN.

VIII. Les sous-compartiments du noyau

B . hétérochromatine périphérique
- Le nucléole est le site de

production des ARN ribosomaux. 3
- Le nucléole n’a pas un aspect [
uniforme au cours du cycle | v
cellulaire. Il y en a un seul au
moment de la préparation de la
mitose et plusieurs en interphase.
- Le nucléole présente des sous- 1;
compartiments non limités par §
des membranes: composants Z

v .

enveloppe
— nucléaire

- .
nucléole

composant
fibrillaire
dense

% centre
& / fibrillaire
< :

X
composant | -

granulaire
fibrillaires denses, composants _
granulaires et centres fibrillaires s v N & e
(qui sont au milieu des — T

composants fibrillaires denses).

- Les extrémités des chromosomes 13, 14, 15 21 et 22 (bras courts) (ici colorées artificiellement; voir les
chromosomes marqués par un « * » sur la caryotype page 5) présentent des séquences qui codes pour les ARNr (r
= ribosomiques). Il y a un grand nombre de copies codant pour les ARNr = nécessaires pour former un grand
nombre de ribosomes (notamment lors de la division cellulaire).

- Ces extrémités se rassemblent dans le nucléole : c’est donc la que va étre transcrit I’ADN qui code pour les ARNr.

Marquages : on utilise un anticorps anti-fibrillarine (FBL = enzyme qui réalise la méthylation d’ARN) = on va
marquer les corps de Cajal et les small nucleolar ribonucleoprotein (snoRNP).

A- Fibrillarine : protéine dans de nombreux
SsnoRNP et corps de Cajal (petits points
rouges)

B- Marquage en vert d'une protéine
d’épissage 2 on visualise les granules
interchromatiniens.

C- Chromatine dans son ensemble (DAPI) Corps de Cajal
D- Marqguage en rose de la coiline = protéine ~
associée au corps de Cajal

E-Superposition des quatre images (image

Corps de C}gjal

agrandie)
- Dans les corps de Cajal, on a la fibrillarine lml
et la coiline.

ATTENTION : figure absente de la présentation de '’enseignant
- Le contenu dans le noyau n’est pas homogene, il présente des petites structures :
- Les corps de Cajal et les granules interchromatiniens sont des sous-domaines du noyau, qui sont dynamiques.
- Nucléole : lieu de synthése des ARNr /"‘\
- Corps de Cajal: lieu de remise a niveau des ARN impliqués dans I’épissage (snARN). Lors de ( . \
I'épissage, ces snARN changent de conformation, les corps de Cajal sont les sites ou ils sont remis \ /‘
dans la bonne conformation apreés usage. —
- Granules interchromatiniens = réservoir de snRNP (snRNP = snRNA + protéines = complexes d’épissage). Il y a
donc une accumulation de matériel prét a I’'emploi pour I’épissage.
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La distribution de ces compartiments (corps de Cajal, granules interchromatiniens) n’est pas homogeéne a lI'intérieur
du noyau. Les protéines sont toutes synthétisées dans le cytoplasme puis transportées a I'intérieur du noyau.
Dans le noyau, elles vont s’associer avec des ARN pour pouvoir réaliser I'épissage a I'intérieur du

noyau. | '
o

-> Biogeneése des ribosomes (partie B du schéma ci-dessous) : —_

- Au niveau du nucléole : les boucles d’ADN des chromosomes conduisent a la production des ARN précurseurs
des ARNr (ARN précurseur 45 S) par ’ARN polymérase I.

- Ces ARN précurseurs 45 S subissent une maturation grace a d’autres petits ARN (snoRNA) = on obtient les ARNr
18S, 5,85 et 28 S.

- Grace a des protéines synthétisées dans le cytosol et importer dans le nucléole = assemblage avec les ARNr
pour former les grandes et petites sous-unités du ribosome. NB : Ribosome humain = 78 protéines différentes.

- Ces sous-unités immatures des ribosomes vont étre exportées de facon séparée et vont étre assemblées dans
le cytosol.

- Ribosome dans le cytosol : grande sous-unité 60 S + petite sous-unité 40 S.

Nucleolar interstice

a b Nucleolar functions in ribosome biogenesis FC
Nuclear X‘ — ~W/\
envelope et~ DFC

'rRNA synthesis 2 : — rDNA
: - RNA Pol |
Nuclear pore . Paraspeckle Nascent pre-rRNA FBL
complex <
P granule ’\'Gem j‘gﬂ\_j . Phase separation
( ) ) /‘),U\/-J and DFC phase
o~ GAR (IDRs) 2 / /IR establishment
Cajal {
Processing body i’ 1) rRNA sorting
body ~ 5 i into DFC phase
) Nuclear N S'ETS te YETS
—y spleckles >
Sr::ljlse A PC i 185 5.85 285
9 ! | rRNA processing |
—C (-G
Nucleolus: | rRNA modification l
e oo —=Th -G
c  FC(RPA194) DFC (FBL) GC (PES1) Overlay l
rRNP assembly GC
(‘/*\?? ul18
. - 2 ¥ ul5
rRNP transport Central t\‘..\ ’
‘ / protuberance &
Pre-40S assembly 5S RNA
Mathematical modelling il B T
d SIM of FC-DFC core of FBL 'beads’ Central
' ‘ protuberance
X FBL | rRNP surveillance |
. DFC Pre-60S
(large subunit)
ol f
M DFC (FBL) N g PC

M FC (Pol 1)

Remarque : d’autres ARN non codant : par exemple, ’ARN impliqué dans la production des télomérases, enzymes
qui répliquent I'extrémité des chromosomes. Ces ARN ne codent pas pour des protéines mais vont servir de
template (matrice) pour la réplication des téloméres. Ces ARN sont aussi synthétisés au niveau du nucléole.

- Illy a une variété d’ARN non codant qui sont synthétisés du nucléole : ARNr, ARNt (ARN de transfert), snRNA,
SRP (= particule de reconnaissance du signal = ARN 7S + 6 protéines)
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Le fonctionnement de ces
Relocalisation de

machlnerles enzymatiques au PKCy-GFP aprés
niveau du noyau dépend de traitement aux esters
I’assemblage de protéines qui de phorbol
fonctionnent ensemble. Ce Role des
n’est pas propre au noyau. phosphorylations et
Exemple dans le cytosol : des protéines
Activati o hi . d’ assemblage dans la

ctivation d’une machinerie feati

s . N .z relo‘i?llsatlon des 0 min 3 min 10 min L——1
protéique qui va étre associée protéines protéine um
a une relocalisation a des sites region non- : d’ assemblage
L X structurée
spécifiques. On fait un INDUCTION DE
; PROXIMITE rapid
traitement aux esters de collisions . ,
— —

phorbol de cellules, la \

rotéine PKCy-GFP va i
' Y .+ COMPARTIMENTATION domaine protéines produt
s’accumuler a un endroit rigide réagissant

précis.

Comment ? Suite au traitement au phorbol, des protéines vont étre phosphorylées et cette phosphorylation va leur
permettre d’étre recrutées par des protéines d’assemblage qui ont différentes régions de fixation séparées par des
domaines déstructurés. C’est un systeme d’accroche qui permet de rassembler plusieurs protéines, de les mettre
au voisinage les unes avec les autres. Ces protéines qui doivent travailler ensemble, ont souvent des affinités entre
elles. Grace aux protéines d’assemblage, on augmente leur tendance a se mettre et a étre conserver ensemble.
Ainsi, dans un milieu liquide, on peut créer des sous-compartiments liquides ou on a condensé des protéines de
maniére efficace. Ce processus est réversible et c’est ce qu’on retrouve dans les assemblages transitoires au
niveau du noyau.

IX. Les complexes du pore nucléaire

- Les complexes du pore nucléaire (CPN)
perforent I’enveloppe du noyau.

- Lenveloppe nucléaire d’une cellule de
mammifére contient 3000-4000 CPN.

- Chaque CPN peut transporter 1000 molécules
par seconde, et transporte simultanément des
molécules dans les 2 directions.

cytosolic
fibrils

outer nuclear
membrane

- Les CPN sont composés de nombreuses copies S,

. . . s ’¢>. nuclear
d’environ 30 nucléoporines (NPs) différentes P~ & envelope
formant un assemblage de 500-1000 protéines N O\ .\scaffold T -
d’'une masse totale dans les cellules eucaryotes ﬂ membrane
d’environ 125.10° daltons. ¢ channel nucleoporins
- Des fibrilles partent de part et d’autre du CPN : disordered region of >0m

channel nucleoporins
- Vers le cytoplasme

- Vers le noyau ou I'extrémité des fibrilles est reliée pour former un “panier nucléaire”
- Les CPNs forment des conduits aqueux par lesquels les molécules < 5000 daltons diffusent librement.
- Les molécules plus grosses diffusent a une vitesse inversement proportionnelle a leur taille

- Les molécules > 60 000 daltons ne peuvent pas diffuser au travers du CPN

- Les trés grosses molécules (par exemple les ribosomes matures cytosoliques d’un diametre de 30 nm) ne
peuvent pas franchir les CPN, ce qui les restreint au cytosol.

- D’autres grosses molécules (DNA ou RNA polymérases de masse 100.000 — 200.000 daltons) doivent se
lier a des protéines de transport spécifiques (Karyophérines)
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2> Il existe 3 types de NPs
différentes :

1- NP membranaires qui attachent le
CPN a la membrane du pore

2- NP structurales dont certaines
ressemblent aux protéines des
manteaux des vésicules, qui dérivent
probablement de la duplication d’un
géne ancestral commun et qui
participent a la déformation de la
membrane au niveau du pore. Ces NP
forment des anneaux superposés
(cytoplasmique, du pore et nucléaire)
a symétrie octogonale

3- NP du canal riches en FG qui
possedent un domaine non-
structuré riche en aa phénylalanine-
glycine (FG) hydrophobes (boules
jaunes) qui forment un réseau (un

Cytoplasm

Nuclear lamina
Nuclear basket

Terminal ring

Cytoplasmic
filaments

LY FG-nucleoporins

Structural nucleoporins
(Y-complex)

Outer nuclear
membrane

Nuclear
envelope

Membrane Inner nuclear
n nucleoporins membrane

Nucleoplasm

maillage) dans la lumiére du pore empéchant la diffusion passive des grosses molécules.

- Les images en microscopie électronique montrent la symétrie octogonale des CPNs :

Microscopie électronique a

balayage, vue du cbté nucléaire

0.1 pm

Vue de face en microscopie électronique de
I'enveloppe nucléaire aprés marquage
négatif. Les lipides ont été extraits

Ex
A

0.1 pm

Matériel en transit dans la

lumiére du CPN

- Vue latérale montrant la continuité des membranes internes et externes de I’enveloppe nucléaire au niveau

des CPNs :

cytosol

nucleus

nuclear pore complex:

0.1 um
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X.Annales classées corrigées

Seuls les QCM de cours des annales sont présentés ici. Il est impératif de consulter les sujets et corrections des
annales dans leur intégralité pour les QCM portant sur les expériences de biologie cellulaire.

2019-2020

QCM 54 - Organisation de la cellule.

A. Lacellule eucaryote représentée sur I'image 3 est spécialisée dans la production d’hormones stéroidiennes.
B. Pour passer du point 1 au point 2, les protéines doivent traverser 2 membranes.
C. Lafléche (3) indique une région de transcription tres active.
D. Lafleche (4) indique le lieu de synthése des ARNs ribosomaux appelé nucléole.
E. Lafleche (5) montre une bactérie intracellulaire infectant la cellule.
Correction
2019-2020
QCM 54 :BD

A. FAUX:on voit un abondant REG (et non REL) signe d’une importante synthese de protéines.
B. VRAI: I'enveloppe nucléaire comprend une membrane interne et une membrane externe. Cependant, les
protéines traversent au niveau des complexes du pore nucléaire ol il n’y a pas de membrane.
C. FAUX: fleche 3 = hétérochromatine (périphérique) = chromatine fortement condensée (aspect sombre) donc
trés faiblement transcrite (ADN non accessible aux ARN pol).
. VRAI : fleche 4 = nucléole (sous-compartiment du noyau) = lieu de synthese des ARNr
E. FAUX: fleche 5 = mitochondrie
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