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Cours d'aujourd’hui: Transcription |l

- Transcription chez les eukaryotes

1) 3 différences fondamentales entre bactéries et eukaryotes

2) Regulation de la transcription chez les eukaryotes
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- Transoription chezles Evearyotes
1) Initiation de la transcription

- Plusieurs ARN polymérases

- ARN polymérases |, II, llI / \
- # bacteries

Les trois ARN polymérases chez les Eucaryotes

Type d'ARN polymérase Geénes transcrits
ARN polymérase | Genes des ARNr 5.8S, 18S, et 28S.

Tous les génes codant pour des protéines, plus les

ARN polymerase I snoARN et la plupart des snARN.

Génes des ARNt, ARNr 5S, quelgues snARN, et

ARN polymérase Il autres petits ARN.

ARNTr, ARN ribosomal; ARNt, ARN de transfer; snARN, small nuclear ARN; snoARN, small nucleolar ARN

Les ARNr sont nommés selon leur valeur "S", qui correspond a leur taux de sédimentation lors d'une
ultracentrifugation. Plus la valeur S est grande, plus I'ARNr est grand.
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- Plusieurs facteurs de transcription

- Deux principaux types :

- Facteurs de transcription genéraux

- Nécessaires pour la liaison de 'ARN polymérase au promoteur et son
deplacement pendant la phase d’élongation

- Nécessaires pour la transcription basale

- Facteurs de transcription spécifiques
- Reégulent le taux de transcription des genes alentour

- Influencent la capacité de 'ARN polymérase a initier la transcription
d’'un gene particulier



- Les facteurs de transcription reconnaissent des €léments
de régulation situés pres du promoteur

- Ces séquences sont appelées éléments de réponse, éléments de
contrble ou eéléments de régulation

Promoteur procaryote e
35 (Bbp) (1719 -10 (6 = v
5 #_,_QQ, L=l bp) __,M_, = | [ . o —
Promoteur eucaryote ARNpol Il ot
3710-32 311026 4 o 42810434 _
R A By
TFIIB  TATA Initiator Downstream
recognition box promoter
element element
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Promoteur eucaryote ARNpol Il o
-3710-32 -3110-26 2810 +34
B+ N | - 9
TFIIB  TATA Initiator Downstream
recognition box promoter
element element
Séquence Facteur
Elément 9 de
consensus transcription
BRE G/ICG/ICRCGCC TFIIB
TATA TATAAITAT TBP
INR YYANT/IAYY TFIID
DPE RGAITCGTG TFIID
BRE (B recognition element) élément de reconnaissance B R = uniquement purines (G/A)
INR (Initiator element) élément d'initiation N = n'importe quel nucléotide
DPE (Downstream promoter element) élément promoteur en aval Y = uniqguement pyrimidines (C/T)

TATA (boite TATA) élément promoteur en aval
TBP (TATA Box binding protein) protéine de liaison a la boite TATA

TF... (transcription factor) facteur de transcription
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- Initiation: Etape par etape Site d'initiation de

la transcription

Boite TATA [

[EE——— |
A. TFIID se lie a la boite TATA via
sa sous-unité TBP
- L’ADN est déforme
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- Initiation: Etape par etape Site d'initiation de

la transcription

Boite TATA [

A. TFIID se lie a la boite TATA via ', » -

TBP TFIID

>

sa sous-unité TBP

- L’ADN est déforme -

B. TFIIB se lie a'element BRE

© Garland Science



C
- Initiation: Etape par étape .
Autres
C.{D TFIIF _  facteurs
C. Liaison de TFIIE, 'ARN Pol I . ,.QQ
et TFIIH (H pour “hélicase”) TEIIE \ 4

« TFIIH ouvre 'ADN

ARN polymérase i
000e
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- Initiation: Etape par étape

D.

© Garland Science

- L'ARN pol Il passe en mode

- Les facteurs de transcription se

TFIIH phosphoryle 'ARN
_ UTP, ATP Activité hélicase et
pol Il sur son domaine C- CTP,GTP ) phosphorylation du domaine CTD

terminal @ W Dissociation de la plupart des

facteurs de transcription

“élongation”

La transcription commence

dissocient et l'initiation peut

recommencer

Le domaine CTD est
spécifique a ’ARN pol |l



start of transcription
TATAbox [~

(A)
}_‘_ -
-

TBP TFIID

- Initiation: Vue d’ensemble ——

l-

TFIIF other factors

P~y
(S S
® - G\}d‘\
TFIIE

RNA polymerase I

UTP, ATP -—| HELICASE ACTIVITY
CTP, GTP AND CTD PHOSPHORYLATION

DISASSEMBLY OF MOST
M~ GENERAL TRANSCRIPTION

(E)
l RNA
TRANSCRIPTION
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- Initiation — Resumeé

- La transcription des genes Eucaryotes nécessite 5 facteurs de
transcription pour un total de = 27 sous-unités

Les facteurs de transcription nécessaires a l'initiation de la transcription par

I'’ARN polymérase Il Eucaryote

Nom Nombre_ d’e Roles dans l'initiation de la transcription
sous-uniteées
TFIID
Sous-unité TBP 1 Reconnait la boite TATA
w N Reconnait d'autres séquences d'ADN proches du site d'initiation
ol " lde Ia transcription, régule Ia liaison de TBP & 'ADN
Reconnait I'élément BRE des promoteurs, positionne I'ARN pol
TFIIB 1 . - L0 .
précisement au site d'initiation de la transcription
TEIE 3 Stabilise l'interaction de I'ARN polymérase avec TBP et TFIIB,
aide a recruter TFIIE et TFIIH
TFIIE 2 Recrute et réegule TFIIH
Ouvre I'hélice d'ADN au site d'initiation de la transcription,
TFIIH 9 phosphoryle la sérine 5 du domaine CTD de I'ARN polymérase,
libére 'ARN polymérase du promoteur
TFIID est composé de TBP et d'environ 11 sous-unités additionnelles appelées TAF (TBP associated factors). CTD, domaine C-
terminal.
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Quel facteur de transcription reconnait la
boite TATA chez les eukaryotes?

. RNA pol I

. TFIID

. TBP

. Facteur sigma

0% 0% 0% 0%
> > ) )
N Q Q .
AN N\ S
Qo &Q\ &@ Q\Q
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Nommez des différences entre la
transcription eucaryotique et bacterienne
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- Transcripton—Elongaton
2) Maturation de 'ARN

- A'lieu pendant la phase d’elongation

- 3 processus principaux:

1. Ajout de la coiffe en &’
2. Epissage

3. Ajout de la queue poly-A en 3’ (= terminaison)

\ /7

/ \



- 1) Ajout de la coiffe en 5’

- Addition enzymatique via une liaison triphosphate d’'une guanine modifiée (7-
meéthyl-guanosine) a I'extrémité 5’ du transcrit en cours d’élongation

_ Séquence Séquence

codante non codante

= de
PP
Y r

3’
AAAAA1 50-250

CH,
Coiffe en 5 e
Protéine

© Garland Science



- Role de la coiffe

1. Empéche la dégradation de 'ARN @

- Protection contre des enzymes appelés “5’ exonucléases”

2. Aide a différencier différents types d’/ARN

- Seulement les prée-ARNm et les ARNm ont une coiffe en &’
3. La coiffe peut étre liée par le “complexe de liaison de la coiffe”

CBC (Cap Binding Complex)

- Cela permet de contréler #I'export nucléaire

© Nat Rev Mol Cell Biol



- Transcripton—Elongaton
2) Maturation de 'ARN

- Pendant |la phase d’élongation, 3 processus principaux
ont lieu :

1. Ajout de la coiffe en &’
2. Epissage

3. Ajout de la queue poly-A en 3’ (= terminaison)

\ 7

/ \



moodle

- 2) Epissage

Exon Intron  EX°"  ntron Exon Intron  EX°N  ntron

Pr-RNA 1ottt el bl -1

ARNmM

© National Human Genome Research Institute



- 2) Epissage
- Procédé pendant lequel, dans les pre-ARNm :

- Les introns sont enlevés

- Les exons sont reliés entre eux

- Introns :

- Segments des pré-ARNm qui ne font PAS partie de la séquence
codante

- Les introns restent dans le noyau (a l'intérieur)

- Exons:
- Segments des pré-ARNm qui font partie de la séquence codante

- Les exons sortent du noyau (a I'extérieur)



- Epissage — Mécanisme
5 Pre-ARNm

1. Assemblage du spliceosome (ou Exon 1 Intron Exon 2
complexe d'épissage) Protéine@

snARNs

Autres
. . protéines
- Des snARNs avec au moins 7 autres protéines snRNPs /

forment des snRNPs (small nuclear

Y
Splicéosome

ribonucleoproteins)

2. Formation du lasso

- Les snRNPs avec d’autres protéines se lient aux

sites d’épissage 5’ et 3’ et rapprochent les exons

splicéosome

Composés du / \ \,

3. Coupure et liaison des extrémités , ARNm

: , ; Exon1 Exon 2
- Coupe aux sites 5’ et 3

- Dissociation du splicéosome, dégradation de l'intron



- Epissage — Mécanisme

- Ou épisser ? Séquences invariables :
e GU = début de l'intron
* AG =fin de l'intron

Séquences nécessaires & issage de l'intron

Portion du transcrit
primaire (pré-ARNm)

;. Intron enlevé

A(_ifenln,? qui va 5 7 ¥ Séquence riche
initier 'épissage EEERGIGEEEE | o en pyrimidines
exon1 exon2
(C, U)

© Garland Science



- Role de I’épissage
- 1 gene - plusieurs protéines

- Epissage alternatif

ADN
I Alternative Splicing |
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
ARNm e ) e e e S S ———
Traduction Traduction Traduction

Protéine A Protéine B Protéine C

© National Human Genome Research Institute



- Role de I’épissage
- 1 gene - plusieurs protéines
- Epissage alternatif

* Exemple réel: gene codant la a-tropomyosine (régulation de la contraction
musculaire)

a-tropomyosin gene 1
E—————— ) ¥
: : :: ::::: _5’] ADN

Transcription, épissage

5/ -/\-/\Nvms' ARNm dans les muscles striés
5w~ AN T3’ ARNm dans les muscles lisses
5’ N N NANNTT T3 ARNm dans les fibroblastes

5w N N AN =3’ ARNm dans les fibroblastes

5’ -/\./\MW\_y ARNm dans le cerveau

© Garland Science



- Forme extreme de I’épissage alternatif: Brassage d’exons

- Exemple de gene TPA (tissue plasminogen activator)
* Formation de nouveaux genes

* Important pour I'évolution ?!

Géne du facteur de croissance .

épidermique avec de multiples ‘\\
exonsEGF .., . Brassage Duplication

d’exons d’exons
b \

Geéne de la fibronectine
avec de multiples exons « finger » o F & == A E

T

--—
—— o] T
- -
-

Géne du plasminogéne Brassage
avec un exon « kringle » d’exons

Le géne tPA tel
Portions de génes ancestraux qu'il existe aujourd’hui

© Pearson Education



Facteurs  ARN polymérase II
d’ajout de \

la coiffe "
- L’ARN pol Il coordonne I’ajout de la coiffe, {d\‘—

I’épissage et la terminaison

5 Jd o
- Le domaine C terminal (CTD) de I'ARN pol Il contient 52 2°  Extrémite 5
de |’ARNI7|

d\ —

répétitions de séquences de 7 acides aminés

- 2 d’entre eux sont des Ser pouvant étre phosphorylées

P
- Ajout de la coiffe VP;’I‘
~
- Phospho-Ser; recrute les facteurs d’ajout de la coiffe .
Protéines de ‘
- La phosphorylation du CTD augmente avec la longueur du P’épissage [ r\
transcrit ARN : les facteurs se déplacent du CTD sur ’'ARN | —

- Epissage

- Plus la Ser, est phosphorylée, plus les facteurs d’ajout de la

coiffe sont remplacés par les protéines de I'épissage

Coiffe en 5’
- Les protéines de I'épissage se déplacent sur TARNmM 1 L
p pissag p - -

- Terminaison

- Plus tard, la Ser; est déphosphorylée et les protéines .
Protéines pour la

terminaison en 3’
(facteurs de clivage)

impliquées dans la terminaison en 3’ sont recrutées

Figure 6-23 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



© Transeripfon—Apersy
2) Maturation de 'ARN

- Pendant la phase d’élongation, 3 processus principaux
ont lieu :

1. Ajout de la coiffe en &’
2. Epissage

3. Ajout de la queue poly-A en 3’ (= terminaison)



- Role de la queue poly-A

1. Empéche la dégradation de 'ARN

2. Permet de différencier différents types d’ARN

- Seuls les ARNm ont une queue poly-A

3. Regqgule I'export nucléaire



3) L'export nucleaire
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- Caractéristiques de ce qui peut étre exporté hors du

noyau .
- Presence de... . e
- Coiffe en &’ ® ‘
- Queue poly-Aen 3’
+ Ces 2 signaux indiquent un ARN mature ‘ =
. exosome

- Absence de...

@ SnRNPS SVO:‘:’ L N
- Ce qui indique un ARN immature exosome *

- Un ARNm qui ne remplit pas ces conditions est degradé a partir de
I'extrémité 3’ par un complexe enzymatique, ’'exosome nucléaire

© PLoS ONE 2013



- Export nucléaire via le complexe du pore nucléaire

Complexe du

ARN prét pore nucléaire
pour I'export
ARN émergeant
de ’ARN pol _ - - o '
NOYAU CYTOPLASME

TRANSCRIPTION —

chromatine

© Garland Science



- Export nucléaire

e

P @

Nucleus * *
Cytoplasm

© Nat Rev Mol Cell Biol
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L'épissage....

fait que uniguement
Introns restent dans
molécule mature d’A

fait que uniguement

es
a
RNmM

esS

exons restent dans la
molécule mature dARNmM

a lieu dans le noyau
A et C sont justes
B et C sont justes

0% 0%

0% 0%

o > ey >




Cours d’aujourd’hui: Transcription ||

- Transcription chez les eukaryotes

1) 3 différences fondamentales entre bactéries et eukaryotes

2) Regulation de la transcription chez les eukaryotes

- Controle combinatoire



- Cotdlecombinatoire
ContrOle combinatoire de la transcription

Complexe activateur
fort Complexe de protéines

regulatrlces neutres

Inhibiteur ‘ b -
/A U’
ADN
intercalé \

PROBABILITE
Complexe ‘ \—/ D’INITIER LA
activateur TRANSCRIPTION
faible ~
TATA

© Garland Science



- Cotdlecombinatoire
ContrOle combinatoire de la transcription

- Les activateurs et les inhibiteurs sont en competition

. . Site de liaison
Site de liaison de I'activateur

de I'inhibiteur
\,\/\—

- Qui gagne?
- Dépend de 'accessibilité de leur site de liaison

- Dépend de la structure en 3D (looping) aux alentours du TSS

© Garland Science



- Contdlecombinatore
Controle combinatoire de la transcription

- Les activateurs/ represseurs reconnaissent des éléments de régulation
dans la région de contréle du géne

- Region de contréle d’'un gene = Ensemble des séquences d’ADN qui sont
impliquées dans la régulation de la transcription de ce géne




- Cotdlecombinatoire
ContrOle combinatoire de la transcription

- Le contr6le combinatoire est rendu possible par l'interaction physique
des séquences regulatrices et de leurs protéines associées.

- Mécanismes:

- Mediateur
- Proteines responsables de la courbure de 'ADN

- Boucles dADN
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- Protéines responsables de la courbure de 'ADN

= Protéines avec des structures en forme de bras qui interagissent
avec I'’ADN (de fagon spécifique a la séquence ou non)

Protéine responsable ADN
de la courbure de ’ADN

Actlvatlon ou repression de
la transcription

© Garland Science



- Boucles d’ADN

- Les boucles d’ADN (“DNA looping”) rapprochent physiquement les genes
et les éléments de contrble génique

- C’est souvent le cas pour les séquences “enhancers” (“amplificateurs”)

Enhancer action is independent of location

- Enhancer = élément de contrble

situé a distance du promoteur @hwracﬁvwes promoter
Promoter

(en amont ou en aval) Eonencsr. . aamaY
ININLNENENINININE. NN

- Les enhancers facilitent I'initiation Transcription
de la transcription m ennanceractw
Enhaneér

Promoter
& NI NN

~—c

Transcr'pﬁw Evirtualtext www €7Q it com




- Boucles d’ADN importante pour des maladies

Example de la maladie d’Alzheimer:

Healthy Alzheimer
AB :
ROS AB
Enhancer ROS
1
8 [ raKarag /—Jm—
é [ © S /\//\Rﬂ‘ 60 kb PM20D1
5 o~ ({ N
o D 3
@6\ Amyloid plaques <:>
AB| @
Cell survival ]

© Nat Medicine



- Cotdlecombinatoire
ContrOle combinatoire de la transcription

- Les activateurs et les inhibiteurs sont en competition

. . Site de liaison
Site de liaison de I'activateur

de I'inhibiteur
\,\/\—

- Dépend aussi de la concentration/combinaison des protéines régulatrices

© Garland Science
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Qu’est ce qui définit qu’'une molécule de ARNm
soit exportéee du noyau?

Présence de la coiffe et
presence de snRNPs

Présence de la coiffe et
absence de snRNPs

. Absence de la coiffe et e e
’ O L ® e
presence de snRNPs &
xR 0\'0 \,Q‘ ‘60
. 5 e .{{\0 .{{\00 ) ‘{\Qe'
. Absence de la coiffe et o o P

absence de snRNPs Q@&&o &



- Combinaison des protéines régulatrices
Combinaison des proteines regulatrices

- L'example du gene even-skipped (eve) chez Drosophila melanogaster

Expression du
géne eve

© Garland Science



- Combinaison des protéines régulatrices
Combinaison des proteines regulatrices

- eve est exprime tres tot dans le développement embryonnaire de
facon barrée/en bandes

eve

s~ R

position1 2 3 4 5 6 7

On veut comprendre quelles sont les

protéines régulatrices responsable pour que
eve soit exprime dans la 2eme bande

© Garland Science



Observation:

Gradient de concentration de facteurs de transcription

antérieur postérieur antérieur postérieur

0000000000 O
OOQOOO (e} e] OoQO

80
O

O,

Hunchbackw |
N _J
D'

Activateurs de transcription Inhibiteurs de transcription

© Garland Science



- Pour que eve soit exprimé sur la bande 2...
- Bicoid et Hunchback doivent étre présents

- Kruppel et Giant doivent étre absents

Expression de eve

dans la bande 2
| 1

i Giant ’
’

S~ 0O Kriippel
\ . Hunchback ©) ©) I'

Concentration des protéines régulatrices

Position le long
de I'embryon

<—— antérieur postérieur ——»

© Garland Science
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Comme '
nt les facteurs de transcription exécutent leur travail?

»Y a-t-il des élé :
t de Iéments de réponse spécifiques pour ces facteurs de
ranscription dans le promoteur du géne eve?

t des éléments

. Les facteurs de transcription reconnaissen

de régulation situés pres du promoteur
. Ces séquences sont appelées éléements de réponse, éléments de

contrdle ou éléments de régulation

Promoteur procaryote —m .

-35 (17-19 10

TFIIB  TATA
box
| element




Y a-t-il des éléments de réponse spécifiques pour ces facteurs de
transcription dans le promoteur du géne eve?

Module de
la bande 2 #
U "=~ __TATA Gene eve
==:—_—_ _________________________________________ -
L /Y

Module de la bande 2 : 480 paires de nucléotides

Bicoid et son
site de liaison

i l Hunchback et
Giant et son _
I site de liaison I ﬁ:if;;‘::e de
-------- L a2 2 2 . . . . K T K ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ § §F ¥ ¥ ¥ 9

» Le module de la bande 2 contient des sites de liaisons pour les 4 facteurs de
transcription

Kriippel et son

I site de liaison

© Garland Science



Est-ce que ce module est fonctionnel pour determiner I'expression de éve
exactement a la bande 27

»Analyse par géne rapporteur

/ \

Module de
la bande 2 ‘

J TATA Gene eve

f =

Module de TATA Gene LacZ
la bande 2

© Garland Science



Résultat:

» lacZ est exprimé a la méme position que le géne eve sur la bande 2

» Le module génétique de la bande 2 détermine I'expression de eve

© Garland Science



- Ceci est d'ailleurs vrai pour chaque bande

(A)
—4Kb -3 -2 -1 —=+l +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8
[ | | | | [ | [ [ | [ | |
ON ) Jo)  — j—(— R~
Stripe #2, #7 Stripe #3 Coding Stripe #4, #6  Stripe #1, #5
enhancer enhancer enhancer enhancer
)

Stripe #1  Stripe #5

I lacZ Y lacz ] lacZ

— I (e ()

) ~

Into wild-type embryo Into wild-type embryo Into wild-type embryo

R VIR

(B)

© Sinauer Associates



- Résumeé eve:

antérieur

Module de
la bande 2 #
7 E 3| [ u

Module de la bande 2 : 480 paires de nucléotides

Bicoid et son
site de liaison

Kriippel et son
site de liaison

Il Hunchback et

Giant et son son site de
i liaison e
site de liaiso liaison

» Le gradient de concentration des activateurs et des
represseurs ainsi que leur éléments de réponses
garantissent que eve est exprimé précisément (a la bande 2)

© Garland Science



- Cotdlecombinatoire
ContrOle combinatoire de la transcription

- permet la grande complexité
de la nature humaine...

- Estimation du nombre de génes par
organisme :

© www.sciencenews.org



-
Résume transcription eucaryotique:

EUCARYOTES

cytoplasme

noyau

introns exons

= | B - .
|

ADN
— |
|

Unité de transcription | 1R ANSCRIPTION
Transcrit ARN primaire !
(=] | Il & =B =

Coiffe
Epissage
Coiffe | Queue poly-A

\
ARNm @@ AAAA

EXPORT
\

ARNm @ AAAA

l TRADUCTION
protéine sy

© Garland Science
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I
Transcription ||

- Objectifs d’apprentissage:
- Connaitre les différences entre la transcription chez les bactéries et celle des
eucaryotes
- Connaitre les étapes clés de la transcription chez les eucaryotes
- Connaitre les roles de la coiffe, de I'épissage et de la queue poly-A

- Connaitre le concept du contréle combinatoire, la notion de la région de
contréle d’'un gene ainsi que les mécanismes de I'approchement physique des
eléments importants pour la transcription

- Connaitre le concept de la combinaison des facteurs de transcription en se

basent sur I'exemple du géene eve chez la Drosophile, y inclus I'essai par gene

rapporteur



