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Plan du cours

e Transcription des genes chez les eucaryotes
- Généralités
— Structure et importance du promoteur
- Régulation et déroulement de la transcription
— Modifications du transcrit primaire

— Structure de I'ARN messager.
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Généralites
Expression des genes: principe de colinéarite

— Séquence de nucléotides de ’ADN - séquence de nucléotides de I’ARN
- structure primaire des protéines (peptides)

Etapes
— Transcription: ADN - ARN

— Traduction: ARN messagers = protéines

Transcription: lecture d'un gene par I’ARN-polymeérase
ADN-dépendante = ARN complémentaire (transcrit primaire)

Enzymes de la transcription chez les eucaryotes

— ARN-polymérase I = ARN ribosomaux

— ARN-polymeérase II - ARN messagers, ARN nucléaires

— ARN-polymeérase III - ARN de transfert, ARN ribosomaux

— ARN-polymérase mitochondriale - ARN mitochondriaux.



Principe de la transcription

\ Complexe d’initiation instable l

ARN-polymeérase

‘ Complexe d’initiation stable

(liaison des facteurs de transcription)

- Initiation

Elongation

Terminaison



Principe de la transcription

o ARN-polymérase + facteurs de transcription:
reconnaissance des promoteurs = début des genes

— Liaison au promoteur = sélection du brin transcrit
(matrice, antisens)

e Evénements ultérieurs
— Dénaturation locale de I'’ADN

— Catalyse des réactions de la transcription
. Addition de nucléotides complémentaires a ceux du brin matrice
. Direction de la synthese du transcrit primaire: 5" = 3’

. Transcrit primaire temporairement hybridé au brin antisens -
libération au fur et a mesure que la polymérase avance

. Fin du gene: signal de polyadénylation - fin de la transcription.



Transcription

bubble
DNA g Nontemplate
5o b, 4 strand
Principe de la »
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channel

hybrid, Active

(5) CGCTATAGCGTTT3) Brinsens -8 bp e
(3') GCGATATCGCAAA(5") PBrin antisens
(5") CGCUAUAGCGUUU(3) Transcrit primaire ‘

Direction of transcription

Transcrit primaire: ARN complémentaire au brin antisens,
identique au brin sens




Structure du promoteur

e Promoteur: sequence reconnue par les protéines nucléaires
(ARN-polymérase + facteurs de transcription) = début de la

transcription

o Speécificité du promoteur de chaque gene: séquences
similaires et différentes par rapport a d‘autres promoteurs

e Séquences « consensus » des promoteurs eucaryotiques

—- = -25 2 séquence TATAAAA (boite TATA) - reconnaissance par TBP,
sous-unité de TFIID, cofacteur de I’ARN-polymérase II

- ~-50, -95 > boites GC - liaison des facteurs d'initiation de la
transcription

- =~ -80 - séquence CAAT (boite CAT) - liaison des proteines
regulatrices de la transcription.



Structure du promoteur chez les eucaryotes

Element
octamérique de Promoteur +1
transcription r_)
—<ATTTGCAT >———] GC>—{CAAT ——<GC |— TATA ——-
-130 -95 -80 -0 -25

Elément octamérique de transcription: liaison
du facteur OTF = régulation de l'initiation

e Promoteur: initiation (+1) = niveau élémentaire (faible)

e Ajustement fin (fréquence, durée de l'initiation): intervention
des facteurs trans -régulateurs attachés aux séquences
regulatrices (situées en dehors du promoteur).



Régulation de I'expression des genes

e Genes domestiques: expression constante, continue
(protéines structurelles, enzymes nécessaires en quantité
constante, ARN de transfert et ribosomaux...)

e Majorité des genes: expression controlée (temps, nécessites
tissulaires, signaux internes / environnementaux)

— Facteurs cis -régulateurs: sequences d’ADN = controle de la
transcription

. Séquences régulatrices: promoteur, séquences LCR, TE
(éléments octamériques, séquences d'activation, d’inhibition, HRE)

— Facteurs trans -régulateurs: protéines de liaison a I’ADN; fixation
sur les séquences régulatrices = modulation de la transcription.



Séquences régulatrices chez les eucaryotes

Locus control region

— /IcRr

Elément régulateur régional (LCR): contrdle de plusieurs génes

Elément de transcription (TE): éléments octamériques de transcription,
sequences d'activation, d'inhibition, €éléments de réeponse aux hormones (HRE)

Promoteur (P): initiation élémentaire de la transcription



Facteurs trans -régulateurs

« Liaison aux séquences regulatrices (selon les signaux recus par les cellules)
- induction/répression de la transcription

e Protéines pourvues de domaines spécifiques de liaison a I’ADN
— Doigts a zinc (= 30 acides aminés, ions de Zn2* - boucles)
— Fermeture éclair a LEU (hélices-a riches en LEU)
- Homéodomaines (région basique, hélice-a, boucle, hélices-a.)

— Heélices-a acides (riches en ASP, GLU).

Promoteur Insuline
de base

Tissu

. Protéine kinase A
cardiague

RNA pol IT

Facteurs trans
- régulateurs

ATGCAAAT TGACGTCA GATTTTAT TATATA
TACGTTTA ACTGCAGT CTAAAATA ATATAT

Facteurs cis - GATA Octamére CRE
régulateurs cis = séquences de DNA
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Homeéodomaines

Antennapedia homeodomain
bound to DNA

Helix 3

Helix 1
——

Helix 2
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Exemple: difféerenciation tissulaire

e Reégulation de la transcription = différenciation des cellules
(expression des panels de genes différents, malgre le génotype
identique des cellules nuclées).

Type de Hématie Muscle Pancréas
cellule Q Q
Type de ‘
gene
Domestique ]
Hémoglobine ] [ 1 [ ]
Insuine [ ] [ 1 [T

Myosne [ [ @[]




Exemple: régulation de la transcription en
fonction du temps

Embryonic DNA

Fetal DNA

Adult DNA
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Exemple: régulation de la transcription
par les hormones
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Transcription des genes codant pour les
protéines

Constituants du complexe d'initiation de la transcription
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Initiation de la transcription

Relaxation de la chromatine: acces des protéines nucléaires a I’ADN
ARN-polymérase II: transcription des genes codant pour des protéines
Substrats: NTP (ATP, GTP, CTP, UTP)

Energie: liaison riche en énergie entre le 5'-PO,% et les 2 autres;
pyrophosphatase: hydrolyse du PP,

Facteurs d'initiation de la transcription (TFII-A, B, D, E, F, H, J):
cofacteurs de I’ARN-polymeérase 11

— TBP: reconnaissance de la boite TATA du promoteur
— TFII-H: dénaturation + déroulement de la double hélice

- Complexe d'initiation de la transcription: ~ 100 nucléotides (brin antisens) -
ouverture + dénaturation locale de la double hélice

— Complexe d'initiation stable: ~ 30 protéines

- Assemblage de ce complexe: activé/inhibé par les facteurs trans -régulateurs
liés aux séquences régulatrices.



Réaction de
I’ARN-
polymeérase II
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Elongation

Complémentarité des bases:
A=T, U=A, G=C, C=G

Chaque nucléotide doit étre
complémentaire a celui du brin

brin codant

antisens qui va lui faire face pyrophozphates
Energie: liaisons riches en énergie ransert 3
des NTP
pl = " ®_CHZ brin transcrit
Synthese de la liaison ou -template™

ou "matrice™

phosphodiester: 5-PO,> <> OH-C; HO

Facteurs d'élongation: accélération
de la transcription.



Fin de la transcription

e Fin du géne: signal de polyadénylation (3’-TTATTT-5") =
fin de la transcription

— Synthese de la sequence complémentaire (5'-AAUAAA-3") = arrét de la
transcription (quelques dizaines de nucléotides apres)

e Facteur protéique (Rho): dissociation de 'ARN-polymérase =
libération du transcrit primaire

— ARNhn = géenes codant pour des protéines.

Rewound
DNA =
3 == - 3
Q———
5[
RNA
transcript
P € Termination
3 3
3 Polyadenylation signal” = o S 5
5’ ' K

Completed RNA transcript



Modifications du transcrit primaire

exon 1 intron 1 exon 2

Addition de la coiffe (5’)

cap—_—————

. Clivage et polyadénylation (3’) J
.
cap 1 poly-A

. Excision et épissage + edition ]

capt : 1 poly-A

ARN messager - cytoplasme



Coiffe du messager

e Synthése: addition enzymatique de la
7-méthyl-guanosine sur le dernier
PO,2- du premier nucléotide +
methylation des nucléotides suivants

e Importance

« Protection face aux exonucléases
cytoplasmiques

« Emplacement correct de I'ARN messager
sur le ribosome.
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Addition de la queue poly-A

Signal de polyadénylation l Clivage
——— AAUAAA

MGpppPNMpNmMp

’ AAUAAA === A A A
MGppPPNmMpNmMp A

A
A 3

Clivage apres le signal 5'-AAUAAA-3’ = poly-A-polymérase:
500-2000 (A) apres le dernier nucléotide a I'extrémite 3’ -
protection (RNA-ses cytoplasmiques)




Excision des introns, épissage des exons

Ovalbumin gene

| 7,700 bp |
. ‘L 1 2 3 4 5 6 T ‘
Gene | A g c[o[] £ []r G [ ]
transcription and
5’ capping Extra RNA
L 1 2 3 4 5 6 T \
ARNhAN 5*’ A Bl c|[p]|] E F G 3
Cap
splicing, cleavage,
| and polyadenylation
Seven introns I:I Extra RNA
L12345 6 7
ARNm [ — AAA(A),

|<_ 1872 ]

nucleotides



Exons et introns

e Genes des eucaryotes: suite d’exons, sépares par des introns

— Exons: conserves dans I’'ARNm = traduction en séquences d’acides
aminés

- Introns: parties non-codantes - excision du transcrit primaire
— Epissage: raccordement des exons bout a bout = séquence de ’ARNm

~ Epissage alternatif: méme transcrit primaire = plusieurs ARNm

e Exon = domaine protéique (une partie d'un domaine):
protéines ayant plusieurs domaines = genes ayant au moins

autant d’'exons

o Alternance exons-introns = évolution des genes (protéines)

- Modification des genes: insertion, délétion, substitution d’'un exon entier
- apport, disparition, modification d'un domaine protéique.



Excision et épissage
Séquences « consensus » des jonctions exon-intron

« GU - site donneur en 5, AG - site accepteur en 3’ de l'intron

 Ribozymes nucléaires: reconnaissance des séquences - clivage de I'ARN;
ligases: fermeture de la breche.

‘< Transcription unit .‘
Promoter Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2Exon 3
Gene [/ GTe==covsues AGIIGT- - -AG
$ Transcription
; E1 g % E2 § % E3
Primary RNA L
transoript M GO A I U AG
,‘,Cleavage at g
Discard “~{GU e AG | m-» Discard
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Mature RNA




Epissage alternatif

Epissage alternatif (70% des génes) = isoformes protéiques
(protéines codées par le méme gene)

(A) Retained intron

-j- (E) Multiple poly(A) sites

(B) Competing 5’ splice sites

(F) Cassette exons

(C) Competing 3’ splice sites @

(G) Mutually exclusive exons

(D) Multiple promotors

A 50 Plb
- Elb




Epissage alternatif

Poly(A) site Poly(A) site
Exon Intron Calcitoni CGRP E
Primary /2 3 4 ri 5 6 l Gen.e de la
b -] 7 — FLE T
transerint ZR= calcitonine
cleavage and cleavage and
polyadenylation polyadenylation

Thyroide Cerveau

2 3 2 3

[ | e =

7= 2 E

splicing splicing
1 23 4 1 3 5 6
Mature mRNA i AAA(A), Mature mRNA i Sl-AaA),
translation translation
‘:'““-"-::_—_-:/ Q&V
protease protease
action action
A 4
/ ==

Calcitonine Peptide associé au gene de la calcitonine




Edition du transcrit primaire

o Enzymes: modification des bases = variation de la sequence
de 'ARNhn = ARNm différents

— Cytosine-désaminase (C = U): codon STOP = protéines différentes
(exemple: apoprotéines B,,, = foie, B,g = intestin).

Apolipoprotein B gene

Codon Codon
£1 ---------..JEAAl........... ¥ 4564 . _ -
| Codon # 2153 | Gene de |'apolipoproteine B
I I .
Liler Transcription Intestine Trans;rlt primaire (ARNhn)
Unedited mRNA Unedited mRNA Plusieurs ARN
C A A=GIn messagers
Translation ¢ RANA editing
U AA=S5STOP

* Translation Plusieurs

Apolipoprotein B-100 Apolipoprotein B-48 protéines
4563 amino acids 2152 amino acids



Structure de I’ARN messager

o Sequences du messager

— Coiffe (extrémité 5")

B Adenine
—- Séquence 5’ non-traduite: assemblage des I Guanine
ribosomes pour initier la traduction Cad Ui
(:| Cytosine
- Codon d'initiation de la traduction (AUG) p= phosphate
R= Ribose

— Séquence codante: traduction en séquence
d’acides aminés

— Codons STOP: terminaison de la traduction
(UAA, UAG, UGA)

— Séquence 3’ non-traduite

— Signal de polyadénylation

— Queue poly-A (extréemite 3).



Structure du messager

Coiffe Seéquence 5’ non-traduite Codon d’initiation

@ TMGP P e [\ ) (5

Séquence codante Codon STOP
UGA

Séqguence 3’ non-traduite

3
(A)s 500-2000
Signal de polyadénylation Queue poly-A

AAUAAA




