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Chapitre 1

Transcription et RNA polymérase



L'intuition de la transcription

Chez les eucaryotes:

ADN dans le noyau > Machinerie de synthese dans
le cytoplasme

Hypothese d’un l'intermédiaire ARN



Etapes-clé de la découverte de
I’ARN messager

1957: concept d’'un « adaptateur ARN » (Crick)
1956-57: Découverte progressive d’une nouvelle fraction
d’ARN, polymorphe

1959-60: découverte d’une « ARN polymérase » capable
de synthétiser de I’ARN a partir d’ADN.

1961. Mise au point des techniques d’hybridation ADN-
ARN sur filtre de nitrocellulose. -> I’ARN est
complémentaire d’un seul brin d’ADN

1961. Démonstration de I'existence d’'un ARN messager
(Jacob & Monod)

1961. Purification d’ARN polymérase bactérienne et
synthese in vitro d’ARN a partir de matrice ADN



Rappel: différences ADN/ARN

ARN ADN




Bases de ’ADN et de I’ARN

Base puriques

Base pyrimidiques
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Structure des ARN

e Molécule ordonnée
linéaire

e Orientée 5'P->3'0OH

e Grand nombre de

structures secondaires
possibles




Décodage du gene dans la cellule bactérienne

ADN .' ARN polymérase
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Les principaux ARN dans une bactérie

e ARN ribosomiques (ARNT)

— Grande sous-unité 23S (3000nt) et 5S (120nt)

— Petite sous-unité 16S (1500nt)

— Composition en bases: 25%A 21%U 32%G 22%C
e ARN de transfert (ARNt)

— 45 (70nt)
e ARN messager (ARNm)

— Instable (demi-vie courte)

— Grande variété de molécules

— Entre 300 et 5000 nt
— Taux de synthese élevé



Décodage du gene dans la cellule eucaryote

ADN ARN polymérase
ARNr
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Distribution des ARN dans une cellule

eucaryote
Cytoplasme Noyau
e ARN ribosomiques (ARNT) e Distribution différente du
— Grande sous-unité 28S et 5,85 cytoplasme
— Petite sous-unité 18S e ARN « géants » (10000 a 100000nt)
e ARN de transfert (ARNt) e Turn-over rapide

— 4S5
e ARN messager (ARNm)
— Plus stables gu’ARNm bactériens
— Grande variété de molécules
— Entre 300 et 5000 nt

Idée d’ARN précurseurs présents dans le noyau
11



ARN présents dans une cellule typique de
mammifere (fibroblaste de souris en culture)

ARN cellulaire ARN
total (%) a Synthese
I’équilibre totale (%)
Précurseurs nucléaires d’ARNr 4 39
ARNTr cytoplasmique 71 -
Pré-ARNm 7 58

ARNmM cytoplasmique @ !

Petits ARN stables (surtout ARNt) 15 3

Toute la variété des ARNm est comprise dans ces 3% !
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Comparaison transcription/réplication:
copie des 2 brins d’ADN au cours de la réplication

From Wikipedia: DNA replication
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Comme pour la réplication: polymérase synthétise de 5’ vers 3’

chaine d'ADN
matrice caa
chaine d'ARN 3
en croissance H O

P | |
C

ARN synthétifié
Matrice ADN
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Copie d’un seul brin d’ADN par I’ARN

V 4
polymérase
5 ’
T G A C C A A C T C T T P~ 3
T T G C 0 G T C C C C T
3’ 5’
T &
A C
V4 G ;
5’ | 5  — c G t 3/
T AG T AACEs" CCGTGTSGAT
U \ \
) AT CATGSC CN \ G GCACACT 5’
“ A D
. . N g C
Brin matrice = ~NeJd C
. . \Nm g 4
brin transcrit . A L ©

bulle
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Les genes peuvent résider sur un brin ou
I’'autre de ’ADN

e Exemple de transcription dans une région génomique: il y a des genes
sur les deux brins.

5’ [ATG > , > 3’

ADN , “— —

AUG
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Les étapes de la transcription

Site d’initiation Site de terminaison

ATV

A Genelic Swifch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Introduction, Figure 7
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Structure de I’ARN polymerase de T7

g terminal

Specificity loop

18



Structure de I’ARN polymerase bactérienne

o ® subunit

B’ subunit

o subunit

bulle

B subunit
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Structure de I’ARN polymérase d’E. coli

Core enzyme

Coeur (Core)

Complet (Holo)

A

v

Holoenzyme

N 7000 molécules/cellule

v

alpha
beta
beta’
omega
sigma

rpoA
rpoB
rpoC
rpoZ
rpoD

36500

151000 site catalytique

155000 liaison

11000 assemblage du core

70000 interaction avec promoteur
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Les 3 ARN polymérases eucaryotes
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Activités des 3 ARN polymérases
eucaryotes

e Pol I: la plus active. Synthétise les ARNr sauf 5S.
Dans le nucléole.

e Pol ll. Synthétise les précurseurs d’ARNm. Dans le
noyau.

e Pol lll. Activité faible. Synthétise les ARNt et
autres petits ARN nucléaires (snRNA), et ARNr 5S.
Dans le noyau

22



visiae

de Saccharomyces cere

Les 3 ARN polymérases
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E. coli core RNA polymerase (o,BB o)

v @@ 0

Eukaryotic RNA polymerases

and [ l
B like subunits
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o-like subunits ‘I> .D ‘D
o-like subunit @ O
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Additional
enzyme-specific  +5 +3 +7
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| 4

Photo: L. CicerofStanftord
University

Roger D. Kornberg
Usa

Stanford University
Stanford, Ca, USA

Pour la structure de la RNA
polymérase Il de levure en cours
de transcription
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RNA POLYMERASE Il de Saccharomyces cerevisiae




(a) Bacterial RNA polymerase

DNA
EEEEEEER

(b) Yeast RNA polymerase |l
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Structure de I'ARN polymeérase Il :
Longueur considérable
du domaine C-terminal (queue CTD)

RNA polymerase Il
Sy

Linker CTD

.....................

e———28 nm she 65 nm >

CTD: répétition d’'une cinquantaine de séquences
“Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser”
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Initiation

La polymérase se fixe au
promoteur sur '’ADN duplex

La polymérase dénature le
duplex. Formation de la bulle
de transcription

La polymérase catalyse la
liaison phosphodiester des
deux premiers rNTP

Début de transcription
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Zone hybride ADN/ARN

Elongation

e Lapolymérase avance 3’>5’ sur
le brin matrice en dénaturant le
duplex et en ajoutant des rNTP
a 'ARN
o

ARN natif

Fin de transcription

Terminaison

e Ausite d'arrét de transcription

la polymérase relargue ’ARN
terminé et se dissocie de 'ADN /
ARN terminé
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Chapitre 2:

Initiation, Elongation et
Terminaison de la transcription
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Initiation

La polymérase se fixe au
promoteur sur '’ADN duplex

La polymérase dénature le
duplex. Formation de la bulle
de transcription

La polymérase catalyse la
liaison phosphodiester des
deux premiers rNTP

Début de transcription
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Initiation chez les bactéries

33



Structure d’un promoteur bactérien

Promoteur
\
[ | . .
-35 -10 | Région transcrite
Séquence TTGACA N TATAAT Ngo A/G

consensus

Reconnaissance du promoteur par le facteur sigma

34



Caractérisation de la région promotrice
(Modification des bases, Mutations des paires de bases)

Modification
empéchant _35 _10 Start

la liaison de
la RNA pol

Modification ‘l"l’ 4! ‘1’ ‘1’ ‘1’
évitee en RA2222 R R T v

présence de

RNA pol 0000000 000 000 ¢
st s M b N
I'activité du 1‘ 1‘ 1‘
promoteur

Points de
contact
déduits

La plupart des points de contacts se trouvent sur la méme face de ’ADN 35



Reconnaissance d’un promoteur par I’ARN polymémase:

Affinités relatives du core enzyme et de I’'holoenzyme pour 'ADN

hnInanz}r.m&
(core + sigma)
ADN guelcongue 1 10 -4
ADN promoteur 1 103
Initiation Holoenzyme Fixation au promoteur
Elongation Core Abandon promoteur
terminaison Core+fact term Décrochage de ’ADN

Core + sigma Recyclage
36



Exemples de facteurs sigma
chez E. coli

Geéne Facteur Role Promoteur

-35 espaceur -10
rpoD g 70 Géneral TTGACA 15-18pb TATAAT
rpoH g 32 Choc thermique CCCTTGAA 13-15pb CCCGATNT
rpoE o E Choc thermique
rpoN o 54 Carence en azote CTGGNA 6pb TTGCA
fliA o F flagelles CTAAA 15pb GCCGATAA
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Initiation chez les eucaryotes

38



La synthese du
précurseur des ARN
ribosomaux

a lieu dans le
nucléole

A

e S —

RNA Pol-l

s

0

L e
o A

",.vl-,ﬂ s
o -
e L ,"_ vy :
XTI P i

P DI

nuciéoplasme %7
% e

F
L. LR
".‘ Fe
«.,;..:l\




Initiation de la transcription par la RNA pol |
(synthése des ARN ribosomiques)

Les ARN pol. eucaryotes ne se fixent jamais seules: facteurs de transcription

Un « core factor » constitué
de nombreux facteurs

\\\\\\\\

Complexe d’initiation

\\\\\\\\




ARN pol IlI: le gene 5S n’est pas contrdlé par un
promoteur en amont

Mise en évidence d’une région interne de contréle de la transcription

activité délétions
+

I B B

ICR=Internal control region

7l

+1 +40 +80

<

<

géne ARN 5

S

+120

Mais comment |la polymérase
Peut-elle se placer correctement?

+ + + 1

+
délétions activité
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Explication: le complexe d’initiation de la
transcription de la pol-lll

Gene tRNA

Gene ARNr 5S




Séquence de la région ICR du gene codant pour I’'ARNSS de Xenopus
laevis et structure du facteur de

transcription TFIIA qui se fixe sur la région ICR

© Box A 1E g0 BOxC 100
Région ICR TGATCTCAGARGCGATACAGGETCGGGEE AGTACCIGGATGGGAGACCGCCTGGGA
ACTAGAGTCTIICGCTATGTCCLAGCCCGG TCATG CCTACCCTCJTGGCGGACCCT
62 B0 82
ACGGGCCTGGTTAGTACCTGGATGGGAGACC
GCCCGGACCAATCATGGACCTACCCTCTGEY
63" 86" 93"
zinc tingers 1-9
TFHIA w1 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 [ 71 8 1 8 [iA] [NE|-coou
1 _ 150 i T TR 244
/ 12 acides aminés
MGEXALPVVYKR YIC| SFADCG AAY NK NWKLQAHLC GEXP I}
FPC KEEGCE KGF TS LHHLTRHSLTHT GEKN 72
FTC DSDGCD LRE TT KANMKKHENREH NIKICV 104
HFENCG KAF KK HNQLKVHQFSHT QQLP 134
Y PHEGC KRF SL PSRL EKV G 161
YPC| KKDDSCS FVG KT ngfudg Qo 19¢
= =D

antiparallel bela sheet

alpha helix
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Trois familles de doigts de zinc
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Représentation schématique de 'interaction de '’ADN
avec les doigts de Zinc en tandem contenus dans le facteur TFIIIA
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La RNA pol. Il



Détermination de la région promoteur d'un gene dépendant de 'ARN polymérase |l

(a)

Reporter gene
—>

Vector DNA ) tk mRNA
7/ Control region // i + + +
Mutant 7/ /
no. ,
/ ” 5
Les régions 1 7/ i // [+ + +
Z ) /}{/ ///! VAR
sont délétées 17 ! e
3 /;I !/// // ; +
// ; v 5
= /;’ o //1 ”// { + =k
// : %
> = g /S
7/ i 7
2 7/ il : 1/, // i + + +
/L — - ”
7 =7 B A
// — — ; %
R I A A
// , = , 42
7 Bk G i /111 // { +++
elements
(b) —-47 - -16 —>
TATA box tk

Control region of tk gene
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|dentification de 3 Régions nécessaires a l'initiation de la
transcription, en amont du gene codant pour la 3-Globine

Felative transcription level
(1 = normal)

Expériences de mutations ponctuelles

4

3

: Boite Boite Boite
GC AAT TATA

-100 -g0 £0 40 -20

CalA G GCCACACC T GGaTas GEGE O ATCT 50T Ca G CA GEATA G515 GECA GE GCCA GEGE0A G GCATATAA, GGET A GETAGGEATCA GTTG T CCT 0 Ca,

1



Les promoteurs utilisés par la pol-ll sont des combinaisons
variées de courtes séquences consensus

b 4 # |
Types of module  Octamer CAAT GC TATA

49



Formation du complexe de
démarrage pol-lI

~@g Complexe préeinitiation

Transcription basale
Sans activation

l e Pol |

/.. —~
&) TENES 3 O
A + w
CTD
>
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Eléments de contréle du promoteur pol-ll :
les éléments distants

enhancers promoteur gene enhancers
AN A AN
4 I 4 N I /_Aﬂ
(a) Mammalian gene 4

up to

—50 kb +50 kb
(b) S. cerevisiae gene +1 . Exon Intron TATA box
/ﬁ' | ] w . Promoter-proximal Enhancer;
=~—90 element yeast UAS

UAS= upstream
activating sequence
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Comment fonctionne un enhancer?

Modele simplifié d’activation de la transcription

Enhancer

\\\\\\\\\\\\\\\\

Activate

Boucle d’ADN
RNA Pol

TATA box Site d’init.
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TBP peut s’associer a des facteurs (les TAF)
et former le complexe TFII-D:
Activation de la transcription

TAF: TBP-Associated Factors : ouvrent la chromatine, acetylent histones etc.
53



Niveau basal / Niveau activé

—> interactions

Y TN el : I Transcription
S N— G -l @ O P

promoteur basale

Activateurs

" .- o Transcription
activée

promoteur
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TBP est nécessaire a l'initiation de
la transcription par chacune des 3
polymérases eucaryotes
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Structure de la TBP de levure en
complexe avec une boite TATA

Structure en « selle de cheval » Fixation dans sillon mineur
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Un mélange
d’interactions:

- non-spécifiques
(coller a I’ADN sur les
groupements P)

- spécifiques
(reconnaitre la
séquence TATA)

PDEBE
PROTEIN DATA DANE
Moleculs of the Month

oo

Exploring the
Structure

TATA-binding
protein uses twao types
of interactions to
recognize and hold
the TATA sequence.
as seen in this
structure from PDB
entry 1yih. First, as
shown at the top, it
has a string of lysine
and arginine amin~
acids (colores_aark
blue) th- .ariteract with
th-_pfiosphate groups
of the DNA (colored
bright yellow and
red). This glues the
protein to the DNA.
Second, the protein
uses specially-placed
amine acids to interact
with DNA bases. As
shown in the lower
picture, four
phenylalanine amino
acids jam into the
DNA minor groove
AT T e KIS
that bend the DNA.
There are also two
symmetrical
asparagine amino
acids that form
hydrogen bonds at the
very center. The
combination of the
unusual flexibility of
TATA DNA
sequences and these
specific hydrogen
honds allows TATA-binding protein to recognize the proper sequence.

57



Torsion de la double hélice d’ADN
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Elongation de la transcription:
nécessité de quitter la région du promoteur

TFII Br'/\D\‘/E/F/J Pol ||

R VS WA W [ WA U W WA N

Chez les bactéries :

CTD
relarguage du facteur
sigma l phosphorylation de la
ueue CTD
Chez les eucaryotes : q
phosphorylation de la
queue CTD par TFIIH TFI B'/\D\/E/F/J Pol Il =
\,\U\
Complexe

o P d’élongation
cTp. P PP
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Elongation de la transcription

5’

T AG T AAZces
3 _ A T COANTIGIC =

Matrice
= brin no

NTP suivant
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Procaryotes:
la terminaison rho-indépendante

5-GTACCGGGCCTTTTGGCCCGGTACTTTTTT-3' ADN
3'-CATGGCCCGGAAAACCGGGCCATGAAAAA-S

U_U

U U

Stem-Loop g ARN
—|uuuuuu.s

5 [ /UUUUUU N\ } 3

3 AAAAAA. 5

5 RNAP pause site \ dissociation

From: www.vetmed.iastate.edu/departments/vmpm/ 61



Rho (p)
rut  termination site

Prccaryotes: Ia e

J Block to translation

terminaison rho-
dépendante
(modele)

RNA Pol reaches pause

ATPD (termination) site
ADP + P, =

Blocage du ribosome sur
codon Stop permet la fixation
de la protéine Rho sur un site
« Rho utilization site »

La fixation de Rho cause le
décrochage de la polymérase

;
/—\/-\/ : A B
;



Terminaison chez les eucaryotes

e Arrét causeé par la polyadenylation (voir
dernier cours).

e Apres arrét: maturation de I’ARN
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Chapitre 3:

Régulation de la transcription:
le modele procaryote
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La régulation de I’expression

e Pourquoi I'expression des genes doit-elle
étre regulée?
— Division cellulaire
— Différentiation

— Réponses a I’'environnement

65



Induction / Repression

e Induction/répression: réponses a |'apparition
d’un substrat particulier

e |Induction:

— En absence de lactose: pas besoin d’enzyme de
métabolisme du lactose

— En présence de lactose: induction. L’enzyme est
produite

e Répression
— Une enzyme d’E.coli synthétise le tryptophane

— En présence de Trp dans le milieu: pas besoin
d’enzyme: répression

66



Métabolisme du lactose

Galactose
CH.OH
HO OH
CHOH OH O
HO O |
oK (-Galactosidase OH
OH
OH
= CHoOH
CH CHpOH
OH
Lactose -
HO
(OH

Glucose
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Au départ: deux genes connus

Années 50

e Gene z(lacZ) : PBgal

e Genei:
— Souche inductible: i+
— Souche constitutive: /-

i+ z+ < /3}%{
— —  EEE——
inducteur 3ga|
. 3gal
— —  E——
inducteur Bga|

Inducteur=lactose ou analogue
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L’expérience Pajama*

(*Pardee, Jacob, Monod, 1959)

@

G O D

Donneur: bactérie F (pili) Receveur: bactérie F-
donneur
i+ Z+
— S
X
receveur

M N
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L’expérience Pajama

IPTG: inducteur analogue du lactose qui
contrairement au lactose n’est pas reconnu par
beta-gal. Donc reste dans la cellule.

[3-qal
donneur usml
j+ Z+
— ] —
10
receveur ) 5

i

Interprétation:

Expérience PéJdarké

Ajout IPTG + PTG

B I gt
-1PTG
L1 L0 el
a 4 &
Temps (h)

1- introduction du gene z+ dans receveur i- > fabrication Bgal

2- introduction j+ > bloque synthese de fgal (i est un répresseur)

3- en présence d’inducteur, le répresseur ne fonctionne plus

70



Jacob, Monod, 1961:

Fonctionnement de I'opéron (1)

THE LAC OPERON Regions coding for proteins

birds bt

Regulatory reglons
EMA
polymerase
cannot oosre o transcribe

@  Diffusable regulatory proteins
‘ f —— d
Lacl [B| p |I.::H LacZ |LacY |LacA

| | I |
m Mo mBMNA and no protein
+

nbosomes

l



Fonctionnement de l'opéron (2)

THE LAC OPERON Regions coding for proteins
Regulatory regions
@  Diffusable regulatory proteins
pnlyrne:asa
L ..
Lacl O | LacZ |LacY |LacA

blocked
“ﬂ”ﬁ r\w
BN A
nhosomes
conformatonal

l nbosomes

@O O @

u:ha.'nga

1

A lactoze



Les mutants qui ont permis
d’établir le modele d’opéron:

I - e I

|+,Z+

|-,Z+

|-,Z+ / F |+,Z+

Is,Z+

Is,Z+ / F |+,Z+
Oc,Z+

O+,Z- / F Oc,Z+
Is,0+,Z+ /F |+,0c,Z+

Sauvage

Pas de répression

Restauration répression par action trans

Is: represseur insensible a I'induction

Is agit encore en trans

Oc: opérateur constitutif. Ne reconnait pas |
O+ ne répare pas Oc: action en cis

Oc dominant sur Is
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opérateur

autre DNA

Spécificité

L’effet de lI'inducteur sur le répresseur
n’est pas absolu

Répresseur

2 x 1013

2 x10°

107

Répresseur +inducteur

2 x 1010

2 x 10°

104

Affinité

Différence
d’affinité
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Symétrie de la séquence de l'opérateur
de 'opéron lactose

Mutations rendant constitutive I’expression de ['opéron:

57 TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT 3~
37 ACCTTAACACTCGCCTATTGTTAA 5°

L

N A TGTTA C T
O¢ mutations T ACAAT G A
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Structure du complexe répresseur lac /opérateur

Le répresseur est un
homodimere

Chaque sous-unité est
représentée par une couleur
différente.

fac
repressor
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A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 2, Figure 5

Minor Major
groove  groove

* Swifeh, 3rd edition, =77
ing Harbor Labora
, Figure 4

A Genetic Swifch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 2, Figure 6
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Encombrement de I’ARN polymérase bactérienne, de
I’ADN et du répresseur du phage A

A Genelic Swifch, 3rd edition, 2004

© Cold Spring Harbor Laboratory Press

Chapter 5, Figure 15a

Image prepared with BobScript, MolScript, and Raster3D.
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La répression catabolique

Le glucose (un catabolite) réprime la synthese de gal

Glucose

ATP .@-

En absence de glucose: augmentation du taux d’AMPc qui forme un complexe
avec la protéine CAP et 'active.

En présence de glucose: baisse du taux d/AMPc: empéche l'activation de CAP
79



une régulation positive

THE LAC OPERON [] Regions coding for proteins
[] Eegulatoryregions

@  Diffusable regulatory proteins
polymerase
m‘g

CAP P | 0 |LacZ |LacY |LacA

N e

®o @

In condiions
of lowr glucose
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lacl

Site de fixation du complexe
CAP-cAMP sur le promoteur

I
Site CAP

GTGAGTT.AGCTCAC
CACTCAATCGAGTG

, +1
Promoteur

lacZ

Fixation répresseur
Fixation RNA-polymérase
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+ GLUCOSE
+ LACTOSE

+ GLUCOSE
- LACTOSE

- GLUCOSE
- LACTOSE

- GLUCOSE
+ LACTOSE

Conditions de régulation

RMA-
CAP- polymerase-  start site for RNA synthesis
hinding binding site !

site {promoter)
I b 1
[ L
-operator lacs gene
-80 =40 1 40 80 . )
[ . | . I ; 1 ; | nucleotide pairs
OFPERQON OFF
| IR | LT TR 1,ocause CAP not bound
. reprassor
— OPERONM OFF both because
RS | T W |2 ropressor bound and

because CAP not bound

. repressor

T 1?"5.:5::*_ OPEROM OFF becausa
= = lac repressor bound
CAP RMA polymeraso
| I | T I  OPERON ON
t
RNA e >
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Principes de régulation positive et négative

LIGAMND BIMNDS
TOH REMOVE
REGLILATORY
PROTEIN
FROM DA,

LIGAND BINDS
TO ALLCW
REGULATORY
PROTEIN TO
BIMND TO

DrA

MEGATIVE REGLILATION
bEound represtor protein gravents transcription

Bl ribpiass0r
pegtoin

GEME QFF

O\
ADDITION OF tﬁtﬂb é

SWITCHES GENE ON BY
REMOVING REFRESSOR
PROTEIN

A GENE OFF

REMOVAL OF LIGAND
SWITCHES GENE ON
BY RENOVING
REPRESSOR PROTEIN

lnu-l:t'rw TEPrRssar

FOSITIVE REGULATION
berund activator protein promates transceiption

bound Bctivaion
prodein

GENE ON _

m - l' ml‘ir'-f:
. S

ADDITION OF LIGARD
SVWAITCHES GENE OFF

BY REMIOVING ACTIVATOR
PROTEIN

REMOVAL OF LIGAND
SWITCHES GEME OFF BY
REMOWING ACTIVATOR
FROTEIN
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La régulation de la synthese du
tryptophane chez coli

1.Controle au niveau de l'initiation de la
transcription

2.Controle au niveau de la terminaison de la
transcription
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Trp: controle de l'initiation

e Un répresseur, trpR se fixe sur 3 opérateurs et
controle la transcription :

— De l'opéron trpEDBCA qui code pour les enzymes de Ia

voie de bioysynthese du tryptophane a partir du
chorismate

— Du gene aroH qui code pour un enzyme impliqué dans

la premiere étape de |la voie de synthese des acides
aminés aromatiques

— De son propre gene trpR (autocontrole)

aroH GCCGAATGTACTAGAGAACTAGTGCATTAGGCTTATTTTTTTGTTATGATGCTAA
Trp AATCATCGAACTAGTTAACTAAGTACGCA

trpR TGCTATCGTACTCTTTAGCGAGTACAACC
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Contréle au niveau de l'initiation de la transcription
par le répresseur TrpR

promoter
| |
- 35 +1
B 1
|
operator start of transcription

inactive repressor
‘ RNA polymerase

GENES ARE ON GENES ARE OFF
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Trp: controle de la terminaison

— La transcription de 'opéron peut s’arréter
précocément apres la synthese d’une séquence leader
qui précede les régions codant pour trpEDBCA:
mécanisme d’atténuation
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Le modele d’atténuation

Peptide leader avec 2 codons trp

En présence de trp:
e Passage du ribosome

e Formation d’une structure

terminatrice
eBlocage transcription

En absence de trp:
e Blocage du ribosome

S

—

—

(a)

\ f/r-- _\\
]
&

fl'-ﬂ KAIPYLEGWW HTS;.:;,;‘-,-LE tract
R

_ Insufficient charged
7 IRNATE

i

“"% @0
%, o|le
~MKAIPVLKGWWHATS) ® vy traci-FES - -
i HpEDCBA

e Formation d’une structure

anti-terminatrice

ePoursuite de la transcription

@
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S
@
N
Q
%
X
>
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Vue d’ensemble de 'opéron tryptophane d’ E. coli

ARNm de l'opéron Trp

NN ARNm du leader de Trp

promagteur atténuategt trpE trpD trpC trpB trpA

AN ANV A VAN ARV ANV AN AN AV ANV ANV ANV A WY ANV ANV ANV ANV

opérateur
: : : : Terminaison
i ‘initiati L v v v v
Site d |In|t_I|_at|on de Terminaison delaTp
a .

P delaTp Composant | Composant Il Anthranilate Tryptophane  Tryptophane
anthranilate anthranilate isomérase synthase 3 synthase a
synthétase synthétase

TipAb
[TepG]
Gin Glu
"j ’ COO~
coo NH, CO0- PHPP PR
CH, . e NH, B—0H,C
E\ ~C~coo-
coo- . Amino-2-decxy- T
OH . ﬂ:;,i::?:v Anthranilate OH OH
Chorsmate N-{5" Ph‘ﬁﬁh?ﬁww'ﬁ
TroAn -anthranilale
[TFpE]
Trpl
[Trpf)
COs + HyO
CHy CHO-@ T COG oM OH
IT"DB] i'l‘rpﬁ.l H [TrpCI 1-{o-Carboxyphenylamino)
Aot -1-d ol

L-Tryptophan |mg:: g;\t::'ol &S;\;;r \;;5“

N —r) Xie et al. Genome Biology, 2001:3
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Et les eucaryotes?
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Stratégies de régulation de la
transcription chez les eucaryotes

e Stratégies plus complexes que chez les
procaryotes
— Transport des protéines cytoplasme>noyau
— Modification/activation des protéines
e Glycosylation, acétylation, etc...

— ADN non nu:;

e Chromatine ouverte / fermée

— Maturation variable des ARNm
e Un préARNm peut donner des ARNm différents
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Chapitre 4:

Maturation des ARN chez les
eucaryotes



Expression des genes : eucaryotes et procaryotes

Eucaryotes
cytoplasme
/noyau _ \
Intron exon
ADN ™ — _— O mm mmame
. = ] - e

Transcription
Pre-ARNm " L -— —

Coiffe 5’ et queue polyA

coif\fe
- - -_— = AAAAAA
Epissage
k ARNM  ( m— AAAAAA /
Export

Procaryotes

ADN S ————SSESESEE—

Transcription

Traduction
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Les deux étapes de la réaction
catalytique d’épissage

Pré-ARNm
Exon 1 Intron Exon 2
Site 5’7 Site de Site 3’
branchement
Etape 1l l
ARNmM mature
Etape 2
Exon 1 P Exon 1 Exon 2
Exon 2
A AG A AG
U lasso )
lasso final

intermédiaire



Epissage in vitro d’un

ARN: Mise en évidence

sur gel des produits
intermédiaires

1339%

262%*

1158

130*
el

158 130



Sene = 2.6 kb

1 B3 laBsls W7
Produits intermédiaires obtenus A L

au cours de la maturation des ll’
ARN m—)
mREMS = 1.1 kb

Frimary transcrigt (9.2 kb))

Lacks introns & & 6

Lacks introns 4, 5,6, & 7

Contains only intron 3

MRNA (1.1 khj




CG island

introns exons
"_I:/I-" Ef'“ N\ AN dihydrofolate reductase gene
sansese . 1 X I DNA

RNA
5' — 31

hvpclnxanthine phosphoribosyl transferzllsa gene
1 ]

- E . CEE DNA
RNA,
5 3
ribosomal protein gene
- E | i ‘ T - - T DNA
RNA
' “ 3 ’ I

10,000 nucleotide pairs

From The &t of MEBaC® £ 1995 Garland Fublishing, Inc.




Les deux réactions de transestérification

Intron
GU du site 5’ intron LU , A A du site de branchement
5 Ol HO l 3
O=IT—O* *oﬂir:o
5' —-—o O— Exon2 — 3’
5!
O =3’ oxygen of First transesterification
exon 1
O =2' oxygen of
branch-point A
=3’ oxygen of \
intron 5 0 Lasso
| 2.
O=F[‘—O
O 3’
I
P
—l-o—n o3
3’ 5
l Second transesterification
oo s
5 0O
0=F|’_0 - Spliced exons
(ol H

Excised lariat intron



P
A —mmmn- AG [
Pre-mRNA

L’épissage est réalisé 28 o1 Y
par un complexe
ribonucléoprotéique:
le spliceosome

Spliceosome

Ux=snRNP
=snRNA+Protéines

Rearrangement of
RNA-RNA base
pairing

FORMATION ET RECYCLAGE DU
SPLICEOSOME Spliced exons



Catalyse et epissage par le complexe des
snRNP U1,U2,U5,U4/U6

site d'épissage 5' site d'épissage 3'
pissag snRNP U1 snRNP U2 pi1ssag

ﬁ/ intron

ASSEMBLAGE DU
COMPLEXE D'EPISSAGE

exon 3'

o , précurseur de la
B molécule d'ARNmM

U5, U4/U6, etc.

ETAPE 1:
FORMATION D'UN
LASSO ET CLIVAGE
DU SITE D'EPISSAGE 5'

5' 3 ki ot 5' 3
735 U4
U4/U6 ETAPE 2
CLIVAGE DU SITE
D'EPISSAGE 3'
ET LIGATURE
DE L'EXON

I'intron excisé sous la forme
d'un lasso sera dégradé
dans le noyau

ARNmM matures
| e 3
5 3 (exons

ligaturés)



Retour sur les séquences consensus des
introns a spliceosome

Pyrimidine-rich
5’ splice site Branch point  region (=15 b) 3’ splice site

5’ Exon Intron o l 3’ Exon
Pre-mRNA G UAG AGU Z/ C U AG A CU N C A G|G
Frequency of 70 60 80 100 100 95 70 80 45 80 90 80 100 80 80 100 100 60
occurrence (%) le 20-50 b >

Pourquoi une telle conservation dans tous les genes
eucaryotes?



Les snRNA U1l et U2 intéragissent avec
les séquences consensus

(a) O

U u
O ) gy Y
U1 snRNA U2snRNA G &
C—G
4 Sm g
U U
A—U
C O G—C |
Sm GAA CUA—UCUAAGCA cap 5
3’ ~GUCCAUUCAUA cap 5’ AUGAUGY

ARERR [ T]]]] Py
5'ﬂ T mRNA I —— CA '
GUAAGU . UACUA\(; . — CAGG Exon 2 —3

A
\Branch point
(b)
W.-t. U1 snRNA 3’ === = GUCCAUUCAUA cap 5’ Mutant U1 snRNA 3’ == = = GUC CAUUUAUA cap 5’

L] LI
Mutant pre-mRNA s*dUAAAUr= --- 3’ Mutant pre-mRNA 5’ UAAAU—--- 3’

Mutation in pre-mRNA 5’ spfice site Compensatory mutatioprin U1
restores splick

(reference missing)

Mutation: blocage épissage Mutation compensatoire:
restauration de I'épissage



Autoepissage des introns de groupe | et de
groupe Il

intron

(GMP
exterieur)

précurseur

G
: . OH l
s SR OH g Intermédiaire 5 py 3

transitoire
~ i, i
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H
molécule d'ARN 5! - 3
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Self-splicing introns

Group | Group Il
3 27
3 HOZC HO—A
5’ <_.,'F, 3; 5’ _PHP/ 3’
PG
3’ 3’ oP—A
H
O~I_-|>P O»P
PG
3. P—A

Spliceosome-catalyzed splicing
of pre-mRNA

Spliceosome

\
A
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P(——-/p
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Comparaison entre la structure des introns de
groupe |l et les snRNA du spliceosome

(a) (D)

o 3
—Pre-mRNA
Group Il intron U snRNAs in spliceosome



Epissage alternatif

3 genes de détermination du sexe chez la drosophile,
épissés differemment chez les males et les femelles:

Female Feirfinli Pre-mRNA Default Male
specific splicing
splicing 0 Sxf
IEINET 7 o e Y — u%a#n# o = —— [EREEE—AAA
‘f
!'IE
BT 5 T AAA #n i m
stop
AAA dSX  AAA
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Coiffe de
I’extrémité 5’ du
prée-ARNm

5' end of RNA transcript
& 3

ppprpruu

PPNpNp s————

- PP,
L
add methyl
aroup to base
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add methyl
group to ribose
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La Coiffe est mise en place des le début de
la transcription

alongation
factor
AA pobymeerase | RMA s1art sita
) Frie f pody<A addition site
e i DA
[T]
ﬂ@: E.,
nascant RMA
&, transeript \ CAPFING
.-E"'; Sl By,

Ajout coiffe H__,h




Mise en place de la queue poly-A
en 3’ du messager

," = ATP slow
/ g 1G/U; PP, polyadenylation
+ CStF, CFI, CFII

5' AAUA

PABII

~a _——— - -
—_—————— -
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Polyadenylation et terminaison

COMTINUED ELONGATION BUT
5-LNCAPPED TRANSCRIPT 15
CLEAVAGE RAPIDLY DEGRADED
Les transcrits sont Gppp =3
clivés et
polyadénylés. o EEB'I%DN -
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CTD et Terminaison

, Facteurs d’épissage
Pre-mRNA (protéine SR, snRNP)

Cleavage/polyadenylation
factors (CPSF, CstF)

. Facteurs d’élongation

\\\\\\\\\

\\\\\\\\\\\\\\

Elongation



Etapes de
transcription et
maturation

RNA
polymerase |l
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facteurs d’épissage
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L’ARNmM est en permanence recouvert
de protéines

(heteronuclear
RiboNucleoProtein
complex)




L ’export nucléaire par les pores

5 cytoplasmic
RMNA-binding
proteins

- protein exchange |8

N

nuclear pore

(A) (B) 200 nm



Importance de coiffe et queue poly-A pour le
démarrage de la traduction

Translationally active / Ribosome

Cap

PABPI | PABPI

UUUUAU mAAUAAA-AAAAAAAAAAAAAAAARAAA

elF3: facteur d’initiation
-> démarrage traduction



Maturation des ARN
ribosomiques et
assemblage des
petites et grandes
sous-unités du
ribosome

Eucaryotes: ribosome =
5.85+55+285+18S
+protéines
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