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1. Définition et contexte géeneéral
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1. Définition et contexte géenéral
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2. Les acteurs de la réplication
@ Les ribonucléosides triphosphates

ATP : Adénosine triphosphate
CTP : Cytidine triphosphate

SUGAR DIFFEREMCES

HOCH, O, OH

k e
OH OH

ribose

HOCH, O, OH

- -

OH H

deoxyribose

GTP : Guanosine triphosphate used in RNA used in DNA
UTP : Uridine triphosphate
BASE DIFFERENCES
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@ ARN polymérase ADN dépendante

ADNdb (matrice) Synthése d’ARN (transcription):
+
ATP, GTP, CTP, UTP ePas besoin d'amorce
eSens 5'—3’

ARN polymérase
*Anti—paralléle a TADN matrice

ADNdb + ARNsb Complémentaire d’'un des brins de
I’ADN:
coding strand DNA
5 3
ADN
3 [
template strand
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Chez les procaryotes : 1 seule enzyme

liaison a | 'ADN

T

!

reconnaissance du promoteur

site actif de | "élongation

Holoenzyme
(initiation de la transcription)

Facteur o

Enzyme coeur
(synthése ARNm, t ou r)

Sous-unités | Nb | Fonctions
o 2 | Assemblage de I'enzyme
Liaison au promoteur
1 | Liaison nucléotides
' 1 | Liaison matrice ADN
G 1 | Reconnaissance du promoteur

Initiation de la transcription




Chez les eucaryotes : 3 enzymes

Localisation Transcrits Activite cellulaire

3 Enzymes nucléaire

ARNr

ARN polvymérase | nucléole 60-70%
POTy (5.85, 18S, 28S) °

ARNm
ARN polymeérase I léopl ARNsn 10-30%
nuclieopliasme -
POly > ARNsno ’

LncRNA

ARNt

ARN polymérase lli nucléoplasme ARNr 5S ~10%
ARNsn




Inhibiteurs des ARN polymérases

ARN polymérase ARN Polymeérase
procaryote eucaryote

Actinomycine D
Acridine X X

Rifampicine X
liaison sous unité B de
I’ARN polymérase
procaryote
o Amanitine (toxine de X
champignon)




@ ADN double brin = matrice

Seul un des brins d’un gene donné est utilisé comme matrice...

... Mais les deux brins d’'un méme chromosome peuvent
servir de matrice lors de la transcription

Pré-ARNm du
gene b
I gene a

5’ I —\\
—\\

Pré-ARNm du
gene a

Brin matrice du
promoteur gene b

gene b L

Brin matrice du Promoteur
gene a

gene ADN

I I
5 3
tH ' i i 11 tH ' ! i 11} - i i 11 tH ' '
3’ 5'

SYNTHESE DE LUARN
nucleotides TRANSCRIPTION

ARN
5' 3

SYNTHESE PROTEIQUE
TRANSLATION

PROTEINE

HzN == -0 - — COOH
M !

Acides aminés



Nomenclature des brins d’/ADN

ADN
AGCTTAACGCGTA..3 1brin «sens »/non transcrit/ non matrice

5.

3.\ /.. TCGAATTGCGCAT.. 5 1 brin « anti-sens »

/ sera transcrit/ matrice

TRANSCRIPTION

Complémentaire
Anti-parallele Séquence identique

‘ (U remplace T)

ARN
5...AGCUUAACGCGUA..3

Par convention, lorsque I'on donne la séquence d’un gene, c’est celle du brin « sens »




3. Mécanismes de la transcription procaryote
3.1. Uinitiation de la transcription

3.2. L'élongation

3.3. Terminaison

3.3.1. Terminaison directe (mécanisme « Rho-indépendant »)
3.3.2. Terminaison indirecte : Protéine Rho a activité ATPasique



3. Mécanismes de la transcription procaryote
3.1. Initiation

PROMOTEUR -35 -10 +1
5 —— TAGTGTARTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTICTCAATAGGTCCACG — 3 :IDNA
3 —— ATCACATAACTGTACTATCTTCGTGAGATCGATATAAGAGTTATCCAGGTGC — 5
A ™~ Brin matrice
Début de la

o TRANSCRIPTION
transcription

5 ) 3’ RNA
AGGUCCACG

Séguences consensus

v v

Région -35 Boite de Pribnow

/ 14 Rég|0n '10
(57 TTGACA 3) (5" TATAAT 3




ARN m, rout

procaryote 3 facteur o
G promoteur
— :_§~? : r t.
LR Ixation au
" VRS
>7/ \,k ADN promoteur
Signal de terminaison ARN polymérase _ Localisation et fixation sur le promoteur -35
. y : ' , -~ Role du facteur ¢
(RresenEsuRiARL) ' (SOUS unités QZBB w) '( Migration jusqu’a boite Pribnow
signal de /
terminaison Holoenzyme : '
. (POl i 0) fusion locale de
Elongation \ I'ADN Ouverture de I'ADN

sur une courte région

3
/ démarrage de la

transcription  Initiation de la premiére
liaison phosphodiester

élongation de la
transcription

. Au bout de 10nt synthétisés,

ARN polymérase coeur Libération du facteur o



3. Mécanismes de la transcription procaryote

3.2. Elongation

3!

r

Double d’hélice -
d’ADN re-formée

apres transcription Hybride ADN/ARN

ARN en cours de Double d’hélice

synthese . ;
y d’ADN a transcrire

f | 3
A

5’ / 5'

/" Sens de la

Brin d’ADN ‘\ transcription
matrice — Ribonucléosides
\ triphosphates entrants

Tunnel d’entrée des
Ribonucléosides triphosphates

Site actif

ARN polymérase

Elongation de ’ARN dans le sens 5" = 3’ par
formation de liaisons phosphodiesters

Lecture du brin matrice dans le sens 3’ 2 5’
Nécessité I'ouverture de I’ADN double brin sur
qguelques nucléotides puis ré-appariement des 2
brins d’/ADN

ARN pol associée a des facteurs d’élongation
Possede deux fonctions correctrices :

e correction pyrophospholytique
e correction hydrolytique



Formation d’une boucle de transcription

17 nucléotides

\ W ‘ Sens de la
| [ . transcription
Hybride ADN/ARN

Rupture des liaisons hydrogenes

ADN double brin

ARN simple brin

12 nucléotides
Reformation des liaisons hydrogenes



3. Mécanismes de la transcription procaryote
3.3. Terminaison

3.3.1. Terminaison directe (mécanisme « Rho-indépendant »)

SEQUENCES TERMINATRICES Ce sont des palindromes imparfaits
5 — cccAcABEEEEERAETT Cc ccETEE0eECATTTTAACTTTCTTTAATGA —— 3 ] DNA
3 — GGGTGTECGGCEETCAAGGCBACCEGCCGTAAAATTGAAAGARATTACT —— 5/
/ ‘
TRANSCRIPTION B 4o I3
Brin matrice e
transcription

5" 3" RNA

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



SEQUENCES TERMINATRICES

5 ——CCCACAGCCGCCAGTTCCGCTEGGCEGEGCATTTTAACTTTCTTTAATGA —3' ] DNA
3 —— GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTARRATTGARAAGARAATTACT —F5'
/ A
TRANSCRIPTION|  Fin de I3
Brin matrice ..
transcription
> 11— P e T e A 3 RNA Transcription de ces séquences qui sont
| complémentaires
Formation d’une structure UCe~ Hybride ADN/ARN
en épingle a cheveux '@ : instable
oY o

Epingle a cheveux

Appariement
des bases
complémentaires

O O O O 0 > |

\(

()

5 UAAUCCCACAG - \cCAUUUU 3'

Ce sont des palindromes imparfaits

Dissociation ADN/ARN

> Arrét de la transcription



3.3.2. Terminaison indirecte : Protéine Rho a activité ATPasique

-y Rho hexamer binds specific
C-rich sequences of RNA
Eet'y
to signal release of«

Rho migrates 5' to
pol on contact

Rho's helicase activity
unwinds RNA/DNA duplex

releaswg
/——v-f\.{ D’apres Pollard and Earnshaw, Cell Biology, 2008




4. Mécanismes de la transcription eucaryote

4.1. Différences fondamentales avec la transcription eucaryote
4.2. Initiation
4.3. Elongation et maturation

4.3.1 Schéema d’un gene eucaryote

4.3.2 Ajout de la coiffeen 5’

4.3.3 Coupure et polyadénylation en 3’

4.3.4 Epissage

4.3.5 Difféerence de maturation entre eucaryotes et procaryotes
4.3.6. LU'épissage alternatif

4.4. Transport hors du noyau




4. Mécanismes de la transcription eucaryote
4.1. Différences fondamentales avec la transcription eucaryote

@ Localisation cellulaire :

Procaryotes : cytoplasme
Eucaryotes : noyau

@ ARN polymeérases :

Procaryotes : une seule
Eucaryotes : trois

@ Chez les eucaryotes uniguement :
Maturation d’un précurseur (transcrit primaire) en ARN mature fonctionnel
Les ARNm seront exportés hors du noyau avant d’étre traduits.
Pas d’ARN polycistroniques

ribosome-binding sites
pe® I mRNA
AUG l AUG 1 AUG l

protein o protein protein y



4. Mécanismes de la transcription eucaryote

4.2. Initiation
| 10bp ]
’-37t9 ’32;@_1!(_{:26 1| - 28 t 4
5" BRE susTATA= DNA TINR _— +';? ' D‘SE’Q’T 3
TFIIB  TATA Initiator Downstream
recognition box promoter
element element

TATAAA

La région promotrice fait intervenir plusieurs séquences consensus

La plus importante (promoteur): boite TATA (5" TATAAA 3’)

Localisation: -31 a -26

d’apres Pollard and Earnshaw, Cell Biology, 2008



TFIIF  other factors
Initiation de la transcription d’un gene A —

eucaryote par I’ARN pol Il O *
a - B

start of transcription

TFIIH
TATA box | gene |
RNA polymerase I
(A)
— - a Formation d'un
TBP  TFIID P
- complexe d’initiation
—~——————
de la transcription
(8) ribonucleoside
. - triphosphates
H Dissociation de la (UTP. ATP. CTP, GTP)
TFIIB plupart des facteurs
_ de transcription
(@) —
(E) ® ®
Reconnaissance de la boite TATA par une sous-unité RNA

du facteur TFIID : la TATA-binding protein (TBP). TRANSCRIPTION



Distorsion de 'ADN induite par la liaison de TFIID




Régulation de la transcription d’un gene eucaryote (cf cours dédié)

eukaryotic
: activator protein

[ B I e e —
DNA L] TATA |pox -
enhancer BINDING OF start of
(bi_nding site fgr GENERAL TRANSCRIPTION transcription
activator protein) FACTORS, MEDIATOR, AND

RNA POLYMERASE

activator protein /r

Mediator

\ o

general
transcription \
factors

RNA polymerase

TRANSCRIPTION INITIATION



4. Mécanismes de la transcription eucaryote
4.3. Elongation et maturation

La maturation s’effectue dans le noyau et comprend :
* modification covalente des deux extrémités 5’ et 3’
* retrait des introns par le processus d’épissage

coding sequence
5" I 5
| DNA
5

| |
bacterial gene

promoters
coding sequences noncoding sequences
(exons) (introns)
5 \I ] ] N
3 ] [l ] N I 5

| |
eukaryotic gene

W
I

DNA



4. Mécanismes de la transcription eucaryote
4.3. Elongation et maturation

La maturation s’effectue dans le noyau et comprend :
* modification covalente des deux extrémités 5’ et 3’
e retrait des introns par le processus d’épissage

—— "s." degraded mRNA

NUCLEUS CYTOSOL a mRNA degradation protein
control degradation
/ control
RNA 6
DNA — transcript —— | \RNA |——+ mMRNA ————» protein > degra_ded
1 2 3 5 _ protein
transcriptional RNA mRNA translation protein
control processing transport control 7 a-:‘tmtyi
control and contro . _
localization » INactive
\ control protein
active

e

!

protein <



4.3.1 Schéma d’un gene eucaryote

TA;TA

ADN génomique 5’

lTranscription

transcrit primaire

Eplssage = retrait des introns

5’UTR 3'UTR
Traductlon

- Séquences exoniques non traduites - Séquences exoniques traduites — Introns




4.3.2 Ajout de |a coiffe en 5°

5' end of initial

5" cap RNA transcript

HO OH

CH,
|

5F
CHE_F_P_F_CHZ L
5!
e
5'-to-5
triphosphate
OH |

7-methylguanosine

Intervention de 3 enzymes :

- Phosphatases
- Guanyltransférase
- Méthyltransférase

bridge
F-
CH, %
OH
P
CH,
OH

Dans les cellules eucaryotes, I'ajout de la coiffe a lieu apres
que I'ARN polymérase Il ait transcrit environ 25 nucléotides
de I'ARN pré-messager.

procaryotic mRNA

coding noncoding
5 sequence sequence
GGG SN MMM Polycistronic
protein o protein §  proteiny
eucaryotic mRNA coding noncoding
) sequence sequence
s I A AAA - ¥
| , MAARARAMAT 50-2 50
CH3 1 monocistronic
5" cap :
protein

(A)



4.3.3 Coupure et polyadénylation en 3’

ARNpolymérase

)

5 V 4 V 4
— , = sequence conservee dela
terminaison de la transcription

3/

Signal de terminaison
et de polyadénylation

Pré-ARNm

Cap 5’

eucaryotic mRNA

coding
: sequence
@5
e — C-@PP®
ignal de terminaison
et de polyadénylation ”
transcrit sur I'ARN CH 3 1
| .- AN———
5" cap :
RIBONUCLEASE SPECIFIQUE (A) protein
Cap 5’
¢ AR
10-15 ribonucléotides
Cap 5’

POLYADENYLATE POLYMERASE

» 00 o .. +ou  Queue polyA en 3’ spécifique des
MAAUAAA_.-AAAAA ------ ARNmM eucaryotes

\/——\r—l

noncoding

seqm\:ence

’
AAAAA150-250 3

monocistronic



4.3.4 Epissage

ADN génomique 5’

Pré-ARNmM
transcrit primaire

ARNmM

Protéine

TA;TA

‘ Transcription

5’-—-—I—I—-\

Eplssage = retrait des introns

AAAAAAAAA 3’

5’UTR 3’UTR /

Traduction




Meécanisme simplifié

_—~intron sequence

5’ exon . 3’ exon

sequence 2 Ho‘f:—A sequence

smm— 7 " ——
Etape 1 : Premiére coupure en 5’ de ‘
I’intron et transestérification : OH en 2’
du ribose du A de branchement se lie au
5" du P de l'intron : formation du lasso

OH A

5" m— \ B 3

Etape 2 : Deuxieme réaction de l
.r- . ) , lariat
transesterification: le 3’0OH de I'exon ~
libéré vient attaquer le PO, de la jonction
intron-exon en aval - 3
~OH
+



Structure s

Pré-ARNm

implifiee des introns

human B-globin gene

human Factor VIl gene

123 introns
11 1 5 10 / 14 \ 22 25 26
Il I nmin min [ i Ml |
1 1l }I min [ min I |
L] xons
\) nucleozggz pairs 200,000 nucleotide pairs
INTRON
EXON 1 :5' ________________________________________ :;,'_: EXON 2
5’ GU AG 3’

Site donneur d’épissage
ou site 5’

Site accepteur d'épissage
ou site 3’

A de branchement




Structure détaillée des introns

sequences required for intron removal

exon 1

Site Donneur =

en 5 de l'intron

+let+2:GUenb’
dans 100% des
introns
+3 : Aou Gdans 95%
des cas

intron

branchement

Contient le « A » de
branchement

20 a 50 nt en amont
du site accepteur

3!

YYYYYYYYNCAG

exon 2

en 3’ de l'intron
-let-1:AGen3’
dans 100% des
introns
-3 : Cdans 80% des
cas
15 pb : Région Riche
en Pyridimine




Le Spliceosome

oActeur de I'épissage : sSnRNP associées a des snRNA
o Petites molécules d’ARN < 200 nt

05 snRNA (small nuclear RNA) majeurs : U1, U2, U4, U5, U6
oAssociés a des snRNP (small nuclear Ribonucleoprotein) : au moins 7 par snRNA
oCertaines snRNP sont communes (protéines Sm) et d’autres sont spécifiques du snRNA

oRoOle des snRNP :

oReconnaissance des jonctions introns/exons et de la boite de branchement par
appariement de bases

oCatalyse de la réaction couper-coller pour excision des introns et ligation des exons

U u
o 0 e 13
U1 snRNA U2snRNA £ ¢
> Sm : g "U
U U
A—LU
C O G—C
Sm _AA CUA—UCUAAGCA cap 5'
s e
S'd:‘a‘);x..a.l:au UACUAC = — CAGE 8Ly
Pre-mRNA v
Exon 1 Exon 2

A
\Branch point



EISS&E : mécanisme dynamigue avec une succession précise de

Mécanisme de |'épissage = - :
différents évenements au cours desquels les snRNP s’associent et se

dissocient du spliceosome selon un processus ATP dépendant +++

RNA portion of snRNP base-pairs
with sequences that signal

splicing \ U2 (T \
s o

portion of

|
AT — o mRNA K >{ excised intron |

5!’
exon 1 exon 2 sequence in form

O OH of a lariat
| _
\ O= IIJ_D 5' end of intron
sequence
U1 O o /
U6 — [lr
Y 3 2"
p—O o. G
I

Nouvelle liaison DI o7

|
|
|
|
|
|
|
|
|
ACTIVE SITE CREATED 0= T © o I
BY U2 AND U6 O o OH |
(A B O | _
A O—P—0Q |
/ m | |
|
I
|
|
|
|

u
active site of o OH O O
spliceosome excised intron in the |
form of a lariat O=F—0O
Ue | | o OH
SPLICING u2 0- I
13 O=P—0
\—. I I
= | | 3
exon junction [ I ——
i .
complex + & 3' end of intron
sequence
5'*3’

exon 1 exon 2

portion of spliced mRNA



4.3.5 Différence de maturation entre eucaryotes et procaryotes

PROCARYOTES

* Pas de polyadénylation
 Pasdecap

* Pas d’épissage (pas d’intron)
 1gene - 1 protéine

* Plusieurs genes transcrits en un méme
ARNmM polycistronique (opéron bactérien)

EUCARYOTES

Maturation

* Coiffe
 Queue polyA
e Epissage)

1 gene peut générer différents ARN
(plusieurs sites de polyadénylation,
plusieurs promoteurs)

Epissage alternatif: 1 pré-ARNm peut
donner naissance a différentes
protéines



4.3.6. L'épissage alternatif

oContexte :
oNombre de genes (Homo sapiens) : 20 a 30 000

oNombre de protéines (Homo sapiens) : 100 000 a 1 million
oDonc 1 gene Plusieurs protéines

[
»

oRoOle :

oLl'épissage alternatif permet d’obtenir, a partir d'un méme gene et d’'un
meéme transcrit primaire, plusieurs versions d’ARNm matures et donc
plusieurs protéines avec une spécificité tissulaire

| a-tropomyosin gene |

- B B B N R BN RRRERNE B ki

3 . _ A B Bl EBREIR B Lj
—m— 1= :

:I DNA

exons  introns

TRANSCRIPTION, SPLICING, AND
3 CLEAVAGE/POLYADENYLATION

T W W W WIWIW W W striated muscle mRNA
5 WI smooth muscle mRNA
5w e W mmmmm fibroblast mRNA

s e wlw w w OWWe wmmm— fibroblast mRNA

g’ MWME’ brain mRMNA



« Challenge » de I'épissage

L'épissage doit se faire « a la base pres » pour conserver le
cadre de lecture des exons.

Les erreurs d’épissage sont responsables d’anomalies
touchant le produit du gene : environ 15% des maladies

génétiques sont dues a un défaut d’épissage.

¥

Structure des introns primordiale et tres
(partiellement ) conservée !




Un U4-snRNA tres frequemment impliqué en pathologie : le syndrome ReNU

> Nat Med. 2024 Aug;30(8):2165-2169. doi: 10.1038/541591-024-03085-5. Epub 2024 May 31.

Mutations in the U4 snRNA gene RNU4-2 cause one
of the most prevalent monogenic
neurodevelopmental disorders

Daniel Greene 1 2, Chantal Thys 3 lanR Berry 43 Joanna Jarvis @, Els Ortibus 7 &,

Andrew D Mumford ® 2, Kathleen Freson 2, Ernest Turrg 10 11 12 13
b
C ACAGAGA seguence
LU «3 ©
Stem |l o TR U4 3' stem loop
IA‘:“G“O L a5y LAg : »
A ) -_\} IL [} "
3 ) Al - .
G, Stem| LN r:_d o
X 1Jll\.l](./’\“-.t\l\_‘a’..u’, . cC, \l'f”-
I Ay’ /G L SRA
70 ANV AC, C-'x. G Yo
= Cr’ M2 \GU
B0 G, ‘Ilu \ Ay © Stem il
U .:.' :
n.B4_65insT Ay L gEus m\ il
“U-A=—20 n.78A>C 2~
A-U n.77_78insT }
S0—G-C n.77_78insG
C-G C76 Ny J
n.76C>T
=y n.76del c75

n.76_77insT n.75C>G RBM42 binding

>
- 1%

pseudoknot

U s ; 30 )
100 B TA < )
o o u / ( ec.xao*’
G -
U e : n.66A>G
a0 - Uiy U"' n.65_66insT

AG6 \
. UZO 7 AGS
Greene D et al. Nat Med. 2024;30(8):2165-2169 - )\')f\’ A okt \
ChenY et al . Nature. 2024;632(8026):832-840. e e

Stem |

—
Quasi-pseudoknot



4. Mécanismes de la transcription eucaryote
4.4. Transport hors du noyau

Mécanisme actif

nuclear
envelope

1

cap-binding nuclear pore U
protein complex

—_—
exon \

junction
complex
5cap  —a . S\ ——»  TRANSLATION
< initiation factors
for protein synthesis
&

AAA

A4 AAPDP
poly-A-binding PROTEIN
protein EXCHANG E

NUCLEUS CYTOSOL



5. Transcription et maturation des ARN ribosomiques

espaceur infergénique non transcrit

150 . 200 cop'®S[ 1 gene
((wromorowes | SADNI < N
\s,n,,\a’,&\o-\'?l) ‘ L |
| transcription <—{ARN polymérase | ]
| l
ARNr
e 1 N
Nowbreures I clivage des espaceurs —Endonucléases 0
w0 M rea Frond intragéniques transcrits <@————t— SNoRNP BI
ehitoat — —Protéines "solubles" O
(uen\a -fa\\on slsis q*@\) . * |__matrice nucléolaire D’
il m EEJ -ES- >
nucléolaires 2
Protéines >
ribosomales ARNr SS <
4 n
nucléoplasme 19)
(ARN Polymérase III)] =)
petlte sous- grande
) sous-unité
du nbosome du ribosome
4Lo0S . 60S \J
a ' N
Sortie dans le cytosol au travers des pores nucléaires /\
Association des 2 sous-unités au moment de J
+ ARNm . U'initiation de la
en ribosome dans le cytosol synthése protéique 9’
0
ARNm t
cytosol :
\ g TRADUeTION BEs ARNwm g & /




