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Allez sur

Entrez le code d'événement dans le
bandeau supérieur

Code
d'événement



@ Du gene aux proteéines

GENOME PROTEOME

Identique dans
toutes les

cellules
somatiques

Dynamiques et
trés REGULES

Génome : support de .
;. : .y Proteines et ARN :
I'information génétique )
produits de
I'expression des
genes
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L'expression des genes définit le
devenir cellulaire

EPITHELIAL CELL

&

MUSCLE CELL

\ NERVOUS CELL

FAT CELL

BONE CELL

BLOOD CELL




@ Du gene aux proteéines

Stabilité/Dégradation
e ARNm inactifs
-

ADN —» PréeARNmMm —» ARNmM —» ARNMm —/— Protéines ——» Protéines

/1\ @ @ @ inactives
TRANSCRIPTION e

cytoplasme

noyau

Eucaryotes : régulation essentiellement
TRANSCRIPTIONNELLE




@ Transcriptome

= Ensemble des ARN (messagers, ribosomiques, de
transfert et non codants)

= Ensemble des genes actifs dans un tissu donné et
dans des conditions environnementales données
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O PLAN

Régulation transcriptionnelle
= Opéron lactose

= Promoteur

= Epigénétique

= Transduction du signal

Régulation post-transcriptionnelle



© Transcription : Opéron lactose

Chez Ies Pr0ca ryOtes Jacob/Monod Nobel 1965

Bactéries capables de s'adapter a I'absence de
glucose & Opéron lactose

Opéron = unité d’ADN fonctionnelle
regroupant des genes qui operent sous le
signal d’'un méme promoteur qui régule leur
transcription et concourent a la réalisation
d’une méme fonction physiologique

Transcrit polycistronique : 1 ARNm avec
plusieurs CDS traduit en plusieurs protéines



© Transcription : Opéron lactose

L'activation de la transcription nécessite la fixation

de la protéine CAP \p) sur le promoteur

Regulatory gene

lac operon
4 S N\
Promoter

lacZ gene lacYgene |lacAgene

lac-mRNA 1

4,: Repressor
) protein

© 2012 Pearson Educatiy, Inc.

La fixation du répresseur sur 'opérateur bloque la transcription

des genes de I'operon




0 Transcription : Opéron lactose

2\

Absence de GLUCOSE / Présence de LACTOSE

Regulatory gene lac operon
p Al 7 A N\
Promoter
DNA P ¥ ARNpol lacZ gene lacY gene lacAgene
Opeator 1
\J
5 I 3 5 3
lacFmRNA lac-mRNA
\J

© 2012 Pearson Education,

o 2
protein
Le lactose
séguestre , .
le répresseur Operon INITIE
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€ Transcription : OpérOn lactose

Ce que nous a appris 'opéron lactose:

Activation de la transcription d’'un groupe de

genes par fixation de ’'ARN polymerase sur un
promoteur

Régulation positive ou négative par liaison de
facteurs “trans” (répresseur, AMPc/CAP) sur
des séquences d’ADN régulatrices “cis” en
amont du gene

11 Faculté (%)) de Médecine



O PLAN

= Régulation transcriptionnelle
m Opéron lactose
= Promoteur
m Epigénétique
m Transduction du signal

B Régulation post-transcriptionnelle



(1) Transcription : Promoteur

Facteur CIS = séquences d’ADN situées sur le
méme brin d’/ADN que le gene qu’elles régulent
& identique dans toutes les cellules

Facteur TRANS = protéines codées par des
sequences d’ADN situées sur une autre région
du génome

& expression régulée de maniere différente
selon le type cellulaire




O Transcription: Promoteur

protein A
trans-acting protein
trans-acting factor

trans-regulation

WILY WL
YT ITY, (AT h
7, WA Iy,
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protein B
cis-acting
cis-regulation proteins




€ Transcription : Séquences CIS'régUIatriCES

distance .
parfois > 1kb =73 -25a-30 +1 ‘
s HI——{eeanHee— T ———
_ 3’
Seduenges Sé :ces \%\,
régylatrices :mo Région promoteur
(sequerjces (proximales)
amontidigtales)

TFIID +

Facteurs

complexe
basal de
transcription

TRANS-
régulateurs

Facteurs spécifiques

nécessaires a la
transcription basale

Cl Voir cours d’A Janin
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o Transcription : Séquences CIS'régUIatriCES
distales

= Aussi appelées Response Elements (RE)

m Séquences activatrices = ENHANCERS
m Séquences inhibitrices = SILENCERS '

La régulation transcriptionnelle dépend
de la nature des facteurs TRANS qui
lient ces séquences CIS en réponse a des
stimuli externes spécifiques




€ Transcription : Séquences CIS'régUIatriCES

Controle
COMBINATOIRE

Distal Proximal Core

promoter promoter promoter
N A () cis-elements Transcription factors

.0 Activators Co-activators @9 Repressor @ Co-repressor

REPLIEMENT
des régions
régulatrices et
promotrices




€ Transcription : Séquences CIS'régUIatriCES

Controle
COMBINATOIRE
DNA bending protein Enhancer
Distal control REPLIEMENT
elements des régions

régulatrices et

Transcription promotrices

factors and mediator
proteins
Activators

RNA polymerase



(1) Transcription : Facteurs TRANS-réguIateurs

® Protéines

= Synthétisés ou activés a des instants spécifiques
ou dans des tissus spécifiques

= Controle de la transcription dans le temps et
dans I'espace et en fonction des conditions
environnantes

= Controle combinatoire: effets différents en
fonction des autres protéines présentes

& seulement 2 a 3000 genes exprimés

par un type cellulaire spécifique

FFFFFF é “(‘\ )‘de Médecine
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O Transcription : Facteurs TRANS'régUIateurS

Control Core
elements promoter
A Gene
DNA = | [
Skin cell nucleus Liver cell nucleus |
Basal transcription factors + Activator proteins

Gene transcribed at =) Gene transcribed at ‘ Gene transcribed at =)
moderate levels levels very low levels

Exemples : insuline par les cellules beta du pancréas, albumine par le foie,
GFAP par les astrocytes...




1

Operator DNA

Domaine de .
o < =" DNA-binding
liaison a ’ADN domain

Linker

Domaine de

transactivation Regulatory

""" domain

’ " ‘\.‘ .
(%
| N

¢
v

Interaction avec
d’autres FT

r\/{

N

/

@

Tetramerization region
(not shown)
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O Transcription : Facteurs TRANS'régUIHteurS

Y
~~ f_,r
:\\) Domaines de liaison a ’ADN

Leucine zipper

Leucine Zipper

Transcription
activation <
domain

Hélice-boucle-hélice 4



(a)

N-domain core domain C-domain
“ > > < >
1 42 63 9798 292 300 323 324 355 363 393
R | Tl
FEa) i

proline-rich domain NLS ‘ NES || basic domain
transactivation DNA-binding tetramerization

domain domain domain

¢
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Tous ces genes
possedent dans

leur promoteur
des séquences CIS

Extrinsic Intrinsic
Freconnues
Apoptosis
par TP53 o
FOXR
Motabolithm FUCA1 PRKAB1
G2/M GI/S a \
600454 | @

e

o= \ / Y

.L Feedback Transiation
l Cell cycle genes | mechanisms control

1
rRNA genes
o

PPM1D

/
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Tous ces genes

possedent dans

leur promoteur
des séquences CIS

reconnues
par TP53 Activating RE
A CA
T
=== -r-/'\- GC<__ ‘_A_TI;C C—
5j— TGNHE:'&_P_ B8 2 Q.
RRRCWWGYYY RRRCWWGY Y
Half-site 1 Half-site 2

Repressing RE

E R R
RRXCXXGXYXXRXCXXGXYY

Half-site 1 Half-site 2

Bei Wang et al. PNAS. 2009 (@
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Comment identifier les genes régulés par
un facteur de transcription donné ?

1. Chromatin crosslinking

X

2. Chromatin shearing ChIP =
<\\ Chromatin
Immuno
3. Immunoprecipitation Precipitation

.{

4. De-crosslinking

5. Library preparation
—




Comment identifier les genes régulés par

un facteur de transcription donné ?

/ Regulatory link \
N r

—

TSS

L ] i J upio

TF ChlP-seq peaks — - -
from tissue X |

500 Kb*

Identification des séquences CIS-régulatrices
en amont d’un gene d’intérét
Oou

Identification des genes régulés par un facteur de transcription




O PLAN

= Régulation transcriptionnelle
m Opéron lactose
m Promoteur
= Epigénétique
m Transduction du signal

B Régulation post-transcriptionnelle

N~ Y.
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O rtanscription : Epigenetique > \\\

\

1~

> trés compactée
» transcription inactive

Heéetéro-

chromatine

Euchromatine
> décondensée
» transcription active

Nucléole

D
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L'épigénétique controle le devenir cellulaire

Totipotent cell

0

.‘;% "
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€ Transcription : Epigénéthue
:‘H Chromatin (DNA + histone)

M (@) d ifi Cat | ons ‘ ¢ Methyl group

histones ou ADN I i
RELAXATION

1 4 1 64 \ 'Y } Il
lﬁ "?i' M ‘® / .‘ = l/ ‘l’f ~ vicl I CH ROMAT'N S J “ | — ,.‘,‘ Il — i
7 'y B Y vy
DNA INACCESSIBLE DNA ACCESSIBLE
CONDENSATION I
TRANSCRIPTIONAL REPRESSION TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION
DNA methylation DNA demethylation
Histone deacetylation Histone acetylation

Histone de-ubiquitination Histone mono-ubiquitination




0 Transcription : Code Histones »

EUCHROMATIN HETEROCHROMATIN

ACETYLATION: METHYLATION:
Regions with high transcriptional Regions with low or no transcriptional
activity are loosely packed activity are densely packed




(1 Transcription : Code Histones »
Acétylation Décondensation

HAT 8 de la chromatine

T

istone Acétyl
Transférase «=g

S 5

Histone DéACétylase

Compactation de HDAC

= V' 4 V 4 [ J >‘ -": 0 : 9
la chromatine Désacétylation 1y el




€ Transcription : « Code Histones »

‘ DNA
- { (loosely packed)
W &
Acetylation
=

™ Positively / .‘,

charged tail

Histone protein

DNA
(tightly packed)
R
H1 /

Acétylation & perte charge (+)




€© Transcription : « Code Histones »

(
Chromatin
remodelling
complexes
\_
(—V
CoA "
Writers i
,1 Lysines acétylées & recrutement
@ Cor”” de protéines a bromodomaine
dont HAT
= décompactation/transcription

Erasers




o Transcription : Code Histones »

Lysine Monomethyl lysine Dimethyl lysine

KMT : lysine methyltransferase
KDM : lysine déméthylase

Trimethyl lysine




® « Code Histones »
NUCLEOSOME

@ Methylation
@ Acetylation
@ Ubiquitination

e
Q Phosphorylation
Intégration de N
“marques”
s e s sy Open
epigenetiques cg:::m HATs Chromatin
Relaxation
CHROMATIN
Condensation

HDACs




€ Transcription : Epigénéthue
:‘H Chromatin (DNA + histone)

M (@) d ifi Cat | ons ‘ ¢ Methyl group

histones ou ADN I i
RELAXATION

QAN AR A N AN SS Sg gg
Mot Nl et ] CHROMATIN 1 )i )| )}
<< ¢ < ¢

DNA INACCESSIBLE DNA ACCESSIBLE

CONDENSATION I
TRANSCRIPTIONAL REPRESSION TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION
DNA methylation l DNA demethylation l
stone deacetylation one acetylation
Histone de-ubiquitination Histone mono-ubiquitination

| , -{\x‘, o
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(1) Transcription : Méthylation de I’ADN

Conversion cytosine en 5-methylcytosine au
niveau des ilots CpG par des DNA

methyltransferases NH,
Meéthylation promoteurs: "
inhibe la transcription e
O
SAM-CH,
> - DNMT
SAM
[—[_ﬁ> ARN e
-120 -60 +1 CHs
HHHHHH | 5-Methylcytosine
CpG islands

0O
SAM= S-Adenosyl Methionine; DNMT= DNA methyl transferase rocas{ (@) s wisece



(1) Transcription : Méthylation de I’ADN

® MethylatedCpG @ Unmethylated CpG
= mCpG

= Liaison répresseur
MeCP1/2

m Recrutement HDAC ?J"ﬁ? ® ¢ ¢ o o
(co-répresseur) ——
& déacétylation des
histones
& condensation de
la chromatine
& répression de la
transcription

E.g. A germline-expressed
gene repressed in
somatic tissues

EIEE I,
]

Faculté “%\ )‘de Médecine
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o Transcription : MéthylatiOn de ’ADN

Tumor suppressor genes
Normal genes
(regulate cell
growth) .

Tumor suppressor ge

|l 2nd mutation No brakes

or 0SS |leads Q I b

to cancer)
No brakes

Active oncoge

1st mutation
(susceptble carrier)

mmoz»@® |mmoz»o0

Oncogenes
> activation (ex: RAS, BRAF)

Suppresseurs de tumeur
> inactivation biallélique (ex: TP53)

< HYPERMETHYLATION des promoteurs des
genes suppresseurs de tumeur

Active oncogere

V=
41 Faculté 't(’ e‘e‘xf%e\'cine



Instabilité des
microsatellites (MSI)
dans certains cancers

colorectaux par
perte de protéines de
réparation de '’ADN

' f\
LYO4 | \N\u\ g MPM‘. ) NIW\'\ J,\}l"\./\ h

NR-21 BAT26 BAT2S NR-24 NR-22
(blue) (green)

A .4\\‘
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(1) Transcription : Méthylation de I’ADN

Germline mutation in Epigenetic silencing of MLH1,
7 e o . MLH1, MSH2, MSH6 or PMS2 somatic mutations or
. D Efl c I e n c e d u Syste m e loss-of-heterozygosity

MMR M’\"\ /‘W‘

Deficient mismatch repair system

= germinale & Syndrome
de Lynch (héréditaire) ¢

= somatique & cancers Xl )Y
colorectaux sporadiques Microsatellite instability (MSI)

= mutations inactivatrices,
LOH, hyperméthylation

= Perte de MLH1 ? ¥

Lynch syndrome dMMR CRC Sporadic dMMR CRC
(generally BRAF-wildtype) (associated with BRAF-mutations)

https://www.cancertreatmentreviews.com/article/S0305-7372(21)00022-0/fulltext 43



https://www.cancertreatmentreviews.com/article/S0305-7372(21)00022-0/fulltext

€ Transcription: Méthylation de I’ADN

= Syndrome de Lynch

Lifetime Cancer Risk Comparison

<80+

< 60% B People with

Lynch Syndrome

B General Population

<24
<13
1 1]
5. | 28 12+ | <T:

Colorectal Endometrial Ovarian Stomach
Cancer Cancer Cancer Cancer




Caractérisation du méthylome

Globale versus ciblée (ex: seulement les
promoteurs)

Avec ou sans g g
conversion par 00 G

le BISULFITE

Bisulfite convert

.

o

Sequence/PCR

7
v

Compare with reference genome




0O

Relative Luminescence Unit (RLU)

CpGs of CpG Island A

< -
6 7 8 9 10 11 12 13 14
N1 YGTTYGGTTYGYGTTTGT TAGYGT TTAMGTTAGYGAAGT AYGEGTTTAATYGGGTTATGTYGGGGGA
o) %] 2% %] 2] 2% 6| 2% 1%

800,

600

400,

200

A

I,

; |

A

=1 - . -

ol 1 1 b -
ESGTCTGTCAGTCTGTCGTGCT ATGT

CGTAGTATGTCGAGTGATCGTGATCGTATAGTLCGG

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
MLH1 peu méthylé
= Probable Sd de Lynch
Hyperméthylation de MLH1
= PAS Sd de Lynch
N2 YG’TT;ZGSITXGOE&E&CVT;&?WMW&Y&TAYGGGTWMW&GWATGTYGGS—GGWA —— L.g%;_l
400
300~
200} l
T LU LT l,ll L .l,__l_llhl I
A E L L L L LA T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Nucleotide Dispensation Order




Allez sur

Entrez le code d'événement dans le
bandeau supérieur

Code
d'événement



O cpigenétique : Empreinte parentale

Hérédité mendélienne: méme information
guelle que soit le sexe du parent dont l'allele
est hérité.

Empreinte parentale

= Méthylation différentielle de certaines régions du
génome chez le pere et chez la mere

= Transmission de ces marques épigénétiques
différentes a la descendance

= Conduit a la répression stable d’une des copies du
gene (expression hémizygote)



O cpigenétique : Empreinte parentale
Geéne A / Centre d’Empreinte

ON

—i - d

OFF
-

T

Marques d’'empreinte

Gene B OFF l

;0N B

¥

o)

\ Expression
[ Monoallelique

7

49
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O cpigenétique : Empreinte parentale

m Locus IGF2 : répression de |'allele maternel /
expression de l'allele paternel

CTCF

o0
Q - ~ HI9 |—0—0—
ICR Enhancers

oa ?¢ e

. Paternall == |CR = tre d’ int
Legend: E expresse)clj centre d’'empreinte
Unmethylated
Maternall ?
D Repressag expresse?jl CpG

gene ? M
; : ethylated
Biallelicall
UUIIU\‘ LnCR NA E expresse CpG 50 Faculté ‘»‘d?»Mvémvi_e'cine



O cpigenétique : Empreinte parentale

Tumeurs de Wilms (néphroblastome)

= Méthylation du centre d’empreinte chez la mere
= repression de H19
= enhancers accessibles
= expression bi-allélique d’IGF2 (double dose)

Syndrome de Silver-Russel (RCIU)

= Démeéthylation du centre d’empreinte chez le pere
= expression de H19
= blocage de I'acces aux enhancers
= pas d’expression de l'allele paternel d’/GF2



O PLAN

= Régulation transcriptionnelle
m Opéron lactose
m Promoteur
m Epigénétique
= Transduction du signal

B Régulation post-transcriptionnelle



(1) Transcription : TRANSDUCTION du SIGNAL

Les facteurs de transcription sont régulés par des

signaux de I'environnement cellulaire

= signalisation intracellulaire vers le noyau

modifiant I'expression des genes

= Facteurs hydrosolubles (EGF, GH...) : action via
des récepteurs membranaires

= Hormones liposolubles (stéroides, T4, ...) : action
via des récepteurs nucléaires

C ‘Voir le cours de biologie cellulaire ‘




O PLAN

Régulation post-transcriptionnelle
= Epissage

= Correction de ’ARN

= ARN non codants

= Traductionnelle

= Post-traductionnelle



9 Post-transcription : REGULAT'ONS

Stabilité/Dégradation
ARN inactifs

ADN ——»|PreARNMm —» ARNmM

A
1
TRANSCRIPTION

noyvau

» ARNM —» Prot Les —— Protéines

@ @ inactives

Dégradation

5 5 Fa:ul!é',‘: ‘/}(‘i‘e‘)fljll;ét‘i:'cine



O PLAN

m Régulation transcriptionnelle

= Régulation post-transcriptionnelle
= Epissage
m Edition de I'ARN
m ARN non codants
m Traductionnelle
m Post-traductionnelle



9 Post-transcription : EPlSSAGE

DNA
Gene
RNA
[ Alternative Splicing ]
. 1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
TranSCriPtS MRNA it B e e e
Translation Translation Translation

Protein A Protein B




9 Post-transcription : EPlSSAGE

Importance +++ des sites donneurs et
accepteurs d’épissage

Pre-ARNm INTRON

EXON 1 - EXON 2
S m——— GU— A — AGE 3
] ................... BT ]_-J
Site donneur d’épissage Site accepteur d'épissage
ou site 5’ ou site 3’

A de branchement

< | Voir le cours d’A Janin




9 Post-transcription : EP'SSAGE

SpliceSiteFinder-like | [0-100]

MaxEntScan [0-12]

NNSPLICE 5 ’ (0-1]

GeneSplicer [0-15]

Human Splicing Finder | (0-100) i

542-10 542 560

Reference Sequence JCTCTCTCACCAGGGAAAGT GAACAT GAGTTCCGAATT

Ao

GeneSplicer [0-15]
Human Splicing Finder | [0-100]

SpliceSiteFinder-like | [0-100] 0 |V| utatio N
MaxEntScan [0-16] 0 . .
NNSPLICE 3 ' (0-1) i ~Intronique ->
GeneSplicer (0-15] . T ’
Human Splicing Finder | [0-100] l Y 0 | creation d un
‘ 0 oo | (] ‘ :
Branch Points o100 U jo- g0 il nouveau site
SpliceSiteFinder-like | [0-100] | d onnheur
MaxEntScan [0-12] fl s .
NNSPLICE 5 " o i d’épissage
GeneSplicer (0-15] n
Human Splicing Finder | [0-100) i il
542-10 542 560

Mutated Sequence  JCTCTCTCACCAGGGAAAGT GAACGT GAGT TCCGAATT
SpliceSiteFinder-like | [0-100] 0
MaxEntScan (0-16) 0
NNSPLICE 3 v (0-1] 0

o

I

|
2\
. u ; 5 9 Faculté ?diﬂ,?ﬂ?fme



9 Post-transcription : EP'SSAGE

= Séquences régulatrices proches de ces sites

= ESE (Exonic Splicing Enhancers) ou ISE (Intronic
Splicing Enhancers)
= fixation de protéines SR (riches en Ser ou Arg)
= aide au recrutement du splicéosome

= ESS ou ISS (Exonic ou Intronic Splicing Silencers)
= fixation de protéines empéchant le recrutement
du splicéosome

5 ss 3'ss

ISE ISS point 2

ESE ESS ESE ESS




9 Post-transcription : EP'SSAGE

= Protéines SR : la “colle” du splicéosome

Cross exon

Croas intron




9 Post-transcription : EPlSSAGE

13

Protéines SR : la “colle” du splicéosome

strong SR

on exV—>

é CSRP

16 —m- 17

weak SR
on exon 17

e

CsR)

13

13 |~ - 17
@’Rg
16

17

SR

16

skipping
—
13 | 17
weak inclusion
—a
13 | 16 | 17
gy T ,{:\)dg eeeeeeee



9 Post-transcription : EPlSSAGE

NM_0001S5. 3(GALT):c.665G >A - [c.565 (Exon 7) -.687478 (ntron 7))

RESCUE-ESE

Mutation
=» Perte du
site ESE

'RESCUE-ESE




O PLAN

m Régulation transcriptionnelle

= Régulation post-transcriptionnelle
m Epissage
= Edition de ’ARN
m ARN non codants
m Traductionnelle
m Post-traductionnelle

=
64 Faculté‘te‘e‘}tflf’??e\'cine



(3 ) Post-transcription : RNA Edltlng

Edition de I’ARN apres la transcription
& séquence +# de celle de I’ADN transcrit

Mécanismes:

= Insertion ou délétion d’uridines dans FARNm
= Substitution de base

Isoformes tissus-spécifiques

= STOP anticipé, épissage alternatif

= Stabilité, transport



(3 Post-transcription : RNA Edltlng Preésence d’une

Cytidine désaminase
Désamination oxydative: APOBEC intestinale

cytidine > uridine

Gene Apolipoprotéine B Nouveau STOP

(29 exons)
CAA  UAA | CAA—UAA |

5’ \ l 3’ 5’ | 3’
(A)n (A),

foie intestin

Transport Fixation

des lipides aux
récepteurs

ApoB 100 ApoB 48
512 kDa 250 kDa 66 race (@) wiseene




(3 ) Post-transcription : RNA Edltlng

B NH, o
N N N
/ N NH
N N/ N N/
O \/‘ _ | o |
r,,o OH ,ffo OH
Adenosine Inosine Traduit comme

une Guanosine

B
Z-a Z- dsRNA-binding domains Deaminase
NES
ADAR1p110

Adénosine désaminase ADAR : adenosine > inosine




(3 ) Post-transcription : RNA Edltlng

A-to-1 RNA editing

MATURATION

Immature neuron

/ Nucleus \

Rc au Glate
\ Cytoplasm /

Mature neuron

/ Nucleus \




O PLAN

m Régulation transcriptionnelle

= Régulation post-transcriptionnelle
m Epissage
m Edition de I'ARN
= ARN non codants
m Traductionnelle
m Post-traductionnelle

,( ~ P
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(4] Post-transcription : ARN non codants

ADN
Il
_A
-

ARNmM ARNt ARNr JARNsn ARNsno ARNmi ARNsi
LncRNA

<1%

messagers de transfert ribosomiques §small nuclear et small nucleolar
®2% = 16 % = 82 % (eucaryotes seulement)

\ ) < 1%

ARN “régulateurs”
TRADUCTION

PROTEINES




(4] Post-transcription . ARN interférents

» Un résultat inattendu...

= Objectif : renforcer la
coloration de Petunia

= Injection de I’ARN codant
pour 'enzyme qui synthétise
le pigment
& suppression de la
pigmentation

instant Culture ,, -




(4] Post-transcription : ARN interferents

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006 was
awarded jointly to Andrew Z. Fire and Craig C. Mello "for
their discovery of RNA interference - gene silencing by
double-stranded RNA."

instant Culture , ...



(4] Post-transcription : ARN interferents

ARN non codant simple ou double brin qui
interfere avec un ARNm spécifique conduisant a

sa dégradation et/ou a la diminution de sa
traduction en protéine

2 classes d’ARNI

= Small interfering RNA (siRNA) : double brin, origine
exogene (virus ou outil de recherche en BM)

= Micro-ARN (miRNA) : simple brin, origine endogéene,
codés par le génome nucléaire
= régulent I'expression >30% des genes humains



(4] Post-transcription : ARN interferents

Y = X\
A=\~

I\
se \F¥ T AKANy=>

payawi|3 sepiiN suoesni||

Victor Ambros Gary Ruvkun

“for the discovery of microRNA and its role
in post-transcriptional gene regulation”

Faculté "O )de Médecine

74



(4] Post-transcription : ARN interferents

Genes COdant pour Séquences inversées
. ] répétées -
des miARN = palindrome
Séquence
espsceur
— promoteur - — —= = Géne miR

transcription
ARN
monocaténaire

ARN bicaténaire
Pri-miR

Regroupés en clusters

20% avec promoteur indépendant

40% dans introns, 10% dans exons, 10% dans des séquences
répétées Alu

7\
Facuté (%)) de Médecine
)

75



(4] Post-transcription : ARN interférents

m Structure secondaire en épingle a cheveux

Tige Boucle

l Mature miRNA (-5p) — ‘
5 Fﬂc'd region mIRNA" Wl ‘
 se——s

' ~ < Maturation
3 b i Site] SR (-3p)[meavage site par clivage
J
; - Pre-miRNA J
Pri-miRNA

Micro-ARN matures : ARN double brin de 21-24 nts 3




(4] Post-transcription : ARN interferents

Séquence du mi-ARN mature inversement
complémentaire avec la région ciblée sur 'ARNm

ARNmM
5" (...JAUCGAUCGAUCGAAACCCUUUGGGAUCGAUCG (...) 3’

"
\@ )

Faculté e Médecine
77



Clivage de 'ARNm

Déadénylation et

MRNA decay +++

'CCR4-NOT( GW182 | AGO
T 111111 e S N

- N\
”’”Mnmm|||||u|||m\\\\““

AU TOTAL:
Pas de traduction donc
Pas de protéine




(4] Post-transcription : LOngS ARN non codants

Long non coding RNA (IncRN)

= >200 nts = 10.000 nts

= Transcrits par RNApol I

= pas de cadre de lecture long 5 pas de protéine
= Présents dans cytoplasme et noyau

Interaction avec ADN et/ou protéines

= Echafaudage complexes protéiques, %@"ﬁf
piegeage de facteurs régulateurs 4 .""é'?:e{“p
A , ., , . oy o ~‘:o ¥
= Controle épigénétique Cﬁm‘f‘\},@w‘v »{
= Régulation transcriptionnelle 4% ‘g}

— 3 7\
’ Facuté (%)) de Médecine
)



© ARN non codants: LONgs ARN non codants

- AIIosterlc effect ’ a
\S‘O?S\ LOCQ/V,q

LnCRNA C repeat
A repeat
anRNA \ LncRNA
><ﬂ]><ﬂ]><ﬂ]><[]]>< XA
(icaffold Repeat elemen‘t)

N
\\

o0
e
“\0

Q‘O\é\“ .




€) ARN non codants : IncRNA

Xa Xi
A
Xist RNA
xic | NPT
X inactivation— V f-
center

= Transcrit d’'une partie du chromosome X qui sera
inactivé (Xi)

= Interaction de Xist avec un complexe répresseur
& Hétérochromatinisation

Xist en rouge

. . Chromosome Xi en bleu
& Inactivation de I'’X

8 1 Faculté ‘»‘i:k\‘d‘e.Mf'zvi_e’cine



€) ARN non codants : circRNA

m ARN circulaires

5'ss 3'ss
5 —— Exonl Exon 2 . Exon3 Exon4 (——3'
Intron 1 Intron 2 Intron 3
Mature mRNA circRNA biogenesis circRNA
A.1) Self-splicing B.1) Direct back-splicing

5— Exon1 |~ Exon2 |’

Circularisation par
liaison covalente des
extrémités 5’ et 3’

2 Faculté ‘.(;\\." ‘d\e.h"‘vlfl[i_‘e’cme



€) ARN non codants : circRNA

ARN circulaires
= [ssus de genes codants
= en général 1-5 exons
= Stabilité +++ (insensibles aux exonucléases)

= Régulation de I'expression de genes
= “Eponges” a miRNA
= Liaison aux RNA binding proteins (RBP) et autres ARN
dans les complexes ribonucléoprotéiques

= (Traduction)



/

Neuronal injury

CircHDACY9 CiRS-7 Circ_0131235 Circ_0000950 Cu'c;EAC9
mlR-l38 miR-7 i m|R-103 m1R-l42-S
S

AB producnon

\ _/

F\ “Alzheimer’ %
v elmer S
\ 650
Dlsease 2
o ~ 4
VOQ' / 4 \ g'
-9% 5
.q.o g
Neurotrophic factor expression §Q
»

Q;a miR-210-3p
“,
CircTTC39C

O.
r"';..:- = N
g\ P
\/ i
\ d‘ij‘
o

CircHDACY CiRS-7 Circ_0131235 Circ_0000905 CircHDACY9 CircPCCA CircPRKCI CircTTC39C CircNF1-419 CircAXL

mili—l38 m%—? miR-103  miR-142-5p miR-138-5p miR-545/58 miR-210-3p
ADAMI0 UBE2A PTGS2 GSK-3p E2F7 BDNF
Promote A production Induce neuronal Facilitates tau  Increase Decrease Reduce  Increase
injury phosphorylation oxidative =~ BDNF autophagy ncuroinflammation
stress expression  levels

Zhang et al. Front. Aging Neurosci.. 2021

¢AMP signaling pathway
»

mik 1345

o promotes —»
SUppresses —l

CircDLGAP4 P

Circzip-2 CircSLC8A1 CircDLGAP4

miR-60 miR-128 miR- l34-5p

o-syn Sirt! CREB

Aggregation  Increase Inhibit

of a-syn susceptibility to  ¢cAMP
neurotoxicity of  signaling
a-Syn pathway

N\
84 Facul!é‘,{‘\/“‘dwe‘:«‘ylft:;eqcine



Allez sur

Entrez le code d'événement dans le
bandeau supérieur

Code
d'événement



O PLAN

m Régulation transcriptionnelle

= Régulation post-transcriptionnelle
m Epissage
m Edition de I'ARN
m ARN non codants
= Traductionnelle
m Post-traductionnelle

,( ~ P
86 Faculté tfi‘et‘t«jlt‘et;l?e\'cme



e
P P

Release of eIF4E

€© T1raduction: Initiation (“F‘Ei
T

La traduction est initiée

Binding of eIF4F complex to
par les facteurs elF mRNA 5" cap
m Association a la CAP ” AUG AAAAAA

m Recrutement de la sous-
unité 40S du ribosome

Unwinding of secondary structure
and formation of 48S

elF4E est séquestré par

AUG AAAAAA
4E-BP1 sauf quand elle
Vé S in s
eSt phosphorylee recl:;lge ogf initiation factors,
’ . 80S formation
= dégradation par le e
protéasome




€© 1raduction: Initiation
AA

elF4A
— AUG
elF3
:
40S Rnbogomal 43S complex
subunit
elF2-GTP/Met-tRNAI

Les protéines liant la queue polyA

contribuent a l'assemblage du
complexe d’initiation de la traduction




€ Traduction Régulation par mTOR

i AR

= mTOR active la P
w 4E-BP1 i Translation

traduction en _ . elF4E tumor progression
- elF4E el

phosphorylant

4E BP]_ mTOR kinase inhibitors

® @ RAPAMYCINE

Chimiothérapies ciblant

la voie mTOR
= inhibe traduction

Tumor progression ;

)
\\ o
89 Faculté ’.;./dye:?fl:—ek,c ne



~
26 3d°4s?

© Traduction: Métabolisme du fer Fe

iron
55.847

= Fer essentiel a la synthése de nombreuses \

protéines (hémoglobine, cytochromes, ...)
= Mais exces de fer délétere

= Accumulation de fer
quand rare: transferrinne et
son récepteur : entrée du Fer

dans la cellule
= Stockage si exces: ferritine
(foie et rein)

24 polypetides de Ferritine forment une
coque sphérique
pouvant contenir jusqu’a 2400 atomes de fer




© Traduction: Métabolisme du fer Fe

Présence sur les ARNm de
la ferritine et du récepteur
de la transferrine de
séquences IRE (iron-
response element)

= liaison IRP (IRE binding
proteins)

IRP=ACONITASE




4 Y
26 3d°4s®

© Traduction: Métabolisme du fer Fe
Fey o

A

\ hypoxia IRP cytosolique

NO
H202

Les IRP se fixent aux IRE
en absence de fer

IRP liée aux IRE
de ’ARNmM 4



r26 3d64sn
© Traduction: Métabolisme du fer Fe
A. Low Iron Concentration l ron
| 55.847
Ferritine (IRE en
5’UTR): fixation - o
des IRP (en ! R —

absence de fer)

B. High Iron Concentration

bloque 0 @ Q
I'assemblage du 1 Q
ribosome

& pas de stockage

IRE

N Translation

mRNA




~
6 3d°4s?

© Traduction: Métabolisme du fer Fe

iron
IREs % 55.847
Coding region m ﬁ?/ AU-rich region
TR mBNA

High iron

chraded

IRE-BP (Inactwe} fragments

(Actwc)

Low iron

9 Qe ...

degradation

TfR (IRE en 3’UTR): fixation des IRP (en absence de fer)
stabilise 'TARNm &> entrée de fer




O PLAN

Régulation post-transcriptionnelle

m Post-traductionnelle

= Modifications post-traductionnelles
= Dégradation



o Post-traduction : IMlOdifications
post-traductionnelles

Modification chimique d’'une protéine,
réalisée le plus souvent par une enzyme,
apres sa synthese ou au cours de sa vie dans

la cellule

= changement de fonction de la protéine

Fonctions régulatrices multiples
= Activités enzymatiques

= Interactions prot/prot ou prot/ADN
= Localisation cellulaire

= Stabilité

—

S—

Signalisation
cellulaire

N\
96 Faculté “L\Q/)d‘e Méde;vne



o Post-traduction : MOdifications
post-traductionnelles

Tres diverses

= Addition d’'un groupement fonctionnel :
acetylation, methylation, phosphorylation,
hydroxylation, glycosylation, myristoylation,
palmytoylation, etc

= Addition de peptides/proteines : ubiquitination,
sumoylation

= Changement de la nature chimique des AA :
citrullination, deamidation

= Changements structuraux : ponts di-sulfures,
clivage par proteases



o Post-traduction : MOdifications
post-traductionnelles

w Tres diverses
= Souvent spécifiques d’AA

Prolinep —— Hydroxylation @
Aceétylation e
SUMOylation o

Ubiquitinylation @ TR
yrosine
Biotinylation @ Ry~ p— I

Cystéine C —> Acvyiation 2cy]

Méthylation @
Arginine R < Glutamate E —> ADP-ribosylation @
Citrullination @

Asparagine N ——— Glycosylation @
Sérine S

Lysine K Thréonine T ——— FPhosphorylation o



Q Post-traduction : Hydroxylation

Hydroxylation @

Acétylation ac

Proline P AsparagineN —— Glycosylation @

Sérine S

SUMOylation _ _
Lysine K Thréonine T ——— FPhosphorylation o
Ubiquitinylation @
Tyrosine Y
Biotinylation EYSINEE s AClaTiGH @

Glutamate E —> ADP-ribosylation @

Methylation
Arginine R <
Citrullination

Transfert d’'un hydroxyle
sur une Proline ou une Lysine
par une hydroxylase



O rost-traduction : Hydroxylation

o OH 0\ OH
\c/ . Hydr lase \ /
| H 0-€6 g
H—C—CH:\ —CH
P W W °“ -
\C CHz
H2
' Proline l Hydroxyproline |
(b)
HzN\ HzN\
/CH: /CHz
H.C— CH: Hzc_ H:
< _c/°H ﬂ o
N —— CH— c\
H:z:N (o) HzN fo)

l Lysine | |Hydroxylysine|




O rost-traduction : Hydroxylation

HIF1o (Hypoxia Inducible Factor 1a.) est
induit par I’hypoxie & transcription

de genes-cibles permettant Inflammatory

. . regulatlon cell recruitment
I’adaptation cellulaire
é I’absence d’OZ Angiogenesis DFla Proliferation

(CXCR4)
‘g\ Cyclln D
(PDGE). o GF2
, / (Erythropoietin)
Fibronectin 1) N

PDK1 Survival

[Collagen type 5)

Extracellular Metabolism/
matrix mitochondrial

Physiology/Medicine

William Kaelin, Peter Ratcliffe, Gregg Semenza function function 101 @) e




Percentage of total

O rost-traduction : Hydroxylation

= HIF1la (Hypoxia Inducible Factor 1a.) est
induit par I’hypoxie & transcription
de genes-cibles permettant
I’adaptation cellulaire

a I'absence d’0, HIF Response Element (HRE)
il

i
A

——

.’

4
E &;.

N
)

)}\/

e ————




O rost-traduction : Hydroxylation

= HIF1la (Hypoxia Inducible Factor 1a.) est
induit par I’hypoxie & transcription
de genes-cibles permettant
I’adaptation cellulaire

a I'absence d’O
z

Liaison a
’ADN

PLK3
S657
PHDs PLK3

Dimeérisation ( A N S576 wapk | COK1 -
S668

OH OH — OH
Pro 402 Pro 564 S6415643 ATM |Asn 803
| | S696
Wk -




Q Post-traduction : Hydroxylation

e ——

Beaucoup d’02 (or T ROS, fumarate, succinate or NO)

Active HIF hydroxylases Inactive HIF hydroxylases

Hypoxie

Stable

VHL-mediated Inhibition of
destruction cofactor recruitment

VHL = E3-ligase
d’HIF1a

Inactive HIF

Active HIF

TRANSCRIPTION

104




O rost-traduction : Hyd roxylation

= Mutations inactivatrices de VHL
& HIFlo n’est plus dégradé en
présence d’O,

= Autosomique dominante

= Tumeurs tres vascularisées
m Cervelet

= Moelle épiniere
m Rétine

Maladie de

Von Hippel-Lindau




0 Post-traduction : Méthylatlon

Prolinep —— Hydroxylation @
Acétylation Q
SUMOylation o
Ubiquitinylation @

AsparagineN —— Glycosylation @

Sérine S

Thréonine T ——— FPhosphorylation o

Tyrosine Y

Cystéine C =—— L cviation

Ajout d’'un groupement méthyle (-CH3)
sur une Lysine ou une Arginine




c
’ h I . =
O rost-traduction : Methylation HaC—N_ N
C
+H
Q CH3 o (CH2)3
+ d  Hg ) o ¢
HoN  NH
RN & < N < 3> HaN 7 Ncoo-
'!l . PRMT (type | and Il) > r!JH s, | Asymmetric Dimethyl-Arg
(CHa)3 7~ N\ (CHa)3 LG D G
(|; AdoMet  AdoHcy (|: i HN N+
\
HaN ' Ncoo- HaN? Ncoo- ?/
Arg Monomethyl-Arg TH
. .. (CH2)3
Protein arginine methyltransferases (PRMTs) I\
HaN” Ncoo-
@ _ Symmetric Dimethyl-Arg
Histone methyltransferases (HMT) -
CH
H, H CH3 H CHz ___CH3 '3
"N+ il NH+ il > NH+ HMT HaC --|:\1+—- CHg
f | |
(CH2)4 (CH2)4 (CH2)4 (CH2)4
N , /7N , N ,
+/C\ doMet AdoHcy +/C\ AdoMet AdoHcy +/C\ AdoMet AdoHcy +/C\
HaN” “coo- HaN” “coo- HsN” “Ccoo- HaN” “coo-
Lys Monomethyl-Lys Dimethyl-Lys Trimethvl-Lvs

Maintien de la charge (+) 107 el@siseane


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22621686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22621686

0 Post-traduction : MéthYIHthﬂ

Méthylation différentielle
de I’histone H3 K4 et K27
& régulation épigénétique

Histone 3  trimethylation Histone 3
Lysine 4 [ﬁ] di- or trimethylation  Lysine 27

G = | e |
‘@@
: methylation of H3K27 turns gene off
methylation of H3K4 turns gene on [AshaL] @ by prohibiting access to promoter region
by opening promoter region ¢ by transcription factors
to transcription factors

trimethylK4 - g e _ di- or mamnymni@ ig ! E ! i OFF

,(_n
1

.‘;% "
108 Faculté tfi‘ej/)llt‘et;l?e\(cme




O rost-traduction : Méthylatlon

1 2 3 4

Tyr phosphatase ? @ (P

Akt activation

Proliferation

_ Survival
Le Romancer, Muriel et al.

Molecular Cell, Volume 31, Issue 2, 212 - 221 Migration




O PLAN

m Régulation transcriptionnelle

= Régulation post-transcriptionnelle
m Epissage
m Edition de I'ARN
m ARN non codants
m Traductionnelle

= Post-traductionnelle
» Modifications post-traductionnelles
= Dégradation

,( ~ P
1 10 Faculté tfi‘et‘t«jlt‘et;l?e\'cme



O Dbegradation : Dégradation des protéines

Demi-vie des protéines

= Equilibre dégradation/resynthése

= Temps de renouvellement : ggs min a 150 h

= Corrélation avec la nature du résidu N-terminal

Fonctions
= Renouvellement des protéines intracellulaires

= Elimination des protéines mal repliées /
anormales

= Signalisation



© Dégradation: 2 Voies de degradatlon

Lysosome T Y Protéasome
Autophagie (Ubiquitin-
Proteasome

System)

Yoshinori
Ohsumi A Ciechanover
A Hershko
Prix Nobel | Rose
Médecine Prix Nobel
2016 Chimie 2004

7N

UE1 : Protéines-



© Dégradation: UbIQUItlnathn

Ubiquitine -
= Petite protéine ubiquitaire (76AA, 8500 Da)
= Tres conservée chez les eucaryotes

= Structure globulaire sauf les 4AA en Cter

Liaison amide avec
le COOH Cter de |la
glycine terminale et
un NH2 de la
protéine substrat
(Lys+++)

lien isopeptide

©
Faculté | )de Médecine
113 Oy



© Dégradation:: Ubqu|t|nat|on
Dégradation par
le protéasome

monoubiquitylation

Signalisation,
adressage

multi-monoubiquitylation poly-ubiquitylation

> 3Ub en chaine




© Dégradation: e prOtéSHOme

4
é ;Zs"‘ (kag)
Diffusion Proteasome
Chaperones, lI traslocation
shuttle factors
Transfert Ub

en 3 étapes
enzymatiques

E3 : ubiquitine ligase
DUB : deubiquitinase

VA2,
15 Faculté ‘,l:‘\/“‘d;a‘xlft:f’cine



© Dégradation: e prOtéaSOme

- B
19s | £
= Ante-
chamber
208 Central

chamber

Ante-
chamber

19S

Supra-complexe a
activité protéase
responsable de la
dégradation des

protéines-Ub
= peptides (3-7AA)

116 @



© Dégradation : le protéasome

central
cylinder
(protease)

cap

target protein with
polyubiquitin chain

Wk

od
é_
active sites 1
W > Ny 2
>~ & 4 20
’ \ ’ \
\ .’\

\\‘

.
/,'

1. Liaison des chaines poly:

b

-
o=
Zp

\\k‘ll

oV

2. Translocation et

Ub et déubiquitination au
N dégradation dans le 20S

niveau de la coiffe

117/

N/ / Liyon Est



© Dégradation : le protéasome

Recyclage

Dégradation des AA

des protéines
mal repliées

: Signalisation
19S cap
intracellulaire

20S core
Ubiquitin
Proteasome

System ol

19S cap

Contrble temporelle

au cours du
développement

Controle de

la localisation
subcellulaire

Faculté “(‘\ ) de Médecine
118 =



© Dégradation : le protéasome

Syndrome d’Angelman
“Happy puppet syndrome”

m Délétion partielle du chr15 maternel & perte
de la ligase E6-AP normalement exprimée au
niveau de ['hippocampe et du cervelet

= Trouble sévere dvipmt neurologique
= Retard mental, déficit important de la parole
= Epilepsie (80%)
m Démarche ébrieuse par ataxie cérébelleuse
et/ou trémulations des membres

= Enfants tres joyeux, riant de facon inappropriée
m Apparence faciale



I 4 ®
Régulation —
de p53

pa r M D M 2 Extrinsic Intrinsic

\

GZ/M Gl/s a
cell cycle / \

GLS2 FOXR

FUCA1 PRKAB1

TIGAR

PANK1

PRKABI

arrest

DRAM1

A

Feedback
mechanisms

OP

| Cell cycle genes

Transiation
control

' rRNA genes

¢\ > de Médecine

¢/ /Lyon Est




Régulation de p53
par MDM2

- Cellule normale
= p53 stimule la
transcription de mdm?2
(feedback loop)
= ubiquitination et
dégradation en continu de
p53 par le protéasome

Gene
expression

- Signal de mort
(DNA damage)
=~ ARF séquestre MDM2
= p53 ne peut plus lier
MDM?2 et n’est plus dégradé
& activation transcription

©
Faculté “(‘\ )de Médecine
121



0

Régulation DYNAMIQUE de l’'expression des
genes & adaptation a I'environnement

Régulation de la transcription +++

Accessibilité de la chromatine

Facteurs protéigues TRANS se fixant sur des
sequences CIS

Régulation post-transcriptionnelle
Epissage, édition, ARN non codants
Traduction

Modifications et dégradation des protéines

Facutté((52))) de Médecine
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Merci de votre attention
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