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TRANSCRIPTION
CHEZ LES EUCARYOTES

1)  Introduction

A) Vue générale.

Contrairement aux procaryotes '’ARNpak se fixe pas directement sur le gene
=> ARNpol estrecrutée avec de nombreuses protéines diohTA box.

Pour que la transcription se déroule, il faut
- Des facteurs transcriptionnels (TF)
- Des séquences trés en amont du site d'initiatiogqui se fixent €nhancel) ou qui ne
se fixent pasgilencer) a desprotéines (activateurs ou répresseurgjui forment un
pont entre le lieu de la transcription et les ségas activatrices.

Protéines activatrices

Repressors

Coactivators TATA box

Essentiel: L'ADN n’est pas une molécule linéaire, elle & dermes rondes. Il génere des
courbures qui mettent en contact des sites initialg éloignés. Ca permet la régulation des

genes.

Il'y a trois types d’ARN polymérase
- Laln'est pas sensible a 'amanitine.
- Lall estinhibée par 'amanitine.
- Lalll nest sensible qu’a forte dose.
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B) Categories majeures d’ARN chez les étres humainsmnibuant a
I'expression des génes

Les genes qui codent pour les protéines sont trarmés par 'ARN polymérase Il.

ARN fonction Types Quantité Stabilité ARN poi
Ribasomal -ribosome 285, 185 280% stable [ sauf
[ARNF] 5.85,55 55=111

petits ARN  Epissage

.. ; 30 <1% stable 11l
nucléaires des pre-
snRNA=[ULU2Z, ARNmM
U4, U5], U6...
Transfert Adaptateur > 40 15% stable ]l
(ARNY) entre ARNm
et ribosomes
snoRNA Maturation »100 < 1% stahie i
des ARNr
Messagers Codentles 105 2.59 Stalf’i“té il X
[ARNM) proteines variable

Tous ces ARN sont des ARN non codants

L’ARN ce n’est pas qu’un support pour la synthesg protéines.
Certains ont des fonctions catalytiques, d’autoeg mlessagers

On va les passer en revue (bon courage, et biyous !



Université de Lorraine — PACES 2012 — 2013 - UE1
Pr Bernard NAMOUR

1. La maturation des ARN de transfert, transcrits par ARNpol Ill.

La maturation des ARNt se fait INTEGRALEMENT dans le noyau.

0

CCA

f‘:l’
JU
S

-addition CCA -épissage:
-bases modifiees
(pseudouridine,

dihydrouridine...)

-Transcription pre-tRNA
-5'processing par RNase P
-3 processing par RMAse

endonucléases + ligase
-modification des bases

- L’ajout de CCA se fait grace a unenucléotidine transférase.
- La modification des bases a un réle fonctionnel

o0 exemple isomérisation d’uridine en pseudo-uridine :
La pseudo-uridine peut engager deux liaisons hyre@lors que l'uridine
n'en engage qu'une seu® La pseudouridine stabilise des ARNt

- Epissage
=>» Pour ’ARNL, 'intron est retiré
o0 sans l'intervention d’'un splicéosome
0 sans l'intervention des snRNA
0 mais grace a desidonucléasesgui coupent les liaisons phosphodiester, et
retirent les introns. Resoudure des extrémitésAdRN grace a degases

La protéine « La » :Pour les ARNt elle est excisée.

Au départ : attachée a I'extrémité 3’, mais elleatigée lors de la maturation.

Réle : Facilite la formation des ribonucléoprotéidessiére une protection contre les
nucléases,

Elle envoie un signal de séquestration dans le nays&nt que les ARNt ne sont pas
matures.

Protéine LA = auto-antigéne dans le lupus érythémaet le syndrome de Gougerot-Sjorgen.
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2. Les génes des snoRNA

e Répartis en 2 classes

- Classe 1 : génes standard avec une région codamigeomoteur en amont

- Classe 2 : majorité. Localisésns les introngui codent les protéines ribosomales.

Un ribosome est constitué de protéines et d’ ARNsimaux ce qui fait que pour que les

snoRNA soient synthétisés, il faut qu’au préaldédeprotéines ribosomales le soient.

=» La mission essentielle ShoRNA est d’assurer la mattion des ARN ribosomaux.

C’est un systeme qui équilibre la production des\AdR des P ribosomales, et qui optimise la

fabrication des ribosomes.

Les genes des snoRNA peuvent étre en copie uniquean clusters (=bcp de genes au
méme endroit et tres proches)

e Exemple : Cluster SNURF.

=>» Regroupe notamment les génes qui codent les SnoORNA

En principe, chaque géene a un alléle paterneh etlale maternel.
Les deux sont fonctionnels, cad que la transcrigbieut se faire a partir de I'un ou de l'autre.
Mais certains n’exprime que l'allele paternel ou magérrc’est que I'on appellkeempreinte

génomiqueC’est le cas des genes du cluster SNURF.

Dans le cluster SNURF
seuls les alléles paternels des genes des snoRN#A saprimés.

En cas de dysrégulation de cette empreinte gén@miqu
=>» syndromes malformatifsPrader Willi / Angelman.

Ces genes qui codent les snoRNA ont des séqueorssreées appelées boites (= identiques
d’'une espece a l'autre, par exemple les pharméesmhémes séquences que nous.)

- snoRNA HBOX ACA :
=> pseudo-uridylation

- snoRNA CD BOX:
=» Méthylation sur le carbone 2’ du ribose qui poss¢agroupement OH
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3. Transcription des ADN ribosomaux.

THTITE

TITILLL
“W"ugggg

Les ADN ribosomaux sont regroupés en clustersesucthromosomes acrocentrigues
(13,14, 15, 21, et 22)

Notion de transcrit primaire polygénique.
D’abord on a 1 Unité de transcription = 40kb
- une région transcrite de 13kb
- un espaceur intergénique de 27kb
- répétées en tandem 30 a 49xrythme de transcription soutenu.

Action de 'ARNpol | : donne utranscrit primaire
Action dessnoRNP : modification des bases et fixation aux podgslivage
Action desendonucléases A, B, C, et blivage

région transcrite Espaceur intergénique
I 13 kb —— 27kb //
185 5.85 285
aon [ N N /7|
ARN pol | L 3 . i .
— A l, Fixation snoRNP =» méthylation, pseudouridine, clivage
primaire l :I—E r 455
. |
|
— D | a15
4 o
205 | — 11— | 325
l 5.85 [ ]
LIT ]
W] . | 285

:{/, 55 > ARN pol lli
Petite s/u ribosomale ~ grande s/u ribosomale
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18s : petite sous unité ribosomale

28s 5s et 5.8s : grande sous unité ribosomale

Génes ARNr en train d'étre transcrits observés en microscopie
electronique: photo X6000

Atbre de Noél Unité transcriptionnelle 13 kb

Espaceur intergénique 27 kb

Unité transcriptionnelle 13 kb

® Initiationde la transcription
2} Terminaisonde la transcription

-La longueur du transcrit augmente au fur et 8 mesure que I'ARN pol |
progresse le long du géne qui code les ARNr

Les filaments perpendiculaires a la ligne sombrecc les transcrits
Le c6té ou les filaments sont courts : initiati@nla transcription
Le c6té ou les filaments sont longs : terminaiseadranscription.

L'extrémité libre est ici 5'.
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II) La transcription a trois étapes chez les eucaryotes

+1 .
» élongation 3
, UTR
5 —
UTR
5 3’
[ N | ADN

37 e exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 S

éléments cis :
- promoteur (initiation)
- régulateurs

+1 La premiére base transcrite =
Site de début de la transcription

5'UTR : région non traduite
1 : triplet de début de la traduction
3' UTR : région non traduite

2 : triplet de terminaison de la traduction

Eléments cis - initiation et régulation. Donnent les instracts & I’ARNpol
Régions codantes : exons

ARNpol se fixe sur les régions promotrices, et canoe a transcrire.
Le promoteur n’est pas copié dans 'TARNm.
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A) Etape 1 : I'initiation

1) Les séquences de type 1 :
Notion de fidélité = JE TRANSCRIS TOUJOURS AU MEME ENDROIT.

Elles indiquent ou commence la transcription = estdoujours au méme endre fidélité.
Plusieurs motifs peuvent composer le promoteur :

Boite TATA reconnue par facteur transcriptionnel TBP
o T (82% des cas)A(97%) T(gs%) A(85%)

o Enamont en positiof80.

o Provoque une asymétrie dans le géne qui signalédet de la transcription.

Et aussi :

Inr : encadre site de début de transcription
BRE : en amont a -35

DPE :en aval a + 30

Ces séquences n’existent pas impérativement tegegiatre dans tous les genes. Un peut

suffire, le plus souvent : 2

‘ +30
géne |:-:- |
BRE TATA DPE
séquence : reconnue par facteur
transcriptionnel :
TATA 5" Tgz Agy Toz Ags Ass Agg Asp 3 TEP

Propriété du promoteur : regles pour que ca fonctiane.

- Il peut n’y avoir qu’'une séquence pour initierdartscription.

- Il faut gu’elle soit reconnue par une protéine wuADN double brin.

- Il faut gu’elle soit sur le brin codant (orienté-% 3)

- Il faut un respect strict des séquences et desntiss.

- Interactions avec des protéines regulatrices quutent ’ARN polymérase.
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TATA n’est pas indispensable : exemple des génesndestiques.

- lls sont ubiquitaires
- Codent pour des enzymes de la glycolyse
- Taux de transcription faible et continu
- Ne possedent ni boite TATA ni méme de séquence iaitice.
- Riches en doublets CG : rGle dans I'expressiorgéess.

o Doubletshypométhylés: activation

> WH:2
; L 5-methyl Cytosine |
0 Doubletshyperméthylés: inhibition e

Les doublets CG sont rassembléslets HTF (500 a 2000 pb) principalemeaténs la région
du promoteur ou du premier exon.

Hpa Il est une enzyme de restriction méthylation semsitiv
=>Elle clive les doublets C@niquement si les cytosines ne sont pas méthylées.

Les ilots CPG sont des sequences regulatricessominus par des facteurs
transcriptionnels :

- Facteur Spl se fixe sur boite GC : GGGGCGGG

- Spl active la transcription

Chez les genes domestiques, les ilots CPG sont siéguences régulatrices
qui recrutent des facteurs transcriptionnels modulat I'expression des genes.

Exceptions :

- Certains genes domestiques possedent TATA
- Les caractéristiques des génes domestiques pegivemencontrées dans d’autres
genes.
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Comment la boite TATA initie la transcription ?

Le 1°" événement est la reconnaissance de la boite TATArde TBP qui fait partie du
facteur TFIID

TATA box |

=1 I Les résidus phénylalanine Hphobe de TBP introduisent une
flexibilité dans la double hélice au niveau de TATA en élargissant

}— @ le petit sillon.

TBP TFIID A cet endroit 1a, ' ADN a tendance & étre reldché. La courbure est
le signal de début de transcription.

T T | T ————

Rappel : TATA => fidélité de la transcription

On dit que TBP est posé sur |' ADN comme la selle sur un cheval

g
jj%‘—-—_ I—\—'.' T : .:\.‘)
A "": s, a
» .l'!-:-!“ \"f-.*--'?_'i,‘ :
WA §
h A i .- 4
Py gy A
A\ e
i ‘_‘ ‘
2°Meévénement : TFIID recrute des protéines :

- TFIIA stabilise les interactions entre protéines régukd et ADN

- TFIIB (monomérique) : interagit en amont et en avabdaolite TATA
0 en amont avec le grand sillon
0 en aval avec le petit sillon

0 accentue I'asymétrie et indique le sens de la trgstson.

- L’ARN pol Il ramene son boule avec ses copines les protéines.

- TFIF : génere des torsions dans '’ADN : favorise ladnsfacilite la configuration
en simple brin.

- TFIIE : trés grande affinité pour ADN simple brin.

- TFIH : sépare I'ADN et le fait passer en simple brinicposséde une activité
hélicase ATP dépendante.

Tout ¢ca pour> favoriser I'apparition de la fenétre simple brin.
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TATAbox |

— @&

TBP TFID

f———— U TFIA stabilise I'interaction avec I'adn

TFIB détermine le sens de la transcription

TFIIF Fusion TATA Box

médiateurs CDKA
affinité ADNsh . ——
TFIIE
Hélicase —_—
TFIIH

RNA polymerase I

l

appareil basal de la transcription
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Mais ¢a ne suffit pas ! Quand y’en a plus, y'emeoge !

ARN pol doit pouvoir s’échapper, pour passer danshlasel’élongation. Comment ¢ca
marche ?

UTP, ATP
CTP, GTP

Complexe [cdk7-cycline H] associé a TFIIH
=» phosphoryle C-Terminal Domain
= 52 x (tyr-ser-pro-thr-ser-pro-ser)
La CDK7 (ou 9) phosphoryl@FIIH , qui acquiert une fonction kinase,
TFIIH phosphoryle a son tour deux résidasine I'extrémité C-TER de '’'ARNpol .

Le motif tyr-ser-pro-thrser-pro-ser est répété 52x
Donc :

En tout 104 charges négatives seront rajoutées &xtremité C-TER
=» signal de la transcription.

La phosphorylation a lieu pendant I'initiation &dngation
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2) Les éléments proximaux du promoteur : séguences dgpe 2.
Notion de fréquence : COMBIEN DE FOIS JE TRANSCRIS?

Nombreuses séquences : boites CAAT, GECC (spécifique des genes de [&Globine)

; z =
. Elerments proximaux en |' promoteur —s

amont du promoteur

e P

Ir’ kY /

| lI| |

| Sp1 |l5p:l.j : i

\ | [ 1

o J Al €TF | 4\ _/ {; LL ll;ﬂ) S

 GC “—‘{CMT —QEE TATA 5 région codante
il el

Les boites CAAT et GC :
- Fonction indépendante de I'orientation
- Pas d'impératif de distance.

- Recrutent les facteurs Trans
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3) Promoteur = éléments de type 3 A QUELLE VITESSE JETRANSCRIS ?

Promoteur distal activateur = enhancer.
Promoteur distal inhibiteur = repressor

AD
DBD ——

z'____...-- proteine regulatrice

\ HEEED? - S—— _—

TATA hox —
Propriétés des enhancer (activation) et des reprems (inhibition)

- Fonctionnea distancedu site d'initiation de la transcription

- Fonctionneen amont ou en avatlu site d’initiation de la transcription

- Fonctionnedans les 2 orientations

- Fonctionneen recrutant une pour plusieurs protéines (facteursrans)

- Fonctionne en facilitant la fixation diomplexe ARNpolsur le promoteur.
- Fonctionnesans impératif de séquencees sévere

- Fonctionne sur des promotetmstéerologues

o Sien amont on met un enhancer viral, il sera &fcc'est-a-dire pourra activer

la synthése de Brglobine humaine.

Enhancer viral Bromoteur humair Géne humain
)

sV 4]]:':

1 r

[} globine p globine —

- Sont soumis a des signaux de contrble négatifs.
o0 Sionles met aun certain endroit du génome ildgu@ leur caractéristique, ils

sont inhibés.
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4) Utilisation d’'un géne reporter pour identifier les éléments cis de
régulation de ’ADN : exemple des HRE (Hormone Repuse Element)

Exemple de la luciférase.

Supposons qu’on analyse un segment, avec de nosalsreaquences. On veut savoir si ces

séquences ont un réle dans I'expression des gengsaé)

On va le mettre en amont d’'un gene dont il posgikblenesure I'activité.
Il ne faut pas que la protéine soit exprimée dartzllule de I'étude pour ne pas fausser les

résultats en mesurant I'activité endogéne.

séquence 5' flanquante a tester

—

> I > o ——
\ Géne reporter:

-luciférase

-CAT: chloramphénicol

acétyltransférase

Q

transfection

sans hormone avec hormone

iy

——

e

Mesure de |'activité luciférase

identification des éléments régulateurs

On utilise le gene de la luciférase comme gene refe.
La luciférase n’est pas exprimée dans les cellldssmammiferes. Repérable facilement car

elle envoie une fluorescence quand elle sera a&gtouée I'on captera avec un luminometre.

Si la séquence est active, la luciférase va étretiaée et briller.

Transfection du plasmide obtenu dans des cellves laormone / sans hormone

Puis mesure de l'activité de I'activité luciférase.



Université de Lorraine — PACES 2012 — 2013 - UE1
Pr Bernard NAMOUR

On coupe successivement la séguence en petits maroeet on procéde par
tatonnements pour identifier les régions régulatries.

Géne reporter avec Intensité du signal
fragments différents de la luciférase
région 5° flanquante
A B =
rég
® + +
non rég
L 0] + +
= * 0 + +
non rég
—_— 0 0 +
—i 0 0 +
-8 0 0 0
-2000 -1000 +1
@ 2 - Luc
HRE HRE HRE
A B C

Petit a petit quand on retire les fragments, enparant avec I'activité, on peut savoir quels
sont les fragments qui interviennent dans la réigulalu géne.

B) Etape 2 : I'élongation.

Mais visiblement on n’a rien dit |a dessus, donwatuste considérer que '’ARNpol se
déplace sur I’ADN et fait son boulot c’est a digitranscrit ’TADN pour donner de I'’ARN.
C’est déja pas mal. Donc on passe a 'étape 3 :
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C) Etape 3 : La terminaison

Chez les eucaryotes, les signaux de terminaisda t@nscription ont des mécanismes encore

mal élucidés)

La terminaison de la transcription ne peut étre eféctuée que si la maturation de

'’ARNmM a I'extrémité 3’ est finie :

- 1: retrait du dernier intron
- 2:clivage en aval du site de polyadénylaion

- 3: polyadénylation

Les mécanismes impliqués sont multiples :

- Laterminaison se produit en aval de I'endroit ®transcrit sera polyadénylé
- Des séquences spécifiques induisent une pausedrdasaription

- Décrochage spontané de 'ARNmM

Variabilité des séquences de terminaison :
- Pour certains génes : a proximité en aval de kawité 3' du messager mature
- Pour d’autres genes : 1600 pb en aval de I'exteeiit

=>» chaine$ ete de la globine

Caractéristiques :
- L’arrét ne s’effectue pas au méme endroit pour tesiARNm produits a partir
d’'un méme gene.

- Implication de I'extrémité C-TER domain de 'ARNpel des protéines fixées.
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1) 5 Capping

On n’attend pas la fin de la transcription pour coencer la maturation avec les protéines en

rose. Dés que le transcrit naissant a une longle2b nucléotidedes protéines qui vont
intervenir dans la maturation de I'extr 5’ sontnggérées sur ’ARN naissant pour qu’elles

puissent effectuer I'addition de la coiffe en 5’

ARN polymérase

k |
facteurs de polyadénylation

; facteurs d'épicsage

facteurs de
coiffage/ capping

( 1- phosphatase

La coiffe en 5’ des ARNm synthétisée par 'ARN poll.

& 5'

+ P Ve Wi
G—(P(P|P | . 1A,
! == BUTR JUTR
CH; 7 méthylguanosine

1: une phosphatase retire un phosphate en 5’
2 : une guanyl transferase rajoute une guanosiié en

3 : une méthyl transferase rajoute un CH3 sur laza la
7-guanine.

4 : Le nucléotide aprés la guanine est lui ausshyhét en 2’

Le nucléotide encore apres peut également étreytaéth

Et tout ¢a forme la coiffe > 4

2- guanyl-transférase
3- méthy|-transférase

ARN naissant

Lphnsp hatase
Pi
ppNpNp
- GTP
\Eua nyl-transferase
PPI
GpppNpNp s—
Methyl-
transferase
? pppNpNp ...
7-C H, addition —-CH3 sur 2’
nucléctide avant la
CH3-2 guanine
5' 3 l L
?p p pl;l PNp c—

7-CH, 2'-CH3
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La coiffe joue un r6le primordial car elle est l@mt d’'attache pour un complexe protéigque
gu’on appelle le CBC

- stabilisé des ARN

- export des ARN dans le cytoplasme

- indispensable pour la traduction.

- Une théorie veut que la transcription s’arréte aipas de coiffe.

Variante coiffe:

2,2,7 tri-methyl-guanosine

On la retrouve :
- sur les snARN transcrits par ARNpol Il
- sur la moitié des snoARN

Il 'y a a de coiffe sur les ARN transcrits par RN pol Il

Donc pas de coiffe sur les ARNt, ARNr, et ARNmtc
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2) L’épissage (retrait des introns) est réalisé par uplicéosome.
= assemblage de snRNP et de potéines.

Se déroule dans le noyau et fait appel a des ségsieonsensus dont la présence est
indispensable.

a. Les différents sites

(Levures =UACUAAC)

Site donneur Site accepteur
Site épissage 5 Site épissage 3’
i site de branchemeant |
i — "
Exonl | AGGUAAGU A {Py),NCAG & Exon 2
Lz
Intron

Il y a un site d’épissage en 5’ (donneur) et ua giépissage en 3’ (accepteur)
Les séquences flanquantes

Et un site de branchement a I'intérieur de I'intron

Nucléotides du point de fixation

Deux nucléotides nécessaire a I'épissage et quilespoints de fixation du splicéosome.
Nucléotide GU dans le site d’épissage en 5’

Nucléotide AG dans le site d’épissage en 3’

Ca c’est le splicéosome majeur. (Il existe aussplitéosome mineur mais OSEF)

La présence de ces nucléotides est nécessairgasassiffisante.

Séquences flanquantes

Ce qui est importarnt séquences flanquantegvoir schéma)

Site de branchement.

Chez les levuresséquence constante.

Chez les mammiféresséquence variableais il y a toujours I'adénine libre (role dans le

déclenchement de I'épissage.
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Distance site de branchement / extrémité 3’ : viamiiee 18 et 40 nucléotides,

Distance site de branchement / extrémité 5’ : p#at jusqu’a plusieurs milliers.

Taille moyenne d’'un exon : 150 / 200 pb
Taille moyenne d’un intron : 5000 & 10000 pb

ESE et ESS:
Exonic Splice Enhancer/Silencer.
Envoie un signal a la cellule pour indiquer oursetent les introns et les exons, et donc s'il
faut les retirer ou non.
En principe ces séquences sont dans I'exon geineaval de I'intron qui doit étre retire
Caracteéristiques :
- entre 8 et 10 nucléotides
- 10 séquences connues dans les exons humains
- Reconnue par les protéines Sr (dont I'extrémitéER Est riche en sérine et Arginine)
et les HhRNP.
o Ce sont les protéines Sr qui indiquent a la celulese trouvent les exons.
o HnRNP se fixent sur les introns en participentus ndensation.
Elles camouflent aussi des sites des introns @sgntent une analogie avec

les séquences flanquantes.
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b. Les réactions chimigues

1°' estérification 2’ 55’

L’adénine du site de branchement rompt la liaisoosphodiester entre I'exon 1 et I'extrémité
5’ de lintron.

(Levures =UACUAAC)

Site donneur Site accepteur
Site épissage 5’ Site épissage 3’
| site de branchement |
— "]
Exonl AGGUAAGU A {(Py)JuNCAG & | Exon 2

[ Intm1

adénine attaque - clivage de la
liaison phosphodiester entre
I'exon 1 et extr 5" de I'intron

C’est une réaction de trans estérification. Ellenfe ainsi une liaison phosphodiester2’s’
On se retrouve avec une conformation en lassonigtgiaire.

2°™ estérification 3' > 5’

A son tour, I'exon libre attaque la liaison phosgiester au niveau de I'exon 2.

R= purine

Y= pyrimiding 3 ® 3
2° esterif. 3'-5" ?H

. E:In:m ¢

5 G 5 r A

Ex r C

-Fn G exon amont avec {f & 4 M
@ extr 3"-0H libre voH : Ya

1* esterif. E A r:‘lf ¥
2'-5 C ] n

A | N —— Y

3 & ¥ c + |
50 | ‘ v 5 5 ®
G ¥ s | 3® B3 3

u 70H—A - 2 s 8 - A

A R u_@?\ﬂ A R

A Y A ™ A Y

G N A ¥ G N

u ¥ G N u Y

\ . i /

/ \ 4
b . 5
ARNm précurseur lasso intermédiaire produit épissé intron lasso

Ce gu’on obtient au final : Un produit épissé + urintron en lasso.

Les réactions de transestérification ne consomipesht’énergie.
Par contre le positionnement des snRNP sur les diépissage consomme de I'énergie.
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c. Le splicéosome.

L’épissage des introns est réalisé par les snRNP.
lls sont constitués de
- snRNA synthétisée par 'ARNpol Il : possede undfedri-méthylée en 5’
- sa structure secondaire va changer au fur et armds I'épissage. Cette
modification va permettre a des snRNA difféerents'tigbrider.

Elles vont s’associer a des protéines :
- protéines communes:

o Protéines Sm.
Fixées sur les snRNA grace aux protéines SMN.
Les snRNA subissent une maturation qui se déroladais dans le noyau et
dans le cytoplasme. Les sShnRNA effectuent une navegire noyau et
cytoplasme.
Mutation des SMN2® myotrophie spinale.
Maladies auto-imune® anticorps anti-sm

- protéines spécifiques a chaque snRNP.

Il faut que le splicéosome s’assemble (SNRNP feauytrotéines + facteurs d’épissage +
ARN en cours d’épissage)
1% étape : sSnRNP U1 reconnait le site d'épissage en 5
La concentration relative de deux protéines ASF/&H2NRNPAL guide le choix du site
d’épissage en 5’
Une fois que la cellule a choisi le site d’épissadie va venir s’hybrider avec le site
d’épissage en 5’ (liaisons hydrogene)

pré-ARNmM  sijte épissage 5’

5 Exon G} =

y— V=3
U1 snRNA

Si la cellule se trompe de s#® conséquences délétaires mais pas toujours.

2°M étape : U2 se fixe sur le site de branchement.
Il est aidé par des protéines
- U2AF reconnait la succession de pyrimidines en 3’id&¢n
- SF3A/ SF3B: activation de U2. Ne se fixent sur U2 que sirleeses sont méthylées.

- BBP + ATP: fixation sur le site de branchement

3°M &tape :

- U4/U6 etU5 rejoignentUu1/U2.
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| Ce qui est primordial : la cellule doit savoir trésexactement ol se trouvent les exons

Processus de vérification des sites d’épissageglpsieurs snRNP.

- U1 et U5 reconnaissent le site d’épissage en & site d’épissage en 3’
- U6 reconnait le site d’épissage en 5’
- U6 expulse U4 et U1l et interagit avec 5’ a la pldedJ1 et de U2

Des hélicases ATP dépendantes permettent a UB2id& s’apparier en un complexe unique
lié par des liaisons hydrogéne.

| UB-U2 est le complexe catalytique de I'épissagd

Il est & l'origine de la premiere estérification.

U2 se fixe sur le site de branchement mais laiasebase libre : 'adénine du site de
branchement qui reste disponible pur déclencht#atiae sur la liaison phosphodiester.

U5 provoque l'alignement exon 1 et exon 2 a protémii’extrémité 3’OH libre de I'exonl va
rompre la liaison phosphodiester entre I'introffieston 2

=» Obtention du produit épissé

=>» Dégradation de l'intron

=>» Dissociation de U2 U5 et U6

= Redémarrage du cycle sr un autre intron.

Maturation nucléaire des transcrits- épissage: 3- le spliceosome

—Enn i LLIL] Exon 2 3 1° liaisonester. 2'-5' :
- | i ” Al T
ARNm précurseur £
l U6 snRNA e n S
2 |
= = - <=t |
o @ — f%‘“—‘ Rty ..-___ri “ U2 snRNA
ysasty—
|
' fexon 2] i l
spliceosome 3'—exon2l-G A AFﬁIUCUA ~
r___..--' A l!l
Pl e 1 P

Check and recheck
U1 et U5 < site épissage 5'et 3’

2° liaisonester 3'-3'

U6 interagitavec site 5’ US interagitavec site épissage S'et 3'
E =p alignementexon 1 et exon 2
vs e+ exon 1 extr 3'-OH attaque le site
. d'épissage 3’
Hélicases ATP dep 2 Dissociation de U2-U5-U6

centre catalytigue Ug-U2
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d. I'épissage alternatif

Dans un tissu ou le ratio ASF/SF2 HF-RNPA est diffé il est possible que le choix des sites
d’épissages soit différent.

On a dit tout a I'heure que le choix d’'un autre sitépissage pouvait engendrer des effets
déléteres. En fait il est possible que ce choikwaabntaire et qu’il donne lieu a des transcrits
matures différents, codant pour des protéinesédait fonctionnelles.

L I ?
t

. i S

Exon | Exon 24 Exon 2B Exon 1 Exon 2A Exon 2B

“~ il
== == e

Exon 1 Exon 2A Exon 2B |
Exon 1 Exon 2A Exon 2B - Exan i Exon 2A Exon 28

On estime que 30% des genes humains peuvent suépissage alternatif.

L’épissage différentiel quand il donne lieu a destgines fonctionnels est bénéfique puisqu'’il
participe a la diversité génétique.
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e. les erreurs d’épissage.

Epissage normal _____,.f""‘--.,__% e

(ot [ 1 [T Eenals ]

- Rétention d’intron

Si on a une mutation dans un site d’épissage, tnonipeut étre conservé et considéré comme
une séquence codante.

Rétention d’intron o —

[Bxent 7] @ Exonals |- 3 Exon3 |
[Bonl ¥ 1 oA ®

- Saut d’exon (Exon skipping)

Si on a une mutation dans un site d’épissage uil pavoir un saut d’exon.
L’exon est zappé et du coup ne code pas au moredattcaduction.

exon skipping: saut d'exons | meem——n,

(Exon1 (51— @ Exon2(5] (T Exon3 |
 Exon 1 ;ns_"d_i;& Exon 2 @ _____—:_3':| Exon3 |

- activation des sites cryptigues

Dans l'intron on a une séquence flanquante avetinucléotide AG qui fait croire qu'il est le

vrai site d’épissage alors que pas du tout.
o Sile leurre est dans un intron : exon rallongé
o0 Sile leurre est dans un exon : exon raccourci.

activation d'un site cryptigue

-.__'_,—I-'_ '\—\._\__\_\-
exon rallunge = —
| Exon 1 ;!; AG ij : [3" | Exon 3
_——._exonraccourci ___— "'=-=______H

Exonl [§ —|.3' 1 GU |E ! [ Exon3 |
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3) La polyadénylation en 3’

ARNpol rameéene des enzymes qui sont transféréds stanscrit.

Il y a unsignal de polyadénylation AAUAAAindiquant le lieu de la maturation.

10-30 nucléotides en avek le dinucléotide CAindigue le site de clivage

Encore en aval de CA il y a unerégion tres riche en G ou en UWyui va étre dégradée

dans le noyau.

Enfin, une enzyme va rajouter des adénosines cqappelle lagueue poly-A

Signal de polyadenylation Site de clivage
10-30 nuclectides | < 30 nucieotides
[ ER 1
AAUAAA CA | riche en GU ou U
l CLIVAGE
AAUAAA CA|OH | riche en GU ou U

degradé dans le noyau

| Addition de Poly-A

AAUAAA CA | AAAAA-————————-A | OH
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L'extrémité 3’ est maturée grace a 6 protéines muilmérigues.

A un moment donné ’ARNpol atteint le signal de potadénylation.

- CPSF: reconnait AAUAAA
- CSTF: reconnait GU

Ces protéines sont transférées sur le transcrit.
Deux facteurs de clivageF1 et CF2 coupent 'ARN et le CSTF se dissocie.

L’ARN messager se trouve a I'état libre : ca ne vdipas dire que 'ARNpol va s’arréter.
Elle peut continuer a transcrire mais inefficacemen

L’ARN doit étre maturé
Encore deux autres protéines :
- Poly-A polymérase (PAP)rajoute les adénosines. Elle n'a pas besoin duaigice,
son substrat est 'ATP, elle rajoute entre 20056t @dénosines.
- Poly-binding-protein reconnait les adénosines.

Au bout d’un certain temps, la PAP s’arréte, le PGB8 dissocie, et voila de quoi a I'air
'extrémité 3’ polyadénylée avec la successionatEmosines.

RNA polymérase Signaux de CPSF
- o 4-li-.r.3n:_|e et poly-A D .
%r_q'm— ARUAAR  AAAAAAAARAAA D

CPSF: cleavage and

Cstf ARN polyadenylation specific Poly-A bindi
CP-'_SF factor = AALVAAR —— p?ﬂEines T
£ Cstf: cleavage
stimulation factor F
3 Gu CPSF
= E—
SO, )
— ———
% l"x _/g
1/ -
I I-J Ij"'-\—-:-ﬁ’u:/r::‘J
e a8 ARN est clivé par
paly-A y 7 CFletCFN
polymérase ——
(PAF) ~— @ Cstf

pabeh -ARNmM matures =» histones sans polyA
hinding ' ‘ ~* RNA pol  s'arréte -autres ARMN sans polyA: ARNt, ARNr, snoRNA,
protéines éventuellement snAMNA

Certains ARN n’ont pas de polyA :
- les histones,
- les ARNt,
- les ARN ribosomaux, 7
- les snoRNA
- etles snRNA



