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Régulations transcriptionnelles

1. Rappels L2

— ARN-Polymérases / complexes d’initiation
— Opéron lactose

2. Reégulations eucaryotes
— Activateurs, represseurs, enhancers (Ex: Gal4)
— Signalisation
— Régulations chromatiniennes / épigénétique



1. Rappels L2

* ARN polymérases et complexes d’initiation



Sujet exam
L2

+1 de traduction

— Notez sur le dessin les extrémités 5’ et 3’ et le sens de chaque
brin.

— Indiquez le brin « matrice »

— Dessinez un brin d’ARN transcrit occupant toute la partie non-
appariée de la bulle, en donnant sa séquence.

— Indiquez les extrémités 5’ et 3’ de ’ARN et le sens de
transcription. 5



Sujet exam
L2

+1 de traduction

matrice



Sujet exam
L2

+1 de traduction

matrice



Structure de ’ARN polymérase d’E. coli

Core enzyme

Principal
(Core)

Complet (Holo)

A

\4

Holoenzyme

R 7000 molécules/cellule

\4

alpha
beta
beta’
omega
sigma

rpoA
rpoB
rpoC
rpoZ
rpoD

36500 assemblage+interaction avec regulateurs
151000 site catalytique

155000 site catalytique

11000 assemblage du core

70000 interaction avec promoteur



La structure de I’'ARN polymérase
du phage T7

Specificity loop



Structure de ’ARN polymérase bactérienne
et de ’ARN polymérase Il de la levure S. cerevisiae

o subunit

ARN-Pol | =™
E. coli /

o subunit

ARN-Polll
S. cerevisiae
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Fixation de ’ARN-polymérase bactérienne sur une
séquence promotrice

Promoteur
\
! \|—>
-35 -10 Région transcrite
Séquence TTGACA N, TATAAT N5, A/G

consensus

-35 -10 >

Reconnaissance du promoteur par le facteur sigma
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Lopéron lactose:
réegulation négative en absence de lactose

S\
Lac I .

LacY Lac A

l Y
ATl Répresseur /\_/l\/\
ARNm actif ARNM
N
J J J
—
A lactose Represseur
inactif — A



La régulation catabolique:
régulation positive en absence de glucose

. RNA

Pol

Promeut la fixation
(50x) /

CAP P ‘ O lacZ | LacY | Lac A
T \ v ]

. W

/ /\ ARiNm l l
coree o () () ()

lactose glucose 13




Le ligand décroche

Le ligand permet au

2 facteurs = 4 Schémas de régulation

Régulation négative

Régulation positive

le facteur

P/ ‘

En présence de ligand: gene allumé

répresseur !
OFF

activateur !

En présence de ligand: gene éteint

MRNA

facteur de se lier

répresseur !
OFF

En absence de ligand: gene allumé

activateur !

N\

MRNA

En absence de ligand: gene éteint
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2. La régulation transcriptionnelle
eucaryote

* 3 polymérases ARN

e Stratégies plus complexes que chez les
procaryotes
— Multiples activateurs / répresseurs a 2 domaines
— Transport des protéines du cytoplasme vers le noyau
— Modification/activation des protéines
— ADN non nu: structure de la chromatine importante



Protein ——>

RNA synthesis —>

Les 3 ARN polymérases eucaryotes

[NaCl] —>

Total

protein

7

Pol |

Pol Il

10 20

30 40 50

Fraction number

Présence d'un
inhibiteur de
synthése ARNm
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Reconnaissance du promoteur chez les eucaryotes

- Pas de recrutement direct de 'ARN polymérase sur le promoteur
- Reconnaissance des promoteurs par des facteurs de transcription
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Cas de '’ARN Polymérase |
(synthese des ARN ribosomiques)

‘\\\\H‘ ;’\Q [\\‘ GéneARNr

Promoteur

18



Cas de ’ARN Polymérase |
(synthese des ARN ribosomiques)

Facteurs de
transcription

Gene ARNr

: /
Plusieurs complexes TBP

impliqués dans la l +Pol I et Rrn3p
reconnaissance du

promoteur et le
chargement de '’ARN-Poll

Gene ARNr

Complexe d’initiation
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Cas de I'’ARN Polymeérase Il|
(synthese des petits ARN: ARNt, ARN 5§,...)

Promoteur dans le gene

Géne ARNt AN
NGV
A k\ B

Geéne ARNt

BROVGRGH(

Promoteur dans le gene

Gene ARNr 5S x

NSO OS00000 -
o

Géne ARNr 5S
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Cas de ’ARN Polymérase Il
(synthese des petits ARN: ARNt, ARN 5§,...)

Géene ARNt

R\ -

Gene ARNt

Géene ARNr 5S

Gene ARNr 5S
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Cas de I’'ARN polymérase I
(synthese des mRNA)

TATA - Complexe préinitiation
+ TBP l UV +TriH @

Complexe basal de transcription
Sans activation

+TFIIBlQ~\>
Pol Il

‘ TFIIFG/” (k
e
CTD
>
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activateurs, répresseurs, enhancers
chez les eucaryotes



Le complexe TFII-D:

TBP ne se fixe pas seul!
TAF: TBP Associated Factor

TFII-D -

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

Site d’init.
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Des activateurs de transcription reconnaissent
des séquences du promoteur

Activateurs
proximaux
AN\ AN L s

Activateurs: protéines a deux domaines
intéragissant avec '’ADN et la machinerie
de transcription

TATA

J lll“ U I 1 Lo | | Il\ Il
P\I’\‘\\\\\‘\L’\‘\\\‘\\\

promoteur
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La présence d'activateurs est nécessaire pour le
positionnement de TBP, via TFII-D

Complexe TFII-D

TAF250

TAF110

VAN VA VA VA | N AL OA N AN A

promoteur
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TFII-D est nécessaire in vivo a |'activation de la
transcription par I’'ARN polymeérase |l

Machinerie de transcription basale

Complexe TFII-D

TAF250

TAF110

AN AN T A VAN VA VAN VAL AL OA N AN A

promoteur
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Le PIC en cryo-microscopie (2016)

TFIID humain complexé aux autres TFIl et 'ADN du promoteur

R K Louder et al. Nature 1-6 (2016) doi:10.1038/nature17394
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Proximal vs. Distal



Eléments de controle des promoteur utilisés par
I’ARN polymérase Il :
éléments proximaux et distaux

enhancers promoteur géne enhancers
N A A
4 I ( N I /_Aﬂ
(a) Mammalian gene +1

up to —00 o 30 +10 to

—50 kb +50 kb
(b) S. cerevisiae gene +1 . Exon Intron TATA box
/A '; E} h;/ Promoter-proximal Enhancer;
~—90 — element yeast UAS

UAS= upstream
activating sequence
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Les activateurs de transcription se fixent aussi
sur les enhancers

Enhancer
f—k—\

Activateur de transcription

Boucl

transcription basale

”we d’init.
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Action via un autre co-activateur

Enhancer

Domaine de liaison a I’'ADN

Domaine d’activation

Intermédiaire ou co-activateur
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Le médiateur : autre intermédiaire nécessaire a
I"activation de la transcription (par les enhancers)

DNA-binding
domain (\» Mediator

Activator
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(a) Yeast mediator—Pol Il complex

Structure du médiateur

cdk-cyclin

g CYCC
e 1 MED12
{(SRB9)

MED19
(ROX3]
MED1 S

MEDS
(NUTT)

(b) Human mediator

MED16G M '
(SIN4] (SRA6) TRAP230  TRAP240
, MED20
- ' (SRB2)
Y | MED |\ MEDIB
veors  MEDSN meps”
M- \ IR
MED2 / P MED:3 Daad

MED15 SRE7
MED3 (GAL1)  middle "

c) Médiateur de la levure S. cerevisiae

SRB10/
CDK8

TRAP100

(Levure: 25 sous-unités, humain: 26)



Fonctionnement des répresseurs

activateur

répresseur

Fixation compétitive
TATA avec un activateur

\_Y_‘
site de fixation

site de fixation répresseur
activateur

Interaction avec
domaine d’activation
TATA d’un activateur fixé

Interaction avec coactivateur
ou PIC
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Comment exprimer des genes exprimeés dans
certains organes et pas dans d’autres ?

Exemple d’activateurs se fixant sur la région proximale

Enhancer Région promotrlce
N TATA
box
AA A A ,, A AQQAQ e
-1. 96 kb -1 86 200 bp —100

Activateurs

.
O HNF1 |Exprimés A C/EBP Exprimés
seulement dans A HNF4

partout
O HNF3 les hépatocytes A AP

J

* Dans les hépatocytes: expression de HNF1 et HNF3, fixation sur
promoteur, activation de la transcription

 Dans les autres cellules: certains activateurs se fixent mais sont
insuffisants en absence de HNF1 et HNF3 sur le promoteur
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Systeme Galactose chez la levure

Mellbose ex =5 Galactose ex = Galactose int <= Galactose1P < Glucoselp =) Glucose6?

oGalactosidase Gal perméase Gal kinase

Transférase Mutase

MELL Gz [GAUL \ppg, (GALZ yppgs GALS
=&

- Substrat/produit Epimérase

Activité enzymatique -
- Gene d’enzyme

Inducteur: galactose glycolyse
Répresseur: glucose
38



Sélection de mutants (gal-) incapables d’utiliser le
galactose comme source de carbone

Mutations récessives
7 groupes de complémentation:
gall, gal2, gal3, gal4, gals, gal7, gal10

gall, gal2, gal5, gal7, gal10 sont
spécifigues d’'une activité enzymatique

Donc, que font gal3 et gal4?

(et un autre gene non enzymatique
découvert indépendamment: gal/80)

39



Que fait gal4?

+ Galactose

!

WT : induction rapide

Les mutants de délétion Agal4 ne
sont pas inductibles par le Agald
galactose et sont déficients dans Pas d’induction

toutes les activites enzymatiques.  e——
| I | | I | |

0 20 40 60 80 100 120 140

Time (hours)

SO0O=p0no=TXM

Fig. 2. Schematic representation of GAL gene expression in yeast
strains of different genetic background in response to galactose as
a function of time.
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Explication la plus simple: Gal4p est un régulateur positif de
MEL1, GAL2, GAL1, GAL7, GAL5 et GAL10

Mellbose ex = | Galactose ex = Galactose int = Galactose1P| = Glucose1p =) Glucoset?

aGalactosidase Gal perméase Gal kinase

Transférase

Mutase

Epimerase

Gal4p

NP

41



Analyse de la fonction des domaines protéiques de Gal4p

- o aciglic ‘ ' .
GAL4 & activation domain Gene rapporteur
protein GAL4 DNA-binding
domain lacZ gene
o
UAS el | GENEoON
RNA
(b) Wild-type and mutant GAL4 proteins Binding B—galacjto.&dase
to UAS;,, activity
1 74 738 823
Wild-type N7} /e + #
DNA-binding Activation
domain domain
(" 50] | 881 - =
(%)
9 | | 848 + +++
c
©
82 + ot
5 N- and | 823
E C'termlnal | I 792 + o of
$ deletion
c mutants | | 755 T &
2
o | | 602 + -
o
wn + -
4 I B 74
rdd
Q 3
2 7 1 i
o Internal
deletion < 74 738 [ ]e81 * i
mutants 42
74 768 881 + ++
_ N =




Des expériences de mutagénese identifient une région:

Upstream Activation Sequence (UAS¢,)

UASg: effet dans les deux sens sur deux genes différents:

e
< 214bp »UAS; & 275pp »

GALIO B GAL]
118 bp
T

activating region (aa 148-881) "”"
GAL4 S :
DNA-binding region (aa 1-147)
1 1.2 1 3 I s

17 hnn

Galdp:

<— Domaine d’activation de la transcription

<— Domaine de liaison a UASgal

43




Mais comment expliquer I'induction par le galactose?

Les autres mutants de régulation

gal80°: 'absence de Gal80p rend I'expression
des genes GAL constitutive

gal4¢ : mutations ponctuelles dans le géne
GAL4. La protéine Galdp active I'expression
des genes GAL, méme en absence de
galactose

Agal3: phénotype particulier : LTA (Long Term
Adaptation) = induction ralentie

+ microscopie avec Gal3/Gal80 marqués a la GFP:

SOoO=mnoTUxXmMm

+ Galactose
WT : induction rapide

-~

;/ Agal3 =LT,

Agald
__—" pas d’induction

1] 40 60 0 100 120 140

Time (hours)

Gal3p est dans le cytoplasme, Gal80p est dans le noyau et dans le cytoplasme 44



En présence de galactose, séquestration de Gal80p dans le
cytoplasme, réduisant la fixation de Gal80p sur Gal4p

Gal80p est un GALACTOSE
répresseur de Galdp

En présence de
galactose, Gal3p
interagit avec Gal80p
dans le cytoplasme.

Comme Gal80p est
séquestrée dans le
cytoplasme, sa
concentration dans
le noyau diminue.

Gal80p n’exerce plus
son action inhibitrice

Cytoplasme




Systeme galactose chez la levure: résumé

elbose s = Gaoseex = Galetoein = (Glpctoelf = Gucose1? = Ghcose

aGalactosidase Gal perméase Gal kinase

Transférase

Mutase

e e e, ---

Gal3p — | Gal8op — | Galdp

e Présence d’inducteur: Gal3p activée séquestre Gal80p dans le cytoplasme et Gal4p active
la transcription des génes GAL1, GAL2, GAL5, GAL7, GAL10

e Absence d’inducteur: Gal3p est inactif. Gal80p masque le domaine d’activation de Gal4p
46



2. La régulation transcriptionnelle
eucaryote

B. Régulation par voies de signalisation



Les hormones stéroidiennes:

activation de récepteurs par fixation de I’"hormone

@ Hormone stéroide Ex:
| — testostérone,

oestrogenes
/ “ récepteur

“ Récepteur
activé

Cytoplasme
48




Hormones incapables de rentrer dans la cellule:
transduction du signal

Hormone
‘ _\ Groupement
\ phosphate
Enzyme ‘
Ex:
' Insuline,
sz:.izz glucagon,

GLP-1

AMP cyclique

Récepteur transmembranaire

On parle de « messagers secondaires » pour les protéines qui transmettent
I'information dans la cellule. Leffet final peut étre la transcription d’'un gene
cible, mais pas toujours (ici: cas du glucacon, enzyme activée). 49




Autre exemple de

voie de signalisation:

la voie P53

oV 0
5>

Stress y-Irradiation
N
capteurs
Knaoes @ & Camw)

p53 accumulation

4
p53

11

Source: the TP53 web site, Thierry Soussi
5

0



Toutes les stratégies de régulation transcriptionnelle par
modification des facteurs de transcription

Condition inactive

QOORONON

Phosphorylation
S s
W Déphosphorylation
S
IR~ Liaison ligand
Membrane 6 7—>
W Clivage
+ —
Relargage inhibiteur
4 —_—>
QAN Changement partenaire
—
< <

Condition active

OGO

OO~

P53

Récepteurs d’hormones
stéroidiennes

Réponse aux stérols

NF-kB

Protéines « Heat-Shock »

51



2. La régulation transcriptionnelle
eucaryote

C. Larégulation de |'acces a la
chromatine



Niveaux d’organisation
de la chromatine

short region of

DNA double helix /}\\//\\//\\//\\//\\// %’“

“beads-on-a-string”
form of chroratin

20-nm chromatin
fiber of
packed nucleosomes

section of
chromosomae in an
extended form

condensed section
of metaphose
chromosome

entire
motaphase
chromosome




Compaction de la chromatine

/\ .. Linker histones
Long range R4
fiber-fiber
interactions

Beads-on-a-string ——
Fibre de 11nm

Nucleosome

2 Core histone
_—1ail domain

54



Formation des fibres de chromatine

Il Existe Plusieurs Niveaux de Compaction de 1 ’ADN
Correspondant a des Niveaux d ’Activité Transcriptionnelle Différents

Transcription Possible Transcisntion Tnpossible Zone
Accessible

Fibre 11nm

Euchromatine Fibres de Chromatine _
— Active, ouverte Fibre 30nm

Hétérochromatine

— Inactive, condensée
55



Les changements de forme de la chromatine

Les activateurs peuvent aussi favoriser l'initiation de la transcription en changeant la structure
de la chromatine : augmentation de I'laccessibilité de ’'ARN-polymérase aux promoteurs.

gene activator protein

Modification
covalente des

T TATA Remodelage
extremites N- ] de Ia
terminales des — :
. histone acetylase Chromatlne
histones (HAT) . »
, . chromatin remodeling
(acetylatlon) complex

SEPESs

specific pattern of remodeled nucleosomes

histone acetylation

general transcription factors
and BNA polymerase
holoenzyme

TRANSCRIPTION ACTIVATION 56



Acétylation des histones
(et autres modifications covalentes des
histones)




Structure d’un octamere d’histones

QUEUE N-TERMINALE ACCESSIBLE

Acétylation des lysines
Méthylation des lysines
Phosphorylation des sérines

58



Modification des queues d’histones
(acétylation, méthylation, phosphorylation)

Euchromatin (active/open) Heterochromatin (inactive/condensed)
MNP A 7

H3 ARTKOTARI&SOTGGK4APRKQL H3 ARTKQTARKSTGGKAPRKQL
1 1 10

Ac Me

CENP-A MGPRRRSRKPEAPRRRSPSP
7
! !
H3 ARTI}OTARKSTGG1I(4APRKQL

I\/Ile Ac
AI\C l\l/le A|C H3 ARTKQTARIéSﬂISGKAPRKQL
H4 SGF3§GI§GGKGLGKGGA1IéRHRK H4 SGRGKGGKGLG{%GGAKRHRK
<
Acétylation, méthylation, déphosphorylation
0
[l
CcHy >

Déacétylation, déméthylation, phosphorylation
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Acétylation des histones

H2A/H2ZB, {(H3/H4),, H2A/H2B

Ap
H2A Ac-S-G-Fl-G-E-D-G-G-I{-A-H-A-K-A-K A 26.128]

Ac Ao AL Ac
HZB NHE-P-E-P-A-I"_E-S-A-P-A-P-I(-Fz-G-S-ﬁ-K-A-H-T-:.I%-A-ﬂ-K K-D A~{32-1250]

+ +

Ac Ac AC Ar Ac
H3  NH ARTK-QT-ARK-ST-G-GK-APRKOALTLAA ~~{40-135]
Ac  AC At As (H3/H4}, {H3/H4}, + 2{H2AM28)

H4 AG-S-G-Fl-G-E—G-G-E-G-L-G-ﬁ-ﬁ-ﬁ-A-&-H-H R-K ~~{32-102|

Basic N-Terminal Tail -

APANPINAAN Globular Domain] -

120bp

Interaction histone-histone via ADN

Interaction queue histone-ADN
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Les Histone Acetylases (HAT)

- Les Histone-acétylases (HAT) n’interagissent
pas avec |'"ADN.

- Elles sont dirigées vers les histones via les
facteurs de transcription ou autres

- Elles peuvent alors agir sur les histones et
acéetyler des lysines dans la queue N-terminale
des histones.

61



Hyperacétylation des histones par recrutement
d’histone-acétylases (HAT)
via un activateur de transcription

Hyperacetylation of histone

K_‘ Genb \:ermmal tails

L NN N

62




Déacétylation des histones par recrutement
d’histone-déacétylases (HDACs)
via un répresseur de transcription

@ = Acetyl group Deacetylation of histone

Rpd3 *rminal tails

Histone
N-terminal
tail

(URS: upstream repressor sequence) 63



Remodelage de la chromatine

* Le remodelage : repositionnement des
nucléosomes donnant acces a une région
d’ADN
— Non covalent
— Energie-dépendant (besoin d’ATP)

— Exemple chez la levure: genes du cycle cellulaire

64



D’abord fixation de SWI5 puis SWI/SNF

VT

Condensed ]W.P Waii
chromatin .1.74’)@.’;.‘2;}9‘2%”)
Transcri ptuorgc\t/ictleg nl
QT
ve il
e S

Activité ATPase



Remodelage couplé avec recrutement de

SWI5 GENS
205

Remodelage=

SNF H| /
GCN5 <)

2
1A

ji

ity
’}f‘)"l{gg”‘

9/,




GCNb

GCN5 @ OC} R fﬁ)
SWI/SNF

tttttt ’\ B
o)n'im om V)

ssssssssssssssssssss /mobiles

Vi !/
0%9,?/0»'} i

//‘ ‘
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o
G000,
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/

Activateurs
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Preinitiation
complex
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Condensed

GENE VRV AV ANV IV ) VAV AV | -~~/chromatin

transcription polymerase
factors



Chromatine pendant I'élongation

Hyper-acétylation
et desassemblage
des nucleosomes

Deacetylation
des histones

Octamere
d'histone

ac acetyleet
: déplacé

D’apres Selth et al. 2010, adapté par JB Briand/ 1JM



Histone writers, erasers, readers

Jenuwein & Allis, 2001

Meétaphore:
* Writer: « écrit » les marques d’histone (par ex.
HAT)

e Fraser: « efface » les marques d’histones (par
ex. HDAC).

* Reader: tous les facteurs qui reconnaissent les
marques




Les marques d’histones forment un
code épigénétique™

Strahl & Allis, 2000

* Les marques définissent un code
d’expression/répression tout au long du génome

* Ce code est distinct du code génétique: épigénétique

K«Aé'-*f18-'.<23-\.828_

| K36

__EIL’;’_l’KAI'/ @ ac H3>>

Nucleosome

*« epi» (grec) = « au dessus »



Par immunoprecipitation de
chromatine (ChlP), on peut visualiser
le "code d'histone" sur 'ADN

Active gene Silent gene

CpG [ I E;
Enhancer island Promoter Gene body Promoter Gene body

QDU G~~~ D~ Y-~ U~ Y-~ YU~ Y=L~

H3K4ac H3K4ac H3K9me H3K9me H3K9me

Marque

Active (H3K4ac)

Répressive (H3K9me) #‘ ] *

Lim et al. DOI: 10.2217/epi.10.55

Résultat de 2 expériences de ChIP
Pour 2 marques d'histone (il y en a des dizaines)




Autre marque épigénétique:
méthylation de ’ADN

DNA
NH, methyltransférase NH,
N /§ 0 N/go
H H
Cytosine

Principal mécanisme: méthylation des cytosines
(chez tous les eucaryotes)



Une méthyltransférase

ajoutant des groupements
méthyl a une molécule
d’ADN

http://www.nature.com/news/epigenomics-starts-to-make-its-mark-1.14973 70



Variations de la méthylation

Chez les eucaryotes, lorsque le promoteur d'un gene
est méthylé, le gene en aval est en général réprimé.

'exposition aux carcinogenes, le régime alimentaire
modifient la méthylation

Les cancers modifient profondément la méthylation

Au cours du vieillissement, on observe
généralement:
— un gain de méthylation aux promoteurs
— une perte de méthylation ailleurs



* Donc, code épigénétique =
—Marque d'histones
— Méthylation de I'ADN

Le code épigénétique peut-il étre transmis?

78



Epigénétique et transmission

e Sur la chromatine lors de la réplication :

— Présence d'histone-writers/erasers: reproduisent les
marques sur la nouvelle chromatine

— Présence de DNMT1: reproduit les méthylations du brin
complémentaire

e Donc le code est héritable

* Mais, contrairement au code génétique, celui-ci
peut-étre acquis pendant la vie de la cellule.




Meéthylation, épigénétique et buzz

v o‘_ocaus‘

e de VHOC
Lo rauseel uque‘“e“

A Journal of Psychiatric Neurosc “ansm o s
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Holocaust exposure induced intergenerational effects on FKBP5
methylation

Rachel Yehuda, PhD.‘:' Nikolaos P. Daskalakis, MD, PhD, Linda M. Bierer, MD, Heather N. Bader, BS, Torsten
Klengel MD, Flonan Ho\sboer MD, PhD, Elisabeth B Binder, MD, PhD
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L'épigénétique permet en théorie
la transmission de caracteres
acquis (a la Lamarck)

Rare chez I'animal (remise a zero
des marques épigénétiques dans
I’'embryon)

nature

Explore content v About the journal v Publish with us v Subscribe

nature > news > article

NEWS | 05 June 2024

A dad’s diet affects his sperm —and
his sons’ health

Mouse fathers who ate high-fat foods and human fathers with high body-mass index
have male offspring with metabolic disorders.

By Julian Nowogrodzki

y f =
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