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Résumé 

 

Plusieurs études ont montré que les promoteurs des gènes codants pour des protéines peuvent 

initier la transcription dans les deux directions. La bioinformatique nous a aidé tout au long de 

notre étude à mieux  identifier  cette transcription de bidirectionnalités et leurs caractéristiques 

intrinsèques grâce à l’utilisation des résultats d’une nouvelle technique à haut débit Chromatin 

ImmunoPrecipitation-Sequencing (ChIP-Seq ) réalisée auparavant par le laboratoire de 

Technologie Avancée pour le Génome et la Clinique (TAGC) au Marseille. Dans ce 

manuscrit nous démontrons que cette activité de bidirectionnalité s’exprime 

préférentiellement  dans les cellules des lymphocytes T murins  au stade double négatif (DN).  

           Les résultats des profils moyens obtenus ont montré l’existence d’une classe de gènes 

bidirectionnels codant_Non codant présentant des profils d’enrichissements en polymérase II 

(Pol II) au tour du site d’initiation de la transcription (TSS) qui mène aussi à la production des 

ARNm dans les deux sens . 

Grâce à des expériences basées sur la capture d’interactions chromosomiques de CHIP_Seq 

visualisées par l’outil IGB (Integrated Genome Browser), nous avons eu la possibilité de 

trouvé un lien entre l’enrichissement en Pol II suivi par une  marque épigénétique des histones 

(H3k4me3) la triméthylation de l’histone3 lysine4 sur la chromatine interviens dans la 

régulation de la transcription. 

              En outre, les résultats issus de  l’expérience de ChIP-Seq  suggèrent que cette classe 

des gènes riche en séquence GC répété dans leurs promoteurs ce qui confirme que cette 

polymérase est fonctionnelle et reproductive  dans les deux sens. Donc elle partage les mêmes 

caractéristiques intrinsèques des classes des gènes unidirectionnels. Ainsi l’analyse 

fonctionnelle de cette classe des gènes de bidirectionnalités montre un score élevé, leur 

participation à des fonctions spécialement transcriptionnelles est preuves d’après l’analyse 

fonctionnelle par  DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) 

 

 

Mot clés : transcription bidirectionnelles, CHIP-seq, TSS , Pol II. 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

Several studies have shown that promoters of genes encoding proteins can initiate 

transcription in both directions. Bioinformatics helped us throughout our study to better 

identify the bidirectionality transcription and their intrinsic characteristics by the use of results 

of a new broadband technology Chromatin ImmunoPrecipitation-Sequencing (ChIP-Seq ) 

fulfilled by the laboratory of  Advanced technology for the Genome and the Clinic (TAGC)in 

Marseille –France . In this manuscript we show that this bidirectional activity is preferentially 

expressed in T cells murine in double negative stage (DN). 

The results of the mean profiles obtained, showed the existence of bidirectional genes class 

encoding-noncoding  having enrichments profiles of polymerase II (Pol II) around the 

initiation site of transcription (TSS), which also leads to the production of the mRNA in both 

directions. 

Due to experiences based on the capture of chromosomal interactions of CHIP-Seq visualized 

by the tool  IGB (Integrated Genome Browser), we have been able to find a link between the 

enrichment Pol II followed by an epigenetic histone marks (H3K4me3) ,the trimethylation of 

histone H3 lysine 4 of chromatin involved in the regulation of transcription. 

Furthermore, the results from the experiment of CHIP-Seq suggest that this class of genes rich 

of GC- repeated sequence in their promoters which confirms that this polymerase is functional 

and reproductive in both directions. So it shares the same intrinsic characteristics of the 

classes of unidirectional genes.  Functional analysis of bidirectional genes class shows a high 

score, their participation in specially transcriptional functions is proved from functional 

analysis by DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). 

Keywords: bidirectional transcription, CHIP-seq, TSS, Pol II. 

 

 

 

 



 الملخــــــص

 

إىى بزٗتٍْبث ٌَنْٖب بذء الاستْسبر فً ميتب الاتجبٍِٕ. ً تزٍشسبث أُ راٍشاث اىجٍْبث اىتااىؼذٌذ ٍِ اىذر زثٖأظ ٗقذ  

الاتجاهط٘اه دراستْب فً تذذٌذ بشنو أفضو ٕذا الاستْسبر ثْبئً   bioinformatique سبػتْب اىَؼيٍ٘بتٍت اىذٌٍ٘ت ىو     

ة ٍِ قبو فً ٍخبز ىيتنْ٘ى٘جٍب اىَتقذً  التي أنجز  CHIP-Seq ٗمذا خصبئصٔ اىجٕ٘زٌت ٗداىل ٍِ خلاه استخذاً ىْتبئج تقٍْت جذٌذة ىو     

 (TAGC)  ٍزديتبشنو ٗاضخ فً  ٌظٖز اىذيثْبئً الاتجبٓ  ٕذا اىْشبط ّظٖزػيٍْب أُ  اىَذمزةٕذٓ فً  . ٍزسٍيٍبفً  

 DN ٍِ ٍزادو تذ٘ه اىخلاٌب اىَْبػٍت اىتبئٍت ىيفئزاُ . 

   ّتبئج  زثٖأظٗ قذ  Profils moyens  اىجٍْبث ثْبئٍت الاتجبٓ اىغٍز داىت ػيى ٗج٘دفئت ٍِ  ٍِ ٗج٘د اىَتذصو ػيٍٖب

 . (TSS) Profils d’enrichissements en Pol II  (Pol II) ٍ٘قغ اىبذاٌت ىلاستْسبر جبّبًػيى   بٍْبثثزٌت ب     

فً ميتب الاتجبٍِٕ .  ARNm  ٍَب ٌؤدي أٌضب  اّتبج اىذَض اىْ٘ٗي اىزٌبً اىزس٘ه اىى

ٗػزضٖب ب٘اسطت أداة   CHIP-Seq   خلاه تجبربٔ اىتً تستْذ ػيى قبض اىتفبػلاث اىنزٍٗ٘سٍٗبث ىو ٍِ 

كانىذٌْب فزصت لاجبد رابظ بٍِ اىتخصٍب ببه  (Pol II) تبىٍٖب   , (Integrated Genome Browser) IGB 

اىتً تتذخو فً تْظٌٍ الاستْسبر .   (H3K4me3)   بثتّ٘سىيٍٖ

ٍِ اىجٍْبث غًْ بتسيسو ٍِ اىقطغ ٕذا اىْ٘ع  أُ   CHIP-Seq ػيٍٖب ٍِ تجزبت اه اىَتذصوتشٍز اىْتبئج   , اىى  ٗببلإضبفت 

 دىل

فً قطغ بذاٌبتٖب .  GC   وى ةاىَتنزر

ذٓ اىفئت ٍِ ىٖ اى٘ظٍفٍتٗببىتبىً ًٕ تشتزك فً ّفس اىخصبئص اىذاخيٍت ىفئت اىجٍْبث أدبدٌت الاتجبٓ . ببلإضبفت اىى اىتذيٍو 

ب٘ض٘ح بؼذ  تظٖزالاستْسبر اىتً  ٗظبئففً  خصصبٗ ٍشبرمتٖب   , اىجٍْبث ثْبئٍت الاتجبٓ اىتً تظٖز بذرجت ػبىٍت    

                                                              (Database for Annotation,  DAVID   الاستؼَبه ىلأداة 

                                                                                    Visualization and Integrated Discovery) . 

 

 الكلمات المفتاحية :                          

الاتجاه ثنائي الاستنساخ   ,TSS , CHIP-Seq , POl II بوليميراز 
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Introduction 
 

 
Dans cette introduction je vais présenter la transcription en accord avec les dernières 

données disponibles sur la transcription bidirectionnelle, pour offrir un cadre adéquat lors 

de la  présentation de ce mémoire. Ce manuscrit comporte trois chapitres principaux. 

 Le premier chapitre s’agit d’une présentation  du contexte générale de la 

transcription. Pour mieux comprendre la première partie de ce chapitre on a définit la 

chromatine et détaillé sa structure et sa dynamique. La seconde partie expose les 

mécanismes de la transcription par l’ARN polymérase II qui est responsable de la synthèse 

des ARN messagers, ce qui constitue la première étape de régulation de l’expression des 

gènes. Ensuite vient la partie présentant la transcription bidirectionnelle dont la fonction 

n'est pas connue. Cette transcription peut être initiée par des promoteurs des gènes codant 

ou non pour des protéines. Notre principal objectif est d’identifier les promoteurs 

bidirectionnels et leurs caractéristiques partagés avec des promoteurs classiques. Suite à ces 

identifications nous pourrons déterminer des  gènes intervenant dans ce processus de 

bidirectionnalité. 

 

 Afin de répondre à ces questions nous avons  analysé les données de séquençage à haut 

débit issues des expériences de ChIP-Seq réalisées auparavant par le laboratoire de TAGC à 

Marseille, et les confronter aux données de transcriptome murin produites par le laboratoire 

ou téléchargées sur les serveurs publics, et l’ensemble d’analyses utilisé dans cette étude 

seront décrits dans le second chapitre  de matériel et  méthodes.  

Il s’agit de faire comprendre un nouveau domaine appelé : Bioinformatique qui a pour but 

de développer les outils et les méthodes pour pouvoir décrypter le génome et permettre à 

leur tour de développer un nouveau concept en biologie. 

 

Après la présentation des principaux résultats obtenus dans le troisième chapitre ou nous 

sommes arrivé à identifier  l'intervention de certains gènes dans ce processus de 

bidirectionnalité et déterminer leurs caractéristiques intrinsèques par apport  à celle des 

gènes unidirectionnelles.  Ces derniers résultats seront remis dans les prochaines parties de 

discussion et conclusion. 
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Bibliographique 
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I. Chromatine      

  La chromatine (du grec khroma: couleur et sôma: corps) est une substance présente dans 

le noyau des cellules et qui contient une énorme quantité d'ADN emballé de manière à 

s'intégrer dans le noyau. Sa structure varie tout au long du cycle cellulaire (Maillet, 1981). 

I.1.  Historique des découvertes majeures sur la chromatine 

  Depuis la découverte historique des acides nucléiques, la compréhension des niveaux 

d’organisation de la chromatine n’a jamais cessé d’évoluer.  

L’acide désoxyribonucléique (ADN) génomique eucaryote se localise dans le noyau de la 

cellule. La structure organisée et compacte de l’ADN dans le noyau fut observée, bien avant 

de connaître sa fonction, vers 1880 par Walther Flemming. Il la nomma chromatine à cause 

de la couleur dense observée au microscope dans le noyau de la cellule (Olins et al., 2003). Ce 

n’est qu’à partir de la deuxième moitié du XXème siècle que de nombreuses études ont 

déterminé de façon plus précise que l’ADN était porteur de l’information génétique (Avery et 

al., 1944) et qu’il existe une structure tridimensionnelle bien précise à la molécule d’AND 

élucidée par Watson et Crick 1953 . En 1974, Kornberg et Olins ont visualisé de façon plus 

détaillée la structure compacte de l’ADN démontrant ainsi que des protéines nommées 

histones s’alliaient à l’ADN. Dans ce cas précis, il s’agit de la chromatine. L’enroulement de 

l’ADN autour des histones a donné la sous unité chromatinienne: le nucléosome (Kornberg, 

1974). L’ensemble de ces recherches a permis d’affiner la compréhension de la chromatine 

tant sur sa structure et sa composition que son organisation et ses fonctions. 

I.2  Structure de la chromatine  

   La structure de la chromatine est étroitement liée à sa fonction et permet ainsi la 

condensation de l’ADN selon plusieurs niveaux, tel qu’illustré à la figure 1. L’unité de base 

de la chromatine est le nucléosome. 

Bien que la chromatine et les nucléosomes soient connus depuis un certain nombre 

d’années, Ce n’est que récemment que des informations sur leurs modes de régulation et sur 

leurs Fonctions biologiques ont été obtenues. La chromatine fait actuellement l’objet de 

nombreuses recherches régulièrement, des découvertes importantes apportent de nouvelles 

données sur sa dynamique et son rôle biologique (Noll et Kornberg, 1977). 

 Nucléosome 

L’unité  élémentaire de la chromatine, comprenant une particule cœur et une région 

internucléosomique. La particule cœur est composée de 146 paires de basses d’ADN 

enroulées  autour d’un octamère protéique comprenant un tétramère H3-H4 associé à deux 

dimères H2A-H2B. (Luger,  2003). 

La région internucléosomique  étant pour sa part caractérisée par la présence de l’histone 

H1 (histone « lien »). C’est donc la chromatine, et non l’ADN seul, qui est impliquée dans 

tous les événements moléculaires faisant intervenir le matériel génétique, à savoir la 

réplication, la transcription, la réparation et la recombinaison. (Bird, 2002). 



4 
 

Le complexe d’ADN et de protéines (les histones) constituent le nucléosome, qui est 

l’unité fondamentale  de la chromatine. (Olins et Olins, 1974).  

 Différents niveaux de compaction de la chromatine  

L’enroulement de l’ADN autour de l’octamère d’histones pour former le premier niveau de 

compaction de la chromatine qui est le nucléofilament de 11nm, une structure dite en « collier 

de perles » constituée d’un enchaînement régulier de nucléosomes. 

Le nucléofilament subit un second niveau de repliement grâce à la mise en place dʼune 

cinquième histone : H1 Elle se fixe sur lʼADN qui relie 2 nucléosomes et contribue à enrouler 

d’avantage l ʼADN pour former une fibre de chromatine de 30 nm de diamètre  appelé 

solénoïde. Chaque tour d’enroulement de la fibre comporte 6 nucléosomes (Shao,  1999). 

 Structures  plus condensées  

La fibre de 30 nm peut également se replier et former des structures dont la topologie est 

encore moins bien décrite. Le solénoïde forme des boucles de 300nm et des tours de longueur 

variable grâce à lʼintervention de protéines non histones pour atteindre un niveau de 

compaction maximum et aboutir à la forme du chromosome métaphasique. (Felsenfeld  et 

Groudine, 2003). Au cours de la mitose et de la méiose, il existe transitoirement un niveau 

extrême de compaction des chromosomes. Ils sont tellement condensés qu’on peut étudier 

leur morphologie au microscope optique  (Wood, Severson et al., 2010). 

 

Figure 1 - Les différents niveaux de compaction de la chromatine (Felsenfeld et Groudine 

2003). 
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I.3  Domaines  chromatines  

Les différents niveaux de compaction permettent la définition de domaines chromatiniens 

en interphase : l’hétérochromatine et l’euchormatine, que l’on peut distinguer dans le noyau 

après incorporation d’intercalant à  l’ADN ou en microscopie électronique (Bierne et al., 

2009) (Figure 2). 

  L‟euchromatine : 

L’euchromatine  est la chromatine décondensée riche en gène actif, que l’on retrouve 

répartie à l’intérieur du nucléosome, l’euchromatine est hyperacétylée et hypométhylée 

comparativement a l’hétérochromatine  (Sarg et al,. 2004). Les portions d’ADN nucléaire 

constituant  l’euchromatine contiennent des histones  acétylées et riches en méthylation sur la 

lysine 4 de l’histone H3. (Strahl et Allis, 2000). 

 

 L‟héterochromatine : 

Elle correspond à une structure condensée qui ne change pas de degré de compaction au 

cours du cycle cellulaire. Pas ou peu d’expression de gènes. Elle se situe principalement en 

périphérie du noyau et du nucléole. (Sarg et al., 2004). L’hétérochromatine est caractérisée 

par une hypoacétylation des histones et une hyperméthylation des lysines 9 et 27 de l’histone 

H3 et de la lysine 20 de l’histone H4 (Kouzarides, 2007). 

On distingue deux types de séquences  hétérochromatiniennes : 

 L’hétérochromatine constitutive : est définie comme la chromatine qui reste 

condensée dans tous les types cellulaires. Elle est composée de séquences répétées et 

est située au niveau des centromères et des télomères des chromosomes. 

 L’hétérochromatine facultative : est définie comme de l’euchromatine qui est 

mise en silence à certains stades du développement ou dans certains types cellulaires 

(Grigoriev et al., 2006). Elle  peut s’étendre sur un chromosome entier (X inactif dans 

les cellules mammifères femelles), une grande région génomique (locus des gènes 

HOX,), ou être localisée sur des régions régulatrices de gènes (gènes soumis à 

l’empreinte) (Trojer et Reinberg, 2007). 
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Figure  2 - Noyau d’une cellule à l’interphase du cycle cellulaire. Image obtenue par 

microscopie électronique montrant la définition histologique des deux formes de chromatine 

(Jackson, 1997). 

 Organisation nucléaire  de la chromatine 

Les fibres de chromatine d’un chromosome interphasique donné ne sont pas dispersées  

dans le noyau comme dans un plat de spaghetti, mais sont concentrées dans un territoire 

spécifique qui n'empiète guère sur les territoires des autres chromosomes. (Karp ,2010). 

Les territoires chromosomiques ne sont pas disposés de façon aléatoire mais sont organisés 

en fonction de leur taille et de leur contenu en gènes. Ainsi, les petits chromosomes sont 

préférentiellement localisés au cœur du noyau tandis que les plus grands sont situés près de la 

membrane nucléaire. Pour une taille similaire, un chromosome plus riche en gènes est situé 

plus près du centre qu’un chromosome pauvre en gènes (Cremer et al. 1982; Cremer et 

Cremer 2010) (Figure .3). 

En outre, des gènes localisés sur des chromosomes différents mais participant a un même 

processus peuvent se réunir dans le noyau et y être transcrits simultanément. Ceci est illustré 

par les gènes codant L’ARN ribosomique, qui sont localisés sur plusieurs chromosomes 

différents, mais sont capables de converger aux confins du nucléole (Karp ,2010). 

 

Figure  –3 Représentation en fausses couleurs des territoires chromosomiques d’un 

fibroblaste humain (Bolzer et al. 2005). Chaque région colorée représente un chromosome.  

Cette organisation nucléaire semble importante pour la régulation des gènes.                         

En effet, quelques exemples montrent que la mise en silence ou l’activation d’un gène est 

accompagnée d’une relocalisation de ce gène dans le noyau (Dundr et al., 2007; Chuang et 

al., 2006). De plus, en déplaçant artificiellement un gène vers une autre région du noyau 

(comme la Périphérie nucléaire) on observe un changement dans son expression (Finlan et 

Bickmore 2008; Reddy et al. 2008), ce qui suggère que la position d’un gène dans le noyau 

participe à sa régulation et n’est pas seulement une conséquence du niveau d’expression de ce 

gène.  

I.4  Modifications de la chromatine   
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On  sait que la modification locale de la structure  de la chromatine peut conduire soit à 

une  activation soit au contraire à une répression  de l’expression génique (Orlando et al., 

1997). 

Dès les premières étapes de l’assemblage de la chromatine, la particule élémentaire peut 

être soumise à des variations au niveau de l’ADN (notamment par méthylation), ou au niveau 

des histones qui peuvent soit présenter différentes modifications post-traductionnelles, soit 

exister sous forme de variantes (Campos et Reinberg, 2009). 

Ces variations peuvent avoir des effets intrinsèques, extrinsèques ou dépendants d’un 

facteur effecteur. On parle d’un effet intrinsèque quand la modification altère la structure 

même du nucléosome. C’est notamment le cas des variantes d’histones qui modifient la 

structure du cœur du nucléosome. Un effet extrinsèque décrit un effet direct sur les contacts 

internucléosomiques et la structure de la chromatine.  

Enfin, les effets dépendants d’un effecteur sont les variations dépendantes de la liaison de 

facteurs spécifiques non-histones modifiant la chromatine. Ce sont ces effets qui sont à la 

base de l’hypothèse du code des histones. 

 Les modifications des queues des histones 

Les queues N-Terminales des histones qui sont situées à l’extérieur de la particule 

nucléosomale, sont assez courtes (moins de 40 acides aminés) et peuvent donc être la cible 

d’enzymes qui les modifient post-traductionnellement  (Luger et al., 1997).                          

Les histones sont sujettes à une grande diversité de modifications covalentes telles que : les 

acétylations, méthylations, phosphorylations, ubiquitinations   (Figure 4). 

 

Figure 4– Les principales modifications post-traductionnelles des histones sur leur queue 

N-Terminale  (Graff et Mansuy, 2008). 

La modification la mieux étudiée jusqu’à présent est l’acétylation des résidus lysines.             

Cette modification correspond au transfert d’un groupement acétyle sur un résidu lysine, ce 

qui suggère une structure moins compacte. Elle neutralise la charge électrostatique des 

histones et elle change leurs propriétés structurales et/ou modifie les interactions de leurs 

extrémités (Allfrey, 1964).                                                                                                     
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L’état d’acétylation résulte d’un équilibre entre deux activités antagonistes : l’activité 

histone-acétyltransférase (HAT) et l’activité histone-désacétylase (HDAC) (Suka et al. 2002).         

Un exemple bien étudié est l’acétylation de la lysine K16 de l’histone H4 qui modifie 

directement les contacts inter-nucléosomiques ce qui perturbe la structure chromatinienne. En 

effet, les résidus 16 à 20 de l’histone H4 interagissent avec deux zones acides des hélices. C 

terminales de l’histone H2A du nucléosome adjacent (Zhou et al., 2007). 

Cette modification est liée à l’activation transrationnelle  (Grunstein, 1997).      

  Elle joue un rôle dans le recrutement des complexes  de remodelage et de facteurs 

d’initiation de la transcription (Agalioti, Chen et al., 2002) et est reconnue par des protéines 

possédant des bromodomaines, comme certains régulateurs transrationnels (Strahl et Allis, 

2000). 

La méthylation correspond à l’ajout d’un ou plusieurs groupements méthyle sur un résidu  

lysine ou arginine par des enzymes appelées Histone Méthyl Transférases (HMT). 

Cette modification  est  portée  par  les  queues  N‐Terminales  des  histones  H3  et  H4  

uniquement. Elle est également liée à la régulation transcriptionnelle et peut marquer des 

zones de chromatine active comme des zones de chromatine silencieuse, suivant la position de

s résidus méthyles.  

D’une manière générale, ces modifications comme  (Lysine : H3K27me, H3K9me, 

H4K20me1, H3K4me1/2/3 ou H3K36me3, Arginine : H3R17me (1/2)) qui peuvent être liées 

à  l’activation  transrationnelle, tandis que celle (Lysine : H3K9me1/2/3, H4K20me3 ou 

H3K27me2/3, Arginine : H3R2me2) a la répression  (Barski et al., 2007). 

Les groupements méthyles portés par les queues d’histones peuvent interagir avec des  

protéines possédant des chromodomaines. Ces protéines peuvent être des activateurs  ou 

des répresseurs transrationnels (Bannister et  Kouzarides ., 2005). 

La méthylation au niveau de la lysine 9 de l’histone H3 crée un site d’interaction de haute 

affinité pour la protéine HP1 (Heterochromatin Protein1), une protéine impliquée dans la 

formation de l’hétérochromatine (Eissenberg JC, Elgin SC, 2000).C’est par intermédiaire de 

son chromodomaine que HP1reconu l’histone 3 méthylé, qui représente certainement le site 

de liaison de HP1 sur l’hétérochromatine  (Bannister, 2001).                                                 

Les régions transcrites présentent généralement des groupements méthyles sur H3K4 ainsi 

que la marque H3K36me3. Cependant, l’étude de la répartition de ces marques à l’échelle du 

génome montre qu’il existe de nombreuses exceptions (par exemple, H3K9me3 peut être 

associé à des gènes actifs ou H3K4me3 à des gènes mis en silence (Barski et al., 2007). 

La méthylation des histones sur les arginines est caractérisée quant à elle par l’ajout de un 

ou 2 groupements méthyle, la diméthylation  pouvant être symétrique ou asymétrique.  

On sait que pour les arginines la nature de la diméthylation apporte également une 

information épigénétique supplémentaire et donc un nouveau niveau de complexification. 
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 Elle est mise en place par des enzymes spécifiques de résidu, les PRMT (protein arginine 

methyltransferase), qui sont classées en deux groupes : les PRMT de type I catalysent la 

diméthylation asymétrique est impliquée dans l’activation transcriptionnels  tandis que les 

PRMT de type II sont responsables de la diméthylation symétrique des arginines  associées à 

la répression transrationnelle (Wysocka, Allis et al., 2006). 

La phosphorylation est également une modification importante qui peut se trouver sur les 

sérines, tyrosines et thréonines .Le niveau de phosphorylation des histones est contrôlées  par 

l’action antagoniste de kinases et de phosphatases.                       

La majorité des travaux effectués sur cette modification ont été réalisés sur la 

phosphorylation de la sérine 10 de l’histone H3 (H3S10), cette marque intervient notamment 

pour activer rapidement certains gènes en réponse à des signaux extérieurs à la cellule 

(Prigent et Dimitrov, 2003). 

L'ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés, Un de ses rôles consiste à marquer 

une protéine pour la dégradation. Dans le cas qui nous intéresse ici, c’est seulement une 

mono-ubiquitination non déprédative d’une lysine 119 et 120 respectivement chez les 

mammifères. La fonction de l’ubiquitination passe en général par sa reconnaissance par des 

protéines effectrices contenant un domaine UBD (ubiquitin binding domain).La relation entre 

ubiquitination des histones et état transcriptionnels dépend du résidu modifié.                         

En effet, l’ubiquitination de H2A (H2AK119ub) sur le corps des gènes est corrélée à la 

répression de la transcription, tandis que l’ubiquitination de H2B (H2BK120ub) au niveau des 

promoteurs et des régions codantes est associée à une chromatine transcriptionnellement 

active (Weake et Workman, 2008). 

Strahl et Allis [2000] ont proposé que ces modifications post traductionnelles des queues 

des histones pouvaient constituer un "code" compréhensible par la cellule. Ceci suppose 

l’existence de protéines capables d’établir le code ("writer"), de lire ce code ("reader"), et de 

l’effacer au besoin ("eraser"). Pour la plupart des modifications post traductionnelles 

d’histones, des complexes protéines sont connus dans les 3 catégories (Kouzarides, 2007; Yun 

et al, 2011).                                                                                                                                    

Il existe encore d’autres types de modifications covalentes d’histones : la glycosylation, 

l’ADP-ribosylation, la biotinylation, la sumoylation. Ces modifications pourraient également 

participer à la régulation de l’expression des gènes.  

 Les variantes d‟histones : 

Outre les enzymes de modifications des histones et les complexes de remodelage de la 

chromatine ATP-dépendants, il existe une autre  voie permettant de moduler la structure et les 

propriétés fonctionnelles de la chromatine : l’incorporation de variantes d’histones. 

La séquence des variantes d’histones peut différer de celle des histones canoniques au 

niveau de la queue N-terminale, du domaine globulaire ou seulement de quelques acides 

aminés. 
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Ces divergences entre les histones canoniques et leurs variantes permettent, quand ces 

derniers sont intégrés dans les nucléosomes, d’acquérir une structure chromatinienne 

spécifique. L’incorporation de variantes d’histone au sein d’un locus précis soit la mise en 

place de domaines chromatiniens spécifiques ou bien participe à la régulation de processus tel 

que la transcription ou la réparation (Campos et Reinberg, 2009). 

 

Figure 5 - Alignement des séquences de différentes variantes d'histones. HFD correspond 

à l’ « histone fold  ». Les marqueurs sont les zones de modifications  post-traductionnelles. 

(Sarma et  Reinberg (2005). 

Selon les espèces, il existe plusieurs isoformes des histones H3 (Figure 5), l’histone H3.1 

correspond à la forme canonique d’H3. H3.2 et H3.3 qui divergent peu entre elles et CENPA 

constituant les trois variantes. Le quatrième variant CENPA (Centromere ProteinA) est 

associé aux régions centromériques d’H3. Tandis que le variant d’histone H3.3 est incorporé 

au cours de la transcription (Schwartz et Ahmad 2005; Wirbelauer, Bell et al., 2005; Daury, 

Chailleux et al., 2006). Le variant H3.3 porte par ailleurs les marques épigénétique de la 

chromatine active (méthylationdes lysines 4 et acétylation des lysines 9, 14, 18 et 23) ce qui 

conforte l’idée de son rôle d’activateur de la transcription. 

Les principaux variantes d’histone H2A sont au nombre de quatre (H2AZ, H2AX, 

macroH2A et H2A.Bbd) (Figure 5), un variant de l’histone H2B, spécifique des tissus 

testiculaires et des spermatozoïdes (TSH2B). 

Le variant H2A.X est impliquée dans le maintient de l’intégrité du génome en réponse aux 

lésions double-brins de l’ADN et dans le contrôle du développement de tumeurs (Halicka et 

al., 2005;Bassing et al., 2003). Quant à H2A.Z, ce variant pourrait jouer un rôle en modifiant 

la structure de la chromatine afin de réguler la transcription de façon positive ou négative 

(Leachet al,. 2000). En 2004, une étude a montrée que l’histone H2AZ stabilise l’octamère 

d’histone dans le nucléosome (Park et al,. 2004). 

Chez les vertébrés, le variant Macro-H2A participe à l’inactivation d’une des deux copies 

du chromosome X de la femelle sous la forme du corpuscule de Bar (Costanzi et Pehrson, 
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1998; Mermoud, Costanzi et al., 1999). Il semble donc jouer un rôle de répression de la 

transcription lié à la compensation de dose. À l’inverse, H2ABBD (pour Barr Body déficient) 

est un nouveau variant d’histone (Chadwick et Willard, 2001) et pourrait jouer un rôle dans 

l’activation de la transcription comme cela semble être le cas pour le variant H2AZ.  

Plusieurs fonctions ont été attribué à ce dernier variant ; il pourrait jouer le rôle de frontière 

en empêchant l’invasion des régions euchromatiniennes par l’hétérochromatine (Raisner, 

Hartley et al., 2005), mais pourrait également avoir une fonction de répression. Ce variant, 

qu’on retrouve chez les mammifères associé aux régions péricentriques, aurait également une 

fonction dans la ségrégation des chromosomes mitotiques (Rangasamy, Greaves et al., 2004).  

De façon générale, deux classes d’histones peuvent alors être distinguées : les histones 

canoniques, synthétisées et assemblées en nucléosome lors de la réplication (H3.1, H4, H2A, 

H2B) et les variantes d’histones, synthétisés et déposés sur l’ADN indépendamment de la 

réplication (H3.3, CENPA, H2AZ, H2AX, macro-H2A) (Sakai et al ., 2009). 

 La méthylation de l‟ADN 

La méthylation de l’ADN est le mécanisme épigénétique le mieux caractérisé, associé 

surtout à la répression transcriptionnelles  

Il résulte de réactions chimiques réversibles catalysées par les ADN méthyltransférases 

(DNMTs, DNA méthyltransférase), dans lesquelles un groupement méthyle (-CH3) est ajouté 

sur le carbone 5 d’une cytosine dans un dinucléotides CpG. Les dinucléotides CpG sont 

regroupés dans le génome en îlots CpG et souvent associés aux promoteurs des gènes 

(Hermann et al,. 2003).  

L’hypométhylation est un processus croissant et affecte principalement les régions 

intergéniques (Wilson et al,. 2007). Paradoxalement, cette hypométhylation globale est 

souvent accompagnée d’une hyperméthylation locale et spécifique de certains promoteurs de 

gènes particulièrement au sein des îlots CpG. Elle entraîne la répression d’une grande variété 

de gènes aux fonctions anti-prolifératives appartenant à une nouvelle génération de gènes 

suppresseurs de tumeurs (Esteller, 2006).  

II. La transcription des ARN messagers chez les eucaryotes  

 Dans les cellules eucaryotes, la transcription des ARN messagers est réalisée par l’ARN 

polymérase de type II (ARN Pol II) ; cette transcription s’initie au niveau de régions dites 

promotrices. L’activité RNA polymérase est régulée par un certain nombre de cofacteurs, de 

façon positive ou négative. De façon générale, on peut distinguer d’un côté les domaines 

composants le promoteur et de l’autre les domaines permettant le recrutement de ces facteurs 

de transcription régulateurs. Les règles de fonctionnement de ces promoteurs  eucaryotes sont 

parfaitement établies (Myers et al,. 1986). 

 Le « core promoter » est composé de quatre éléments minimum (Figure 6), permettant le 

recrutement de l’ARN polymérase au niveau du promoteur et la formation du PIC (complexe 

de pré-initiation) (Butler et Kadonaga, 2002) : son élément central est la TATA box, mais il 
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comprend également les domaines BRE (TFIIB Recognition Element), Inr (initiator) et DPE 

(Downstream Promoter Element) ; les promoteurs sont également des régions riches en G-C.  

          Le PIC est une structure multi-protéique composée de l’ARN polymérase et des 

facteurs de transcription TFII (Transcription Factor for RNA Pol II) ; ceux- ci sont des 

complexes comprenant un grand nombre de sous-unités (Figure 6). 

 

Figure 6 - Représentation schématique du « core promoter » de l’ARN polymérase de type 

II. La position des différents éléments est exprimée par rapport au TSS ; les séquences 

théoriques sont également présentées : BRE -37 à-32, TATA -31 à -26, Inr -2 à +4, DPE +28 

à +32. 

II.1. Structure de l‟ARN polymérase II 

L’ARN polymérase II est une enzyme complexe constituée de 12 sous-unités (Rpb1 à 

Rpb12) chez les mammifères. Les deux plus grosses sous-unités, Rpb1 et Rpb2, portent le site 

actif, les autres permettent l’interaction avec l’ADN, la stabilisation, des interactions avec des 

facteurs transcriptionnels ou une forte processivité par exemple une enzyme processive est 

une enzyme capable de catalyser la même réaction de façon répétée le long d’un polymère 

sans se détacher de la chaîne (Alberts et al,. 2011). À l’extrémité carboxy-terminale de la plus 

grande sous-unité Rpb1 se trouve une structure spécifique remarquable, qui n’est retrouvée 

dans aucune autre polymérase, appelée CTD (Carboxy Terminal Domain), et qui est 

constituée d’une répétition du motif Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (52 fois chez les 

mammifères). Des études de délétion ont pu montrer que cette structure était indispensable et 

jouait un rôle important dans la transition entre l’initiation et l’élongation.  

L’ARN polymérase II ne se fixe pas directement sur l’ADN, mais par l’intermédiaire de 

plusieurs facteurs. Les premiers à intervenir sont les facteurs généraux de transcription (GTF, 

General Transcription Factors). Le mécanisme décrit dans la Figure 7 est séquentiel et 

correspond à ce qui doit être réalisé in vitro pour obtenir une transcription. Il n’est pas certain 

qu’il en soit   ainsi in vivo et il est possible que la cellule utilise des complexes préformés. 

 

 II .2. Formation du complexe de pré initiation  
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La première étape est la formation du complexe de pré initiation (PIC) au niveau du 

promoteur. Le PIC est le complexe minimal nécessaire pour l’initiation de la transcription in 

vitro. Il est composé de l’ARN polymérase II ainsi que des facteurs généraux de transcription 

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH .TFIIA. Les facteurs généraux de transcription 

interviennent dans la reconnaissance du promoteur, le recrutement de l’ARN polymérase II et 

l’ouverture de la bulle de transcription (Figure 7). 

 

Figure 7- Représentation schématique de la formation du complexe de pré-initiation (PIC). 

D’après (Kaplan et Delpech, 2007). Le premier acteur est le facteur TFIID (transcription 

factor IID) qui a une structure particulièrement complexe. Sa composition est variable en 

fonction des tissus et de l’état cellulaire. On y retrouve toujours une sous-unité appelée TBP 

(TATA Binding Protein) et une dizaine de polypeptides appelés TAF (TBP- Associated 

Factors). TBP, qui a une forme qui ressemble à une selle, se fixe sur une séquence riche en T 

et en A, la boîte TATA (TATA box1), située 25 à 30 bases en amont du premier nucléotide qui 

sera transcrit. TBP interagit avec la boîte TATA au niveau du petit sillon de l’ADN et induit 

une torsion d’environ 80 ° de la molécule d’ADN, ce qui a pour effet de légèrement dissocier 

les bases complémentaires de la double hélice à ce niveau. La fixation de TBP est suivie de la 

fixation des différents TAF qui constituent TFIID. Dans un second temps, le facteur TFIIA 

(transcription factor IIA) se fixe à TBP et stabilise son interaction avec l’ADN. Il semble que 

sa fixation puisse induire l’expulsion de facteurs inhibiteurs de la transcription. Le troisième 

acteur est une protéine monomérique appelée TFIIB (transcription factor IIB). Le premier 

tiers de la protéine correspond à un domaine fixant le zinc, dont le rôle est inconnu. Les deux 

tiers restants interagissent à la fois avec les protéines fixées et à la fois avec l’ADN. Une 

extrémité se fixe en amont de la boîte TATA (au niveau du grand sillon de l’ADN), l’autre en 

aval (au niveau du petit sillon de l’ADN). Le quatrième acteur est le facteur TFIIF 

(transcription factor IIF) qui est une protéine constituée de quatre sous-unités deux à deux 

identiques. Il stabilise le complexe créé précédemment, induit des torsions de l’ADN qui 

facilitent sa fusion au niveau du promoteur. Il possède aussi une grande affinité pour l’ARN 

polymérase II ce qui permet son association au complexe et vraisemblablement prévient sa 

fixation à des sites non spécifiques. L’acteur suivant est le facteur TFIIE (transcription factor 

IIE). Les activités de ce facteur sont multiples. Il sépare les deux brins de l’ADN au niveau du 

promoteur à l’aide d’ATP (adénosine triphosphate). Sa forte affinité pour l’ADN simple brin 

permet aux deux brins de l’ADN du promoteur de rester bien séparés. Enfin il recrute le 

sixième et dernier facteur, TFIIH (transcription factor IIH), protéine très complexe qui 
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possède 9 sous-unités. Six d’entre elles (XPB, XPD3, p34, p44, p52 et p62) constituent le 

«cœur» (core) de la protéine. La sous-unité XPD fait le pont entre ce « cœur » et les trois 

autres sous-unités (Cdk7,cycline H et Mat1) qui constituent le complexe CTD kinase, appelé 

CAK (Cyclin-Activating Kinase), dont l’action est, une fois activée par TFIIE, de 

phosphoryler le domaine CTD de l’ARN polymérase II, étape indispensable à la transition 

initiation/élongation. La taille du complexe ainsi formé est proche de celle d’un ribosome et il 

est possible de l’observer au microscope électronique lorsqu’il est attaché à l’ADN.  

Lorsque la polymérase se fixe au complexe d’initiation, le complexe CAK (Cyclin- 

Activating Kinase) phosphoryle le domaine CTD de l’ARN polymérase sur les sérines 2 et 5 

de chacune des 52 répétitions qui constituent le domaine. Cette phosphorylation rend cette 

partie de la polymérase très acide, ce qui induit la polymérase à quitter le site d’initiation et à 

passer sous la forme d’un complexe d’élongation stable. Des facteurs agissent aussi sur la 

transition entre initiation et élongation, en permettant notamment à la polymérase de quitter le 

site d’initiation de la transcription (comme P-TEFb, Positive Transcription Elongation Factor 

b). Dans le même temps de nombreux facteurs qui composaient le complexe d’initiation sont 

libérés et remplacés par des facteurs d’élongation. Une fois le site d’initiation de la 

transcription libéré, une nouvelle molécule de polymérase peut amorcer un nouveau transcrit. 

Le nombre de molécules de polymérase engagées dans la transcription d’un gène est 

proportionnel au taux de transcription de ce gène. 

Ce PIC minimal suffit pour la transcription in vitro mais non in vivo où la polymérase doit 

pouvoir interagir avec les activateurs et initier la transcription sur une matrice chromatinienne. 

Ces étapes nécessitent l’intervention de différents Co-activateurs tels que les complexes de 

remodelage de la chromatine ou le Médiateur. 

II.3.  Initiation et pause  

 L’initiation de la transcription corrèle avec la phosphorylation de la sérine 5 du CTD de la 

polymérase (Komarnitsky et al., 2000). Cette marque est déposée par la kinase Cdk7 (Cyclin-

dépendante kinase 7) appartenant au complexe TFIIH. Il est proposé que la kinase Cdk9 

(Cyclin-dépendante Kinase 9) du complexe P-TEFb (Positive Transcription Elongation Factor 

b) soit également impliquée dans la phosphorylation de ce résidu. Cette modification est 

essentielle pour le recrutement des facteurs nécessaires à la mise en place de la coiffe des 

ARN messagers (Fabrega et al., 2003). Avant l’élongation, plusieurs cycles d’initiation 

abortive ont lieu, pendant lesquels l’ARN polymérase II synthétise de courts ARN de 

quelques nucléotides qui sont relargués (Hsu , 2009). Des progrès dans la détermination de la 

structure du PIC ont permis de comprendre le mécanisme de production de ces petits ARN. 

En effet, il a été montré que le domaine N-terminal du facteur TFIIB forme une boucle à 

l’intérieur du site actif de la polymérase II à l’endroit normalement occupé par l’hybride 

ARN-ADN. Tant que l’ARN ne dépasse pas 9 bases, cette boucle ne gène pas (elle pourrait 

même faciliter l’incorporation des premières bases). Par contre, quand l’ARN dépasse 9 

bases, il y a compétition entre la boucle et l’ARN qui amène soit la victoire de l’ARN, 

l’éjection de TFIIB et le passage en élongation productive « Promoter escape », soit la 

victoire de TFIIB et l’avortement de l’initiation qui conduit aux petits ARN observés (Boeger 
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et al., 2005). La fuite du promoteur « Promoter escape » décrit le moment  où l’ARN 

polymérase II rompt ses contacts avec les séquences promotrices et une partie des facteurs liés 

au promoteur et entre en phase d’élongation (Saunders et al., 2006). Pour certains gènes il a 

été montré que la polymérase s’arrête peu de temps après son départ du promoteur.  

 

Figure 8- Mécanisme de maintien et de sortie de pause (Levine, 2011). 

Schéma représentant un promoteur type possédant une ARN Pol II en pause (en haut). Le 

promoteur contient la majorité des séquences pour recruter et maintenir l’ARN Pol II en pause, à 

savoir les séquences GAGA, TATA, Initiator et DPE/PB. L’ARN Pol II  phosphorylée sur la Ser2 de 

son domaine CTD après avoir échappé au promoteur, est maintenue en pause par le complexe 

répresseur NELF/DSIF juste après la séquence DPE/PB. L’activation du facteur d’élongation P-TEFb 

entraîne la libération de NELF, la phosphorylation de l’ARN Pol II sur la Ser5 et son entrée en 

élongation (en bas).   

Cette étape est un point important de régulation de l’élongation de la transcription par 

l’ARN polymérase II in vivo. La pause pourrait à la fois servir de point de contrôle pour la 

vérification de la préparation de l’ARN polymérase II à son entrée en élongation productive, 

et permettre une induction rapide de l’expression des gènes. En effet, beaucoup des gènes 

régulés par la pause appartiennent à la catégorie des gènes répondant à un stimulus 

environnemental ou développemental (Muse et al., 2007). Cependant, la déplétion de NELF 

supprime la pause de la Pol II mais ne permet pas d’atteindre les niveaux d’expression 

observés après induction, ce qui suggère la nécessité d’un activateur supplémentaire dont la 

fonction n’est pas seulement de faire repartir la polymérase arrêtée. Il est également possible 

que la déplétion de NELF diminue la quantité de Pol II prête à entrer en élongation. Une telle 

diminution globale du recrutement de la Pol II a été observée et permet d’expliquer le 

comportement de centaines de gènes dont l’expression est diminuée après déplétion de NELF 

(Gilchrist et al. 2008). Cette étude montre une augmentation de la densité des nucléosomes 

près du promoteur en l’absence de NELF. Ainsi, le rôle de la polymérase en pause pourrait 

être de maintenir la chromatine dans un état ouvert permettant un haut niveau de transcription. 

En effet, beaucoup de gènes parmi les plus hautement transcrits présentent un enrichissement 

de NELF et de la Pol II en pause (Lee et al., 2008). 

  II.4.  Reprise de L‟élongation  
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L’entrée en élongation productive coïncide avec le recrutement du complexe P-TEFb, dont 

la kinase Cdk9 est responsable de la phosphorylation de DSIF, NELF et de la sérine 2 du 

CTD de l’ARN polymérase II. La phosphorylation de la sérine2 de la Pol II par P-TEFb 

semble être l’étape clé du relargage de la pause  (Saunders et al., 2006).                                                      

En effet, c’est la forme  hyperphosphorylée de la polymérase où le CTD est phosphorylé 

sur les sérines 2 et 5 qui est impliquée dans l’élongation. Le CTD subit plusieurs cycles de 

phosphorylation/déphosphorylation au cours du processus de la  transcription. Cependant, 

l’utilisation du flavopiridol, un inhibiteur spécifique de P-TEFb (Chao et Price, 2001) soulève 

de nouvelles questions. En effet, après traitement avec cette drogue, la polymérase reprend 

effectivement l’élongation mais s’arrête de nouveau après avoir transcrit environ 100 

nucléotides. Quand la Pol II reprend l’élongation, NELF se dissocie alors que DSIF reste 

associé et devient un activateur de l’élongation (Yamada et al., 2006).  

Lors de la transition entre l’initiation et l’élongation, les facteurs généraux de transcription, 

à l’exception de TFIIF, sont progressivement relâchés et la polymérase peut alors s’associer 

aux facteurs d’élongation. Ces derniers préviennent les pauses et les arrêts de la polymérase 

durant la synthèse de l’ARNm .  Au niveau du complexe d’élongation, un hybride ADN-ARN 

de 8 à 9 nucléotides se forme au sein de la bulle qui reste ouverte entre -9 et +2 (le site +1 

correspondant à la position du dernier rNTP (ribonucléotide Triphosphate) ajouté dans le 

complexe en élongation. Les sous-unités Rpb1 et Rpb2 forment le centre catalytique de 

l’enzyme (Conaway et al., 2000). 

La vérification de la fidélité de la transcription est indispensable pour une expression 

correcte des gènes. Celle-ci se fait tout au long de l’élongation. Une boucle de Rpb1 située 

près du site actif interagit avec le nucléotide entrant .Si celui-ci est complémentaire avec la 

base de l’ADN qui se trouve dans le site actif, la conformation obtenue favorise l’attaque 

nucléophile et la formation de la liaison phosphodiester entre l’ARN déjà formé et le nouveau 

nucléotide. Si le nucléotide entrant n’est pas complémentaire, il se forme un mésappariement 

dans le site actif et la vitesse de formation de la liaison est nettement réduite. À ce moment, 

soit le nucléotide ressort du site actif, ce qui permet d’en tester un autre, soit la liaison se 

forme malgré tout. La conformation anormale de l’hybride ADN/ARN ralentit le processus 

d’ajout du nucléotide suivant et le transcrit devient sensible à l’activité endonucléase 

intrinsèque de la polymérase qui peut revenir en arrière sur quelques nucléotides et couper le 

transcrit puis recommencer à ajouter des nucléotides (Sydow et Cramer, 2009). Cette activité 

endonucléase importante pour la fidélité de la transcription est stimulée par TFIIS.                   

L’élongation est couplée à la biogenèse de l’ARNm qui comporte la mise en place de la 

coiffe, l’épissage, le clivage du transcrit et sa polyadénylation. La transcription affecte, et est 

affectée par, les autres processus métaboliques de l’ADN que sont la réparation, la 

recombinaison et la réplication. 
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Figure  9- Etapes de la transcription par l’ARN polymérase II. ( Langelier,  2001). 

 II.5. Terminaison 

Au fur et à mesure de la transcription, le CTD de la polymérase est phosphorylé sur la 

sérine 2 d’un nombre croissant de répétitions de l’heptapeptide Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4- Ser5-

Pro6-Ser7. Cette marque est importante pour le recrutement de la machinerie de maturation 

des ARN en 3’ des gènes. Pcf11 (Protein 1 of Cleavage and polyadenylation Factor 1) est un 

facteur important dans cet étape. Il interagit avec le CTD et l’ARN et permet la dissociation 

du complexe d’élongation (Zhang et Gilmour 2006). Comme la phosphorylation, la 

déphosphorylation du CTD joue un rôle important dans le processus transcriptionnels en 

permettant à l’ARN Pol II de revenir à sa forme hypophosphorylée (la seule capable 

d’intégrer le complexe de pré-initiation) et d’entamer un nouveau cycle de transcription. La 

protéine phosphatase Fcp1 (TFIIF interacting CTD phosphatase) est responsable de la 

déphosphorylation du CTD (Cho et al., 1999). Fcp1 pourrait jouer un rôle dans le recyclage 

de la polymérase bien qu’il ne soit pas connu si la déphosphorylation du CTD est une cause 

ou une conséquence de l’arrêt de la transcription. 

II.6.  Régulation de la transcription   

La régulation de la transcription est un des mécanismes fondamentaux qui contrôlent la 

quantité de protéines produites par la cellule. Cette régulation diffère selon les conditions 

environnementales et le stade de développement de l'organisme. Un vaste panel de protéines 

parmi lesquelles les ARN polymérases, les histones, les modificateurs d'histones, les facteurs 

de transcription et les cofacteurs, est impliqué dans le maintient de la précision et de la 

spécificité du processus de régulation. 
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        Les gènes des eucaryotes possèdent des séquences régulatrices présentes à proximité 

du site d’initiation de la transcription (ou TSS pour « Transcription Start Site ») constituant le 

promoteur proximal. Celui-ci est le lieu de formation du complexe de préinitiation de la 

transcription. La modulation de la transcription de l’ADN par la Pol II est effectuée par des 

facteurs de transcription spécifiques. Leur liaison non-covalente au niveau de l’ADN 

s’effectue au niveau de sites spécifiques, appelés sites de fixation de facteurs de transcription 

(TFBS, « Transcription Factor Binding Site »), afin d’activer ou d’inhiber l’expression d’un 

gène donné.       

 

        Ces régions régulatrices sont de plusieurs types : (1) les promoteurs lorsqu’ils sont 

situés à proximité du site d’initiation de la transcription de la région codante, (2) les enhancers 

quand ils se localisent à distance du site d’initiation de la transcription et qu’ils potentialisent 

l’action du promoteur, (3) des silencers lorsqu’ils se situent comme les enhancers à distance 

du gène mais qu’ils le répriment, et (4) les insulateurs qui correspondent à une séquence 

régulatrice affectant l’interaction entre l’enhancer et le promoteur (Geyer, 2002). Ces régions 

régulatrices sont particulièrement conservées lors de l’évolution, car elles sont composées de 

courtes séquences de 6 à 15 paires de bases (pb), appelées éléments régulateurs (RE, « 

Regulatory Element ») permettant le recrutement spécifique des facteurs de transcription sur 

l’ADN (Figure10). 

  

       Les facteurs de transcription n’agissent pas de manière indépendante, mais forment 

des complexes avec d’autres facteurs de transcription et des cofacteurs protéiques, comme 

c’est également le cas pour les facteurs de transcription généraux (Ravasi et al., 2010). Ces 

facteurs de transcription se lient à leurs sites de liaison spécifiques souvent regroupés en 

modules cis-régulateurs. 

 
 

Figure 10 – Représentation schématique des régions régulatrices permettant la modulation 

transrationnelle de l’expression des gènes (Wasserman et Sandelin. 2004). 

 

III. Transcription bidirectionnelle  

Ces dernières années, la compréhension du fonctionnement des promoteurs eucaryotes a 

beaucoup évolué. Le séquençage haut-débit et l’évolution des outils d’analyse ont permis de 

mettre en évidence l’existence, dans le génome humain notamment, de paires de gènes 

arrangés en « tête-à-tête », sur chacun des deux brins d’ADN (Figure 11), et partageant donc 

une région promotrice en 5’ (Adachi et  Lieber, 2002).                                     
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Cette structure génomique particulière, bidirectionnelle, était connue depuis de nombreuses 

années. Dans la plupart des cas, elle avait été relevée pour des paires de gènes dont 

l’expression était coordonnée; ceci a par exemple été démontré dans le cas des gènes des 

histones, dont la stœchiométrie d’expression est primordiale (Albig et al, 1997 ; Maxson et al, 

1983), ou encore dans le cas de gènes coexprimés dans la même voie de signalisation 

(Momota et al, 1998 ; Schmidt et al, 1993). Des études plus récentes, réalisées sur l’ensemble 

du génome humain, ont permis de démontrer que cet arrangement bidirectionnel ne concernait 

pas moins de 10% de nos gènes (Trinklein et al, 2004) ; ce constat est généralisable aux autres 

génomes eucaryotes (Neil et al, 2009 ; Wang et al, 2009). 

 

Figure 11 – Organisation génomique d’une paire de gènes bidirectionnels. 

 Les sites d’initiation de la transcription (TSS) des deux gènes « sens » et « antisens » sont 

séparés de moins de 1kb. Les extrémités 5’ des gènes bidirectionnels peuvent être non-

chevauchantes (A) ou chevauchantes (B). ATG : codon initiateur ; TGA :codon terminateur.   

  Les promoteurs bidirectionnels sont donc définis comme les séquences d’ADN 

permettant la transcription simultanée de deux gènes d’orientations opposées ; les analyses à 

grande échelle des génomes ont montré que la distance séparant les sites d’initiation de la 

transcription (TSS) de chacun des deux gènes était inférieure à 1kb (Adachi et Lieber, 2002 ; 

Trinklein et al, 2004).  

 Les transcrits initiés de part et d’autre du promoteur peuvent être codants ou non-codants. 

Des études ont d’ores et déjà pu mettre en évidence des promoteurs bidirectionnels permettant 

l’expression en « sens » et en « antisens » de transcrits codants pour des protéines (les 

dénominations sens et antisens étant dans ce cas purement arbitraires), c’est par exemple le 

cas du promoteur régulant l’expression des gènes de p53 et WDR79 chez l’humain et la souris 

(Polson et al, 2011). Dans de nombreux autres cas, la transcription bidirectionnelle permet 

d’initier deux transcrits, l’un codant et donc défini comme le transcrit « sens », l’autre non-

codant ; ces derniers transcrits, appelés « divergents », sont retrouvés chez tous les eucaryotes 

(Li et al, 2006 ; Neil et al, 2009 ; Pickrell et al, 2010).   
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II.1. Matériels  

II.1.1. La bioinformatique  

La bioinformatique est la discipline de l’analyse de l’information biologique, qui 

s’intéresse principalement au contenue en des séquences des macromolécules (acides 

nucléiques et protéines) et leur structure tridimensionnelle. C’est une branche théorique de la 

biologie, largement antérieure à la « révolution génomique » des années 1990. 

Les bio-informaticiens sont à la conjonction entre biologie et informatique, mais peuvent 

aussi utiliser des outils statistiques, mathématique (exemple : logiciel R). 

La bioinformatique n’est pas une simple application des concepts et des outils de 

l’informatique traditionnelle aux données biologiques. Elle recouvre un ensemble de 

techniques très spécifiques, intimement liées aux objets d’étude de la biologie moléculaire et 

de la génomique. Plus récemment, l’introduction de techniques expérimentales massivement 

parallèles, produisant une masse de donnée. (exemple : les puces à ADN, RAN-seq,CHIP-

seq..) .  

Enfin, la bioinformatique est indissociable de l’existence de grandes bases de données 

internationales publiques de la mise en place de nombreux serveurs tel que :  

-GenBank , NCBI (National Cancer for Biology Information),USA . 

-EMBL, EBI, (European Moleculary Biology Organisation), Européenne 

-DDBJ, DNA Data Bank of Japan  

Les plus populaires sont : 

-Ensembl (European Bioinformatics Institute / Wellcome Trust Sanger Institute) 

-NCBI (National Cancer for Biology Information) 

-UCSC (University of California Santa Cruz) 

 

II.1.2.les outils bioinformatiques  

II .1.2. 1 Logiciel R :  

R est une implémentation d’un langage de programmation interactif appelé S ,Ross Ihaka 

et Robert Gentleman proposent un langage pour l’analyse de données et les graphiques qu’ils 

nomment R.C’est un langage de programmation, il peut être largement et facilement enrichi 

grâce à des extensions, appelées les "packages". 

 

 C’est un logiciel de type Open Source (Logiciel Libre) qui se développe grâce au bon-

vouloir de certains contributeurs, soucieux de l’intérêt général.  

 

Le système R fournit un environnement intégrant un grand nombre de fonctionnalités 

statistiques et graphiques qui en font un outil particulièrement adapté au traitement et à 

l’analyse des données.  

 

R permet de tracer toute sorte de graphiques (histogramme, camembert,...), de calculer 

différents paramètres  (moyenne, l’écart type,...) et de réaliser les tests statistiques. 

 R « connait » les formules pour effectuer ces tests statistiques, en revanche c'est à vous de 

lui dire quel test utiliser ! De plus, R est très utilisé pour la bioinformatique vous pourrez 

écrire vos propres fonctions et packages pour personnaliser les graphiques, ou utiliser ceux 

créés par d'autres et mis à disposition dans la bibliothèque R" 



22 
 

II .1.2.2. Chromatine Immuno-Précipitation – séquençage (CHIP-Seq)  

Comme son nom l’indique, la méthode CHIP-Seq se fait en deux parties distinctes. D’un 

coté l’immuno-précipitation de la chromatine et de l’autre coté le séquençage. 

 ChIP : 

La méthode d’immuno-précipitation de chromatine est une méthode permettant la sélection 

de fragments d’ADN possédant une interaction avec une protéine d’intérêt. 

Dans un premier temps, la protéine d’intérêt est fixée sur son site de liaison grâce à, 

l’utilisation de formaldéhyde. L’ADN est ensuite extrait et découpé en courts brins de 200 à 

400 paires de bases, généralement par sonication. Un anticorps spécifique à la protéine étudié 

est ensuite incorporé afin de former un complexe ADN-protéine-anticorps. 

L’immun précipitation de ces complexes permet ensuite de récupérer les brins d’ADN 

associé à la protéine après élimination du surnageant (i.e. ADN non associé à la protéine 

d’intérêt). Pour finir, la protéine d’intérêt est séparée de l’ADN par chauffage par exemple. 

Les fragments d’ADN obtenus sont ainsi ceux où la protéine s’est fixée. 

 Séquençage : 

La collection de fragments ainsi obtenus est ensuite introduite dans un séquenceur à haut 

débit (exemple : illumina). Ce dernier va alors séquencer une ou les deux extrémités des brins 

d’ADN sur une courte distance, souvent entre 35 et 75 paires de bases. Les séquenceurs 

actuels permettent de séquencer un génome entier en une seule fois, générant ainsi des 

millions de séquences. Il est nécessaire ensuite d’utiliser des moyens informatiques afin 

d’aligner ces séquences sur un génome de référence. Apparait alors des zones fortement 

séquencées correspondant à une des extrémités des séquences d’ADN collectées.  

Les sites de liaison des facteurs de transcription, Poly A, ou des modifications de 

chromatine sont les zones situées entre deux de ces régions. (Eloi, Mercier .2011). 
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Figure 12 -Principe générale de l’immuno précipitation (Shah, 2009; Vinckevicius 

et Chakravarti, 2012). 

II .1.2.3. Deux outils bioinformatiques ont été utilisés pour visualises nos résultats  

A- IGB Integrated Genome Browser : 

 Pour la visualisation graphique en pic des données génomique : Un outil permettant de 

visualiser et d'explorer des données génomiques et d'annotation. Il est utile notamment pour la 

visualisation de données de ChIP-Seq. Il peut ouvrir des fichiers wig...... 

Afin de commencer d’analysez vous devez acquérir plusieurs compétences sur IGB : 

-Ouvrir le programme  

-Utiliser l’interface  

-Charger des fichiers génomiques et visualiser les données qu’ils contiennent  

-Croiser des informations  

-Sauvegarder une session  

-Exporter des images 

 

 

 
Figure 13-  La fenêtre principale de l’IGB. 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2015.01049/full#B143
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2015.01049/full#B164
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2015.01049/full#B164
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Figure 14- Présentation d’interface des données génomique avec IGB . 

Lorsque des données d'annotation est chargé dans IGB, le navigateur ressemble à ceci: 

 

Figure 15- l’interface La partie principale de la fenêtre du navigateur est la fenêtre 

de visualisation. 

 Il contient Plusieurs pistes d'annotation ou niveaux. Ces pistes sont comparables à IGB 

pistes d'annotation dans les autres navigateurs de génome. Typiquement, un coordonne piste. 

On  verra quelle que s’exemples  ci-dessus sur nos gènes des différentes classe (voir 

chapitre résultat partie III.3.I). 

B - L‟outil DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery):    

Est l’un des programmes d’annotation fonctionnelle les plus populaires auprès des 

biologistes et s’appuie sur une annotation fonctionnelle des gènes particulièrement les plus 

riches. En effet, cette annotation intègre plusieurs milliers de termes fonctionnels provenant 

de 14 bases de données différentes (NCBI, PIR, SWISS-PROT, GO,OMIM, PubMed, KEGG, 

Barre d'application décrivant les grandes 

fonctions 

Barre d’outils avec une zone référentielle permettant de 

choisir votre génome de référence Zone de recherche  

Barre d'action comprenant une échelle de zoom 

Zone de 

visualisation  

Pics 

d’enrichissem

ent en Pol II  
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BIOCARTA, AffyMetrix, TIGR, Pfam, BIND, MINT, DIP...)( da Huang W .2009) .

 

Figure 16-  DAVID outil de visualisation fonctionnelle. 

II .2.  Méthodes 

II.2.1 Model de travail : Cellules T de la  Souris  

Le modèle spontané d'étude de la transcription bidirectionnelle similaire à l’homme c'est la 

souris qui constitue un tremplin pour l’étude des gènes. 

Les principales analyses utilisées pour ce travail sont fournie au labo TAGC à Marseille 

Sur les précurseurs des lymphocytes T (thymocytes)  en stade doubles négatifs CD4-/CD8- 

(ou DN). La maturation intra-thymique est marquée par une succession de stades de 

différenciation. Les thymocytes immatures CD4- / CD8-(DN), se différencient en thymocytes 

CD4+ / CD8+, désignés double positifs (DP) puis en thymocytes matures CD4+ ou CD8+, 

désignés simple positif (SP). 

 

Figure 17- Différenciation des lymphocytes T (Koch et Radtke, 2011). 

 

 Notre travail a comme objectif d’identifier les promoteurs bidirectionnels 

responsables de la transcription opposée au cours de cette différenciation des cellules 

T.  
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II.2.2. Identification des gènes bidirectionnelle  

II.2.2.1. Récupération du génome de la souris mm9  

Pour cella nous avons récupéré le génome de la version mm9 de la souris à partir du site 

web généraliste UCSC, qui propose une synthèse des informations connues sur les génomes 

séquencés et de leurs annotations. Quand Ensembl est plutôt orienté génomique fonctionnelle, 

UCSC est plus orienté génomique structurale. Ces 2 sites utilisent les données d'autres sites 

comme EBI, Uniprot… L'accès aux données est plus ou moins facilité. 

A travers le Navigateur d’UCSC Genome Browser (University California Santa Cruz - 

USA) http://genome.ucsc.edu/. 

- Cette page doit s'afficher dans le volet central :    

 

Nous avons obtenu le génome entier de la souris, après avoir Indiqué les bons 

paramètres dans le table browser du site web UCSC, afin de récupérer tout les gènes 

de la souris.  

Tableau 1- Paramètre à sélectionné dans le  tableau des donnée. 

 Clade  mammifère 

 Genome souris 

 assemblage mm9 version juillet 200 

 Group Les gènes et les prédictions de gènes 

 Piste les gènes RefSeq 

 Tableau refGene 

 Région  génome 

 Format de sortie 

tous les champs de la table 

sélectionnée 

 Fichier de sortie RefSeq.tx 

http://genome.ucsc.edu/
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Figure 18-  les bons paramètres indiqué dans le tableau du site web UCSC. 

Par une simple clique sur Get output pour avoir le récapitulatif de la demande. 

 

Figure 19-  Cliquer sur get BED, pour sauvegarder le fichier « RefSeq.txt » qui 

porte la liste de tous les gènes de la souris avec leur cordonnées. 

La liste de nos gènes obtenus d'après le site web UCSC va être traitée selon les étapes 

suivantes : 

II.2.2.2. Trier les gènes non chevauchant  

À partir de la base de données UCSC (mm9, RefSeq). Dans le cas où plusieurs TSS 

provenant de plusieurs isoformes d’un même gène étaient éloignés de moins de 100 pb, un 

seul représentant de la transcription a été sélectionné (qui génère un filtre et produit une liste 

avec 8000 gènes) a l’aide d’un script sur R (voir Annexe script) 
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Figure 20  - liste de toutes les gènes issu du site UCSC avec ces cordonnées en 

« brin, début, fin, nom » sous forme d’un fichier ‘ RefSeq’ porte enivrant 34989 

gènes. 

II.2.2.3. Isoler les coordonnées des promoteurs  

 

Figure 21 -TSS site d’initiation de la transcription des promoteurs sens et anti sens. 

Cette étape a pour but isoler le site du début de la transcription TSS (start (+),end (-)) pour 

tous les transcrits codants. On applique une procédure de sélection grâce à une petite 

manipulation via Excel ou Logiciel R par exemple la formule suivante sur Excel : TSS =SI 

(C2="+";D2;E2). 

On aura un fichier RefSeq.txt avec tout les gènes et leur cordonné en (Sens du brin, TSS, 

début, fin, nom du gène) 
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Figure 22 -  Liste des gènes avec son TSS calculé. 

II.2.2.4. Expérience de CHIP-Seq sur Pol II dans les lymphocytes-DN 

Les résultats de cette expérience générée par Mr BELHOCINE au labo TAGC à Marseille, 

obtenus sous forme d’un fichier « WIG » Les données sont déposées au dépôt NCBI GEO 

sous le numéro : GSM1577239 : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM1577239 

 

Figure 23- Fichier « WIG » qui contient l’enrichissement en Pol II. 

II.2.2.5.  Analyser l‟enrichissement en Pol II autour de chaque TSS 

 

Figure 24- Présentation des deux parties d’enrichissement en PolII « A» et « B » 

autours de TSS  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM1577239
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM1577239
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Le fichier « wig » porte l’enrichissement du signal en Pol II en glissant dans une fenêtre de 

taille fixe d’environ 50 nucléotides sur le génome complet. 

Ce fichier « wig » a été traité grâce à un script sur logiciel R (Annexe I) la stratégie de ce 

script est qu’on récupère le fichier des coordonnées des TSS (RefSeq.txt) et puis il va 

récupérer dans le 2eme fichier Wig les valeurs d’enrichissement en Pol II  et cela dans les 

deux régions de part et d’autre du TSS selon les coordonnées -1 et -4 kb et aussi +1 et +4kb. 

En fin l’outil R fournira en sortie un fichier avec ces valeurs associer à chaque gènes voir 

Figure N°25. 

 

Figure 25- Fichier d’enrichissement au tour du TSS. 

-Des procédures  supplémentaire on été effectué sur ce dernier tableau (N°25) à 

l'aide d'un script sur R (Annexe script R) ou une simple manipulation via Excel. 

 R Calcule la sum d'enrichissement autours du TSS par cette formule 

sum=A+B, pour but de récupérer que les endroits enrichis en Pol II. 

 Pour qualifier et quantifier l'enrichissement en Pol II entre les deux parties A et 

B, un ratio est calculé  =ABS (LOG ((G2+1)/ (H2+1);2)). 

 

Figure 26- Sélections des listes selon le ratio d’enrichissement calculé. 
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II.2.2.6. Réalisation des Profils  moyens d‟enrichissement de la  Pol II. 

Nous avons tout d’abord généré d’autres fichiers valeurs à partir de fichier WIG, à l’aide 

d’un script R (Annexe Script R). La particularité de ces fichiers est qu’il retranscrit un score 

d’enrichissement pour chaque nucléotide ou groupe de nucléotides, qui vont servir à calculer 

les moyenne d’enrichissement et les traduits en des profils plus explicatifs. (Annexes III) 

 

Figure 27 - Profils moyens d’enrichissement des classes  des gènes distingué en 

fonction du score. 

La Classe Bidirectionnelle va être divise en deux listes, en se basant sur les liste 

d’annotation d’UCSC, une contient les gènes paires Codant-codant connus, et donc par 

déduction l’autre liste va contenir les paires codant-non codant qui sont inconnus dans les 

bases de données et qu’il reste à étudier . 

Ainsi, en fin on dispose des différentes classes : 

 Les gènes unidirectionnels (connus) 

 Les gènes pairs codant-codant (connus) 

 Les gènes pairs codant-non codant (inconnus) 

D’après cette étape on doit étudier et identifier la classe des paires des gènes codant non 

codant par apport aux autres. 

II .2.3. Analyse des trois classes des gènes   

Deux outils bioinformatique ont été utilisés pour analyser nos classes des gènes. 

II .2.3.1. Analyse graphique IGB „Integrated Genome Browser „:  

 

Pour visualiser les sites d’enrichissement en Pol II de nos gènes (voir chapitre III résultat 

III.1.2), on doit  charger nos fichiers génomiques nécessaires afin d’arriver de les visualiser 

leur données qui résulte d’un croisement des informations. 
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II.2.3.2.  Analyse d‟annotation fonctionnelle par David  

Cette étape consiste en effet en une caractérisation fonctionnelle de chaque groupe de 

gènes afin d’identifier une ou plusieurs fonctions biologiques qui seraient associées de façon 

spécifique à ces gènes. Cet outil prend nos listes des gènes celle de Bidirectionnelle coding 

_Non coding ; coding _coding et celle d’unidirectionnelle (Annexe IV). Et exploité les 

annotations fonctionnelles disponibles sur ces gènes dans des bases de données publiques afin 

de trouver des fonctions communes et suffisamment spécifiques à ces gènes. 

-On prend les 10 premières fonctions de chaque groupe des gènes afin de calculer le score 

(S= -log10 (p-value) et tracer leurs graphes (voir chapitre résultat III.2.2). 

II.2.4.  Les Caractéristiques intrinsèques des gènes bidirectionnels C-NC  

II .2.4.1. Récupérer la séquence FASTA des trois classes des gènes: 

D’après Interface web UCSC : on récupère les séquences promotrices en amont et en aval 

du site d’initiation TSS  pour chaque gène des trois listes. 

 

Figure 28 - Schémas comment récupère FASTA séquence de UCSC. 

 

Figure 29 – Présente le format FASTA de nos gènes 
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Afin d'évaluer si les promoteurs de nos listes présentent des caractéristiques spécifiques 

de la chromatine, nous avons fait l’analyse CG Skew pour les gènes unidirectionnels et 

bidirectionnels. 

II.2.4.2. Analyse GC Skew : 

Le GC skew est prouvé pour être utile comme un indicateur et présentateur 

d’enrichissement en CG par cette formule GC Skew= (G - C)/ (G + C). 

Pour tester le lien entre les îlots GpC et la bidirectionnalité de nos trois classe, nous avons 

calculé les profils skew GC on glissant par une fenêtre de 50 nucléotides pour chacun des 

trois classes des gènes, générer et représenter  a l’aide d’un script sur R . 

II.2.5. Traitement de Pol II par  le KM05283 (Maybridge, Cornwall, UK) : 

-Dans le but de savoir s’il ya une relation entre la Pol II et la marque épigénétique des 

histones dans la régulation de la transcription des lymphocytes T DN, Ils ont réalisé une 

analyse afin de savoir l’effet de l’inhibition de l’élongation de Pol II sur la marque 

épigénétique H3k4me3 on utilise le KM05283, c’est un produit qu’on l’ajoute à la cellule afin 

d’inhiber et enlever tous les Pol II (Ser2 phosphoryle) fonctionnelles (qui sont au cours de 

l’élongation de la transcription). 

 

Figure 30- Marque épigénétique de Pol II par la phosphorylation en  ser5P au début de la 

transcription et en ser2P au cours de l’élongation) 

L’analyse des donnes de CHIP-Seq généré au laboratoire TAGC de l’enrichissement en 

marque épigénétique H3K4me3 avant et après le traitement avec le Contrôleur DMSO et 

l’inhibiteur de l’élongation  KM.  

Pour ça nous avons comparé les régions environnantes de trois ensembles de promoteurs 

affichant des Caractéristiques communes de  la chromatine des gènes unidirectionnelles et 

bidirectionnels. 
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Dans ce chapitre on présente nos résultats brutes obtenus par des études réalises sur le 

génome de la souris (mm9, USCS). 

III.1. Identification des gènes bidirectionnelle : 

D’après le site web UCSC on a récupéré le génome de la souris quand réalise sur tableau 

transférer sur Excel  avec toutes ces coordonnées en (Chr, début, fin, nom, somme, ratio), 

nécessaire aux prochaines analyses. 

 

Figure 31–Liste des gènes récupérer du site UCSC avec son ratio d’enrichissement des 

deux cotés A et B. 

On a trié les gènes en fonction de la somme d'enrichissement en Pol II, afin de définir une 

liste des gènes codant qui portent environ (8000 gènes). 

III.1.1.  Analyse des donnés de CHIP_Seq : 

L’utilisation de l’immunoprécipitation de la Chromatine (ChIP) Pour étudier plus 

précisément la présence d’un certain site d’accrochage en Pol II sur les régions promotrices 

autours de TSS, et ainsi confirmer des prédictions théoriques. 

Les résultats de l’expérience de CHIP_Seq fournis par le labo TAGC  avec le ratio calculé 

nous présentons trois profils d’enrichissement en Pol II de part et d’autre du TSS (-1-4 et 

+1+4). 

 On distingue par ce ratio analyslé trois classes des gènes : 

- Classe1 : Unidirectionnelle Downstream avec R <  6. (Annexe III) 

- Classe2 : Unidirectionnelle Upstream avec  R > 6. (Annexe III) 

- Classe3 : Bidirectionnelle avec R ~ 0. (Annexe III) 
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Figure 32 – Profil d’enrichissement en Pol II des gènes du part et d’autre du site 

d’initiation du  TSS. 

 

Figure 33 - Diagramme représente le pourcentage de la distribution des  gènes dans le 

génome de la souris. 

-R traduit les résultats d’enrichissement en diagramme significative, qui nous présente le 

pourcentage d’expression des trois classes des gènes. 

47% 

46% 

7% 

inactive

unidirectionel

bidirectionel
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- on trouve un pourcentage proche entre 46% et 47% pour les gènes dont leurs 

transcriptions unidirectionnelles en rouge, et celles qui ne sont pas encor identifier noté en 

bleu, tandis que 7% présente les gènes opposés de bidirectionnalité notée en vert. 

III.1.2. Profils  moyens d‟enrichissement de la  Pol II : 

Les profils moyens acquiers d'après les table valeurs générés par R et les liste d’annotation 

sur le site UCSC nous permettra de divisé la classe de bidirectionnalité en deux sous classes : 

 Les gènes unidirectionnels (upstream ou downstream)(connus) 

 Les gènes pairs codant-codant (connus) 

 Les gènes pairs codant-non codant (inconnus) 

III.2.  Analyse des trois classes des gènes par  

II.2.1. IGB I „Integrated Genome Browser „: 

A fin de visualiser les pics d’enrichissements des gènes on a pris au hasard un gène 

unidirectionnelle connus et l’autre d’une classe bidirectionnelle inconnu pour la visualiser sur 

un navigateur génomique telqu’ IGB. 

 

Figure 34: Visualisation et représentation des pics d’enrichissement des gènes en Pol II 

par IGB.  

Classe de bidirectionnalité 
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Les profils présentes clairement les pics d’enrichissement en Pol II du TSS. De sorte qu'il 

est présenté par un seul coté pour les gènes unidirectionnels l’exemple : Actb et dans les deux 

sens du TSS  pour celle de bidirectionnalité exemple : Smc3. 

III.2.2. DAVID  pour l‟analyse  fonctionnelle des gènes : 

Nous avons utilisé cet outil pour trouver les différents fonctions biologiques dont nos 

gènes sont t’intégré, ces fonctions sont présenté  en score calculer d’après sont P-value 

(Annexe IV). Pour clarifier ces résultats, nous avons représenté les meilleurs motifs obtenus 

avec DAVID sur différentes classes des gènes d’intérêt. 
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Figure 35- Représentation en barre le  Score d’enrichissement des gènes 
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-Nous avons trouvé le score des  gènes codant non codant est très élevés pour les voies 

impliqués dans la  transcription  (voir Annexe  IV.1). 

 

 L’analyse de ces 2 dernier graphes montres que les 2 classes celle de 

bidirectionnel C-C et l’autre d’unidirectionnel, leurs gènes sont impliqué en des 

fonctions différentes, par contre les gènes de bidirectionnel Codant Non codant sont 

impliqué spécialement dans les fonctions transcriptionnelles. 

 

III.3.  Les Caractéristiques intrinsèques des gènes bidirectionnels Codant Non 

Codant  

La visualisation du taux de GC skew des gènes unidirectionnels montrent un profil positif 

des GC immédiatement en aval du TSS, par contre les gènes codant-codant et les gènes 

codant-Non codant  2 profil inversés, une positif et l’autre négative  respectivement en amont 

et en aval de la TSS. 
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Figure 37- Représentation en barre le  Score d’enrichissement des gènes 
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Figure 38 – Profil du GC skew des trois classes des gènes. 

 Les promoteurs bidirectionnels des gènes codant Non codant partagent 

une caractéristique intrinsèque liée à un profil inclinaison en GC, symétrique au 

celle des promoteurs des gènes codant-codant. 

III.4. Analyse des résultats de la technique de KM  

Le résultat de CHIP-Seq visualisé par IGB montre clairement l’effet de KM sur l’inhibition 

de Pol II ser2 qui mène par la suite à la disparition de la marque épigénétique H3K4me3, pour 

les deux liste des gènes unidirectionnels et bidirectionnels (C-NC). 

 

Figure 39 - Exemple d’un gène unidirectionnel avant et après le traitement par Km 

visualisé sur IGB. 
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Figure 40 -Exemple d’un gène bidirectionnel avant et après le traitement par Km 

visualisé par IGB. 

 

 Donc on conclu que la régulation de la transcription par la Pol II est 

associée a la marque épigénétique tri métylation de l’histone 3 en lysine 4. 
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Chapitre IV  

Discussion 
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IV-  Discussion 

Les gènes d’intérêts que nous avons utilisées dans cette étude ont été obtenues par un certains 

nombres de centre généralistes offrent des ressources dédiées aux promoteurs des gènes 

.Parmi eux le NCBI et l’UCSC sont les plus utilisés, principalement par des expériences 

biologiques importantes tel que la technique de la Chromatine Immuno-Précipitation – 

séquençage (CHIP-Seq). Ils permettent également la visualisation de la conservation de 

séquences génomiques de plusieurs génomes. Ceci nous permettent  de réalises plusieurs 

analyses génomiques comparative au différentes classes des gènes. 

           Dans notre étude nous avons choisir les précurseurs des cellules immunitaires T de la 

souris,  génomes de référence  mm9 sur UCSC, permettant d'étudier une nouvelle sorte de la 

transcription bidirectionnelle ainsi leurs promoteur qui est une région inter génique de moins 

de 1Kpb séparant deux gènes en une orientation inverse. Il est aujourd’hui communément 

admis que cette transcription bidirectionnelle à partir d’un site d’initiation (TSS) mais dans le 

sens opposé au gène, tend à être remplacée par transcription divergente (Quinlan AR ,2010). 

            L’organisation de notre données du génome RefSeq (mm9 USCS) en collaboration 

avec des données brutes « wig » issues de l’expérience de la technique CHIP-Seq généré par 

Mr BELHOCINE au laboratoire TAGC à Marseille, résulte le ratio d’enrichissement en Pol II 

de part et d’autre du site d’initiation de la transcription TSS (-1 et -4 kb et aussi +1 et +4kb). 

Par conséquence ce ratio divise notre liste des gènes en différentes classes, celle des gènes 

unidirectionnelle downstream, upstream et celle des gènes bidirectionnelle codant_codant 

connus sur le site UCSC , Bien que la liste des paires des gènes bidirectionnelle codant_ Non 

codant n'est pas assez clair . Ce qui ouvre un champ vaste à des recherches approfondies sur 

cette classe. 

Afin de mieux visualiser les voies dont elle est impliquée cette transcription des gènes 

bidirectionnelle codant_Non codant on a utilisé l’outil DAVID, Le but de l’analyse 

d’annotation fonctionnelle par DAVID est d’identifier  les classes des gènes différentielle 

ment exprimés. Les paires des gènes codant_Non codant montrent avec un score très élevé 

leur intégration à des fonctions spécialement transrationnelles (Figure 37) trouvées aussi par 

da Huang  et al ,2009). 

             Nous avons fait des études sur les promoteurs des gènes bidirectionnelle 

codant_Non codant, ont révélés le partage des mêmes  caractéristiques intrinsèques liée à un 

profil inclinaison en GC skew, symétrique au celle des promoteurs des gènes codant-codant. 

Cette caractéristique  était connu depuis les années 90 mais le séquençage haut débit a révélé 

qu'il était commun et qu'il avait un impact sur la régulation du transcrit sens. L’enrichissement 

des promoteurs des gènes bidirectionnelles codant_codant et codant_Non codant par ces 

séquences répétés en GC, confirme l’enrichissement et le positionnement de Pol II autour du 

site TSS (-1 -4 /  +1 +4), apparue par des profils inclinaisons exprimer en taux élevé en GC 

skew  (Figure 38). 
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Les résultats de la technique de CHIP-Seq sur l’enrichissement en Polymérase II et en 

marque épigénétique H3K4me3 montrent  une similarité étroite entre les deux listes des gènes 

bidirectionnels et la liste des gènes unidirectionnels.  

On a observé le positionnement  et l’enrichissement en Polymérase II phosphorylé en  

serine 2 suivis par l’apparition d’une marque épigénétique tri méthylation de lysine4 d’histone 

3 sur les gènes unidirectionnels et bidirectionnelles codant_Non codant. D’autre part le 

traitement de ces gènes par le KM05283 (Maybridge, Cornwall, UK) inhibiteur de Pol II ser2, 

abouti à la disparition de cette marque épigénétique H3k4me3 (Figure 39, 40). Alors que les 

résultats de Mr BELHOCINE et al  (2012) faites avec la technique de CHIP-Seq sur d’autres 

types de tissu au laboratoire TAGC confirment nos résultats (Cyrille Lepoivre, Mohamed 

Belhocine et al ,2013). 

Enfin, cette étude nous a permit de confirmé que la Pol II de la transcription 

bidirectionnelle  (C_NC) est fonctionnelle et productif dans les deux sens, qui conduit a la 

production des ARNm du part et d’autre du site d’initiation TSS. (ce qui est trouvé par Cyrille 

Lepoivre, Mohamed Belhocine et al ,2013). 

De manière intéressante, le sens de la transcription d’un gène est souvent corrélé à 

l’architecture de son promoteur. 
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Conclusion 

 

 

Notre étude est basée sur l’identification d’une classe des gènes bidirectionnelle  codant non 

codant, dans les lymphocytes T au cours de sa différenciation du stade DN an stade DP. 

          D’après les résultats obtenus pas DAVID ils  confirme l’implication de cette classe des 

gènes bidirectionnelle codant non codant à des fonctions spécialement transcriptionnelle. 

          La Pol II de la transcription bidirectionnelle est fonctionnelle et productive car  elle 

peut se déplacer facilement dans les deux sens des gènes bidirectionnelles (Codant Codant / 

Codant-Non Codant) confirmé par son enrichissement en GC Skew et en tri méthylation de 

son Histone 3 lysine 4. 

          Les gènes qui codent pour les FT semblent présenter une configuration séquentielle 

spéciale riche en GC skew dans les deux sens du promoteur qui offre la possibilité à la Pol II 

de faire  une transcription bidirectionnelle et ainsi produire des transcrits d'ARN qui ne codent 

pas pour une protéine mais restent des ARN  fonctionnelles. 

On suggère que les ARN de la transcription anti-sens jouent un rôle dans la régulation EN 

CIS de l'activité transcriptionnelles ou post traductionnelle des FT.  

On note  un article qui a été publié récemment dans le journal Molecular Cell par une équipe 

Américaine qui confirme cette hypothèse. 
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Script R 

#######Récupérer les données de fichier “wig” 

### FUCTION read WIG 

readWIG = function(fileName){ 

  df  <- read.table(fileName,sep="^",header=F,quote="");     

   charData <- as.character(df$V1);   

#######Récupérer les données suivants pour chaque chromosome.  

    

 indexTrack <- grep("chr",charData);       

 lines <- charData[indexTrack];  indexTrack <- c(indexTrack,length(charData)+2); 

########Récupérer les nomes des chromosomes et tout ce qui est entre les 

parenthèses  

chromNames <- gsub("fixedStep chrom=chr(\\w+) start=\\d+ 

step=\\d+","\\1",lines,perl=T);       

  wigList <- list();  

num<- 0; 

 

 for(i in 1:length(chromNames)){ 

   num <- num + 1; 

  startOfChromi <- (indexTrack[i]+1) 

  endOfChromi <- (indexTrack[i+1]-2);  

##### Met les données de chaque chromosome dans une liste  « RefSeq.txt » 

  

 wigList[[chromNames[i]]] <- as.numeric(charData[startOfChromi:endOfChromi]);                     

print(paste(num,") chromosome",chromNames[i]," :",startOfChromi," -> 

",endOfChromi,sep="")); 

  } 

  return(wigList); 

} 
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###### récupère le fichier des coordonnées des TSS (RefSeq.txt) puis le 2eme fichier 

Wig 

Avec  leur valeurs d‟enrichissement en Pol II  et cela dans les deux régions de part et 

d‟autre du TSS . 

###load WIG 

setwd("C:/Users/karima/Desktop/projet/DATA") 

file = "WIGfs_DN_Ser5P_el156_bins50.wig"  

df = readWIG(file) 

###load PEAKS 

setwd("C:/Users/karima/Desktop/projet") 

peaks <- read.delim("RefSeq.txt", header = TRUE, stringsAsFactors = FALSE) 

peaks <- peaks[-(grep("_random", peaks$chrom)),] 

 

### get values and max cordonies  

resultList=list(); 

for ( i in 1:nrow(peaks)) 

{            chr= substr(peaks$chrom[i] , 4 , 5) 

 resultList[[i]] = sum(df[[chr]][(round(((peaks$TSS[i]+1000))/50,0)) :          

              (round(((peaks$TSS[i]+4000))/50,0))]) 

} 

resultList2=list(); 

for ( i in 1:nrow(peaks)) 

{ 

 chr= substr(peaks$chrom[i] , 4 , 5) 

 resultList2[[i]] = sum(df[[chr]][(round(((peaks$TSS[i]-1000))/50,0)) :  

(round(((peaks$TSS[i]-4000))/50,0))]) 

} 

resultMatrix=do.call(rbind, resultList) 
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resultMatrix2=do.call(rbind, resultList2) 

values=cbind(peaks$chrom,peaks$txStart,peaks$txEnd,peaks$TSS,peaks$name2, 

peaks$strand ,resultMatrix,resultMatrix2) 

colnames(values) <- c("chr","start","end","TSS","name2","strand","A","B") 

values <- as.data.frame(values) 

values <-  unique(values) 

 

values$ratio <- 

abs(log(((as.numeric(as.character(values$A))+1)/(as.numeric(as.character(values$B))+1)

),2)) 

values$Sum <- as.numeric(as.character(values$A))+ 

as.numeric(as.character(values$B)) 

values <- values[values$Sum !=0 ,] 

values <-  values[order(values$ratio, decreasing = TRUE ),] 

values1 <-  values[(values$ratio) > 2,] 

values1 <-  values1[(as.numeric(as.character(values1$A)) < 

as.numeric(as.character(values1$B))),] 

 

values2 <-  values[(values$ratio) > 2,] 

values2 <-  values2[(as.numeric(as.character(values2$A)) > 

as.numeric(as.character(values2$B))),] 

 

values3 <-  values[values$ratio < 0.3 ,] 

####### Généré trios listes des gènes valeurs a partir de fichier wig avec leur score 

d‟enrichissement pour chaque nucléotide ou un groupe nc . 

setwd("C:/Users/karima/Desktop/projet/Resultats") 

values1=values1[-nrow(values1),] 

values2=values2[-nrow(values2),] 

values3=values3[-nrow(values3),] 

values1=values1[1:1000,] 
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values2=values2[1:1000,] 

values3=values3[1:1000,] 

 

setwd("C:/Users/karima/Desktop/projet/Resultats") 

### 

 write.table(values, file = "All_Valuers_PolII_RefSeq.txt", sep = "\t", row.names = 

FALSE, col.names = TRUE) 

write.table(values1, file = "Unidirectional_Upstream_PolII.txt", sep = "\t", 

row.names = FALSE, col.names = TRUE) 

write.table(values2, file = "Unidirectional_Downstream_PolII.txt", sep = "\t", 

row.names = FALSE, col.names = TRUE) 

write.table(values3, file = "Bidirectional_PolII.txt", sep = "\t", row.names = FALSE, 

col.names = TRUE) 

######### 

values1$TSS <- as.numeric(as.character(values1$TSS)) 

values2$TSS <- as.numeric(as.character(values2$TSS)) 

values3$TSS <- as.numeric(as.character(values3$TSS)) 

############################## 

### get values 1 

resultList=list(); 

for ( i in 1:nrow(values1)) 

{ 

 chr= substr(values1$chr[i] , 4 , 5) 

 resultList[[i]] = df[[chr]][(round(((values1$TSS[i]-4000))/50,0)) : 

(round(((values1$TSS[i]+4000))/50,0))] 

} 

resultMatrix=do.call(rbind, resultList) 

values=cbind(values1$chr,values1$txStart,values1$txEnd 

,values1$TSS,values1$name2, values1$strand ,resultMatrix) 



61 
 

write.table(values, file = "Unidirectional_Upstream_Valuers_PolII.txt.txt", sep = 

"\t", row.names = FALSE, col.names = TRUE) 

############################## 

### get values 2 

values2$TSS <- as.numeric(values2$TSS) 

resultList=list(); 

 

for ( i in 1:nrow(values2)) 

{ 

 chr= substr(values2$chr[i] , 4 , 5) 

 resultList[[i]] = df[[chr]][(round(((values2$TSS[i]-4000))/50,0)) : 

(round(((values2$TSS[i]+4000))/50,0))] 

} 

resultMatrix=do.call(rbind, resultList) 

values=cbind(values2$chr,values2$txStart,values2$txEnd 

,values2$TSS,values2$name2, values2$strand ,resultMatrix) 

write.table(values, file = "Unidirectional_Downstream_Valuers_PolII.txt.txt", sep = 

"\t", row.names = FALSE, col.names = TRUE) 

############################## 

### get values 3 

values3$TSS <- as.numeric(values3$TSS) 

resultList=list(); 

for ( i in 1:nrow(values3)) 

{ 

 chr= substr(values3$chr[i] , 4 , 5) 

 resultList[[i]] = df[[chr]][(round(((values3$TSS[i]-4000))/50,0)) : 

(round(((values3$TSS[i]+4000))/50,0))] 

} 

resultMatrix=do.call(rbind, resultList) 
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values=cbind(values3$chr,values3$Start,values3$txEnd 

,values3$TSS,values3$name2, values3$strand ,resultMatrix) 

write.table(values, file = "Bidirectional_Valuers_PolII.txt.txt", sep = "\t", row.names 

= FALSE, col.names = TRUE) 

############################## 

 

Annexe II 

Listes des Profils moyens : 

Valeurs d‟enrichissement des gènes bidirectionnels  

Début  

 

 

Fin du tableau  
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Valeurs d‟enrichissement des gènes Downstream 

 

Valeurs d‟enrichissement des gènes Upstream 

 

Annexe III 

Liste des gènes Unidirectionnelle Downstream  
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-Liste des gènes Unidirectionnelle Upstream  

 

 

-Liste des gènes bidirectionnelle  
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Annexe IV : 

 IV.1. Voies d‟enrichissement des gènes codant_Non codant en PolII 

 

 

IV.2. Voies  d‟enrichissement des gènes codant_ codant en PolII 
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IV.3. Voies d‟enrichissement des gènes unidirectionnelles   

 

 


